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Acredita-se atualmente que o diabetes tipo 2 ocorra em individuos geneticamen-
te predispostos e expostos a uma série de influéncias ambientais, que precipitam o
inicio da doenga. O padrao de heranga do diabetes melito tipo 2 € complexo e prova-
velmente poligénico. Apesar dos esforgos, apenas alguns genes tém sido consisten-
temente relacionados a maior suscetibilidade a doencga.
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PATOGENESE DA SINDROME METABOLICA
E DO DIABETES TIPO 2

Alteragcbes metabdlicas freqlientemente observadas
em pacientes com resisténcia a insulina e diabetes
melito tipo 2 estdo individualmente associadas a maior
risco de doencga cardiovascular. Esses pacientes tém
sido designados como portadores da sindrome X ou
sindrome metabdlica. Essa sindrome compreende hi-
pertensao arterial, obesidade, diabetes tipo 2, dislipi-
demia e doenca cardiovascular aterosclerética, além
da presenca de particulas pequenas e densas de LDL,
hipercoagulabilidade e hiperuricemia‘™ 2. A anormali-
dade central associada a sindrome metabdlica parece
ser a resisténcia a insulina, e algumas das anormali-
dades citadas podem contribuir para agravar a resis-
téncia a esse horménio.

Nao ha consenso para a defini¢gao clinica da sin-
drome metabdlica. Isso tem dificultado o estabelecimen-
to de estudos epidemioldgicos e de marcadores gené-
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ticos associados a essa sindrome. Entretanto, as ba-
ses moleculares para a resisténcia a insulina da sin-
drome metabdlica e do diabetes tipo 2 devem ser simi-
lares. Nesse sentido, este artigo enfocara a resisténcia
ainsulina do diabetes tipo 2, que certamente sera rele-
vante para o entendimento genético da sindrome me-
tabdlica.

A patogénese do diabetes tipo 2 é complexa e en-
volve a interacao de fatores genéticos e ambientais.
Diversos fatores ambientais desempenham papel criti-
co no desenvolvimento dessa doencga, particularmente
a ingestao caldrica excessiva, levando a obesidade, e
o habito de vida sedentario. A apresentagéo clinica tam-
bém é heterogénea, com grande variagao na idade de
inicio da doenca, na gravidade da hiperglicemia asso-
ciada e no grau de obesidade. Do ponto de vista fisio-
patoldgico, pessoas com diabetes tipo 2 apresentam
trés anormalidades cardinais: 1) resisténcia a agcao da
insulina nos tecidos periféricos, particularmente no
musculo e no figado, podendo ocorrer também no teci-
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do adiposo; 2) secrecao
de insulina deficiente, es-
pecialmente em resposta
ao estimulo da glicose; e
3) producgéo hepatica de
glicose aumentada, que
pode ser consequéncia da
resisténcia a insulina no
figado.

Embora n&o se saiba
ainda como ocorre preci-
samente ainteragao entre

esses fatores genéticos e ambientais que levam ao
desenvolvimento clinico do diabetes tipo 2, o conheci-
mento atual desses processos tem avangado substan-
cialmente. Com excecéao das formas monogénicas es-
pecificas da doenga, que podem resultar totalmente de
defeitos confinados as vias que regulam a agao da in-
sulina no musculo, figado e tecido adiposo ou de defei-
tos na secrecgao de insulina na célula beta pancreatica,
existe consenso cada vez maior de que as formas co-
muns de diabetes tipo 2 sdo poligénicas e decorrem
de uma combinagéo de secre¢ao anormal de insulina
e resisténcia a insulina. Do ponto de vista fisiopatologi-
co, € a incapacidade da célula beta pancreatica de se
adaptar a redugao da sensibilidade a insulina — que
ocorre durante a vida em resposta a puberdade ou a
gestacdo, ao sedentarismo ou a ingestao caldrica ex-
cessiva levando a obesidade — que precipita o inicio
do diabetes tipo 2. A predisposi¢cao genética parece
ser um fator critico na determinagao da freqiiéncia com
que isso ocorre e polimorfismos em diversos genes que
codificam as proteinas envolvidas na sinalizacdo de
insulina, na secrecéo de insulina e no metabolismo in-
termediario podem estar envolvidos® 4.

CADEIA DE SINALIZAGAO DA INSULINA:
ALTERAGOES ENCONTRADAS NA RESISTENCIA
A INSULINA E NO DIABETES MELITO TIPO 2

Etapas iniciais da sinalizagao insulinica
Receptor de insulina

AFigura 1 mostra um esquema simplificado das eta-
pas de sinalizagao intracelular, desde a ligagéo da in-
sulina a seu receptor até a ativagédo do transporte de
glicose. A sinalizagao intracelular da insulina comecga
com sua ligacado a um receptor especifico de membra-
na, uma proteina heterotetramérica com atividade qui-
nase, composta por duas subunidades alfa e duas su-
bunidades beta, que atua como uma enzima alostérica
na qual a subunidade alfa inibe a atividade tirosina qui-
nase da subunidade beta. Aligacéo da insulina a subu-
nidade alfa permite que a subunidade beta adquira ati-
vidade quinase, levando a alteragdo conformacional e
autofosforilacdo, o que aumenta ainda mais a ativida-

de quinase do receptor®.
Substratos do receptor de insulina

Uma vez ativado, o receptor de insulina fosforila
varios substratos protéicos em tirosina. Atualmente, dez
substratos do receptor de insulina ja foram identifica-
dos. Quatro desses pertencem a familia dos substra-
tos do receptor de insulina, as proteinas IRS®. Outros
substratos incluem Shc, Gab-1, p60dok, Cbl, JAK2 e
APS®), Afosforilagdo em tirosina das proteinas IRS cria
sitios de reconhecimento para moléculas contendo do-
minios com homologia a Src 2 (SH2). Dentre estas,
destaca-se a fosfatidilinositol 3-quinase (Pl 3-quinase).
As funcdes fisioldgicas do IRS-1/2 foram recentemen-
te estabelecidas por meio da produ¢ao de camundon-
gos que nao expressam os genