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RESUMO

Pela, F.P. ASSOCIACAO DO POLIMORFISMO INS-VNTR COM A
SUSCEPTIBILIDADE AO DIABETES MELLITUS TIPO 1, TIPO 2 E
GESTACIONAL NA POPULACAO URBANA BRASILEIRA. 2012. 115 f.
Dissertacdo (Mestrado) - Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de
Sédo Paulo, Ribeirdo Preto, 2012.

O diabetes mellitus (DM) é definido como doenca metabdlica, caracterizado pela
hiperglicemia, causada pela disfungéo da secregdo de insulina, atividade da insulina ou
ambas. E classificado em quatro classes clinicas i) diabetes mellitus tipo 1 (DM1), ii)
diabetes mellitus tipo 2 (DM2), iii) diabetes mellitus gestacional (DMG), iv) outros
tipos especificos. Dentre os genes conhecidos por influenciarem o mecanismo de
producdo e liberacdo de insulina no organismo humano, o gene da insulina (INS) é o
mais bem caracterizado nas classes clinicas do DM. A regido promotora do gene INS
tem sido alvo de estudo em diversas amostras populacionais do mundo, devido a sua
capacidade de modular os niveis de expressdo de insulina no timo e no pancreas, de
acordo, com a classe alélica que compde o gendtipo do individuo. Localizada a 596pb
acima do sitio de transcricdo do gene da insulina, é estruturada em alelos minissatélites
distribuidos in tandem (ACAGGGGTGTGGGG). O alelo classe 1 (30 - 60 repeticoes)
tem sido associado com predisposicdo ao DM1, enquanto o alelo classe 111 (120 - 170
repeticbes) tem efeito de protecdo ao DM1, no entanto, esse alelo tem apresentado
correlacgdo ao DM2, a obesidade em criancas e jovens e, aumento de riscos
cardiovasculares. O presente trabalho tem como objetivo analisar o polimorfismo da
regido promotora do gene da insulina sobre os fenétipos do DM e a possivel influéncia
desse em caracteristicas demogréficas, clinicas e laboratoriais desses pacientes. Foram
analisados 189 pacientes com DM1, 116 pacientes com DM2, 68 pacientes com DMG e
339 individuos controle da regido de Ribeirdo Preto, SP. O DNA gendmico foi extraido
por salting-out, seguido da amplificacdo e digestdo enzimatica do fragmento referente a
regido promotora do gene INS, o qual contém na sequéncia downstream, o
polimorfismo -23Hphl, cujo desequilibrio de ligacdo (r* ~ 1) com o polimorfismo INS-
VNTR, permite inferir os genotipos por intermédio da analise do polimorfismo -23Hphl.
Observamos que o alelo classe | e o genotipo classe | : classe | estdo relacionados a
predisposicdo ao DM1, enquanto o alelo classe 111, predominantemente em homozigose,
estd associado a protecdo ao DM1. Em relacdo ao DM2, o genotipo classe | : classe 11
foi associado a susceptibilidade a doenca e, nenhum genotipo foi correlacionado ao

DMG. De acordo com os dados demogréficos, clinicos e laboratoriais, variaveis como



género e pigmentacdo da pele tém influenciado na frequéncia do polimorfismo INS-
VNTR em pacientes com DM1, como por exemplo, a maior frequéncia de homens com
genotipo classe | : classe | no conjunto DM1. Em contrapartida, nesse mesmo grupo de
pacientes, o genotipo classe Ill : classe Ill evidenciou maior susceptibilidade ao
desenvolvimento de retinopatia (p=0,0020; OR= 0,05333; 95% I.C. 0,007839 - 0,3629).
Em pacientes com DM2, a comparacdo entre géneros evidenciou maior frequéncia do
genotipo classe 111 : classe Il em mulheres. E, em relagdo ao DMG, os gendtipos de
classe | : classe | e classe | : classe Il estavam associados ao menor nivel de glicose no
plasma sanguineo em relacdo as pacientes que exibiam o genotipo classe 11 : classe IlI.
Esse é o primeiro estudo de associa¢do do polimorfismo INS-VNTR comparando as trés
principais classes clinicas de DM oriundas de uma mesma amostra geografica, sendo
evidenciado um perfil genotipico padrdo de susceptibilidade de acordo com o tipo de
DM.

Palavras-chave: INS-VNTR, -23Hphl, diabetes mellitus tipo 1, diabetes mellitus tipo 2,

diabetes mellitus gestacional, insulina, populacdo brasileira.



ABSTRACT

Peld, F.P. ASSOCIATION OF THE INS-VNTR POLYMORPHISM WITH
SUSCEPTIBILITY TO TYPE 1, TYPE 2 AND GESTATIONAL DIABETES
MELLITUS IN THE URBAN BRAZILIAN POPULATION. 2012. 115 f. Thesis
(Master Degree) — Faculty of Medicine of Ribeirdo Preto, University of S&o Paulo,
Brazil, 2012.

Diabetes mellitus (DM) is defined as a metabolic disorder characterized by
hyperglycemia caused by impaired insulin secretion, insulin activity or both. It is
classified into four clinical classes i) type 1 diabetes mellitus (T1DM), ii) type 2
diabetes mellitus (T2DM), iii) gestational diabetes mellitus (GDM), iv) other specific
types. Among the genes known to influence the mechanism of production and release of
insulin, the insulin gene (INS) has been well characterized in disease susceptibility. The
INS promoter has been studied in different worldwide populations due to its ability to
modulate expression levels of insulin in the thymus and pancreas, in accordance with
the type of diabetes. The major polymorphic site is located 596bp upstream from the
translation initiation site of the INS gene and it is structured into minisatellite alleles
(ACAGGGGTGTGGGG). The shorter class | alleles (30 — 60 repeats) confers
predisposition to DM1 and the longer class 111 (120 — 170 repeats) confers protection to
DM1; however, the latter allele has also shown to be correlated with DM2, obesity in
children and juvenile individuals, and increased cardiovascular risks. This study aims to
analyze the association of a polymorphic site at promoter region of the INS gene with
diabetes phenotypes, with the purpose of evaluating this region as a possible genetic
marker of the disease, and the possible influence on demographic, clinical and
laboratory features in a sample of the urban Brazilian population. We analyzed 189
T1DM patients, 116 T2DM patients, 68 GDM patients and 339 healthy individuals from
the region of Ribeirdo Preto, SP. DNA extraction was performed using a salting-out
procedure, followed by amplification and restriction enzyme digestion of the fragment
relating to INS gene promoter, which contains another polymorphism, -23Hphl, which
is in perfect linkage disequilibrium (r>~1) with the INS-VNTR, making it an useful
genetic marker. We observed that the class | allele and class | : class | genotype are
associated with predisposition to T1DM, whereas, class Il allele, predominantly in
homozygosity, is associated to T1DM protection. In relation to T2DM, the class | :
class 11l genotype has been associated with susceptibility to disease. Finally, no

genotype was correlated with GDM. Data stratification according to demographical,



clinical and laboratory variables, indicated that gender, skin color seemed to influence
the frequency of the INS-VNTR polymorphism; i. e., the class | : class | genotype was
more frequent in male T1DM patients. On the other hand, the presence of the class Il :
class Il genotype was associated with susceptibility the development of retinopathy
(p=0,0020; OR= 0,05333; 95% I.C. 0,007839 - 0,3629). In T2DM patients, a trend
association was observed between the class 11 : class 111 genotype with female diabetic
patients. In relation to GDM, the genotypes class | : class | and class | : class Il were
associated with decreased glucose levels in relation to patients exhibiting the class 111 :
class 11 genotype. This is the first study of the INS-VNTR polymorphism encompassing
the major types if DM patients from the same geographical region, which showed a
differential pattern of susceptibility according to the underlying type of DM.

Keywords: INS-VNTR, -23Hphl, Type 1 diabetes mellitus, Type 2 diabetes mellitus,
Gestational diabetes mellitus, Brazilian population.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1: Genes de susceptibilidade ao diabetes mellitus tipo 1, classificados de acordo
com o risco de susceptibilidade (Odds ratio) a doenca, em estudos avaliando 0 genoma
completo. Fonte: STECK & REWERS (2011)......cccciieiiviieieeieceeseesie e 24

Figura 2: Representacdo diagramatica do cromossomo 11p15.5, incluindo o conjunto
de genes TH-INS-IGF2 (Tyrosine Hydroxylase - Insulin - Insulin-like growth factor 2) e
mostrando os dez sitios polimorficos presentes na regido de susceptibilidade ao DM1
(regido conhecida como IDDMZ2). Os retangulos abertos, fechados e hachurados
representam, respectivamente, introns, éxons e regides ndo transcritas, e o triangulo
identifica o sitio INS-VNTR. Fonte: BENNET et al. (1996)........ccccccevvvieiviniienieienne 26

Figura 3: Estrutura do gene da insulina com a indicacdo dos polimorfismos mais
relevantes e as enzimas de digestao utilizadas para distinguir as variantes polimérficas.
Fonte: Adaptado de PUGLIESE & MICELI (2002)........cccoiiiiiiineienc s 40

Figura 4: Produto de amplificagdo referente a regido promotora do gene da insulina...55

Figura 5: Padrdo de bandas obtido pela reacdo de digestdo com a enzima Hphl, na

regido promotora do gene da INSUIING...........ccceeviiiieiieie e 57

Figura 6: Distribuicdo das frequéncias alélicas do SNP -23Hphl nas popula¢des de
paises como Brasil, Reino Unido, india, Japdo, Zimbabue, Quénia, Cazaquistdo e
ESPANNG. ...t nae e e neeres 88



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Sequéncias dos iniciadores utilizados na reacdo em cadeia da polimerase....54

Tabela 2: Condicbes de amplificacdo do DNA para tipificacdo do polimorfismo INS-
VNTR (quantidade para Uma rAGED).........cueruerrerieriireeieiesre sttt 54

Tabela 3: Programa utilizado no termociclador GENE Amp* PCR system 9700 para a

amplificacdo do fragmento €m analiSe...........ccovveiiiiiiiiiie e 55

Tabela 4: Condicdes para a digestdo enzimatica do produto de amplificacdo para

avaliar o polimorfismo INS-VNTR (quantidade para uma reagao)...........cceceerverererennens 56

Tabela 5: Caracteristicas demogréficas, clinicas e laboratoriais dos pacientes com

diabetes mellitus tipo 1, tipo 2 e gestacional e dos individuos saudaveis....................... 63

Tabela 6: Frequéncia alélica, frequéncia genotipica, numero de heterozigotos
observados e esperados, aderéncia ao Equilibrio de Hardy-Weinberg do polimorfismo
INS-VNTR na amostra populacional em eStudo............covviiriiiiieicienceees e 73

Tabela 7: Teste exato do Equilibrio de Hardy-Weinberg quando em deficiéncia de

heterozigotos na amostra populacional em estudo............ccccoevveieiiieie e, 74

Tabela 8: Teste exato do Equilibrio de Hardy-Weinberg quando em excesso de
heterozigotos na amostra populacional em estudo...........cccoecevierinienieeie e 74

Tabela 9: AssociacGes dos alelos e gendtipos do polimorfismo INS-VNTR com as

caracteristicas fenotipicas dos tipos de diabetes mellitus............cccoceevveieeiiiic e, 77

Tabela 10: Andlise comparativa entre as variagcGes genotipicas do polimorfismo INS-
VNTR e as caracteristicas demogréaficas, clinicas e laboratoriais dos individuos
L0010 1511 = Vo (0L 83

Tabela 11: Comparacdo das frequéncias alélicas do SNP -23Hphl entre populacédo

brasileira e demais populacBes MUNAIAIS...........ccvevvveiiiieiiere e 88



SUMARIO

1. INTRODUGAO . ...ttt sa st 19

1.1. Diabetes Mellitus tiPO L.......cccvooiiieiieesie e 21

1.1.1 Patogenia do diabetes mellitus tipo L........ccccooiiiiiiiiiie e 22

1.2. Diabetes Mellitus tiPO 2........cvciviiiiiiee e 29

1.2.1 Patogenia do diabetes mellitus tipo 2.........c.cooviiiiiiiii e 30

1.3. Diabetes mellitus gestacional............cccccveuiiieiiiie i 35

1.3.1 Patogenia do diabetes mellitus gestacional.............ccoccvvviiiieniiiniiinnciie e, 37

1.4, PolimorfisSmOo INS-VNTR ..o 39

2. HIPOTESES. ...ttt 43

3. OBUIETIVOS.....co oottt ettt a et st nenne e 45

KBS0 T - | SO PRTPR 46

3.2, ESPECITICOS. ...ttt et reere e 46

4. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL.....ccoiii e 47

5. MATERIAIS E METODOS........cooviiieiceesesieeseesesses s sessssesssses s sssss s snssnennes 49

5.1. Casuistica e Amostragem Populacional.............ccccooiiiiiiiiiinniiieee e, 50

5.2. Extracdo e purificacdo do DNA genémico pelo método salting-out................... 52

5.3. Reacdo em cadeia da polimerase (PCR).......cccooiriiiiininiiieeeese e 53

5.4. Reacao de digeStA0........ccoueiuieiiiie ettt 56

5.5. Determinagdo FENOLIPICA. .......cceiveiiiriecie e 57
5.6. Analise Estatistica

5.6.1. Perfil dos individuos amoStrados............cccevviveeeieieresese e 58

5.6.2 Estimativas das frequéncias alélicas e genotipicas............cccovvevvevveieenneenne. 58

5.6.3. Aderéncia ao equilibrio de Hardy-Weinberg..........c.ccocooeivrieneneincinnnnn 58

5.6.4. Associacdo do locus INS-VNTR aos tipos de diabetes mellitus 59
5.6.5. Associacao das classes genotipicas as caracteristicas demogréficas, clinicas

e laboratoriais dos individuos amMOSIradOS. ........ccuervereieierinieieiee e 60
6. RESULTADOS. ...ttt e e nne e e e nna e e e neeeennes 61
6.1, INdividUOS EStUAATOS. ......cuveuieiiieiecie e 62
6.2. Frequéncias alélicas e Equilibrio de Hardy-Weinberg..........cccoocevviiiviiinennn. 71
6.3. ASSOCIACOES ENCONTIAUAS. .......veveeieeiie ettt 75

6.3.1 Associagdo diagndstico dos tipos de diabetes mellitus e os gendtipos INS-



6.3.2. Associacdo das caracteristicas clinicas dos tipos de diabetes mellitus e os

0ENOLIPOS INS-VINTR... .ottt sre e re e e snaenee s 81
7. DISCUSSOES.......coiiiieiie ittt 86
7.1. Distribuicdo das frequéncias aleliCas...........ccccvrveiiiericie i 87
7.2. Equilibrio de Hardy-Weinberg...........ccccoiiiiiiiiiiieseneeesee e 89

7.3. Associagdes encontradas9l

7.3.1. AssociacBes entre o polimorfismo INS-VNTR e os fenotipos das classes
clinicas do diabetes MEllITUS. ..........cooiiiiiece e 91

7.3.2. AssociacOes entre o polimorfismo INS-VNTR e as caracteristicas
demogréficas, clinicas e laboratoriais referentes a cada classe clinica do diabetes

1 I U . ..ot e ettt ettt et e e e e e e teeeeeeeee et et eaeeeeeeee e e reeeeeree e —arareeereernna 95
8. CONGCLUSODES. ..ottt e e et e e e e e et e e et e e ee et e e et e e et e e s eteeer e e esarenes 98
9. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. .....coo oo eein e 100

10. ANEXOS..... 110



LISTA DE SIMBOLOS
ADA - American diabetes association
ADMA - Asymmetric dimethylarginine
Akt - serine/threonine protein kinase Akt
APK?7 - Mitogen-activated protein kinase 7
anti-GAD - antidescarboxilase do &cido glutamico
ATP6V1H - ATPase, H+ transporting, lysosomal 50/57kDa, V1 subunit H
BB - inbred BioBreeding
CAP - Células apresentadoras de antigenos
CDKALL1 - CDKS5 regulatory subunit associated protein 1-like 1

CDKN2A- CDKNZ2B - cyclin-dependent kinase inhibitor 2A - cyclin-dependent kinase
inhibitor 2B

CT - colesterol total

CTLA-4 - Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen-4

Cav2 - Caveolin 2

COX11 - Cytochrome c oxidase assembly homolog
DDAH?2 - Dimethylarginine dimethylaminohydrolase
DM - Diabetes mellitus

DML - Diabetes mellitus tipo 1

DM2 - Diabetes mellitus tipo 2

DMG - Diabetes mellitus gestacional

ERBBS3 - v-erb-b2 erythroblastic leukemia viral oncogene homolog 3
ERK5- Mitogen-activated protein kinase

FFARL - Free fatty acid receptor 1

FTO - Fat mass and obesity associated

GAD - acido glutamico descarboxilase

GJ - Glicemia de jejum

GJAL - Gap junction protein, alpha 1



GLP-1 - Glucagon-like peptide-1

GPP - Glicemia pos-prandial

GWAS - Genome wide association studies

HAPO - Hyperglycemia and Adverse Pregnacy Outcomes

HbA1 - Hemoglobina glicada

HDL - lipoproteinas de alta densidade

HHEX - Hematopoietically-expressed homeobox protein HHEX

HLA - Human Leukocyte Antigen

IADPSG - International Association of Diabetes and Pregnancy Study Groups
IDDM1 - Insulin dependent diabetes mellitus region 1

IDDM2 - Insulin dependent diabetes mellitus region 2

IFIH1 - Interferon induced with helicase C domain 1

IFN- vy - Interferon y

IL-1 - Interleucina 1

IL2RA - Interleukin 2 receptor, alpha

INS - gene da insulina

INS-VNTR - Insulin variable nucleotide tandem repeats

Insigl - Insulin induced gene 1

IMC - indice de massa corporal

IRS-1 - Insulin receptor substrate 1

IRS-2 - Insulin receptor substrate 2

KCNQL1 - Potassium voltage-gated channel, KQT-like subfamily, member 1
KCNJ2 - Potassium inwardly-rectifying channel, subfamily J, member 2
LDL - Lipoproteinas de baixa densidade

LPS - Lipossacarideos

MafA - mammalian homologue of avian MafA/I-Maf

MBK1- MiniBrain Kinase (Drosophila) homologe



MHC - Major Histocompatibility Complex

MiRNAs - microRNAs

MODY - Maturity-onset diabetes of the young

Mtpn - Myotrophin

NOD - non-obese diabetic

NDUFAS5 - NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 alpha subcomplex, 5
NDUFA10 - NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 alpha subcomplex, 10
Onecut-2 - One cut domain family member 2

OMS - Organizacdo Mundial da Saude

p27X"P! _ Cyclin-dependent kinase inhibitor

PAS - pressdo arterial sistolica

PAD - pressao arterial diastolica

PDK-1 - Pyruvate dehydrogenase kinase isozyme 1

PDX-1 - Pancreas-duodenum homebox-1

pGH - hormdnio placentario de crescimento humano

PI3K - Phosphoinositide 3-kinase

PPARGy - Peroxisome proliferator-activated receptor gamma
PTPN22 - Protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 22
SNPs - single nucleotide polymorphisms

T2D-Db - T2D-Db an integrated data resource on type 2 diabetes
TCF7L2 - Transcription factor 7-like 2

TGL - triglicerideos

TLR4 - Toll-like receptor 4

TNF - fator de necrose tumoral

TOTG - Teste oral de tolerancia a glicose



INTRODUCAO




Introdugdo 20

1. INTRODUCAO

O diabetes mellitus (DM) acomete cerca de 366 milhdes de habitantes em todo
0 mundo, sendo no Brasil, cerca de 12,4 milhGes de pacientes diagnosticados com a
doenga. Paises em desenvolvimento tém ampliado a incidéncia de novos casos. As
justificativas sdo alteracGes na qualidade de vida desses habitantes os quais passam por
transformacédo cultural na dieta, ingerindo alimentos mais caloricos e de facil acesso
(fast food) e, dedicam-se cada vez menos tempo as atividades fisicas

(INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2011).

Definida como doenca metabolica, o diabetes € caracterizado pela
hiperglicemia, causada pela disfuncdo da secrecdo de insulina, atividade da insulina ou
ambas. A hiperglicemia cronica no diabetes estd associada, em longo prazo, com
disfuncdo e faléncia de diferentes 6rgéos e tecidos como figado, nervos, coracao, rim,
retina (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2011), sendo as complicacdes do
diabetes responsaveis pela morte precoce de 99% dos pacientes brasileiros

(MINISTERIO DA SAUDE, 2006).

A classificacdo do DM proposta pela Organizacdo Mundial da Saiude (OMS) e
pela Associacdo Americana de Diabetes (ADA) (2011) inclui quatro classes clinicas:
diabetes mellitus tipo 1 (DM1), diabetes mellitus tipo 2 (DM2), diabetes mellitus
gestacional (DMG), que apresentam perfis de doenca oligogénica ou poligénica, e
outros tipos especificos como Maturity-onset diabetes of the young (MODY), cujas
causas estdo relacionadas a alteragdes monogénicas associadas as funcdes das células f3
(OLIVEIRA et al, 2002). Ha& ainda duas categorias referidas como pré-diabetes,
correspondentes a glicemia de jejum alterada e a tolerancia a glicose diminuida, as quais
sdo consideradas fatores de risco para o desenvolvimento do DM e de doengas

cardiovasculares (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2011).
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1.1. Diabetes mellitus tipo 1 (DM1)

O diabetes mellitus tipo 1 (DM1) é definido pela hiperglicemia e
hipoinsulinemia, causadas pela destruicdo autoimune de celulas B pancreéticas,
responsaveis pela produgdo de insulina. Nesse contexto, o sistema imune ndo mantém a
tolerdncia aos autoantigenos das células B, frequentemente regulados por moléculas do
MHC (sigla em inglés MHC - Major Histocompatibility Complex) e outras moléculas
imunoregulatorias, permitindo inflamacdo cronica das ilhotas pancreéticas e,
consequentemente, impondo ao paciente a necessidade do uso de insulina exdgena para
regular o metabolismo da glicose no organismo (NOKOFF et al., 2012).

Dentre os fatores que predispdem a susceptibilidade ou protecdo ao
desenvolvimento do DM1 estdo variagdes génicas ou alélicas, com destaque para o
locus IDDML1 (insulin dependent diabetes mellitus region 1), que compreende a regido
do complexo principal de histocompatibilidade (Major Histocompatibility Complex -
MHC) e o locus IDDM2 (insulin dependent diabetes mellitus region 2) com énfase ao
polimorfismo na regido promotora do gene da insulina INS-VNTR (insulin variable
nucleotide tandem repeats). Ainda, fatores ambientais como a exposicdo a determinados
virus que alterariam a resposta imune, a modificacdo da dieta infantil com adicédo
precoce de leite bovino e cereais, a higiene em excesso que acarreta deficiéncia da
imunoregulacdo do organismo da crianca também agem como fatores etiopatogénicos
adicionais (DEVENDRA et al., 2004).

O DM1 corresponde a 5-10% dos individuos diagnosticados (HALIMI &
BENHAMOU, 2004). Dentre os principais sintomas da doenca estdo a polilria,
polidipsia, polifagia e perda involuntéaria de peso, fadiga, fraqueza, letargia, prurido
cutaneo e vulvar, balanopostite e infeccdes de repeticio (MINISTERIO DA SAUDE,

2006) .
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A avaliacdo do DML1 ¢ feita rotineiramente por exames clinicos/laboratoriais,
incluindo a hemoglobina glicada (HbA1), glicemia de jejum (GJ), glicemia p6s-prandial
(GPP), lipoproteinas de baixa e alta densidade (LDL e HDL), triglicerideos (TGL),
pressdo arterial sistolica e diastolica (PAS e PAD), colesterol total (CT), indice de
massa corporal (IMC). Exames de autoanticorpos circulantes como antidescarboxilase
do &cido glutamico (anti-GAD), anti-ilhotas e anti-insulina estdo presentes em 85-90%
dos individuos, por ocasido da deteccdo da hiperglicemia em jejum (AMERICAN

DIABETES ASSOCIATION, 2011).

1.1.1 Patogenia do diabetes mellitus tipo 1

O DML1 é doenca de evolucdo lenta com desenvolvimento progressivo ao longo
dos anos, caracterizando a fase pré-clinica da doenca. Estudos apontam que, no periodo
da manifestacdo da doenca, as células secretoras de insulina estdo em ndmero muito
diminuidos, estando em alguns casos, praticamente ausentes (VELD, 2011). Isso remete
a propria dificuldade de avaliar o inicio do processo inflamatério nas células P
pancreaticas em seres humanos, tornando entdo o modelo animal, especialmente, em
camundongos NOD (non-obese diabetic) e BB (inbred BioBreeding), modelos chave
para a compreensdo dos impactos genéticos, ambientais e patogénicos no

desenvolvimento espontaneo da doenca (DRIVER et al., 2011).

Em camundongos NOD, aproximadamente na terceira semana de vida, inicia-
se a infiltracdo nas células pancreéticas por células dendriticas CD11c* e macréfagos
ER-MP23". Concomitantemente, linfocitos T CD4" carreando moléculas MHC de
classe Il acopladas com autoantigenos sdo detectados proximos a regido das ilhotas
pancreaticas, provavelmente, ativados nos nodulos linfaticos do péancreas, acarretando

alta reatividade contra as células B, caracterizando a pré-insulite. Além disso, lesdes nas
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ilhotas pancredticas conduzem a liberacdo de autoantigenos, acarretando entdo, o
espalhamento do epitopo e o aumento da infiltracdo das ilhotas pelas células
mononucleares (BLUESTONE, HEROLD & EISENBARTH, 2010). Essa resposta pro-
inflamatoria estimula varios tipos celulares a secretarem radicais livres, como 6xido

nitrico, que sdo toxicos as células B pancreaticas (FERNADES et al., 2005).

Em humanos com DM1, ocorre infiltrado celular composto por linfécitos T
CD4" e T CDS8", linfdcitos B e células apresentadoras de antigenos (CAP), e ainda, sdo
detectados varios autoanticorpos especificos para antigenos das ilhotas pancreéticas e
citocinas pré-inflamatdrias (FERNADES et al., 2005). Durante o processo de insulite,
linfocitos T CD8" reconhecem o autoantigeno pancreatico ligado a molécula de HLA de
classe I e promovem a destruicao das células B por citélise pela liberagdo de perforina e
granzina e, por fim, induzindo apoptose celular. Nessa etapa, os linfocitos T CD4"
atuam determinando reagfes inflamatdrias e secrecdo de citocinas, especialmente,
interleucina 1 (IL-1), interferon y (IFN- vy) e fator de necrose tumoral (TNF),
culminando com a morte das células B. Linfocitos B também atuam apresentando
autoantigenos, particularmente, insulina e acido glutamico descarboxilase (glutamic

acid decarboxylase - GAD), entre outros (VELD, 2011).

Estudos genéticos evidenciam que a predisposi¢cdo para o desenvolvimento do
DML estdo associados, principalmente, com o sistema HLA (Human Leukocyte Antigen
- HLA), contribuindo em até 40% a 50% para o desenvolvimento da doenca. A regido
promotora do gene da insulina - INS-VNTR (Insulin linked variable number tandem
repeats) e o gene CTLA-4 (Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen-4) também contribuem
com a susceptibilidade ao DM1. Estudos do genoma completo (GWAS- Genome wide
association studies) relatam a influéncia de outros genes de susceptibilidade ao DM1,

incluindo PTPN22 (protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 22), IL2RA
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(interleukin 2 receptor, alpha), IFIH1 (interferon induced with helicase C domain 1),
ERBB3( v-erb-b2 erythroblastic leukemia viral oncogene homolog 3), entre outros
(STECK & REWERS, 2011). A Figura 1 ilustra a participacdo desses genes como

fatores de risco ao DM1.
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Figura 1 - Genes de susceptibilidade ao diabetes mellitus tipo 1, classificados de acordo
com o risco de susceptibilidade (Odds ratio) a doenca, em estudos avaliando 0 genoma
completo. Fonte: STECK & REWERS (2011).

O principal locus de susceptibilidade ao DM1 é o MHC de classe 11, situado
no braco curto do cromossomo 6 (6p21), cujos hapldtipos de alto risco ao
desenvolvimento da doenca sdo: DRB1*03-DQA1*05:01-DQB1*02:01 (DR3) e
DB1*04-DQA1*03:01-DQB1*03:02 (DR4) (NOBLE et al., 1996). Tais gen6tipos
codificam proteinas responsaveis por apresentarem peptideos da insulina, GAD, 1A-2,
ZnT8 para células T CD4. A classe Il do MHC também é responsavel por expressar
alelos de protecdo ao DM1, sendo os principais alelos DRB1*15:01, *14:01 ou *07:01 e
DQB1*06:02, *05:03 ou *03:03 os quais reduzem o risco de desenvolver a doenca

(BLUESTONE, HEROLD & EISENBARTH, 2010).
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Estudos recentes mostram outros alelos do MHC, associados com
susceptibilidade ao DM1, independentemente do HLA-DR/DQ, como os alelos HLA de
classe 1. O grupo de alelos HLA*A24, por exemplo, tem sido relacionado por induzir o
DM1 precocemente; o grupo HLA*A30 por conferir alto risco ao DM1 e o grupo de
alelos HLA*AL, baixo risco ao desenvolvimento da doenca (NEJENTSEV et al., 2007).

Em relagdo ao INS-VNTR, o principal sitio de susceptibilidade & doenca esta
relacionado com o namero de repeticbes de sequencias de nucleotideos in tandem. O
alelo classe | é considerado como fator de risco ao desenvolvimento do DM1,
caracterizado pela repeticdo do minissatélite em 30-60 unidades, possui frequéncia na
populagéo global de 50-60% e sua presenca em homozigose confere de 3 a 5 vezes mais
riscos de predisposicdo a doenga. O alelo classe 11l é caracterizado pela repeticdo do
minissatélite em 120-160 unidades, sendo considerado alelo de protecdo e a
homozigose deste é mais frequente nos individuos saudaveis (ANJOS et al., 2004).

O fato de o INS-VNTR estar localizado fora da regido génica codificadora de
proteina indica que sua atividade esteja relacionada com a regulacdo da expressdo da
insulina, e, indiretamente, com a sele¢cdo negativa de timdcitos, propiciando o
surgimento de linfdcitos T autorreativos na periferia. Estudos de Pugliese et al., 1997, e
Anjos et al., 2004, verificaram que a transcricdo do gene INS no timo em presenca do
alelo classe 111 é superior em relacdo ao do alelo classe I, sendo postulado que o tipo de
classe do INS-VNTR deva influenciar no mecanismo de selecdo dos linfocitos T
autorreativos para insulina. A Figura 2 ilustra os principais sitios de variabilidade génica

encontrados na regido do IDDM2.
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Figura 2 - Representacdo diagramatica do cromossomo 11p15.5, incluindo o conjunto
de genes TH-INS-IGF2 (Tyrosine Hydroxylase - Insulin - Insulin-like growth factor 2) e
mostrando os dez sitios polimérficos presentes na regido de susceptibilidade ao DM1
(regido conhecida como IDDMZ2). Os retangulos abertos, fechados e hachurados
representam, respectivamente, introns, éxons e regides ndo transcritas, e o triangulo
identifica o sitio INS-VNTR. Fonte: BENNET et al. (1996).

O gene CTLA-4 codifica receptores expressos por células T ativadas, 0s quais
apresentam funcdo de regulacdo negativa de células T, uma vez ativadas. Em processo
de resposta imune normal, o reconhecimento do antigeno pelas células T auxiliares é
mediado pela interacdo do CD28, expresso em quase todas as células T, com proteinas
B7 presentes na superficie das células apresentadoras de antigenos. A ligacdo entre
CD28 e B7 é essencial para o inicio da resposta imune de células T naive. Em alguns
casos, as células T encontram autoantigenos e iniciam a expressao de moléculas CTLA-
4 como mecanismo de protecdo, visando a inibicdo de sinais para as células T (LEUNG
& LINSLEY, 1994).

Mutacdes e polimorfismos identificados no gene CTLA-4 tém demonstrado
alteracbes na funcdo da proteina codificada, podendo influenciar na progressdo de
doengas autoimunes (ANJOS et al., 2004, LING et al., 2001, UEDA et al., 2003).

Dentre as principais regides polimorficas estdo a regido promotora do gene CTLA-4
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(5'UTR), SNP na regido codificadora e poliadenilagdo na regido 3’ ndo traduzida (3'
UTR). Quanto a influéncia desses polimorfismos na progressdo do DM1, os estudos de
associacdo enfatizam a importéncia do alelo A49G cuja homozigose G : G favorece a
proliferacdo de células T e influenciam, negativamente, a ativacdo das ceélulas T em
resposta a moléculas IL2. Tal alelo, em diferentes popula¢Ges, confere risco para a
progressdo do DM1, enquanto o alelo A confere protecdo (PHILIP & ISABEL, 2011).
Quanto ao marcador microssatélite (AT)n na 3'UTR este possui forte desequilibrio de
ligacdo com A49G, o que permite sua associagdo com a susceptibilidade ao DML1.
Estudos de expressdo génica diferencial tém identificado grupos génicos
envolvidos na patogenia do DM1. Stechova et al. (2012) avaliaram o perfil de expresséo
génica diferencial em pacientes com DM1, familiares de primeiro grau do paciente com
presenca de autoanticorpos e com auséncia de autoanticorpos, e ainda, individuos
controle. A principal diferenga de expressdo encontrada foi entre parentes de primeiro
grau em auséncia de autoanticorpos e individuos saudaveis, sendo evidenciadas
alteracdes de expressdo de 17 genes envolvidos no sistema imune. Rassi et al.(2008)
reportaram o perfil de expressdo génica de pacientes DM1 de acordo com regides de
susceptibilidade. As modulagdes foram observadas em torno da regido cromossomica
1p13, com 2 genes modulados os quais estariam envolvidos na acgdo da insulina. Na
regido cromossémica 2933, foram modulados 3 genes 0s quais atuariam no controle
negativo da expressdo de moléculas do MHC de classe Il. Na regido cromossdmica 6q
21-24, 7 genes foram modulados sendo suas atividades relacionadas ao processo
metabolico de glicoproteinas, regulacdo da apoptose e producéo de imunoglobulinas. Na
regido cromossémico 11pl5, 2 genes foram encontrados associados com regulacao

negativa da producéo de insulina.
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Além dos genes que contribuem com o desenvolvimento do DML1, diversos
fatores que regulam a transcricdo génica também tém sido implicados na patogenia do
DM1, particularmente, a regulacdo poOs-transcricional, mediada pelos microRNAs
(miRNAS). Pesquisas descrevem a participagdo dos miRNAs na patogénese do diabetes
e nas complicagcdes associadas a doenca, principalmente, por atuarem sobre genes
envolvidos em processos biologicos de producdo, secrecdo e acdo da insulina
(BAROUKH et al.,, 2007, KLOOSTERMAN et al, 2007, POY et al, 2004), no
metabolismo dos lipidios, nas complica¢fes vinculadas ao DML1 e, indiretamente, no

controle glicémico (POY et al, 2007).

Os miRNAS miR-375, miR-124a e let-7b atuam na regulacdo da expressdo do
gene Mtpn (Myotrophin), alterando a atividade de secrecdo da insulina e o
desenvolvimento das células B pancreaticas (POY et al, 2007). A inducédo da expressdo
de miR-29a e de miR-29b pode atuar no processo bioldgico de transporte de glicose,
tendo como alvos os genes Insigl(Insulin induced gene 1) e Cav2 (Caveolin 2) (HE et
al., 2007). A baixa expressdao de miR-143 tem atuacdo na repressao dos genes ERK5
(Mitogen-activated protein kinase), MBK1 (MiniBrain Kinase (Drosophila) homologe)
MAPK7(Mitogen-activated protein kinase 7), reduzindo a atividade de diferenciacao
dos adipdcitos. Consequentemente, a alta expressdo do miR-143 permite maior
producdo de células de gordura, favorecendo o diabetes (ESAU et al., 2004). A baixa
expressao de miR-1, por intermédio da regulacdo pos-transcricional dos genes KCNJ2
(Potassium inwardly-rectifying channel, subfamily J, member 2) e GJAL (Gap junction
protein, alpha 1), favorece alteraces fisioldgicas cardiacas como hipertrofia (YANG et

al., 2007).
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1.2. Diabetes mellitus tipo 2 (DM2)

O DM2 é caracterizado pela progressiva deterioracdo funcional das células f
pancreaticas e aumento da resisténcia a insulina em tecidos periféricos, como figado e
masculo esquelético, e ainda, incapacidade de secretar insulina suficiente para manter
0s niveis glicémicos de jejum e pos-prandial, definindo o quadro hiperglicémico no

paciente (FREEMAN, 2010).

Considerado o principal problema de satde publica, face o aumento de risco de
doencas cardiacas, derrames e complicaces microvasculares como cegueira,
insuficiéncia renal, neuropatia periférica. A mudanca do estilo de vida, incluindo
alteracdes de habitos alimentares e a diminuicdo de atividade fisica tém sido indicativos
de causa do aumento da doenca, sendo possivel caracteriza-la como pandémica.
Atualmente, cerca de 90% - 95% dos pacientes sdo do tipo DM2 (AMERICAN

DIABETES ASSOCIATION, 2012).

O DM2 ¢ considerado doenca de evolucdo lenta, assintomatica até a
manifestacdo de sintomas classicos como perda de peso, polidpsia, poliuria, polifagia e
fraqueza. Por estar vinculada a danos vasculares e neuroldgicos na fase pré-clinica, o
diagnéstico precoce é fundamental para reducdo dessas complicacBes, sendo
imprescindivel a avaliacdo de fatores de risco para 0 DM2 os quais remetem & idade do
paciente, histérico familiar de diabetes, presenca dos componentes da sindrome
metabdlica, incluindo excesso de peso (IMC >25kg/m?), dislipidemia (HDL-colesterol
baixo ou triglicérides elevados), hipertensdo arterial, doenca cardiovascular,
microalbumindria, diabetes gestacional prévio com ocorréncia de macrossomia fetal,
historico de abortos de repeticdo ou mortalidade perinatal, sedentarismo, uso de drogas
hiperglicemiantes (corticosteroides, tiazidicos, beta-bloqueadores) (GROSS et al.,

2000).
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O diagndstico do DM2 é realizado pelo teste oral de tolerdncia a glicose
(TOTG) em que a sobrecarga de glicose € avaliada pela medida da glicemia plasmatica
venosa de jejum e 2 horas ap0s a sobrecarga de 75g de glicose. Os niveis de glicemia
para o diagnostico da doenca devem ser superiores a 126mg/dL para o jejum e superior

a 200mg/dL, apds a sobrecarga de glicose (GOMES et al., 2009).

O tratamento da doenca envolve o procedimento educacional de compreensédo
do DM2, a modificacdo de habitos alimentares, inclusdo de pratica de exercicios fisicos
quando na auséncia de sintomas de risco como cetoacidose, hipoglicemia e
hiperglicemia, arritmia. Quando o controle glicémico ndo foi atingido, ha a introducéo

de medicamentos (GROSS et al., 2000).

1.2.1. Patogénese do diabetes mellitus tipo 2

O desenvolvimento do DM2 é marcado pela gradual perda de sensibilidade a
insulina, diminuicdo da secrecdo de insulina pelas células B, aumento da secre¢do de
glucagon pelas células a pancreaticas e o comprometimento efetor das incretinas. A
progressao do DM2 remete a influéncia de fatores ambientais e genéticos os quais

definem o quadro clinico da doenca.

O mecanismo biolégico de secre¢do de insulina pelas células B pancreaticas
atualmente é bem compreendido. Para a ocorréncia da exocitose de granulos de insulina,
é necessario que haja o aumento de fons calcio (Ca*?) no interior da célula por meio dos
canais de Ca*™?, o que remete a uma diferenca de potencial na superficie da membrana.
A abertura dos canais de Ca*?é controlada pelo canal de K* sensivel & molécula de ATP
(Katp). Em baixos niveis plasmaticos de glicose, esse canal é aberto e ocorre a saida de
K" pelo poro da membrana plasmatica que se mantém polarizada, impedindo a abertura

do canal de Ca*?, a entrada de fons calcio e, consequentemente, a secrecéo de insulina.



Introdugdo 31

O aumento de glicose no plasma sanguineo induz a captacdo aumentada de glicose e o
aumento do metabolismo das células B, que favorece a produ¢do de ATP e queda de
MgADP. Esse mecanismo implica na diferenca elétrica proxima ao canal de Katp,
promovendo a entrada de fons Ca* pelos canais de Ca*® e a secrecdo de insulina

(ASHCROFT & RORSMAN, 2012).

Hormonios e neurotransmissores também sdo capazes de modular a secre¢édo
de insulina sem influenciar os niveis plasméticos de ions célcio. O foco dos estudos
atuais s&o as incretinas, em particular a GLP-1 (Glucagon-like peptide-1), a qual sendo
liberada por células L do intestino em resposta a presenca de glicose e outros nutrientes
na luz intestinal é capaz de potencializar a secre¢do de insulina por meio de cAMP,

presente no meio intracelular (ASHCROFT & RORSMAN, 2012).

A exposicdo da membrana celular a acidos graxos livres promove a extensdo
dos canais de Ca*? ao longo da membrana celular, favorecendo disfuncdo das células B
pancreéticas, pois a entrada excedente de fons Ca*? ndo sera proporcional & secregdo de
insulina. Dessa forma, as células [ se encontram em disfung@o e incapazes de suprir a
producdo de insulina necessaria para manter o nivel plasmatico glicémico normal. Além
disso, o potencial elétrico tipico do estimulo pela glicose é mantido na membrana

plasmaética, delineando, entdo, o quadro de resisténcia a insulina.

Os fatores genéticos exercem forte influencia no desenvolvimento do DM2,
sendo atualmente descritos, no banco de dados T2D-Db (T2D-Db an integrated data
resource on type 2 diabetes), em torno de 320 genes de susceptibilidade a doenga para o
organismo humano (T2D-Db, 2012). Nos ultimos cinco anos, estudos de ligacéo e
avaliacdo do genoma completo caracterizaram, aproximadamente, 40 novos genes com

predominancia de variagfes nucleotidicas pontuais (SNPs - single nucleotide
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polymorphisms). A diversidade de SNPs em regites ndo-codificadoras desses genes,
individualmente, apresenta efeito irrisério no mecanismo da doenga, no entanto, em
conjunto, a somatdria da expressao simultanea de diversos genes pode contribuir com a
susceptibilidade ao DM2 (BONNEFOND et al., 2010; MCCARTHY, 2010). Abaixo,

sdo listados alguns desses genes.

O gene TCF7L2 (Transcription factor 7-like 2) aumenta em 1,7 vezes o0 risco
ao DM2. Estudos funcionais sugerem que 0 gene esteja envolvido na secrecdo da
insulina, pois quando reprimido, promove reducdo na secre¢cdo do hormonio (SHU et

al., 2008).

As variantes do gene KCNQ1 (Potassium voltage-gated channel, KQT-like
subfamily, member 1) estdo associadas com a secre¢do da insulina e ao metabolismo dos
lipidios. A presenca do alelo C reduz o estimulo a producéo de insulina na primeira fase
da glicose, induz elevado nivel de LDL e colesterol total, enquanto o alelo T promove a
reducdo de producdo de insulina na segunda fase da glicose (VAN VLIET-

OSTAPTCHOUK etal., 2012).

O gene DDAH2 (Dimethylarginine dimethylaminohydrolase) afeta a
sensibilidade a insulina quando os niveis de ADMA (Asymmetric dimethylarginine)
estdo aumentados. Os individuos que apresentam o genétipo G : G possuem menor
sensibilidade a insulina do que os individuos cujo genotipo apresenta pelo menos um

alelo C (ANDREOZZI et al., 2012).

Observacdes recentes tém sugerido que ativacdo da cascata de sinalizacdo de
lipossacarideos (LPS) ligados ao Toll-like receptor 4 (TLR4) exercem efeitos deletérios
sobre a fungdo das células [ pancreaticas. Amyot et al. (2012) relataram que

lipossacarideos reduzem a expressao do gene da insulina, devido a diminuicdo da
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expressdo do mRNA do gene PDX-1 (Pancreas-duodenum homebox-1) e do gene MafA

(mammalian homologue of avian MafA/lI-Maf ).

Como exposto, h& grande diversidade de genes influenciando no
desenvolvimento do DM2, a maioria deles estd envolvido na alteracdo da funcéo,
desenvolvimento e regulagdo da massa de células f (BONNEFOND et al., 2010;
MCCARTHY, 2010). Outros grupos de genes estdo associados indiretamente ao DM2,
envolvidos com predisposi¢do a obesidade, altos niveis de colesterol total, LDL, baixo
nivel de HDL, dentre outros fatores, cujas atividades acarretam alteracdes no processo

de secrec¢do da insulina.

O SNP rs8050136, presente no gene FTO (Fat mass and obesity associated )
estd associado com maior indice de massa corporal, maior indice de gordura corporal e
maior porcentagem de gordura, favorecendo o aumento de resisténcia a insulina e,

consequentemente, indireta predisposi¢cdo ao DM2 (PECIOSKA et al., 2010).

O gene PPARGy (Peroxisome proliferator-activated receptor gamma)
apresenta funcdes diversas em processos bioldgicos fundamentais como a regulacédo de
genes que modulam a sensibilidade & insulina, a diferenciagdo dos adipdcitos,
inflamacéo e aterosclerose (HAMZA et al., 2009). A presenca do polimorfismo
Prol2Ala tem sido associado a susceptibilidade ao DM2 em algumas popula¢des (GUO

etal., 2011).

Os SNPs presentes no gene FFAR1(Free fatty acid receptor 1) demonstram
associacao indireta com o DM2, relacionados com o numero de sitios polimorficos
encontrados no gene. O alelo C do SNP rs1573611 esta associado com maior indice de

massa corporal e de gordura corporal, ao passo que o alelo G do SNP rs2301151 indica
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elevado nivel de colesterol total, e 0 alelo A do SNP rs16970264 com menor nivel de

colesterol total e LDL (WALKER et al. 2011).

Diversidade de estudos de expressdo génica diferenciada tem identificado
grupos génicos envolvidos na patogenia do DM2. Olsson et al. (2011) verificaram a
baixa expressdo de 21 genes envolvidos no mecanismo de fosforilagdo oxidativa quando
comparado ilhotas pancreaticas de pacientes DM2 com doadores controle. Esses genes
podem estar envolvidos no comprometimento da secrecdo da insulina, entre eles estdo
NDUFA5 (NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 alpha subcomplex, 5), NDUFA10
(NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 alpha subcomplex, 10), COX11 (Cytochrome c
oxidase assembly homolog) e ATP6V1H (ATPase, H+ transporting, lysosomal

50/57kDa, V1 subunit H).

Mao et al. (2011) realizaram estudo de expressdo génica diferencial analisando
genes de dois grupos étnicos, o de origem Caucasiana e o de origem Afro-Americana.
Amostras de sangue periférico de pacientes DM2 dessas duas origens étnicas e de
individuos controle, também das duas origens étnicas, foram coletadas para analise em
microarrays. Os resultados apontam uma diferenca de expressao génica entre 0s grupos
étnicos. Os Afro-Americanos apresentaram 574 genes diferencialmente expressos entre
pacientes e controle, sendo significante a baixa expressao de genes envolvidos na via de
sinalizacdo de imunodeficiéncia primaria. Os Caucasianos apresentaram 200 genes
diferencialmente expressos, sendo significante a baixa expressao de genes envolvidos
na sinalizacdo do sistema complemento. Essa avaliacdo da patogenia entre grupos

étnicos valida a importancia de diagndsticos e medicamentos personalizados.

Além da variabilidade genética, diversos fatores pos-transcricionais também

estdo associados com a patogenia do DM2. Poy et al. (2004) demonstraram a influéncia
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do miR-375 na regulacdo da secrecdo da insulina. Em células B adultas, miR-375 esta
reprimido na presenca de excesso de glicose. Baixos niveis de miR-375 induzem a
secrecdo de insulina e reprimem outros genes alvo como Mtpn e PDK-1(Pyruvate
dehydrogenase kinase isozyme 1), enquanto a superexpressao de miR-375 atenua a

transcricao do gene da insulina (FERNANDEZ-VALVERDE et al., 2011).

Karolina et al. (2011) descreveram a participacdo do miR-144 na regulagéo
pos-transcricional do gene IRS-1 (Insulin receptor substrate 1) em pacientes com DM2,
posto que niveis elevados de miR-144 no sangue periférico estiveram associados com

baixo nivel de mRNA e de proteinas do gene IRS-1.

O miR-9 esta envolvido no mecanismo de exocitose de granulos de insulina. A
sua superexpressao promove a diminuicdo da taxa transcricional do gene Onecut-2 (One
cut domain family member 2), consequentemente, diminuindo a atividade de secre¢do

de grénulos de insulina (PLAISANCE et al., 2006).

Em conjunto, muitos miRNAs relatados em associagdo com o DM2 estdo

envolvidos com a atividade das células .

1.3. Diabetes mellitus gestacional (DMG)

O DMG é caracterizado como qualquer grau de reducéo da tolerancia a glicose,
cujo inicio ou deteccdo ocorre durante a gravidez (AMERICAN DIABETES

ASSOCIATION, 2011).

Estudos populacionais demonstram que a incidéncia da doenca varia conforme
a idade, origem étnica, prevaléncia associada a epidemia global de obesidade e diabetes,
e ainda, conforme os critérios utilizados para o diagnostico (JENUN et al, 2012). Tal

faixa de incidéncia varia de 1-22% na populacdo global (GALTIER, 2010), sendo que,
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no Brasil, cerca de 7% das gestantes sdo acometidas pela doenca (SCHMIDT et al.,

2000).

Considerado uma das intercorréncias mais frequente na gestagdo, o GDM
favorece o aumento de riscos perinatais e maternos. Dentre as complicagdes para o feto
estdo macrossomia, tocotraumas, hipoglicemia neonatal, hiperbilirrubinemia neonatal,
sindrome do desconforto respiratorio do recém-nascido, hipocalcemia, prematuridade e
Obito fetal, além do aumento de susceptibilidade ao diabetes mellitus. Para as mées,
estudos demonstram aumento do nimero de cesareas, aumento da incidéncia de
obesidade, hipertensdo, sindrome metabdlica e maior predisposi¢do para a progressdo

para o DM2 (FRANCISCO et al., 2011).

O estudo Hyperglycemia and Adverse Pregnacy Outcomes (HAPO), 2008,
expds o fato de ndo existirem pontos de glicemia limites para advertir quanto aos riscos
para a parturiente e o feto, ja que até em resultados de glicemias normais, riscos sao
possiveis (METZGER et al., 2010). A International Association of Diabetes and
Pregnancy Study Groups (IADPSG), em 2009, avaliou diferentes resultados de estudos,
objetivando uniformizar os critérios de diagnostico para o DMG. Em 2010, foi
publicado que o teste de tolerancia oral com sobrecarga de 75 g de glicose € o teste de
escolha para o diagndstico do DMG, sendo aplicado a todas as gestantes entre a 24% e a
282 semana de gestacdo com analise das glicemias de jejum, 1hora ap0s a sobrecarga e 2
horas apds a sobrecarga de 75 g de glicose. O diagnostico de DMG é definido pela
ocorréncia de um ou mais valores maiores ou iguais aos valores de referéncia do TOTG
75 g, ou seja, glicemia de jejum > 92 mg/dL, de uma hora apds a sobrecarga >180
mg/dL e de duas horas apoés a sobrecarga >153 mg/dL. Estes valores de corte foram
estabelecidos pela IADPSG e correspondem a 1,75 do desvio padrdo da média dos

valores de glicemia (METZGER et al., 2010). No Brasil, a Sociedade Brasileira de
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Diabetes, em 2009, definiu que o diagnostico do diabetes gestacional é realizado pelo
TOTG com sobrecarga de 759 de glicose com a evidéncia de pelo menos uma das taxas
glicémicas alteradas (GOMES et al., 2009).

O tratamento do DMG esté vinculado a dieta alimentar, pratica de exercicios
fisicos e, quando ndo ha contra-indicagdes, a terapia medicamentosa deve ser instituida

para o controle glicémico.

1.3.1. Patogénese do diabetes mellitus gestacional

A patogenia do DMG néo esta bem definida. Diferentes informagdes como
efeitos de hormonios placentérios, escassez de micronutrientes, excesso de &cidos
graxos livres, diminuicdo da expressdo de receptores de insulina, dentre outros aspectos,

modulam o quadro clinico da doenca.

A gestacdo é naturalmente caracterizada pela resisténcia a insulina apds a 20°
semana. Nesse periodo, ha aumento da concentracdo de hormdnio placentario de
crescimento humano (pGH), aumento da concentragdo do TNF, alta concentracdo de

progesterona e aumento de cortisol livre no plasma materno (FREEMARK, 2010).

O TNF atua inibindo a captacdo de insulina mediada pela glicose nos musculos
esqueléticos e tecidos adiposos. Esses efeitos sdo mediados, em parte, pela reducédo da
fosforilacdo de receptores da insulina e de substratos como IRS-1, IRS-2 (Insulin
receptor substrate 2), PI3K (Phosphoinositide 3-kinase) e Akt (serine/threonine
protein kinase Akt). Além disso, 0 TNF em associacdo com o pGH promovem a baixa
regulacdo da expressdo de adiponectina no desenvolvimento de pré-adipdcitos. A alta
concentracdo de progesterona reduz a ligagdo da insulina ao receptor GLUT-4 o que
interfere no modo do transporte de glicose no masculo esquelético e tecidos adiposos.

De forma similar, o cortisol inibe a captacdo de insulina, e ainda, estimula a
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gliconeogénese hepética (FREEMARK, 2006). Quando essas alteragdes metabdlicas
reduzem a secre¢do de insulina de modo a ndo manter os niveis glicémicos normais a

gestante é diagnosticada com o diabetes gestacional.

A base genética da patogenia do DMG ainda é pouco esclarecida. Diversos
grupos demonstram a participacdo de genes associados ao DM1 e ao DM2 na alteragéo
metabdlica descrita no DMG, incluindo a participa¢do dos genes HLA-DR3 e HLA-DR4
(FREINKEL et al., 1986), KCNQ1 (KWAK et al., 2010), PPAR (ARCK et al., 2010),
FTO, CDKAL1 (CDK5 regulatory subunit associated protein 1-like 1), HHEX
(Hematopoietically-expressed homeobox protein HHEX ), TCF7L2 (transcription factor
7-like 2), CDKN2A- CDKN2B (cyclin-dependent kinase inhibitor 2A - cyclin-dependent
kinase inhibitor 2B) (CHO et al., 2009), dentre outros. Alguns desses genes ja foram
mencionados em pardgrafos anteriores referentes ao DM1 e DM2. A seguir,

mencionaremos 0s demais genes ainda nao citados.

Chao et al. (2009) relataram forte associacdo dos SNPs rs7756992 e rs7754840
presentes no gene CDKAL1 e rs10811661 presente no gene CDKN2A-CDKN2B com o
DMG, sendo esses responsaveis pelo comprometimento das células B, inviabilizando a
secrecdo adequada de insulina. Esse mesmo grupo verificou a associacdo do SNP
rs1111875 presente no gene HHEX que influencia a capacidade de compensacao da

secrecdo de insulina na gestacéo.

A presenca do alelo T referente ao SNP rs7903146 presente no gene TCF7L2
aumenta de forma significativa o risco da gestante desenvolver o DMG. Esse gene tem
sido correlacionado ao comprometimento de secrecdo de insulina e, indiretamente, na
proliferacao das células  pancreaticas, afetando a via WNT de sinalizagao (SHAAT et

al., 2007).



Introdugdo 39

Zhao et al. (2010) analisaram a expressdo diferencial de tecidos placentarios e
de sangue periférico de pacientes diagnosticadas com DMG e relataram 5197 genes no
sangue e 243 genes na placenta com perfil de expresséo alterado. O procedimento de
andlise de enriquecimento funcional desses genes identificou na placenta a via cytokine—
cytokine receptor interaction como sendo a de maior significancia, enquanto, nas
celulas sanguineas as vias foram natural killer cell mediated cytotoxicity, T-cell
receptor signalling pathway e B-cell receptor signalling pathway, evidenciando a

influéncia do sistema imune na modulacédo do DMG.

Até 0 momento, ha um Unico estudo relatando o envolvimento dos miRNAs na
modulacdo do DMG. Zhao et al. (2011) observaram baixa expressdo do miR-29a, miR-
132 e miR-222 em soro de pacientes DMG em comparacdo com gestantes controle,
avaliadas no inicio do segundo trimestre de gestacdo. O resultado propde que 0 miR-29a
seja um regulador negativo de glicose no soro pois, a sua baixa expressao favorece a
transcricdo do gene Insigl (Insulin induced gene 1) que aumenta o nivel de glicose no
soro. O miR-132 pode ter atuacdo na producdo de proteinas chave no mecanismo de
exocitose da insulina. O miR-222 pode estar envolvido na regulacdo do ciclo celular
através do controle de p27"* (Cyclin-dependent kinase inhibitor). Apesar do possivel
envolvimento desses miRNAs no DMG, o grupo aponta a necessidade de estudos
adicionais para melhor compreensdo do mecanismo de atuacdo desses na patogenia do

DMG.

1.4. O polimorfismo INS-VNTR

Como ja mencionado, o sitio polimorfico INS-VNTR esté localizado na regido
promotora do gene da insulina, no cromossomo 11p15.5. E composto por sequéncias
consenso de 14-15 pares de base (pb), ACAGGGGTCTGGGG, repetidas in tandem, as

quais se encontram a 360pb acima do cédon de iniciacdo da regido codificadora do gene
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da insulina. Essa sequéncia € rica em guanina, 0 que favorece in vivo e in vitro a
formagéo de estruturas de DNA né&o usuais, provavelmente, pelo quarteto de guanina no
final de sequéncia (PUGLIESE & MICELLI, 2002).

As variagdes alélicas do polimorfismo INS-VNTR se dividem em trés classes,
compostas por variagdes numéricas da sequéncia minissatélite. O alelo classe |
corresponde a variacdo de 30 a 60 repeticdes, o de classe Il de 60 a 120 repeticbes e 0
classe Ill, de 120 a 170 repeticOes, sendo rara a presenca do alelo de classe Il em

populagdes Caucasianas e Africanas (BENNET et al., 1996).

HUMTHO1 INS — [IGF2

Promoter

Intron 1 m Intron 2 m UTR

Figura 3 - Estrutura do gene da insulina com a indicagdo dos polimorfismos mais

relevantes e as enzimas de digestdo utilizadas para distinguir as variantes polimorficas.
Fonte: Adaptado de PUGLIESE & MICELI (2002).

Os efeitos das frequéncias alélicas do INS-VNTR, bem como, as variacdes de
unico nucleotideo na sequéncia consenso no processo de transcricdo da insulina
demonstraram diferencas no nivel de expressdo da proteina. O fato de a regido
promotora do gene INS ter forte afinidade para o fator de transcricdo Pur-1 favorece a
transcricdo da insulina em células que normalmente ndo expressam a proteina
(KENNEDY et al., 1995). Essa regulacdo transcricional do gene da insulina favoreceu
0 uso do INS-VNTR como marcador genético para estudos do diabetes mellitus
(BENNET et al., 1996).

A maioria dos estudos com células pancreaticas humanas e de camundongos

confirma a associagdo do alelo classe 11l com menor expressdo de RNA mensageiro
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para a insulina no pancreas (LUCASSEN et al., 1995) e confere maior expressdo de
RNA mensageiro no timo do individuo. Tal contexto, permitiu, em estudos posteriores,
correlacionar a presenca desse alelo com protecdo contra o desenvolvimento de DM1
(BENNET et al., 1996), pois niveis elevados de insulina no timo podem aumentar a
tolerdncia a proteina, inviabilizando a producdo de autoanticorpos (PUGLIESE et al.,
1995). Como corolario, o alelo classe | apresenta niveis de expressdo de insulina
contrarios a expressdo do alelo classe 1lI.

No DM1, andlises genéticas familiares demonstraram haver interacdo do
polimorfismo INS-VNTR com genes HLA-DR e HLA-DQ. Um modelo plausivel dessa
interacdo seria a presenca de alelos classe | do polimorfismo INS-VNTR, principalmente
em homozigose, 0s quais diminuiriam a expressdo de insulina no timo. A apresentagéo
de peptideos da insulina pelas moléculas codificadas pelos alelos de susceptibilidade
HLA-DR3, DR4, DQAl1 * 03:01-DQB1 * 03:02/DQA1 * 05:01-DQB1 * 02:01
estimulariam a resposta imunoldgica a insulina, uma vez que a proteina esta
hiporrepresentada no timo, durante a fase de expressdo génica promiscua, por ocasiao
da selecdo negativa. Nesse contexto, o surgimento de linfocitos T autorreativos contra a
insulina pode propiciar o inicio da insulite no pancreas e a progressdo para DM1
(PUGLIESE et al., 1995).

A acdo dos alelos do polimorfismo INS-VNTR na modulagdo da expressdo de
insulina no timo especulou a possibilidade desse minissatélite ter acdo no pancreas, em
relacdo a resisténcia a insulina, podendo contribuir com susceptibilidade ao DM2.
Estudos da frequéncia do INS-VNTR em pacientes com DM2 em populag¢fes do Reino
Unido, Dinamarca evidenciaram que o alelo de classe Il ndo confere susceptibilidade
ao DM2 (HANSEN et al., 2004; MITCHELL et al., 2004). Em relacdo ao estudo do

polimorfismo na populagdo Framingham (Massachusets - USA), os resultados apoiam
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a hipdtese de que o INS-VNTR seja fator de risco genético para 0 DM2 na presenca do
genotipo de classe Il em dupla dose (MEIGS et al., 2004). Assim, a origem da
populacdo em estudo pode evidenciar fatores genéticos de susceptibilidade distintos
para o desenvolvimento do DM2.

A alteracdo metabdlica para o desenvolvimento do DM2 estd também
associada com predisposicdo genética a obesidade, que também pode apresentar
disfuncbes nas células B pancreaticas. Stunff et al (2001) estudaram a possivel
correlagdo entre o INS-VNTR e a obesidade, os resultados apontaram que na fase
precoce da obesidade alelos do INS- VNTR foram associados a diferentes efeitos na
secrecdo de insulina, sendo o alelo classe | mais frequente em jovens obesos.

Rodriguez et al. (2004) estudaram peso e composi¢do corporal, pressdo
sanguinea e nivel plasmaticos de triglicerideos em associacdo com 0s genotipos de
IGF2-INS-TH. Os resultados do grupo apontaram que o alelo classe 111 do INS-VNTR
esta associado com baixa expressdo de insulina no péncreas e pode predispor o
individuo a caracteristicas de sindromes metabdlicas como elevada pressdo sanguinea,
excesso de gordura, elevado nivel de triglicerideos os quais favorecem o
desenvolvimento de DM2, sindrome do ovério policistico e doengas cardiacas.

No GDM, poucos sdo os estudos que abordam a frequéncia do INS-VNTR na
progressdo da doenca. Litou et al. (2006) analisaram a frequéncia do polimorfismo INS-
VNTR na populacdo de gestantes gregas com DMG e, apesar de ndo significativa,
verificaram aumento do alelo de classe Il na amostra de pacientes DMG. Shaat et al.
(2004) estudaram a influéncia do gene INS-VNTR em pacientes com DMG de origem
Arabe e Escandinavia, ndo encontrando diferengas significantes nos dois grupos

populacionais.
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2. Hipoteses

O polimorfismo INS-VNTR tem sido considerado como marcador de
susceptibilidade para o desenvolvimento do diabetes melllitus tipo 1 em populagdes
Caucasianas, uma vez que o alelo classe | em homozigose esta associado com baixa
producdo de insulina no timo, favorecendo processo ineficiente de selecdo negativa e
perda de toleréncia a insulina. As associa¢fes entre o polimorfismo INS-VNTR e a
progressdo do diabetes mellitus tipo 2 e diabetes mellitus gestacional ainda ndo estao
bem estabelecidas, havendo poucos relatos em diferentes populacdes acerca desse
assunto. Considerando que ndo existem estudos do polimorfismo INS-VNTR em
pacientes com os trés principais tipos de diabetes em nenhuma populagdo mundial,
nossa primeira hipotese esta relacionada com "Associacdo do polimorfismo INS-VNTR
com diabetes mellitus tipo 1, diabetes mellitus tipo 2 e diabetes mellitus gestacional em

pacientes urbanos de uma mesma populacdo brasileira."

A nossa segunda hipdtese é "De acordo com a classe genotipica do
polimorfismo INS-VNTR, ha influencia dos alelos quanto ao possivel desencadeamento
de complicacBes tipicas ao quadro clinico do diabetes mellitus." Pois, estudos de
associacdo evidenciam papel efetor distinto de cada alelo no desencadeamento de
complicaces do quadro clinico do diabetes mellitus, como a influéncia na
predisposicdo a obesidade, principalmente em criancas e jovens, quando em presenca do
alelo classe I, preferencialmente em homozigose, no desenvolvimento fetal acelerado,
aumento de riscos cardiovasculares e doencas metabolicas, em presenca do alelo classe
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3. Objetivos
3.1. Objetivo geral:

Avaliar o polimorfismo INS-VNTR do gene da insulina em pacientes com
diabetes mellitus (DM1, DM2 e DMG) da populacdo urbana brasileira e a possivel
influéncia das frequéncias desse polimorfismo nas variaveis demograficas, clinicas e

laboratoriais observadas nos pacientes com diabetes.

3.2. Objetivos especificos:

o Caracterizar alelos e gendtipos do polimorfismo INS-VNTR de pacientes
diabéticos mellitus do tipo 1, diabéticos mellitus do tipo 2, diabéticas mellitus
gestacional e individuos saudaveis da populacdo urbana brasileira.

o A partir dos resultados de frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo
INS-VNTR verificar adesdo ao equilibrio de Hardy-Weinberg e comparar os resultados
com demais estudos populacionais.

o Verificar o efeito do polimorfismo INS-VNTR quanto ao fenétipo dos individuos
amostrados da populacdo urbana brasileira.

o Avaliar a influéncia do polimorfismo INS-VNTR sobre as caracteristicas

demogréficas, clinicas e laboratoriais dos pacientes diabéticos.
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4. Delineamento Experimental
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5. Materiais e Métodos
5.1. Casuistica e Amostragem Populacional

Visando analisar a associacdo do polimorfismo INS-VNTR na populacdo
urbana brasileira foram genotipadas 189 amostras de pacientes diabéticos do tipo 1, 116
de pacientes diabéticos tipo 2, 68 de pacientes diabéticas gestacional e 339 de
individuos saudaveis. As amostras dos pacientes diagnosticados com diabetes mellitus
(DM) foram obtidas nos ambulatérios da Divisdo de Endocrinologia do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, da Universidade de S&o Paulo
(HCFMRP-USP) e da Unidade Basica de Salde-Posto Cuiabd da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto, da Universidade de Sao Paulo (USP), enquanto as amostras
dos individuos saudaveis foram obtidas no Hemocentro de Ribeirdo Preto. Todos
individuos assinaram termo de consentimento livre e esclarecido (ANEXO 1),
concordando em participar do estudo, aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do
HCFMRP-USP (Processo n°12542/2011) (ANEXO 2).

Foram colhidos 20mL de sangue periférico em tubos vaccumtainer, contendo
EDTA 5% (Becton & Dickinson, EUA) para extracdo de DNA genémico e RNA total.

Para selecdo dos pacientes DM foram avaliados prontudrios médicos que
validam o diagnéstico da doenca de acordo com o protocolo estabelecido pela
Associacdo Americana de Diabetes (ADA) e auséncia de outras doencas autoimunes
subjacentes. A etapa de selecdo dos pacientes foi realizada com a colaboracdo do Prof.
Dr. Milton César Foss e da Prof. Dr* Maria Cristina Foss Freitas ambos responsaveis
pela Divisdo de Endocrinologia da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto,
Universidade de Sao Paulo (USP), Brasil, do departamento de Clinica Médica, e ainda,
da Dr® Patricia Moreira médica da Divisdo de Endocrinologia da Faculdade de Medicina

de Ribeirdo Preto e da pds-doutoranda Dr® Diane Meyre Rassi.
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Dos pacientes diabéticos tipo 1 e diabéticos tipo 2, foram obtidos dos
prontudrios médicos informacOes referentes a idade, sexo, peso, estatura, tempo de
doenca, a existéncia de complicacbes da doenca como nefropatia, neuropatia,
retinopatia, hipertensdo, dislipidemia e obesidade, nivel glicémico de jejum e
hemoglobina glicada, preferencialmente, na data de realizacdo da coleta, e ainda, 0s
medicamentos de uso continuo. Das pacientes diabéticas gestacionais, foram obtidas
informacdes acerca da idade, peso, estatura, tempo gestacional, nimero de gestacoes,
incidéncia do DMG em outra gestacdo, exame de TOTG (Teste Oral de Tolerancia a
Glicose), complicacdes ao longo da gestacdo e medicamentos em uso. Dado o periodo
entre a coleta das amostras e o tempo de analise, foi possivel obter dados de nascimento
dos recém-nascidos das pacientes diabéticas gestacionais, incluindo sexo, peso, estatura
e APGAR.

A genotipagem dos alelos do polimorfismo INS-VNTR foi determinada a partir
da extracdo de DNA gendmico de cada amostra de sangue periférico dos pacientes
seguido a realizacdo da técnica de PCR-RFLP, usando a enzima de digestdo Hphl, cujo
alvo é o SNP -23Hphl que estd em perfeito desequilibrio de ligacdo (r* ~ 1) com o

polimorfismo em questdo (Bennett& Todd, 1996).

O levantamento dos resultados de frequéncias alélicas e genotipicas permitiram
determinar parametros de diversidade genética, verificar o equilibrio de Hardy-
Weinberg, comparar os resultados com demais estudos populacionais referentes as
frequéncias do polimorfismo INS-VNTR, avaliar a influéncia do polimorfismo INS-
VNTR quanto ao fendtipo dos pacientes e o papel efetor dos genotipos quanto as

caracteristicas demograficas, clinicas e laboratoriais dos pacientes.
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5.2. Extracao e purificacdo do DNA gendmico pelo método Salting-out

Reagentes e Solucoes:

Tampéo de lise I (Tampédo de lise dos globulos vermelhos): 0,32 M
sacarose; 10 mM Tris HCI ; 5 mM MgCI2; 0,75% Triton-X-100 ; (pH a 7,6).

Tampaéo de lise 1l (desproteinizacdo): 20 mM Tris-HCI; 4 mM Na,EDTA,;
100 mM NaCl; (pH a 7,4).

A extracdo do DNA gendmico foi realizada utilizando 10mL de sangue venoso
de cada amostra de paciente que estava armazenado em tubo vaccumtainer, contendo
5% EDTA sob refrigeracdo. O material foi homogeneizado e transferido para tubo de
50mL, no qual houve a adicdo da solucdo tampdo de lise I. Apds a homogeneizacéo,
seguiu-se com a centrifugacdo por 10 minutos a 600 x g para lise das hemacias e
formacdo de botdo de gldbulos brancos. Com a separacdo das fases, o0 sobrenadante foi
descartado e houve a adicdo de 4,5 mL de tampdo de lise I, 1,1mL de perclorato de
sodio e 125uL SDS. Essa solucao foi levada ao vortex e, posteriormente, centrifugada
por 10 minutos a 600 x g. Nesta etapa, 0 sobrenadante era recolhido para outro tubo de
50mL, no qual foi adicionado 7,5 mL de isopropanol de forma a ocorrer a precipitacdo
do DNA. O DNA precipitado era entdo coletado e transferido para tubo de 1,5 mL, no
qual foi adicionado 1 mL de alcool 70%. Este material foi centrifugado por 10 minutos
a 30.000 x g para formacdo de botdo do material genémico. Ap6s desprezar o alcool
70%, foram adicionados 300pL de H,O miliQ autoclavada para homogeneizagdo do
material gendmico. Finaliza-se a etapa de extragdo do DNA com o armazenamento em
freezer -20°C.

A quantificacdo e pureza das extracdes foram obtidas por meio da avaliacdo
das absorbéncias e célculo das razfes, usando um espectrofotometro NanoDrop ND-

1000 (NanoDrop Products, Wilmington, DE).
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A extracdo do DNA gendmico e analise de controle de qualidade do mesmo
foram realizados no laboratério de Imunologia Molecular do Hospital das Clinicas de
Ribeirdo Preto, Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Séo Paulo
(USP), Brasil.

5.3. Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

Reagentes e Solucbes

DNA polimerase (Taq): concentracdo de 5U/puL em solucdo estoque sendo
utilizada para cada reacéo apenas 2,5U (BIOTOOLS — B & M Labs, AS).

Tampao de estocagem da DNA polimerase: 10 mM de Tris/HCI (pH 8,0), 50
mM KCI, 1 mM EDTA, 01% Triton xC100, 50% de glicerol (BIOTOOLS - B & M
Labs, AS).

Tampéao de reacdo da DNA polimerase: Tris/HCI 75 mM pH 9.0; KCI 50
mM; (NH4),S0, 20mM e 2mM MgCl,. (BIOTOOLS — B & M Labs, AS).

dNTP solucéo estoque: presenca de quatro solucgdes liofilizadas referentes a
cada base nucleica, dATP, dTTP, dCTP, dGTP, contendo em cada frasco uma
concentracdo de 25uM (Amersham Biosciences).

dNTP solucdo trabalho: apo6s eluicdo com agua mili-Q autoclavada da
solucdo estoque de cada dNTP foi realizada uma solucdo trabalho contendo uma
concentragdo 2mM.

Iniciadores (Primers) solucdo estoque: os primers liofilizados (Foward e
Reverse) (Tabela 1) foram eluidos para uma concentracdo de 0.5nM .

Iniciadores (Primers) solucdo trabalho: A partir da solucdo estoque se fez

uma solucéo trabalho de concentragéo 10pM.
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Tabela 1: Sequéncias dos iniciadores utilizados na reacdo em cadeia da polimerase.

Primers (-23 Hphl) Sequéncias
Forward AGC AGG TCT GTT CCA AGG
Reverse CTT GGG TGT GTA GAA GAA GC-3’

Procedimento

As reacOes de PCR foram realizadas em volume final de 25pL, sendo que
todos os reagentes, com excecdo do DNA, foram misturados em reacdo MIX de forma a
garantir a homogeneidade das rea¢des. Cada amostra de DNA genémico foi diluida para
garantir 100ng de material em cada frasco. A quantidade de cada reagente especifico
para a amplificacdo da regido promotora da insulina, a qual contém o SNP-23Hphl,
encontra-se na Tabela 2.

Tabela 2: Condicdes de amplificacdo do DNA para tipificacdo do polimorfismo

INS-VNTR (quantidade para uma reagéo).

Agua mili-Q
DEPC Tampdo dNTPs DNA Primers  DNA
de PCR polimerase (100ng)

Polimorfismo
autoclavada

-23Hphl 15ul 2,5l 2.ul 0,5 ul 2 ul 1pl

Cada reacdo de PCR foi realizada em microtubo de 200 pL, sendo que para
cada conjunto de reacdes foram utilizadas trés controles negativos, contendo apenas
agua mili-Q DEPC autoclavada ao invés de DNA genémico. O programa utilizado no
termociclador GENE Amp* PCR system 9700 (Applied Biosystem) para a amplificacdo

do fragmento de 360pb é descrito na Tabela 3.
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Tabela 3: Programa utilizado no termociclador GENE Amp* PCR system 9700 para a
amplificacdo do fragmento em analise.

Ciclos Temperatura Tempo
1 96°C 2min
94°C 1min
30 62°C 1min
72°C 1min

1 72°C 10min

A Figura 4 representa o gel de agarose 2% do produto amplificado que possui
360pb e os marcadores moleculares de 50pb (Promega, Madison, EUA) e ¢X174
(Sigma, Saint Louis, EUA). O fragmento é referente a regido promotora do gene da
insulina, o qual contém na sequéncia downstream o polimorfismo -23Hphl cujo
desequilibrio de ligacdo (r* =1) com o polimorfismo INS-VNTR permite inferir os
genotipos dos pacientes em estudo através da analise do polimorfismo -23Hphl.

Figura 4: Produto de amplificacdo referente a regido promotora do gene da insulina.

360pb referente ao

- — - w— - - l geneda insulina

1 €
(-

As amplificagGes da regido promotora do gene da insulina foram realizadas no
laboratorio de Imunogenética Molecular do Departamento de Genética e laboratorio de
Biologia Molecular, Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao

Paulo (USP), Brasil.
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5.4. Reacdo de digestao

O uso da enzima -23Hphl deveu-se ao fato de o polimorfismo do tipo SNP -
23Hph! encontrar-se em desequilibrio de ligacdo (r’~1) com o polimorfismo INS-
VNTR, fato que favorece a analise do minissatélite na regido promotora do gene da
insulina, pois ao obtermos o gen6tipo do SNP -23Hphl, podemos inferir o genotipo do
polimorfismo INS-VNTR.

Reagentes e Solucbes

Mistura de reacdo: 2,5U da enzima Hphl (Fermentas, Burlington, Canada) na
concentragdo de 10U/uL, 1uL de tampdo de reacdo 10X (Fermentas) e 9uL de Agua
mili-Q autoclavada.

Procedimento

As reacdes foram realizadas em volume final de 15,25uL, sendo que todos 0s
reagentes, com excec¢do do produto amplificado, foram misturados em uma rea¢do MIX
de forma a garantir a homogeneidade das reacdes. O volume do produto amplificado
adicionado em cada tubo de polipropileno de 1,5mL foi de 5uL. A quantidade de cada
reagente especifico para a reacdo de restricdo SNP-23Hphl encontra-se na Tabela 4.

Tabela 4: CondicGes para a digestdo enzimatica do produto de amplificacdo para
avaliar o polimorfismo INS-VNTR (quantidade para uma reacao).

Reagentes Volume (uL)
Agua mili-Q autoclavada 9
Buffer 10X 1
Enzima Hphl 0,25

Para a digestdo, as amostras foram incubadas em banho-maria a 37°C em um
intervalo de 4 horas e 30 minutos. Apds incubacéo, os tubos foram retirados do banho-

maria e realizou-se um choque térmico com agua e gelo e, posteriormente, 0s tubos
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foram recolocados em banho-maria em temperatura de 65°C por 30 minutos para
inativacdo da enzima.

5.5. Determinacdo Fenotipica

A descricao dos cortes da enzima Hphl s&o:

BLGGETGA(NIg™..3

3O CACTINIz™..5
A Figura 5 representa o gel de agarose 2%, referente ao padréo de bandas apos
digestdo enziméatica do DNA amplificado. A presenca das bandas de 129pb e 191pb
caracterizam individuo homozigoto para o alelo A, inferindo para o polimorfismo INS-
VNTR individuo de classe | : classe I. A presenca das bandas de 129pb e 231pb
caracterizam o individuo homozigoto para o alelo T, inferindo para o polimorfismo
INS-VNTR individuo de classe Il : classe Ill. Por fim, a presenca das bandas 129pb,

191pb e 231pb caracterizam o individuo heterozigoto de classe | : classe I11.

Figura 5: Padrdo de bandas obtido pela reacdo de digestdo com a enzima Hphl, na

regido promotora do gene da insulina.

Cass 1 Chass /- ChssI1 ChssI/t Cass AN Chissd/1 Chass/ ChasslN Chassl Chssll ClassI/1 ChassI Classt - Chas Chass /N Chass L Cass I Class i

Wity
191y

10
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5.6. Andlise Estatistica
5.6.1. Perfil dos individuos amostrados

A caracterizacdo do perfil dos individuos amostrados de acordo com os dados
demogréficos, clinicos e laboratoriais dos individuos foi realizada empregando-se testes
como o teste exato de Fisher por meio do programa GraphPad Instat 3.06 (Graphpad
Software, 2003) e RXC fazendo uso do algoritmo Metropolis, one-way ANOVA
seguido Kruskal-Wallis (KWT) e teste T ndo pareado por meio do programa GraphPad

Instat 3.06 (Graphpad Software, 2003).
5.6.2 Estimativas das frequéncias alélicas e genotipicas

As frequéncias alélicas (xi) e genotipicas (Xii) do polimorfismo INS-VNTR em
cada amostra foram estimadas por contagem direta, utilizando-se o programa
GENEPOP 4.0 (ROUSSET, 2008). Considerando-se a representacdo da frequéncia
relativa de um genotipo AjA; como sendo Xjj, temos que a frequéncia do alelo i é dada

por:
Xij
xi = Xii + .E?

Em que X +; Xjj indica a somatoria de frequéncias de todos os genotipos que
apresentam o alelo i, exceto quando i = j (NEI, 1987).

5.6.3. Aderéncia ao equilibrio de Hardy-Weinberg
Segundo o teorema de Hardy-Weinberg, as frequéncias genotipicas esperadas
no equilibrio foram estimadas a partir da expansao do seguinte binémio:
(Xi +Xj) 2= xi%+ 2 xixj + Xj?

Em que:
xi® é a frequéncia esperada dos homozigotos do alelo i;

2 xixj é a frequéncia esperada do heterozigoto ij;
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xj% é a frequéncia esperada dos homozigotos para o alelo j.

A aderéncia das frequéncias genotipicas observadas as proporcoes tedricas de
Hardy-Weinberg foi verificada com o emprego do programa GENEPOP 4.0
(ROUSSET, 2008). Foram realizados trés testes baseados na hipotese nula de unido
aleatdria dos gametas: teste exato de probabilidade, teste para deteccdo da deficiéncia e
para deteccdo do excesso de heterozigotos.

No teste exato de probabilidade, o valor de p (pHWE) corresponde a soma de
probabilidades de todas as tabelas com probabilidade menor ou igual ao observado.

O segundo e o terceiro sdo testes mais sensiveis do que o de probabilidade e
utilizam uma hipotese alternativa (H1) de excesso ou de deficiéncia de heterozigotos,
respectivamente.

5.6.4. Associacao do locus INS-VNTR aos tipos de diabetes mellitus

Para verificacdo da existéncia de associacdes entre alelos, genétipos e um
determinado tipo de diabetes mellitus foi utilizado o teste exato de Fisher. A magnitude
dessa associacdo foi calculada por meio do Odds ratio e seu intervalo de confianca de
95% com limite inferior e superior. Todos esses dados foram obtidos empregando-se o
programa RXC e GraphPad Instat 3.06 (Graphpad Software, 2003).

O Odds ratio corresponde a razdo entre a probabilidade de um individuo
apresentar um determinado fenétipo quando possuir um determinado alelo/genétipo e a
probabilidade de um individuo ndo apresentar o fendtipo quando possuir um
determinado alelo/gendtipo. Esse parametro é apropriado para estudos de associacao.
Exemplificando, o Odds ratio igual a 10 significa que o fendtipo considerado ocorre
com frequéncia dez vezes maior em individuos que apresentem o alelo/gendtipo em

questdo do que em individuos que ndo os apresentam.
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5.6.5. Associacao das classes genotipicas as caracteristicas demograficas, clinicas e
laboratoriais dos individuos amostrados.

A analise de possiveis associacBes entre as classes genotipicas e uma
determinada caracteristica demografica, clinica ou laboratorial dentro de um
determinado tipo de diabetes mellitus foi realizada a partir do teste exato de Fisher,
empregando o programa GraphPad Instat 3.06 (Graphpad Software, 2003) e 0 RXC,
esse Gltimo, quando havia a necessidade de tabelas de contingéncia com matrizes
distintas a 2x2, para dados predominantemente de presenca ou auséncia de sintomas,
sexo, cor. Para os dados de idade, tempo de doenca, peso, estatura, glicemia de jejum,
hemoglobina glicada, peso e estatura fetal foram utilizados testes de comparacdo one-
way ANOVA, seguidos de poés-testes, como teste Kruskal-Wallis (KWT), Dunn’s,
Mann-Whitney Wilcoxon (MWW) e Tukey HSD (Tukey honestly significantly
different) (HSD), de acordo com o tipo de distribuicdo paramétrica ou ndo paramétrica.
Esses testes foram realizados utilizando-se o programa GraphPad Instat 3.06 (Graphpad

Software, 2003).
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6. RESULTADOS
6.1. Individuos estudados

Dados acerca das caracteristicas demograficas, clinicas e laboratoriais dos
pacientes foram utilizadas para descrever o perfil de cada classe clinica do diabetes

mellitus.

Os pacientes diabéticos mellitus tipo 1 e diabéticos mellitus tipo 2 foram
caracterizados em relacdo a idade, sexo, ancestralidade (cor da pele), peso, estatura,
tempo de doenca, presenca ou auséncia de nefropatia, neuropatia, retinopatia,
hipertensdo, dislipidemia e obesidade, resultados de exames de glicemia em jejum e

hemoglobina glicada e medicamentos em uso.

As pacientes com diabetes gestacional foram caracterizadas de acordo com a
idade, ancestralidade (cor da pele), peso, estatura, tempo gestacional, nimero de
gestacOes, presenca ou ndo do diabetes gestacional em outra gestacdo, complicagoes,
resultado do exame de glicemia em jejum, medicamentos em uso, presenca ou nao de
macrossomia fetal, obesidade, nefropatia, neuropatia, retinopatia, dislipidemia e
hipertensdo, sexo do recém-nascido (RN), APGAR do RN, peso do RN e estatura do
RN.

Em relagéo aos controles, foram coletados dados de idade, sexo, peso, estatura

e ancestralidade (cor da pele).
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Tabela 5: Caracteristicas demogréficas, clinicas e laboratoriais dos pacientes com diabetes mellitus tipo 1, tipo 2 e gestacional e dos individuos saudaveis.

Diabetes mellitus R(?(cjem;i ndividuos p - valores de comparacao entre:
nascldos das - DM1 vs. DM2 vs. DMG vs. CTRL
DM1 DM2 DMG pacientes saudaveis
comDMG  (controle - CTRL)
Sexo (n=188) (n=91) (n=68) (n = 45) (n=316) DM1 vs. DM2 vs. DMG vs. CTRL
p = 0,000020* (MET)
Homens / Mulheres 89 / 99 3457 0/68 16/ 29 176 / 140 DML vs. DM2p =0.1244  (FET)
DML vs. DMG p < 0.0001* (FET)
DM1 vs. CTRL p =0.0797 (FET)
DM2 vs. DMG p < 0.0001* (FET)
DM2 vs. CTRL p = 0.0028* (FET)
DMG vs. CTRL p< 0.0001* (FET)
Idade (anos) (n=167) (n=89) (n=64) - (n=270)
Média 25.035 56.595 31.437 - 39.770
p < 0.0001* (KWT)
Mediana 23 60 31 - 41
Intervalo 7-79 27 - 85 16 - 43 - 1-72
Ancestralidade (cor (n=178) (n=82) (n=65) (n=255)
da pele) p = 0296290 (MET)
Branco / Negro/ 153/8/2/ 65/8/8/1 49/ 8/0/ 201/271/1/26
Amarelo/ Mulato 15 8
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Continuacgao

Peso (n=106) (n=75) (n=61) (n = 45) (n=310) DML vs. DM2 p < 0.001* (KWT)
(quilogramas) DM1 vs. DMG p < 0.001* (KWT)
Média 63,462 80,976 86,173 3,592 69,464 DM1vs. CTRL p <0.001* (KWT)
Intervalo 245-1193  47.6-139.7 55 - 130 2.720 - 12 - 110 DM2vs. DMG p >0.05 (KWT)
4,975 DM2 vs. CTRL p < 0.001* (KWT)
Mediana 61,75 80,4 88.0 3.622 70 DMG vs. CTRL p < 0.001*(KWT)
Estatura (metros) (n=77) (n=92) (n=59) (n=45) (n=310) DM1 vs. DM2 p > 0.05 (KWT)
Média 1,596 1,606 1,598 0,497 1,66 DM1 vs. DMG p > 0.05 (KWT)
DM1 vs. CTRL p < 0.001* (KWT)
Intervalo 1.21-1,88 1.45 - 1,80 147-175 045-053 09-195
DM2 vs. DMG p > 0.05 (KWT)
Mediana 1,60 1,585 1,59 0,5 1,68 DM2 vs. CTRL p < 0.01*(KWT)
DMG vs. CTRL p < 0.001%(KWT)
APGAR (n=0) (n=0) (n=0) (n = 45) (n=0)
Média ; - ; 8,58/973 -
Intervalo - - - 5-10/8 - 10 -
Mediana - - - 9/10 -
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Continuacao

Diabetes mellitus p - valores de comparacao entre:
DML DM?2 DMG DM1 vs. DM2 vs. DMG
Tempo de doenca (anos) (n=110) (n=73) (n=0)
Média 13,172 13,739 -
Intervalo 2_39 1-34 ) p =0,9776 (Teste T ndo pareado)
Mediana 11 14 -
Tempo de gestacao (n=0) (n=0) (n=62)
(semanas)
Média - - 32
Intervalo - - 18 - 40
Mediana - - 34
NuUmero de gestacgdes (n=0) (n=0) (n=62)
Média - - 2,91
Intervalo - - 1-10
Mediana - - 2

Diabetes em outra
gestacao (P/ A) ) ) 13/48 -
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Continuacao

Exames
Glicemia de jejum (n=100) (n=84) (n=65)
(mg/dL) DM1 vs. DM2 p > 0.05 (KWT)
Média 183,794 168,821 95,190 DM1 vs. DMG p <0.001* (KWT)
Intervalo 23 - 505 45 - 388 59 - 274,4 DM2 vs. DMG p < 0.001* (KWT)
Mediana 178,5 132,5 90
Hemoglobina glicada (n=109) (n=73) (n=0)
(%)
Média 9,549 9,556 - p =0.9827 (Teste T ndo pareado)
Intervalo 57-151 55-17,4 -
Mediana 9,2 8,8 -
Sintomas
Nefropatia 19/95 30/52 0/68 DM1 vs. DM2 vs. DMG p = 0,000000* (MET)
PIA) (%= 16,52) (% = 36.58) (%=0) DM1 vs. DM2 p = 0.0024* (FET)

DM1 vs. DMG p < 0.0001 * (FET)
DM2 vs. DMG p < 0.0001* (FET)
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Continuacao

Neuropatia
(P1A)

Retinopatia
(P/A)

Hipertensao
(P1A)

Dislipidemia
(P/A)

Obesidade
(P/A)

8/106
(% = 7,01)

12 /102
(% = 10,52)

21/95
(% = 18,42)

22193
(% = 19,29)

12 /102
(% = 9,64)

26 / 56
(% = 31,70)

29/53
(% = 35,36)

64/ 19
(% = 78,04)

56 / 26
(% = 68,29)

38/ 43
(% = 46,34)

0/68
(%=0)

0/68
(%=0)

5/63
(% = 7,35)

6/62
(% = 8,82)

18 /50
(% = 26,47)

DM1 vs. DM2 vs. DMG p = 0,000050* (MET)
DM1 vs. DM2 p < 0.0001* (FET)
DM1 vs. DMG p < 0.0262 (FET)
DM2 vs. DMG p < 0.0001* (FET)

DM1 vs. DM2 vs. DMG p = 0,000000* (MET)
DM1 vs. DM2 p < 0.0001* (FET)
DM1 vs. DMG p = 0.0040* (FET)
DM2 vs. DMG p < 0.0001* (FET)

DM1 vs. DM2 vs. DMG p = 0,000010* (MET)
DML vs. DM2 p < 0.0001* (FET)
DML vs. DMG < 0.0001* (FET)
DM2 vs. DMG p < 0.0001* (FET)

DM1 vs. DM2 vs. DMG p = 0,000050* (MET)
DM1 vs. DM2 p < 0.0001* (FET)
DM1 vs. DMG p = 0.0879 (FET)
DM2 vs. DMG p < 0.0001* (FET)

DM1 vs. DM2 vs. DMG p = 0,000670* (MET)
DML vs. DM2 p < 0.0001* (FET)
DMZ1 vs. DMG p = 0.0070* (FET)
DM2 vs. DMG p = 0.0114* (FET)
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Continuacgao

Macrossomia Fetal 0/114 0/82 6/22 DM1 vs. DM2 vs. DMG p = 0,000850* (MET)
P/A) (% = 0) (% =0) (% = 27.,9) DM1 vs. DMG p < 0.0001* (FET)
DM2 vs. DMG p = 0.0002* (FET)
Medicamentos (n=107) (n=78) (n=161)
Insulina NPH 64 73 19 DM1 vs. DM2 vs. DMG p = 0,000150* (MET)
(% = 59,81) (% = 93,58) (% = 31,14) DM1 vs. DM2 p < 0.0001* (FET)
DM1 vs. DMG p = 0.0004* (FET)
DM2 vs. DMG p < 0.0001* (FET)
Insulina Regu]ar 79 57 18 DM1 vs. DM2 vs. DMG p= 0,016520* (MET)
(%= 73.83) (% = 73.07) (% = 29.5) DM1 vs. DM2 p = 1.0000 (FET)
DML vs. DMG p < 0.0001* (FET)
DM2 vs. DMG p < 0.0001* (FET)
Insulina Ultra-rapid 24 0 0 DM1 vs. DM2 vs. DMG p = 0,000000* (MET)
(% = 22,42) (% =0) (% = 0) DM1 vs. DM2 p < 0.0001* (FET)
DM1 vs. DMG p < 0.0001* (FET)
Insulina Lantus 18 0 0 DM1 vs. DM2 vs. DMG p= 0,000130* (MET)
(% = 16,82) (% = 0) (% = 0) DM1 vs. DM2 p < 0.0001* (FET)

DML vs. DMG p = 0.0002* (FET)
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Continuacgao

Insulina Aspart 7 0 0 DM1 vs. DM2 vs. DMG p = 0,029440* (MET)
(% = 6,54) (% = 0) (% = 0) DM1 vs. DM2 p = 0.0470* (FET)
DM1 vs. DMG p =0.0219 (FET)

Metformina 11 72 4 DM1 vs. DM2 vs. DMG p = 0,000000* (MET)
(% = 10,28) (% =92,3) (% = 6,55) DM1 vs. DM2 p < 0.0001* (FET)
DM1 vs. DMG p = 0.4156 (FET)
DM2 vs. DMG p < 0.0001* (FET)

Glifage XR 18 6 0 DM1 vs. DM2 vs. DMG p = 0,010710* (MET)
(% = 16,82) (% = 7,69) (% = 0) DM1 vs. DM2 p = 0.0788 (FET)

DMZ1 vs. DMG p = 0.0001* (FET)
DM2 vs. DMG p = 0.0302* (FET)

O asterisco (*) caracteriza os resultados que apresentaram significancia estatistica com p-valor < 0,05. A representagdo (P/A) denomina a presenca (P) ou auséncia (A). As comparacdes entre 0s
quatro grupos (DM1, DM2, DMG, CTRL) foram realizadas através de analises por one-way ANOVA seguida de multiplas comparagdes por teste Kruskal-Wallis test (KWT), Dunn’s, teste T
ndo pareado ou por teste exato que aplica Metropolis algorithm (MET) para obter um estimativa imparcial do exato valor de para uma dada Tabela de contigéncia RxC (no caso de reveladas

diferencas significativas por esta ultima analise, comparacdes pds teste pair-wise foram feitas com teste exato de Fisher (FET)).
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Como esperado, os resultados estatisticos apontam diferencas significativas
quanto as informacdes clinicas, laboratoriais e demograficas entre os trés principais

tipos de diabetes mellitus.

O perfil dos pacientes com DM1 foi composto por individuos de ambos o0s
sexos com frequéncias similares, com prevaléncia de faixa etaria em torno dos 25 anos,
maioria brancos, sendo que, considerando os valores da média do peso e estatura para
calcular a média do IMC (indice de massa corporal) temos o resultado de um conjunto
de individuos levemente acima do peso (IMC = 24,9). Os resultados intrinsecamente
relacionados ao DM1, apontam que esse 0 conjunto de pacientes tem o diagndéstico da
doenca ha aproximadamente 13 anos, sendo que, de acordo com exames de glicemia de
jejum e hemoglobina glicada, esses pacientes estdo com o quadro clinico alterado uma
vez que ambos os exames apresentam médias com valores superiores do limitrofe.
Dentre os sintomas, observamos maior frequéncia de pacientes com dislipidemia. Os
medicamentos rotineiramente utilizados nesses pacientes sdo a insulina regular e a
insulina NPH, no entanto, ao avaliarmos os dados dos trés grupos de pacientes
diabéticos, € também utilizado no tratamento outros tipos de insulina como a Ultra-
rapid, Lantus e Aspart (ndo tivemos dados de pacientes DM2 e DMG que fizessem uso

desses outros tipos de insulina).

O DM2 é caracterizado nessa amostra por ser comum a ambos 0s sexos, sendo
mais frequente em mulheres, com idade média de 56 anos aproximadamente e maioria
brancos. Diferentemente dos pacientes com DML, os pacientes DM2 apresentam o IMC
médio (IMC=31,2) de individuos com obesidade de grau l|. Dentre os resultados
diretamente relacionados ao DM2 temos que esse conjunto de pacientes tem o

diagndstico da doenca ha aproximadamente 13 anos, e no momento, com quadro clinico
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alterado, dado que os exames de glicemia de jejum e hemoglobina glicada estdo com
resultados acima dos limites considerados normais. Em relacdo aos sintomas, sao
prevalentes os casos de hipertensdo seguido dos casos de dislipidemia, sendo importante
ressaltar que os demais sintomas sdo frequentes e, em diferentes pacientes, mais de uma
complicacdo foi diagnosticada. Os medicamentos habitualmente utilizados séo insulina
NPH, insulina regular e metformina, sendo comum, a associacao desses medicamentos

para o controle glicémico.

As pacientes diabéticas gestacionais tém idade média de 31 anos, com idade
média gestacional de 32 semanas, maioria brancos, com IMC médio (IMC=34,02)
referente a individuos com obesidade de grau I, sendo 2,91 o nimero médio de
gestacOes e 13 pacientes ja apresentaram o diagndstico do DMG em outras gestacoes.
Apresentam o resultado de glicemia de jejum controlado, sendo mais frequentes 0s
sintomas de obesidade e macrossomia fetal. Podemos observar que a maioria das
gestantes controlam a glicemia com a readequacdo da dieta, no entanto, quando o uso de
medicamentos foram necessarios, a insulina NPH e a insulina regular foram prescritos
com maior frequéncia. Em relacdo aos recém-nascidos dessas pacientes, as médias dos
peso e estatura enquadram-se nos valores considerados normais para um recém-nascido,

bem como, os valores do APGAR.

Os individuos saudaveis (controle) apresentam idade media de 39 anos,
maioria brancos, com IMC médio (IMC=24,44) que caracteriza individuos com peso

adequado.

6.2. Frequéncias alélicas e Equilibrio de Hardy-Weinberg

Apols coletados os resultados dos gendtipos do polimorfismo INS-VNTR

calculamos as frequéncias alélicas e genotipicas, nimero de heterozigotos observados e
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esperados e analisamos a probabilidade de aderéncia ao Equilibrio de Hardy-Weinberg
(pPEHW) de cada grupo amostral em estudo. A Tabela 6 apresenta essas informacoes

descritas.

Considerando o critério de definicdo para que um locus seja considerado
polimérfico (frequéncia entre 1% e 99% para o alelo mais frequente), observamos que o

locus INS-VNTR ¢ considerado polimdrfico na populagéo brasileira.

As frequéncias genotipicas foram comparadas aos valores esperados pelo teste
exato do equilibrio de Hardy-Weinberg (Tabela 6). Apenas as amostras populacionais
dos pacientes diabéticos tipo 2 (DM2) e diabéticas gestacionais (DMG) estdo em
equilibrio de Hardy-Weinberg. Devido ao desvio do equilibrio de Hardy-Weinberg,
grupo de individuos controle, pacientes diabéticos tipo 1 e o grupo total de pacientes
diabéticos, subtemos os dados ao teste de equilibrio de Hardy-Weinberg em déficit de
heterozigotos (Tabela 7) e em excesso de heterozigotos (Tabela 8). Os resultados do p
valor para o teste exato de equilibrio de Hardy-Weinberg para grupos com déficit de
heterozigotos evidenciam que o possivel desvio no grupo de individuos controle,
pacientes diabéticos tipo 1 e o grupo total de pacientes diabéticos foram devido ao
déficit de heterozigotos analisados. Como pode ser observado, na Tabela 8, ndo houve
nenhum resultado com p valor significativo para a = 0,05 para o teste exato de

equilibrio de Hardy-Weinberg para grupos com excesso de heterozigotos.
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Tabela 6: Frequéncia alélica, frequéncia genotipica, nUmero de heterozigotos observados e esperados, aderéncia ao Equilibrio de Hardy-

Weinberg do polimorfismo INS-VNTR na amostra populacional em estudo.

Alelos Genotipos Ho Hs

Grupos N P pHV:/E

valor

| I ] LI T LI T (p valor)

DM1 189 0,7831 0,2169 0,6508 0,2646 0,0847 50 64.382 0,0040*

DM?2 107 0,5701 0,4299 0,3271 0,4860 0,1869 52 52.694 1,0000

DMG 68 0,3088 0,4265 0,2647 0,5221 0,4779 29 34.185 0,2344
Diabetes

(Total de 364 0,4918 0,3599 0,1484 0,6717 0,3283 249 326.594 0,0010*
pacientes)

Controle 339 0,593 0,407 0,41 0,3659 0,2239 153,25 116 0,0000*

Esses resultados foram obtidos por meio do uso do software GENEPOP 4.0, sendo que, os resultados do teste de equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) foram indicados com asterisco (*)
quando os valores foram significativos (o < 0,05).
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Tabela 7: Teste exato do Equilibrio de Hardy-Weinberg quando em deficiéncia de
heterozigotos na amostra populacional em estudo.

Grupos pHWE
DM1 0.0022*
DM2 0.5242
DMG 0.1596

Diabetes 0.0005*

(Total de pacientes)

Controle 0.0000*

Esses resultados foram obtidos por meio do uso do software GENEPOP 4.0, sendo que, os resultados do teste de

equilibrio de Hardy-Weinberg quando em déficit de heterozigose (HWE) foram indicados com asterisco (*) quando

os valores foram significativos (a < 0,05).

Tabela 8: Teste exato do Equilibrio de Hardy-Weinberg quando em excesso de

heterozigotos na amostra populacional em estudo.

Grupos pHWE
DM1 0.9996
DM2 0.6362
DMG 0.9316

Diabetes 1.0000

(Total de pacientes)

Controle 1.0000

Esses resultados foram obtidos por meio do uso do software GENEPOP 4.0.
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6.3. Associacgdes encontradas

6.3.1 Associacdo diagnostico dos tipos de diabetes mellitus e os gendtipos INS-

VNTR

A analise da possivel correlacéo existente entre alelos/genotipos do INS-VNTR
e o fendtipo do individuo amostrado, no caso, se o alelo/gendtipo pode ser considerado
um marcador genético para a doenca do diabetes mellitus foi realizada por meio do teste
exato de Fisher, seus valores de Odds Ratio (OR) e intervalos de confiangca com limites
minimo e maximo de 95%, ressaltando que, para a analise comparativa entre genotipos
e os fenotipos dos pacientes diabéticos apenas o teste exato de Fisher foi aplicado. Estdo

amostradas na Tabela 9 as associagdes encontradas a nivel alélico e genotipico.

Em comparacdo ao grupo controle, o alelo classe | (p=0,0000; OR=2,4783;
95%1.C.1,8570-3,3075) e 0 genotipo classe | : classe | (p=0,0000; OR=2,5855; 95%I.C.
1,7881-3,7385) estavam associados com susceptibilidade ao desenvolvimento do DML,
enguanto o alelo classe 111 (p=0,0000; OR=0,4035; 95%1.C.0,3023-0,5385) e 0 genotipo
classe Il : classe Il (p=0,0000; OR=0,3044; 95%]I.C.0,1720-0,5386) conferiram
protecdo contra o desenvolvimento de DM1. Ainda, verificamos que no grupo de
pacientes diabéticos mellitus tipo 1 em comparagdo aos demais grupos de pacientes com
diabéticos existe significancia estatistica para o alelo classe | e alelo classe Il e dos
genotipos classe | : classe I, classe | : classe I11 e classe 111 : classe I11. Esses resultados
remetem ao alelo classe | associacdo a susceptibilidade ao DM1, predominantemente

em homozigose.

Os pacientes diabéticos mellitus tipo 2 apresentaram significancia estatistica
ao nivel de 5% para o gendtipo classe | : classe 1l (p=0,0121; OR=1,7707, 95% I.C:

1,1403-2,7496), quando comparado ao grupo amostral de individuos controle, isso 0
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caracteriza como marcador de susceptibilidade ao DM2. Houve também significancia
estatistica ao nivel de 5% para todos os alelos e genotipos quando comparado ao grupo
amostral de pacientes diabéticos mellitus tipo 1. Como visto anteriormente, o alelo
classe | estd associado a progressdo do DM1, sendo assim, o alelo classe Il esta
relacionado ao DM2, com prevaléncia do gendtipo em heterozigose. Em comparacao
com o grupo amostral de pacientes com diabetes mellitus gestacional ndo houve

significancia estatistica ao nivel de 5%.

As pacientes com diabetes mellitus gestacional ndo apresentaram diferenca
estatistica ao nivel de 5% de significancia para nenhum dos alelos quando comparadas
com o grupo amostral de individuos controle e de pacientes diabéticos mellitus tipo 2.
Em comparagdo ao grupo amostral de pacientes diabéticos mellitus tipo 1, verifica-se
significancia estatistica ao nivel de 5% para todos os alelos e gen6tipos. Como visto
anteriormente, a importancia do alelo classe | para a progressao do DM1 torna possivel

inferir que o alelo de classe 111 esteja associado ao DMG.
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Tabela 9: AssociacOes dos alelos e gendtipos do polimorfismo INS-VNTR com as caracteristicas fenotipicas dos tipos de diabetes mellitus.

Teste exato de

Comparacéao Ale!o_ - Fisher bicaudal IC 95% _Iimite Odds ratio (OR) IC 95% !imite
Gendtipo inferior superior
(p valor)
Diabetes vs. Controle I 0,0023* 1,1299 1,4047 1,7464
Diabetes vs. Controle i 0,0023* 0,5726 0,7119 0,8850
Diabetes vs. Controle I 0,0583 0,9965 1,3423 1,8083
Diabetes vs. Controle 1 0,7529 0,7728 1,0530 1,4349
Diabetes vs. Controle TR 0,0051* 0,3908 0,5733 0,8411
DM1 vs. Controle I 0,0000* 1,8570 2,4783 3,3075
DML1 vs. Controle " 0,0000* 0,3023 0,4035 0,5385
DM1 vs. Controle I 0,0000* 1,7881 2,5855 3,7385
DM1 vs. Controle Il 0,0516 0,4548 0,6737 0,9980

DM1 vs. Controle TR 0,0000* 0,1720 0,3044 0,5386
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Continuagao

Teste exato de

Comparacéao Ale!o_ - Fisher bicaudal IC 95% _Iimite Odds ratio IC 95% !imite
Genotipo inferior (OR) superior
(p valor)
DM2 vs. Controle I 0,5776 0,6671 0,9104 1,2426
DM2 vs. Controle Il 0,5776 0,8048 1,0984 1,4990
DM2 vs. Controle ] 0,1123 0,4266 0,6744 1,0660
DM2 vs. Controle LI 0,0121* 1,1403 1,7707 2,7496
DM2 vs. Controle i 0,3523 0,4377 0,7566 1,3079
DMG vs. Controle I 0,1289 0,5182 0,7499 1,0854
DMG vs. Controle 1l 0,1289 0,9213 1,3334 1,9299
DMG vs. Controle I 0,1041 0,3548 0,6199 1,0829
DMG vs. Controle [ 0,2683 0,8197 1,3927 2,3660
DMG vs. Controle [ 0,6399 0,6537 1,1848 2,1474
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Continuacao

Teste exato de

Comparacéao Ale!o_ - Fisher bicaudal IC 95% _Iimite Odds ratio IC 95% !imite
Genotipo inferior (OR) superior
(p valor)

DM1 vs. DM2 I 0,0000* Né&o se aplica Né&o se aplica Né&o se aplica
DML1 vs. DM2 i 0,0000* N&o se aplica N&o se aplica Né&o se aplica
DM1 vs. DM2 Il 0,0000* Né&o se aplica Né&o se aplica Né&o se aplica
DML1 vs. DM2 Il 0,0002* Né&o se aplica N&o se aplica Né&o se aplica
DM1 vs. DM2 1l 0,0151* Né&o se aplica Né&o se aplica Né&o se aplica
DMG vs. DM1 I 0,0000* Né&o se aplica N&o se aplica Nao se aplica
DMG vs. DM1 i 0,0000* Né&o se aplica Né&o se aplica Né&o se aplica
DMG vs. DM1 Il 0,0000* Né&o se aplica N&o se aplica Nao se aplica
DMG vs. DM1 I I 0,0148* Né&o se aplica Né&o se aplica Né&o se aplica
DMG vs. DM1 [ 0,0006* Né&o se aplica Na&o se aplica Na&o se aplica
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Continuacao

Teste exato de

Comparagéo Alelo - Fisher bicaudal I1C 95% limite Odds ratio I1C 95% limite
Genotipo ISher bicauda inferior (OR) superior
(p valor)
DMG vs. DM2 I 0,3807 Né&o se aplica Né&o se aplica Né&o se aplica
DMG vs. DM2 i 0,3807 N&o se aplica N&o se aplica Né&o se aplica
DMG vs. DM2 Il 0,8686 Né&o se aplica Né&o se aplica Né&o se aplica
DMG vs. DM2 Il 0,5341 Né&o se aplica N&o se aplica Né&o se aplica
DMG vs. DM2 1l 0,2606 Né&o se aplica Né&o se aplica Né&o se aplica

O teste exato de Fisher foi realizado por meio do uso do software GraphPad Instat 3.06 (Grafhpad Software, 2003). Os resultados com valores significativos (a < 0,05) foram indicados com

asterisco (*).
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6.3.2. Associacdo das caracteristicas clinicas dos subtipos de diabetes mellitus e os

genotipos INS-VNTR

Os dados acerca das caracteristicas demogréficas, clinicas e laboratoriais dos
pacientes foram utilizados para avaliar a possivel influéncia dos gendtipos do
polimorfismo INS-VNTR em relacdo a idade, sexo, ancestralidade (cor da pele), peso,
estatura, tempo de doenca, glicemia, hemoglobina glicada e susceptibilidade as

complicacdes frequentes associadas a cada tipo de diabetes mellitus.

A analise comparativa dos genotipos do polimorfismo INS-VNTR as
caracteristicas clinicas de cada subtipo de DM foi realizada pela aplicacdo de diferentes
testes estatisticos como o teste exato de Fisher (FET), algoritmo Metropolis (MET), one
-way ANOVA seguidos dos pos testes Kruskal-Wallis (KWT), Dunn’s, Mann-Whitney
Wilcoxon (MWW) e Tukey HSD (Tukey honestly significantly different) (HSD),

conforme a distribuicdo dos dados (Tabela 10).

As frequéncias dos gendtipos do polimorfismo INS-VNTR nos pacientes com
DM1 apresentaram diferencas estatisticas significativas ao nivel de 5% em relacdo ao
sexo (p=0,015850), cor da pele (p=0,041130) e retinopatia (p=0,000010). Quanto ao
género, 0s homens apresentaram frequéncia mais elevada do genotipo classe 1 : classe |
e as mulheres frequéncias mais elevadas do genotipo classe 11 : classe Il (p=0,01222).
Assim, avaliando as frequéncias desses gendtipos nos dois géneros podemos supor que
individuos do sexo masculino com genétipo classe | : classe | podem apresentar maior
probabilidade de desenvolverem o0 DM1. Em relacdo a cor da pele, apenas brancos e
mulatos se distinguiram quanto aos gendtipos, classe | : classe I versus classe | : classe
111 (p=0,0266). Os dados de frequéncia referente a cada genotipo e cor demonstram que

individuos brancos com genotipo classe | : classe | séo comumente mais acometidos



Resultados 82

com o0 DM1 do que os individuos mulatos. Por fim, dentre os sintomas relacionados as
complicacdes do diabetes mellitus, a retinopatia foi a inica complicagdo com associagédo
ao genotipo INS-VNTR no DM1, diferenciando individuos quanto aos genotipos, classe
| : classe I versus classe Il : classe Il (p<0,0001; OR=0,02985; 95% I.C. 0,005374 -
0,1658) e entre classe | : classe Ill versus classe Il : classe Il (p=0,0020; OR=
0,05333; 95% I.C. 0,007839 - 0,3629). Os resultados de Odds ratio e o intervalo de
confianca de 95% expdem o genétipo de classe Il : classe Il como fator de

susceptibilidade a retinopatia no grupo DM1.

Pacientes DM2 se diferenciaram quanto aos gendétipos INS-VNTR em nivel
estatistico com poder de a=0,05 em relacdo ao sexo (p=0,039060). Assim, o0 genotipo
classe Il : classe Il foi mais frequente em mulheres (p=0,0288) acometidas pelo

DM2.

As pacientes DMG apenas apresentaram influéncia dos genotipos INS-VNTR
em nivel estatistico com poder de a=0,05 sobre o nivel de glicemia de jejum
(p=0,0233). Pacientes apresentando os genotipos classe | : classe | e classe | : classe Il
apresentaram perfis glicémicos semelhantes, ao passo que mulheres apresentando o

gendtipo classe 111 : classe 111 tiveram maior nivel de glicose no plasma sanguineo.

Em anexo 3, estdo disponiveis os dados numeéricos referentes a distribuicdo dos
genotipos entre 0s sexo, a pigmentacdo da pele e auséncia e presenca de retinopatia em
pacientes com DM1, distribuicdo dos genotipos entre os sexo em pacientes com DM2 e

a distribuicao do perfil glicémico das pacientes com DMG.
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Tabela 10: Andlise comparativa entre as variagcbes genotipicas do polimorfismo INS-VNTR e as caracteristicas demograficas, clinicas e
laboratoriais dos individuos amostrados.

Sexo Idade (anos) Tempo da Cor Peso (kg) Estatura (m)
doenca (anos)  (Branco/Negro/Mulato/Amarelo)
/1 vs. /111 vs. THLTT
DM1 p=0,015850*(MET) p=0,9982(KWT) p=0,2139(KWT) p=0,041130*(MET) p=0,5628 (HSD) p=0,5848 (HSD)
/1 vs. HI/HI
p=0,01222*(FET)
DM2 p=0,039060*(MET) p=0,7306(KWT) p=0,5731 (HSD) p=0,414980(MET) p=0,5276(KWT) p=0,1508(KWT)
/11 vs. T/
p=0,0288*(FET)
DMG p=0,7378(KWT) _ p=0,9770590(MET) p=0,3634(KWT) p=0,3543(KWT)

CTRL p=0,761020(MET) p=0,3670 p=0,640630(MET) p=0,8388(KWT) p=0,9495(KWT)
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Continuacao

Peso RN Estatura RN Glicemia (mg/dL)  Hemoglobina Nefropatia Neuropatia Retinopatia
(kg) (m) glicada (%0)

/Lvs. /I vs. T

p=0,000010*(MET)

I/ vs. 1/

DM1 p=0,8755(KWT)  p=0,0674(KWT) p=0,791400(MET) p=0,255500(MET) <0 0001*(FET)
/11 vs. T/
p=0,0020*(FET)

DM2 _ p=0,8966(KWT)  p=0,5666(KWT) p=0,87347(MET) p=0,782250(MET) p=0,648750(MET)

p=0,0233*(KWT)
/1 vs. 1/
DMG p=0,2763 p=0.8568 (KWT) =0 0179*(MWW) .
(KWT) /11 vs. T/

p=0,0159*(MWW)
CTRL
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Continuacao

Macrossomia

Dislipidemia Hipertensao Obesidade Fetal

/Lvs. /1 vs, T

DM1 p=0,169480(MET) p=0,477260(MET) p=1,0000(MET)

DM2  P=1,0000(MET) p=0,569410(MET) p=0,637770(MET)
DMG P=0,171740(MET) p=0,379070(MET) p=0,209490(MET) p=0,834690(MET)

CTRL

O asterisco (*) caracteriza os resultados que apresentaram significancia estatistica com p-valor < 0,05. As
comparacdes entre as variagdes genotipicas do polimorfismo INS-VNTR e as caracteristicas demograficas, clinicas e
laboratoriais dos quatro grupos (DM1, DM2, DMG, CTRL) foram realizadas através de analises por one-way
ANOVA seguida de multiplas comparacfes por teste Kruskal-Wallis test (KWT), Dunn’s, teste de Tukey HSD
(HSD) ou por teste exato que aplica Metropolis algorithm (MET) para obter um estimativa imparcial do exato valor
de para uma dada Tabela de contigéncia RxC (no caso de reveladas diferencas significativas por esta ultima andlise,
comparacdes pas teste pair-wise foram feitas com teste exato de Fisher (FET)).
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7. Discussao
7.1. Distribuicéo das frequéncias alélicas

Os resultados de frequéncias alélicas do locus INS-VNTR na populacédo
brasileira o caracterizam como polimorfico (frequéncia superior a 0,01), uma vez que 0s
alelos apresentarem variagdes maxima e minima de, respectivamente, 0,7831 e 0,2169.
Frequéncias do SNP -23Hphl, variacdo genética que utilizamos para inferir sobre o
polimorfismo INS-VNTR, depositadas no banco de dados SNP do NCBI (National
Center for Biotechnology of Information) e dados coletados na literatura, demonstram
que o locus INS-VNTR é também polimorfico em distintas populagdes mundiais,

variando as frequéncias alélicas conforme a origem da populacéo.

A Figura 6 mostra as frequéncias alélicas do SNP -23Hphl nas amostras
populacionais do Brasil (resultados do presente trabalho), Reino Unido ( NCBI), Japao
(AWATA et al., 2007), Cazaquistdo (NCBI), india (RAHA et al., 2011), Zimbabue
(NCBI), Quénia (NCBI) e Espanha (NCBI). A Tabela 11 mostra as analises estatisticas
realizadas por meio do uso do algoritmo Metropolis (MET) e do teste exato de Fisher
(FET), comparando os dados de frequéncias alélicas entre a populacdo brasileira e

demais popula¢des mundiais.
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Figura 6: Distribuicdo das frequéncias alélicas do SNP -23Hphl nas populagdes de
paises como Brasil, Reino Unido, india, Japdo, Zimbabue, Quénia, Cazaquistdo e

Espanha.

E3 Brasil

EZ3 Reino Unido
E} india

[0 Cazaquistao
2 Japao

N Zimbabue
E3 Kenia
Espanha

Frequéncia dos alelos

NSNS

]

DOOSOOOOSOSOS0000 00000050000

TA A A A A A A A
SNP -23Hphl

Tabela 11: Comparagdo das frequéncias alélicas do SNP -23Hphl entre populacao
brasileira e demais populagdes mundiais.

Frequéncia alelica p valor de comparacao entre as

Comparacéao . - populagdes:
Brasil (BR) 0,634 0,366 BR vs. RU vs. JP vs. ZW vs. EAK
vs. KA vs. E p = 0,000000*(MET)
Reino Unido (RU) 0,716 0,284 BR VS. RU p = 0.0233*(FET)
india (IN) 0,869  0,1303 BRVS. IN p =< 0.0001*(FET)
Japao (JP) 0,949 0,051 BR VS. JP p =< 0.0001*(FET)
Zimbabue (ZW) 0,188 0,812 BR VS. ZW p < 0.0001*(FET)
Quénia (EAK) 0,155 0,945 BR VS. EAK p < 0.0001*(FET)
Cazaquistdo (KA) 0,875 0,125 BR VS. K p < 0.0001*(FET)
Espanha (E) 0,25 0,75 BR VS. E p <0.0001* (FET)

Esses resultados foram obtidos por meio do algoritmo Metropolis (MET) e teste exato de Fisher (FET), sendo que, 0s
resultados que apresentaram valores significantes (o < 0,05) foram indicados com asterisco (*).
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Evidenciamos que as populacdes citadas apresentam frequéncias alélicas
diferentes entre si, pois os resultados estatisticos para o < 0,05 rejeitam a hipotese nula
a qual analisa a similaridade das amostras populacionais citadas quanto a frequéncia
alélica do SNP -23Hphl. E interessante observar que a frequéncia do alelo A é mais
comum nas populagdes brasileira, inglesa, japonesa e cazaquistanesa, enquanto que o
alelo T é mais frequente nas populacBes zimbabuana, queniana e espanhola. Devido a
auséncia de informacdo armazenada no banco de dados de SNPs do NCBI, referente as
caracteristicas clinicas e laboratoriais dos individuos amostrados, ndo podemos inferir
qual é a influéncia desses alelos no desenvolvimento do diabetes mellitus. No entanto,
podemos evidenciar a influéncia da mistura étnica, localizacdo geografica e processos
de selecdo como possiveis causas das diferentes distribuicdes alélicas nas populacdes

mundiais citadas.

7.2. Equilibrio de Hardy-Weinberg

Os desvios das proporcbes observadas em relagdo as esperadas, segundo o
equilibrio de Hardy-Weinberg, utilizando o teste global, foram encontrados nas
amostras das populacdes de pacientes DM1, diabetes (total de pacientes diabéticos
amostrados) e em individuos controle. A aplicacdo de testes mais sensiveis, que
detectam se o desvio ocorre por déficit ou excesso de heterozigotos, indica ser o déficit
de heterozigotos responsavel pela auséncia do equilibrio de Hardy-Weinberg nessas

amostras.

Dentre os fatores responsaveis pelo déficit de heterozigotos, podemos
evidenciar a possibilidade de essas amostras ndo se enquadrarem as premissas do
principio de equilibrio, sendo até mesmo provavel, que tais premissas estejam,
concomitantemente, se anulando, como por exemplo, a ocorréncia de mistura étnica,

casamentos preferenciais, endogamia, ocorréncia de fluxo génico, de processos de
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selecdo natural, presenca da infertilidade entre os casais, entre outros (GUO e

THOMPSON, 1992 e BEIGUELMAN, 2008).

Dentre os fatores supracitados, enfatizamos a ocorréncia de mistura étnica na
nossa casuistica. Ferreira et al.,, 2006 e Muniz et al., 2008 relataram alta taxa de
miscigenacdo na populacdo de Ribeirdo Preto, cidade que predominantemente
realizamos a coleta do material genético e de dados clinicos. A populacdo de Ribeirdo
Preto foi caracterizada para marcadores de ancestralidade, com proporcdes europeia,

africana e amerindia, respectivamente, em média, 59%, 34% e 7%.

Somado a mistura étnica, a ocorréncia de casamentos preferenciais devido a
ancestralidade e pigmentacdo da pele, favorece o processo de estratificacdo
populacional que pode acarretar a deficiéncia de heterozigotos distribuidos na
populacdo, consequentemente, nas amostras populacionais utilizadas no presente

trabalho, caracterizando assim o efeito gargalo, ou Wallund, na populacéo.

Apesar de as amostras populacionais de pacientes com DM2 ou DMG estarem
em equilibrio de Hardy-Weinberg, isso ndo significa que a populacdo em questdo esteja
totalmente livre da acdo de fatores evolutivos. Essa preocupacdo decorre do fato de
serem amostras populacionais associadas a um conjunto genético peculiar a doenca.
Como discutiremos a seguir, o polimorfismo INS-VNTR, com excecdo das pacientes
DMG, apresentam um geno6tipo INS-VNTR caracteristico a cada tipo do DM, e isso, em
um contexto genético mais amplo, pode ocasionar desvios no equilibrio de Hardy-

Weinberg.

Sendo assim, fatores como mistura étnica, fluxo génico, casamento preferencial

e coleta de amostras de grupos especificos de pacientes podem ter contribuido
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simultaneamente para a determinacgéo dos desvios observados em relagédo as proporcoes

esperadas segundo o modelo de equilibrio de Hardy-Weinberg.
7.3. Associacdes encontradas

7.3.1. Associacbes entre o polimorfismo INS-VNTR e os fendtipos das classes

clinicas do diabetes mellitus

O genotipo classe | : classe | do polimorfismo INS-VNTR esta associado a
susceptibilidade do diabetes mellitus tipo 1 na nossa amostra populacional brasileira,
enquanto o alelo de classe Il e o genotipo classe 111 : classe Il estdo associados ao

efeito protetor contra o desenvolvimento do DM1.

E importante ressaltar esse resultado do genétipo de protecdo ao DM1 em
nossa populacdo, pois Chung et al. (2010), em estudos de associacdo na populacao
coreana, ndo encontraram o gendtipo classe Il : classe Il em nenhum dos grupos
amostrados, pacientes com DML1 e individuos controle, o que os levaram a caracterizar
0 gendtipo classe | : classe 111 como fator de protecdo, evidentemente devido a maior

frequéncia desse nos individuos controle.

Nossos resultados corroboram os resultados referentes as amostras
populacionais da Polénia (FENDLER et al., 2011), Roménia (GUJA et al., 2004), Japao
(AWATA et al., 2007), india (RAHA et al., 2011) e Caucasianas (BELL et al.,1984;

WALTER et al., 2003; BENNETT et al. 2004), todas avaliando pacientes com DM1 .

A contribuicdo do alelo classe | na progressdo do DM1 consiste no fato desse
induzir a baixa expressdo de mRNA do gene da insulina no timo. Durante a selecéo
negativa, por ocasido da expressao génica promiscua, a baixa expressdo de insulina
pode acarretar em aprendizado ineficaz dos timdcitos. Assim, na periferia, uma vez que

os linfdcitos entrem em contato com insulina endogena modificada ou exogena, a
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molécula pode se tornar um autoantigeno, desencadeando assim, a doenca autoimune
(Pugliese et al., 1997 e Vafiadis et al.,1997). Em estudo mais recente, Sabater et al.,
2005, observaram associacdo, no timo, entre o gene AIRE e o minissatélite INS-VNTR,
em que, o gene AIRE atuaria na modulacdo da expressdo da insulina no timo
concomitantemente com o INS-VNTR. A hipétese da influéncia do gene AIRE no
mecanismo transcricional da insulina foi sugerida dado ao fato de o gene AIRE atuar na
regulacdo de fatores de transcricdo que controlam a expressdo de autoantigenos
periféricos no timo, incluindo a insulina. Embora esse efeito ndo esteja completamente
esclarecido, a correlacdo positiva entre o AIRE e a expressdo de insulina corrobora o
papel do AIRE no processo de selecdo promiscua no timo, que pode culminar com o
desenvolvimento da doenca autoimune. Sendo assim, efeito protetor do alelo de classe

111, no timo, se deve ao mecanismo reverso do alelo classe |I.

Desta forma, nossos resultados apresentam concordancia tanto com o
mecanismo bioldgico ja descrito na literatura como também com os resultados de
demais estudos populacionais, associando o diabetes mellitus tipo 1 com o alelo classe |

do INS-VNTR.

Em relacdo a amostra populacional de pacientes diabéticos mellitus tipo 2, o
gendtipo classe | : classe Il apresentou associacdo ao desenvolvimento do DM2. Nosso
resultado € inédito pois em nenhum outro estudo houve associacdo do genotipo em

heterozigose como fator de susceptibilidade ao DM2.

Em 1996, Bennett et al., associaram o alelo classe 111, em especifico o genotipo
classe 111 : classe 111, como fator de susceptibilidade ao DM2. Tal resultado se tornou a
premissa dos posteriores estudos populacionais de associacdo do DM2 ao polimorfismo

INS-VNTR.
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Assim como no presente trabalho, Hansen et al. (2004), Mitchell et al. (2004) e
Lindsay et al. (2003) ndao encontraram associacdo do alelo classe Il com o DM2,
respectivamente, nas populacdes dinamarquesa, britanica, e também, em indios norte-
americanos do grupo Pima. Esses achados indicam a influéncia da ancestralidade
(origem étnica, distribuicdo geografica) e de fatores ambientais, interferindo na
susceptibilidade a doenca que, tipicamente, é caracterizada como multifatorial, tendo

associacdo com a qualidade de vida do individuo.

Apesar da auséncia de reproducdo dos dados quanto ao fenotipo da doencga, o
alelo classe 111 tem sido descrito como fator genético capaz de influenciar na capacidade
de liberacdo de insulina pelas células B pancreaticas. A presencga do alelo classe 111 pode
reduzir em até 20% a expressao transcricional da insulina no pancreas quando
comparado com o alelo classe | (KENNEDY et al., 1995; BENNETT et al., 1995 e
VAFIADIS et al., 1996). Esses resultados estruturam a hipétese da influéncia do alelo
classe 11l na progressdo do DM2 uma vez que interferem no processo de resisténcia a

insulina, caracteristica determinante ao diagnostico da doenca.

Atualmente, cerca de 600 genes tém sido associados com predisposi¢do a
obesidade, condicdo morbida usualmente encontrada no DM2. Além dos habitos
alimentares, o ganho de peso corporal tem sido relacionado com a interagdo maultipla de
fatores genéticos. Sabe-se que o declinio gradual da secrecdo de insulina promove a
diminuicdo da liberacdo de &cidos graxos do tecido adiposo pela reduzida sensibilidade
a lipase. O alelo classe I, que promove a alta expressdo de insulina no pancreas pode
estar associado a um dos principais determinantes do aumento do peso corporeo.
SANTORO et al.(2006), LE FUR et al.(2006), LE STUNFF et al. (2000) relataram
efeito do alelo classe I, preferencialmente em homozigose, com predisposicdo a

obesidade em criancas e adolescentes. Quanto a individuos adultos, esses resultados ndo
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foram reproduzidos, de modo a considerar o INS-VNTR como fator genético singular
para determinacdo da obesidade. No entanto, considerando os trés genes de
susceptibilidade em conjunto, Rodriguez et al. (2006) reportaram o efeito relevante do
IGF2-INS-TH, em homens adultos, na predisposicdo a obesidade. Desse modo, é
evidente a necessidade de novos estudos para compreensdo do papel biolégico do INS-

VNTR no mecanismo desencadeador da obesidade.

Sendo assim, a associacdo do genotipo classe | : classe Il com
susceptibilidade ao DM2 na amostra da populacéo brasileira pode ser também explicada
pela associacao do alelo classe I11 com resisténcia a insulina, e ainda, pela associacdo do
alelo classe | com predisposicdo a obesidade. Estudos mais abrangentes, estratificando
0s pacientes de acordo com a presenca ou nao de obesidade poderdo evidenciar a

influéncia dessa variavel na susceptibilidade ao DM2.

A amostra populacional de pacientes diabéticas gestacional ndo apresentou
qualquer associacdo com o polimorfismo INS-VNTR. Nosso resultado é semelhante ao
encontrado por Shaat et al. (2004) em estudo com amostras populacionais de mulheres
diabéticas arabes e escandinavas. No entanto, Litou et al. (2006) reportaram, apesar de

ndo significativa, maior frequéncia do alelo classe Il nas gestantes diabéticas.

Poucos sdo os relatos de estudos de associacdo do polimorfismo INS-VNTR ao
fendtipo de diabetes gestacional, sendo evidente a importancia de novos estudos para
comprovacdo do efeito do polimorfismo diante do modo de expressédo da insulina

durante o periodo gestacional.
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7.3.2. AssociacOes entre o polimorfismo INS-VNTR e as caracteristicas
demograficas, clinicas e laboratoriais referentes a cada classe clinica do diabetes

mellitus

Os estudos de associa¢do do polimorfismo INS-VNTR existentes na literatura
analisam, predominantemente, a relacdo entre as variaveis genotipicas e um
determinado fenodtipo de uma amostra populacional. Dentre os fenotipos mais
analisados, estdo as classes clinicas do diabetes mellitus, obesidade, composicdo da
massa corpdrea, crescimento fetal acelerado e sindrome do ovario policistico. No
presente trabalho, apenas a sindrome do ovario policistico ndo foi reportada. A titulo de
curiosidade, o padrdo de associacdo dessa doenca tem sido reproduzido na maioria das
amostras populacionais estudadas. Yun et al. (2012), Xu et al. (2009), Haller et al.
(2007) ndo encontraram associacdo entre o polimorfismo INS-VNTR na populacéo
Koreana, Han (Chinesa) e Harjumaa (Estonia), respectivamente. Ferk et al. (2008)
encontraram prevaléncia do alelo classe Il em pacientes com sindrome do ovario
policistico na populacdo Ljubljana (Eslovénia), sendo evidenciado, maior
susceptibilidade a sindrome quando a paciente apresentava o gendtipo classe Il : classe
I11 e obesidade. Haller et al. (2007) observaram aumento do numero médio de foliculos
em mulheres que apresentavam o genotipo classe | : classe I, o que os levaram a sugerir
a possivel influéncia desse fenétipo no contexto da sindrome do ovario policistico. Ha
ainda, publicacdes Unicas que remetem associacdo do INS-VNTR a um determinado
fendtipo, como por exemplo, o trabalho de Krechler et al. (2009) em que evidenciaram
associacdo do gendtipo classe 1 : classe 11l ao estadiamento tumoral em paciente com

cancer pancreatico.

As dificuldades de concluir a influéncia do INS-VNTR sobre um determinado

fenotipo estdo relacionados a dificuldade de replicacdo dos resultados, como visto nas
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citacOes literarias apresentadas e, também, na Tabela 11 a qual exp&e a diversidade do
padrdo de distribuicdo das frequéncias alélicas e genotipicas de acordo com a
ancestralidade da amostra populacional avaliada, o que demonstra a especificidade do
padrdo de susceptibilidade a doenca para cada amostra populacional. Ainda, poucos sao
os resultados acerca da associacdo dos sitios INS-VNTR com outras variaveis, como
complicacdes clinicas, achados laboratoriais, dentre outras. Por fim, auséncia de
estudos avaliando o perfil de expressdo génica das classes genotipicas do INS-VNTR os
quais colaborariam, na determinacdo de genes corregulados o que favorece analise

guanto a influéncia dos sitios polimdrficos sobre fenétipo.

Em relacdo aos nossos resultados de analises de associacGes entre o
polimorfismo INS-VNTR e as caracteristicas demogréficas, clinicas e laboratoriais
referentes a cada classe clinica do diabetes mellitus, obtivemos como resultado inédito,
a associacdo entre retinopatia e gendtipo classe Il : classe Ill em pacientes com
diabetes mellitus tipo 1. Apesar de auséncia de dados que concluam a verdadeira
influéncia do alelo de classe 111 no desenvolvimento da doenga em pacientes com DML,
esse resultado, aponta a influéncia da regido promotora da insulina, em associacdo
distintas daquela relacionada exclusivamente com a modulacdo da expressdo da

insulina.

Verificamos também, em comparacdo entre 0s genétipos e o sexo dos
pacientes, ser mais frequente o geno6tipo de classe | : classe | em homens com DM1
quando comparado o genétipo de classe 111 : classe Il1, que é mais comum em mulheres
com DM1, enquanto em pacientes com DM2, o gendtipo de classe Il : classe Il

apresentou frequéncia maior nas mulheres.

A associacdo diferencial em relacdo a cor da pele foi existente apenas no

grupo de pacientes com DM, sendo o genotipo de classe | : classe I mais frequente em
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individuos brancos do que em mulatos. Como reportado anteriormente, Mao et
al.(2011), em estudo de expressdo génica diferencial entre dois grupos populacionais
distintos, Caucasianos e Afro-Americanos, relataram a diversidade na modulacdo dos
genes expressos. Os Caucasianos apresentaram 200 genes diferencialmente expressos,
sendo significante a baixa expressdo de genes envolvidos na sinalizacdo do sistema
complemento, enquanto, os Afro-Americanos apresentaram 574 genes diferencialmente
expressos entre pacientes e controle, sendo significante a baixa expressdo de genes
envolvidos na via de sinalizagdo de imunodeficiéncia primaria. Esse resultado,
demonstra a influéncia da ancestralidade no perfil de susceptibilidade a doencas. Sendo
assim, de acordo com nosso resultado de associacdo, € provavel serem os individuos

brancos de gendtipo classe | : classe | mais susceptiveis ao DM1.

Por fim, em pacientes diabéticas gestacionais a associacdo das classes

genotipicas foi estabelecida com os dados de perfil glicémico de jejum.

Concluindo, o estudo da associacao entre o polimorfismo INS-VNTR com 0s
diversos tipos de diabetes mostrou associa¢fes diferencias de acordo com o tipo de

diabetes e também com variaveis clinicas e epidemioldgicas.
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8. Conclusotes

Este é o primeiro estudo de associacdo avaliando as trés principais formas de
apresentacdo do diabetes mellitus com o polimorfismo INS-VNTR do gene da insulina,
no mesmo grupo populacional, evidenciando associagOes diferenciais de acordo com o

tipo de diabetes.

O alelo classe 1 e o genotipo classe I: classe | foi associado com a
susceptibilidade ao DML1 e o alelo classe 111 e o gendtipo classe 111 : classe 111 foram
associados como fator de protecdo contra o desenvolvimento de DM1, de forma
semelhante ao observado em outras populacdes mundiais. O gendtipo de classe | :
classe Il foi associado com susceptibilidade ao DM2, sendo esse achado observado
apenas na populacao brasileira. Além da susceptibilidade diferencial aos diferentes tipos
de diabetes, a retinopatia diabética esteve associada ao genoétipo classe Il : classe 11

em pacientes dom DM1, dado inédito na literatura.



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS




Referéncias Bibliogrdficas 101

9. Referéncias bibliograficas

AMERICAN DIABETES ASSOCIATION. Diagnosis and classification of diabetes
mellitus. Diabetes Care, v. 34 Suppl 1, p. S62-69, jan 2012,

AMERICAN DIABETES ASSOCIATION. Standards of Medical Care in Diabetes.
Position Statement. Diabetes Care. v. 34 Suppl 1, p. S11-61, 2011.

AMYOT 1J.; SEMACHE M.; FERDAOUSSI M.; FONTE'S G.; POITOUT V.
Lipopolysaccharides Impair Insulin Gene Expression in Isolated Islets of Langerhans
via Toll-Like Receptor-4 and NF-kB Signalling. PLoS ONE, v.7, n.4., p. €36200, apr
2012.

ANDREOZZI F.; PRESTA I.; MANNINO GC.; SCARPELLI D.; DI SILVESTRE S. et
al. A Functional Variant of the Dimethylarginine Dimethylaminohydrolase-2 Gene Is
Associated with Insulin Sensitivity. PL0oS ONE, v.7, n.4, p. e36224, abr 2012.

ANJOS S.; POLYCHRONAKOS C. Mechanisms of genetic susceptibility to type |
diabetes: beyond HLA. Molecular Genetics and Metabolism, v.81, n.3, p.187-195,
mar 2004.

ARCK P.; TOTH B.; PESTKA A.; JECHKE. Nuclear Receptors of the Peroxisome
Proliferator-Activated Receptor (PPAR) Family in Gestational Diabetes: From Animal
Models to Clinical Trials. Biology of Reproduction, v. 83, n.2, p. 168-176, aug 2010.

ASHCROFT F.M. & RORSMAN P. Diabetes Mellitus and the b Cell: The Last Ten
Years. Cell, v. 148, n. 6, p. 1160-1171, mar 2012.

AWATA T.; KAWASAKI E.; IKEGAMI H. et al.. Insulin Gene/IDDM2 locus in
Japanese type 1 diabetes: Contribution of class | alleles and influence of class I
subdivision in susceptibility to type 1 diabetes. Journal of clinical endrocrionolgy &
metabolism, v. 92, n. 5, p. 1791-5, Mar 2007.

BAROUKH N.; RAVIER M.A.; LODER M.K.; HILL E.V. et al. MicroRNA-124a
regulates Foxa2 expression and intracellular signaling in pancreatic beta-cell lines, The
Journal Biologic Chemistry, v.282, n. 27, p. 19575-19588, abr 2007.

BEIGUELMAN, B. Genética de popula¢bes humanas. Ribeirdo Preto, SBG, p. 235,
2008.

BELL G. I.; HORITA S. and KARAM J. H.. A polymorphic locus near the human
insulin gene is associates with insulin-dependent diabetes mellitus. Diabetes, v. 33, n. 2,
p. 176 - 183. Fev 1984.

BENNETT, S.T.; LUCASSEN, A.M.; GOUGH, S.C.L. et al. Susceptibility to human
type-1 diabetes at IDDM?2 is determined by tandem repeat variation at the insulin gene
minisatellite locus, Nature Genetics, v. 9, n.3, p. 284-292, Mar 1996.



Referéncias Bibliogrdficas 102

BENNETT A. J.; SOVIO U.; RUOKONEN A. et al.. Variation at the insulin gene
VNTR (variable number tandem repeat) polymorphism and early growth. Diabetes, v.
53, n. 8, p. 2126-2131, Aug 2004.

BLUESTONE J.A.; HEROLDA K. & EISENBARTH G. Genetics, pathogenesis and
clinical interventions in type 1 diabetes. Nature, v. 464, n. 7293, p. 1293-1300, Abr
2010.

BONNEFOND, A.; FROGUEL, P. & VAXILLAIRE, M. The emerging genetics of
type 2 diabetes. Trends in Molecular Medicine, v. 16, n. 9, p. 407-416, Aug 2010.

CHO Y.M.; KIM T.H.; LIM S.; CHOI S.H. et al., Type 2 diabetes-associated genetic
variants discovered in the recent genome-wide association studies are related
to gestational diabetes mellitus in the Korean population. Diabetologia, v. 52, n. 2, p.
253-261, Fev 2009.

CHUNG H.R.; YANG S. W., SHIN C. H. et al.. The association of variable number of
tandem repeats of the insulin gene with susceptibility to type 1 diabetes among Korean
subjects. Diabetes / Metabolism research and reviews, v. 26, n. 6, p. 474-480, Set 2010.

DEVENDRA D.; LIU E.& EISENBARTH G. S. Type 1 diabetes: recent developments.
BMJ, n. 328, n.7442, p. 750-754, Mar 2004.

DRIVER J.P.; SERREZE D.V.; CHEN Y.G. Mouse models for the study of
autoimmune type 1 diabetes: a NOD to similarities and differences to human disease.
Seminars in Immunopathology, v. 33, n. 1, p, 67-87, 2011.

ESAU C.; KANG X.; PERALTA E. et al. MicroRNA-143 regulates adipocyte
differentiation, The Journal of Biological Chemistry, v.279, n. 50, p. 52361-52365,
Out 2004.

FERNANDES A.P.M.; PACE A.E.; ZANETTI M.L.; FOSS M.C.; DONADI E.A.
Fatores imunogenéticos associados ao diabetes mellitus do tipo 1. Revista Latino-
Americana de Enfermagem, v. 13, n. 5, p. 743-749, Set-Out 2005.

FERNANDEZ-VALVERDE S.L.; TAFT R.J.; MATTICK J.S. et al. MicroRNAs in b-
cell biology, insulin resistance, diabetes and its complications. Diabetes, v. 60, n.7, p.
1825-1831, Jul 2011.

FERREIRA, L. B.; MENDES-JUNIOR, C. T.; WIEZEL, C. E.; LUIZON, M,
SIMOES, A. L. Genomic ancestry of sample population from the state of Séo Paulo,
Brazil. American journal of human biology, v. 18, n. 5, p. 702-5, Set - Out 2006.

FRANCISCO R.P.V.; TRINDADE T.C.; ZUGAIB, M. Gestational diabetes, what did
change in the criteria for diagnosis. Revista Brasileira de Ginecologia e Obstetricia,
v.33,n. 8, p.171-173, Aug 2011.

FREINKEL N.; METZGER B.E.; PHELPS R.L. et al. Gestational diabetes mellitus: a
syndrome with phenotypic and genotypic heterogeneity. Hormone and Metabolic
Research, v. 18, n. 7, p. 427-439, Jul 1986.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19002430

Referéncias Bibliograficas 103

FREEMAN J.S. A Physiologic and pharmacological basis for implementation of
incretin hormones in the treatment of type 2 diabetes mellitus. Mayo Clinic
Proceedings, v. 85, n. 12, p. S5-S14, Dez 2010.

FREEMARK M. Regulation of maternal metabolism by pituitary and placental
hormones: roles in fetal development and metabolic programming. Hormone
Research, v. 65, n. 3, p. 41-49, Abr 2006.

FREEMARK M. Placental hormones and the control of fetal growth. The Journal of
Clinical Endocrinology and Metabolism, v. 95, n. 5, p. 2054-2057, Mai 2010.

GALTIER F. Definition, epidemiology, risk factors. Diabetes and Metabolism, v. 36,
n. 6 Pt 2, p. 628-651, Dez 2010.

GOMES M.B.; LERARIO A.C. et al. Diretrizes da Sociedade Brasileira de Diabetes
2009. Sociedade brasileira de diabetes. Disponivel em: <
http://www.diabetes.org.br/attachments/diretrizes09_final.pdf>. Acesso em: 22 de jun.
2012.

GRAPHPAD SOFTWARE, I., EUA. San Diego California, USA, 2003.

GROSS J.L.; FERREIRA S.R.G.; FRANCO L.J.; et al.. Diagndstico e classificagdo do
Diabetes Mellitus e tratamento do Diabetes Mellitus Tipo 2. Recomendagfes da
Sociedade Brasileira de Diabetes. Arquivo Brasileiro de Endocrinologia e
Metabolismo, v. 44 Supl 1, p. S8-S27, 2000.

GUJA C.; GUJA L.; NUTLAND S. et al.. Strong association of insulin gene INS-
VNTR polymorphism with type 1 diabetes in the Romanian population. Romanian
journal of internal medicine, v. 42, n. 2., p. 313 - 323, 2004.

GUO W.L.; TANG Y.;HAN X.Y,;JI L.N. Meta-analysis of the association of
Prol2Ala polymorphism of peroxisome proliferator activated receptor gamma gene
with type 2 diabetes in Chinese Han population. Zhongguo Yi Xue Ke Xue Yuan Xue
Bao, v. 33, n. 6, p. 593-599, dez 2011.

GUO, S. W.; THOMPSON, E. A. Performing the exact test of Hardy-Weinberg
proportion for multiple alleles. Biometrics, v. 48, n. 2, p. 361-72, Jun. 1992.

HALLER K, LAISK T, PETERS M, et al. VNTR I/l genotype of insulin gene is
associated with the increase of follicle number independent from polycystic ovary
syndrome. Acta Obstetricia et Gynecologica Scandinavica, v. 86, n. 6, p. 726-32,
2007.

HALIMI S. & BENHAMOU P.Y. Diabetes, a worldwide disease. Presse Medicale, v.
33 Spec, p. Sp37-40, Jun 2004.

HAMZA M.S.; POTT M.; VEGA V.B. et al. De-novo identification of PPARC/RXR
binding sites and direct targets during adipogenesis. PLoS ONE, v. 4, n. 3, p. e4907,
Mar 2009.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22509538
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22509538

Referéncias Bibliograficas 104

HANSEN S.K.; GJESING A.P.; RASMUSSEN S.K. et al Large-scale studies of the
Hphl insulin gene variable-number-of-tandem-repeats polymorphism in relation to Type
2 diabetes mellitus and insulin release. Diabetologia,v. 47, n. 6, p.1079-1087, Jun
2004.

HE A.; ZHU L.; GUPTA N.; CHANG Y.; FANG F.. Overexpression of micro
ribonucleic acid 29, highly up-regulated in diabetic rats, leads to insulin resistance in
3T3-L1 adipocytes, Molecular Endocrinology, v. 21, n. 11, p. 2785-2794, Nov 2007.

INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION. Global Guideline on Pregnancy
and Diabetes. 2009. Disponivel em: <(www.idf.org/)>. Acesso em: Junho de 2012.

INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION. Disponivel em:
<(http://www.idf.org/diabetesatlas/)>.Acesso em: Junho 2012.

JENUN A.; MZRKRID K.; SLETNER L. et al. Impact of ethnicity on gestational
diabetes identified with the WHO and the modified International Association of
Diabetes and Pregnancy Study Groups criteria: a population-based cohort study.
European Journal of Endocrinology, v. 166, n. 2, p. 317-324, Fev 2012.

KAROLINA D.S.; ARMUGAM A.; TAVINTHARAN S.; WONG M.T.K.; LIM S.C. et
al. MicroRNA 144 Impairs Insulin Signaling by Inhibiting the Expression of Insulin
Receptor Substrate 1 in Type 2 Diabetes Mellitus. PLoS ONE, v. 6, n. 8, p. 22839,
Aug 2011.

KENNEDY C.G.; GERMAN M.S.; RUTTER W.J. The minisatellite in the diabetes
susceptibility locus IDDM2 regulates insulin transcription. Nature Genetics, v. 9, n. 3,
p.293-98, Mar 1995.

KLOOSTERMAN W.P.; LAGENDIK A.K.; KETTING R.F.; MOULTON J.D;
PLASTERK R.H. Targeted inhibition of miRNA maturation with morpholinos reveals a
role for miR-375 in pancreatic islet development. PLoS Biology, v. 5, n. 8, p. €203,
Aug 2007.

KRECHLER T, JACHYMOVA M, PAVLIKOVA M, et al. Polymorphism -23HPhl in
the promoter of insulin gene and pancreatic cancer: a pilot study. Neoplasma, v. 56, n.
1, p. 26-32, 2009.

KWAK S.H.; KIM T.H.;CHO Y.M. et al. Polymorphisms in KCNQ1 are associated
with gestational diabetes in a Korean population. Hormone Research in Pediatrics, V.
74,n.5, p. 333-338, Jul 2010.

LE STUNFF C, FALLIN D, BOUGNERES P. Paternal transmission of the very
common class | INS VNTR alleles predisposes to childhood obesity. Nature Genetics,
V. 29,n. 1, p. 96-99. Set. 2001.

LE STUNFF C.; FALLIN D.; SCHORK N. J.; BOUGNERES P. The insulin
gene VNTR is associated with fasting insulin levels and development of juvenile
obesity. Nature Genetics, v. 26, n. 4, p.444-446, Dez 2000.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15170498

Referéncias Bibliograficas 105

LEUNG H.T. & LINSLEY P.S. The CD28 co-stimulatory pathway. Therapeutic
Immunology, v. 1, n. 4, p. 217-228, Aug 1994.

LING V.; WU P.W.; FINNERTY H.F. et al. Assembly and annotation of human
chromosome 233 sequence containing the CD28, CTLA4, and ICOS gene cluster:
analysis by computational, comparative, and microarray approaches. Genomics, v. 78,
n. 3, p. 155-168, Dez 2001.

LITOU H.; ANASTASIOU E.; THALASSINOU L. et al., Increased prevalence of
VNTR I of the insulin gene in women with gestacional diabetes mellitus (GDM).
Diabetes research and clinical practice, v. 76, n. 2, p. 223-228, Mai 2007.

LUCASSEN A.M.; SCREATON G.R.; JULIER C.; ELLIOT T.J.; LATHROP M,
BELL J.I. Regulation of insulin gene expression by IDDM associated, insulin gene
locus haplotype. Human Molecular Genetics, v. 4, n. 4, p. 501-506, Abr 1995.

MAO J.; Al J.; ZHOU X.; SHENWU M. et al. Transcriptomic profiles of peripheral
white blood cells in type Il diabetes and racial differences in expression profiles. BMC
Genomics, v. 12 Suppl 5, p.S12-S20, Dez 2011.

MCCARTHY, M.l. Genomics, type 2 diabetes, and obesity. The New England
Journal of Medicine, v. 363, n. 24, p. 2339-2350, Dez 2010.

MEIGS J.B.; DUPUIS J.; HERBERT A.G.et al. The insulin gene variable number
tandem repeat and risk of type 2 diabetes in a population-based sample of families and
unrelated men and women. The Journal of Clinical Endocrinology and Metabolism,
v. 90, n. 2, p. 1137-1143, Fev 2005.

METZGER B.E.; GABBE S.G.; PERSSON B. et al. International association of
diabetes and pregnancy study groups recommendations on the diagnosis and
classification of hyperglycemia in pregnancy. Diabetes and Care, v. 33, n. 3, p. 676—
682, Mar 2010.

MINISTERIO DA SAUDE. CADERNOS DE ATENCAO BASICA - Diabetes
Mellitus. Cadernos de Atencdo Baésica, A. Normas e Manuais Técnicos. n. 16, p. 64,
20086.

MITCHELL S.M.; HATTERSLEY A.T.; KNIGHT B.; et al. Lack of support for a role
of the insulin gene variable number of tandem repeats minisatellite (INS-VNTR) locus
in fetal growth or type 2 diabetes-related intermediate traits in United Kingdom
populations. The Journal of Clinical Endocrinology and Metabolism, v. 89, n. 1, p.
310-317, Jan 2004.

MUNIZ, Y. C.; FERREIRA, L. B.; MENDES-JUNIOR, C. T.; WIEZEL, C. E,;
SIMOES, A. L. Genomic ancestry in urban Afro-Brazilians. Annals of human biology,
v.35,n. 1, p. 104-111, Jan - Fev 2008.

NEI, M. Molecular Evolutionary Genetics. Columbia University Press, New York, 1987



Referéncias Bibliogrdficas 106

NEJENTSEV S.; HOWSON J.M.; WALKER N.M. et al. Localization of type 1
diabetes susceptibility to the MHC class | genes HLA-B and HLA-A. Nature, v. 450, n.
7171, p. 887-892, Dez 2007.

NOBLE J.A.; VALDES A.M.; COOK M.; KLITZ W.; THOMSON G.; ERLICH H.A.
The role of HLA class Il genes in insulin-dependent diabetes mellitus: Molecular
analysis of 180 Caucasian, multiplex families. American Journal of Human Genetics,
v.59,n. 5, p. 1134-1148, Nov. 1996.

NOKOFF N.J.; REWERS M.; CREE GREEN M. The interplay of autoimmunity and
insulin resistance in type 1 diabetes. Discovery Medicine, v. 13, n. 69, p. 115-122, Fev
2012,

OLIVEIRA C.S.V.; FURUZAWA G.K.; REIS A.F.. Diabetes Mellitus do Tipo MODY,
Arquivos Brasileiros de Endocrinologia & Metabologia, v.46, n. 2, Abr 2002.

OLSSON A.H.; YANG B.T.; HALL E.; TANEERA J. et al. Decreased expression of
genes involved in oxidative phosphorylation in human pancreatic islets from patients
with type 2 diabetes. European Journal of Endocrinology, v. 165, n. 4, p. 589-595,
Out 2011.

PECIOSKA S.; ZILLIKENS M.C.; HENNEMAN P.; SNIJDERS P.J.; OOSTRA B.A.
et al. Association between Type 2 Diabetes Loci and Measures of Fatness. PLoS ONE
v.5,n. 1, p.e8541, Jan 2010.

PHILIP B. & ISABEL W. Association of cytotoxic T lymphocyte-associated antigen 4
gene single nucleotide polymorphism with type 1 diabetes mellitus in Madurai
population of Southern India. Indian Journal of Human Genetics, v. 17, n. 2, p. 85—
89, Mai 2011.

PLAISANCE V.; ABDERRAHMANI A.; PERRET-MENOUD V. et al. MicroRNA-9
controls the expression of Granuphilin/Slp4 and the secretory response of insulin-
producing cells. The Journal of Biological Chemistry, v. 281, n. 37, p. 26932-26942,
Jul 2006.

POY M.N.; ELIASSON L.; KRUTZFELDT J. et al. A pancreatic islet-specific
microRNA regulates insulin secretion. Nature, v. 432, n. 7014, p. 226-230, Nov 2004.

POY M.N., SPRANGER M., STOFFEL M., MicroRNAs and the regulation of glucose
and lipid metabolism. Diabetes, Obesity & Metabolism, v. 9, n. 2, p. 67-73, Nov
2007.

PUGLIESE A.; AWDEH Z.L.; ALPER C.A. et al. The INS B allele (1,428 Fokl) is
associated with reduced IDDM incidence in autoantibodypositive first degree relatives
despite the presence of autoantibodies and high-risk HLA alleles. Transplantation
Proceeding, v. 27, n. 6, p.3392, Dez 1995.

PUGLIESE A.; ZELLER M.; FERNANDEZ A. et al. The insulin gene is transcribed in
the human thymus and transcription levels correlated with allelic variation at the INS



Referéncias Bibliograficas 107

VNTR-IDDMZ2 susceptibility locus for type 1 diabetes. Nature Genetics, v. 15, n. 3, p.
293-297, Mar 1997.

PUGLIESE A. & MICELI D. The insulin gene in diabetes. Diabetes / Metabolism
research and reviews, v. 18, n. 1, p. 13-25, Jan-Fev 2002.

RAHA O.; SARKAR B. N.; BHASKAR L. V. K. S. et al.. Insulin (INS) promoter
VNTR polymorphisms interactions and association with type 1 diabetes mellitus in
Bengali speaking patients of Eastern India. Diabetologia Croatica, p. 40-44, Jul. 2011.

RASSI D. M.; JUNTA C. M.; FACHIN A. L. et al. Gene expression profiles stratified
according to type 1 diabetes mellitus susceptibility regions. Annals of the New York
Academy of Sciences, v. 1150, p. 282-289, Dez 2008.

RODRIGUEZ S., GAUNT T. R.; ODELL S. D. et al. Haplotypic analyses of the
IGF2-INS-TH gene cluster in relation to cardiovascular risk traits. Human Molecular
Genetics, v. 13, n. 7, p. 715-725, Abr 2004.

RODRIGUEZ S.; GAUNT T.R.; DENNISON E. et al.. Replication of IGF2-INS-TH*5
haplotype effect on obesity in older men and study of related phenotypes. European
Journal of Human Genetics, v.14, n. 1, p. 109-116, Jan 2006.

ROUSSET, F. GENEPOP'007: a complete re-implementation of the GENEPOP
software for Windowns and Linux. Mol Ecol Resour, v. 8, n. 1, p. 103-106, Jan. 2008.

SABATER L.; FERRER-FRANCESCH X.; SOSPEDRA M. et al.. Insulin alleles and
autoimmune regulator (AIRE) gene expression both influence insulin expression in the
thymus. Journal of Autoimmunity, v. 25, n. 4, p. 312 - 318, Dez. 2005.

SANTORO N.; CIRILLO G.; AMATO A.; LUONGO C. et al.. Insulin gene variable
number of tandem repeats (INS VNTR) genotype and metabolic syndrome in childhood
obesity. Journal of Clinical Endocrinology & Metabolism, v. 91, n. 11, p. 4641-4. Jul
2006.

SHAAT N., EKELUND M., LEMMARK A. et al. Genotypic and phenotypic
differences between Arabian and Scandinavian women with gestational diabetes
mellitus. Diabetologia, v. 47, n. 5, p. 878-884, Abr 2004.

SHAAT N.; LERNMARK A.; KARLSSON E.et al. A variant in the transcription
factor 7-like 2 (TCF7L2) geneis associated with an increased risk of gestational
diabetes mellitus. Diabetologia, v. 50, n. 5, p. 972-979, Mai 2007.

SHU L.; SAUTER N.S.; SCHULTHESS F.T. et al. Transcription factor 7-like 2
regulates beta-cell survival and function in human pancreatic islets. Diabetes, v. 57, n.
3, p. 645-653, dez 2010.

STECK A. & REWERS M. Genetics of type 1 diabetes. Clinical Chemistry, v. 57, n.
2, p. 176-185, fev 2011.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17342473

Referéncias Bibliogrdficas 108

STECHOVA K.; KOLAR M.; BLATNY R.; HALBHUBER Z. et al. Healthy first
degree relatives of patients with type 1 diabetes exhibit significant differences in basal
gene expression pattern of immunocompetent cells compared to controls: expression
pattern as predeterminant of autoimmune diabetes. Scandinavian Journal of
Immunology, v. 5, n. 2, p. 210-219, set 2011.

T2DB- T2D-Db an integrated data resource on type 2 diabetes. Disponivel em: <
http://t2ddb.ibab.ac.in/cgi-bin/statistics.cgi>. Acesso em: 20 jun. 2012.

UEDA H.; HOWSON J.M.; ESPOSITO L. et al. Association of the T-cell regulatory
gene CTLA4 with susceptibility to autoimmune disease. Nature, v. 423, n. 6939, p.
506-511, mai 2003.

VAFIADIS P, BENNETT ST, COLLE E., et al.. Imprinted and genotype-specific
expression of genes at the IDDM2 locus in pancreas and leucocytes. Journal
Autoimmunity, v. 9, n. 3, p.397-403, Jun 1996.

VAN VLIET-OSTAPTCHOUK J.V.; VAN HAEFTEN T.W.; LANDMAN G.W.D. et
al. Common Variants in the Type 2 Diabetes KCNQ1 Gene Are Associated with
Impairments in Insulin Secretion During Hyperglycaemic Glucose Clamp. PLoS ONE,
V. 7,n. 3, p.e32148, mar 2012.

VELD P.I. Insulitis in human type 1 diabetes. Islets, v. 3, n.4, p. 131-138. jul-aug 2011.

XU Y.; WEI Z.; ZHANG Z. et al. No association of the insulin gene VNTR
polymorphism with polycystic ovary syndrome in a Han Chinese population.
Reproductive Biology and Endocrinology, v. 1; n. 7, p. 141, Dez. 2009.

WALKER C.G.; GOFF L.; BLUCK L.J. et al. Variation in the FFAR1 Gene Modifies
BMI, Body Composition and Beta-Cell Function in Overweight Subjects: An
Exploratory Analysis. PLoS ONE, v. 6, n. 4, p. €19146, abr 2011.

WALTER M.; ALBERT E.;CONRAD M. et al.. IDDM2/insulin VNTR modifies risk
conferred by IDDM1/HLA for development of Type 1 diabetes and associated
autoimmunity. Diabetologia, v. 46, n. 5, p. 712-720, Mai 2003.

YANG B.; LIN H.; XIAO J.; LU Y. et al. The muscle-specific microRNA miR-1
regulates cardiac arrhythmogenic potential by targeting GJA1 and KCNJ2, Nature
Medicine, v. 13, n. 4, p. 486491, abr 2007.

YUN JH, GU BH, KANG YB et al. Association between INS-VNTR polymorphism
and polycystic ovary syndrome in a Korean population. Gynecological and
Endocrinology, .v. 28, n. 7, p.525-528. Jul 2012.

ZHAO Y.H.,,WANG D.P., ZHANG L.L., ZHANG F. et al. Genomic expression profiles
of blood and placenta reveal significant immune-related pathways and categories in
Chinese women with gestational diabetes mellitus Diabetic Medicine, v. 28, n. 2, p.
237-246, fev 2011.



Referéncias Bibliograficas 109

ZHAO C.; DONG J.; JIANG T.; SHI Z.; YU B. et al. (2011) Early Second-Trimester
Serum MiIRNA Profiling Predicts Gestational Diabetes Mellitus. PLoS ONE, v. 6, n. 8,
p. €23925, aug 2011.



Anexos




Anexos 111

10. Anexos
ANEXO 1

Termo de consentimento Livre e Esclarecido

HOSPITA DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA
DE RIBEIRAO PRETO DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
Campus Universitario Monte Alegre, fone: 36366-1000, Fax: 3633-1144
CEP: 14048-900, Ribeirado Preto, Sdo Paulo

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO

1) NOME DA PESQUISA: META:ANALISE DO PERFIL DE EXPRESSAO
GENICA DIFERENCIAL EM LINFOCITOS DE PACIENTES COM DIABETES
MELITUS TIPO 1, TIPO 2 E GESTACIONAL

2) PESQUISADOR RESPONSAVEL: Dra. Diane Meyre Rassi

AS INFORMACOES SUPRA-CITADAS DEVEM SER REDIGIDAS EM TERMOS
SIMPLES, CONHECIDOS PELOS PACIENTES E DE FORMA QUE POSSAM
ENTENDER:

No diabetes, ocorre diminuic@o da produca@o de insulina, fazendo com que o
paciente necessite tomar insulina diariamente ou fazer dieta. Algumas pessoas
desenvolvem a doenga na infancia (diabetes do tipo 1), outras na fase adulta (diabetes
do tipo 2) e outras durante a gravidez (diabetes gestacional). Os motivos pelos quais os
pacientes desenvolvem diabetes ndo s@o bem conhecidos. Para entender um pouco mais
sobre 0s mecanismos associados com o desenvolvimento do diabetes, estamos propondo
estudar os diversos tipos da doenca (tipo 1, tipo 2 e gestacional), comparando algumas
caracteristicas, presentes no sangue, que sdo comuns a todos os tipos de diabetes, e
outras que s@o observadas somente em cada tipo de diabetes. Para fazer este estudo,
estamos pedindo ao Sr., Sra., ou responsavel pelo paciente. a permissao para colher 10
mL de sangue (correspondente a 1 colher de sopa). O principal desconforto deste estudo
e a picada da agulha, durante a colheita de sangue. Para evitar a colheita de sangue
somente para este estudo, pretendemos colher o sangue em um dos seus retornos no
hospital. Este estudo ndo traz beneficio imediato ao doente, mas poderd, no futuro,
trazer contribuicbes para os grupos de pacientes que vierem apresentar o diabetes,
adotando medidas que poderdo retardar ou impedir a progressdo da doenga.

PESQUISADOR RESPONSAVEL
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Eu,

Registro Geral N° , abaixo assinado, tendo recebido
as informagdes acima, e ciente dos meus direitos abaixo relacionados, concordo em
participar.

1 — A garantia de receber a resposta a qualquer pergunta ou esclarecimento a qualquer
duvida acerca dos procedimentos, riscos, beneficios e outros relacionados com a
pesquisa e o tratamento a que serei submetido;

2 — A liberdade de retirar meu consentimento a qualquer momento e deixar de participar
do estudo sem que isso traga prejuizo a continuagdo do meu cuidado e tratamento;

3 — A seguranga de que néo serei identificado e que serd mantido o carater confidencial
da informacao relacionada com a minha privacidade;

4 — O compromisso de me proporcionar informagéo atualizada durante o estudo, ainda
que essa possa afetar minha vontade de continuar participando;

5 — A disponibilidade de tratamento médico e indenizac@o que legalmente teria direito,
por parte da Instituicdo de Saude, em caso de danos que a justifiquem diretamente
causados pela pesquisa e;

6 — Que se existirem gastos adicionais estes serdo absorvidos pelo orgamento da
pesquisa.

7 — Caso exista qualquer tipo de problema ou duvidas gerais, questionamentos sobre a
pesquisa, entrar em contato com a pesquisadora responséavel, Dra. Diane Meyre Rassi,
pelos telefones: (16) 3602-2566, (16) 3602-3246 ou (16) 8122-8949 ou e-mail:
dianerassi@usp.br

Ribeirdo Preto, de de

Assinatura do paciente
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ANEXO 2

Aprovacéo do Comité de Etica em Pesquisa do HCRP e da FMRP-USP

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA =

B Be=
DE RIBEIRAO PRETO DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO  £yinm e

RIBEIRAC PRETO

Ribeirao Preto, 04 janeiro de 2012

Oficio n°® 46/2012
CEP/MGV

Prezados Senhores,

O trabalho intitulado “POLIMORFISMO DE GENES HLA E
DA INSULINA EM PACIENTES COM DIABETES MELLITUS TIPO 1, TIPO 2 E
GESTACIONAL”, foi analisado “AD REFERENDUM?” pelo Comité de Etica em
Pesquisa e enquadrado na categoria: APROVADO, bem como o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido, de acordo com o Processo HCRP n°
12542/2011.

Este Comité segue integralmente a Conferéncia Internacional
de Harmonizagdo de Boas Prdticas Clinicas (IGH-GCP), bem como a Resolugdo n°
196/96 CNS/MS.

Lembramos que devem ser apresentados a este CEP, o
Relatério Parcial e o Relatério Final da pesguisa.

De acordo com Carta Circular n° 003/2011/CONEP/CNS,
datada de 21/03/2011, o sujeito de pesquisa ou seu representante, quando for o
caso, deverd rubricar todas as folhas do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido — TCLE - apondo sua assinatura na ultima do referido Termo; o
pesquisador responsdvel deverd da mesma forma, rubricar todas as folhas do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE — apondo sua assinatura na
ultima pagina do referido Termo.

Atenciosamente.

eohosi0F O

Coordenadora do Comité de Etica em
Pesquisa do HCRP e da FMRP-USP

Ilustrissimos Senhores

DR*® DIANE MEYRE RASSI

PROF. DR. EDUARDO ANTONIO DONADI (Supervisio)
Depto. de Clinica Médica

Campus Universitario — Monte Alegre Comité de Etica em Pesquisa do HCRP e FMRP-USP
14048-900 Ribeirdo Preto SP FWA-00002733; IRB-00002186 e Registro SISNEP/CONEP n° 4
(016) 3602-2228

cep@hcrp.usp.br
www.hcrp.usp.br
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ANEXO 3

Distribuicdo dos genotipos em associagdo com 0 sexo, pigmentacdo da pele e
retinopatia em pacientes com DM1.

Genétipos Sexo Pigmentacdo da pele Retinopatia
M Branco Negro Mulato Amarelo Presenca  Auséncia

classe I : 20 38 78 2 4 2 3 67
classe |

classe I : 14 13 19 3 5 0 2 25
classe Il
classe Il : 8 2 10 0 0 0 6 4
classe Il

Distribuicdo dos gendtipos em associa¢do com o0 sexo em pacientes com DM2.

- Sexo
Genotipos
F M
classe | : classe | 20 38
classe | : classe Il 14 13
classe 111 : classe 111 8 2

Distribuicdo dos gendtipos em associagdo com o perfil glicémico de jejum em pacientes

com DMG.

Glicemia de jejum (mg/dL)

classe | : classe |

classe I : classe 111

classe 111 : classe 111

74
81
68
82
85
96
76
78
86
59
96
74
103
69
152
108
70
86

80
67
74
65
74
86
80
78
89
80
92
85
94
105
90
99
132
96

86
97
81
102
91
95
105
105
2744
145
107
111
93
80
89




Anexos 115

115 79

94 148
89
104
71
91
92
96




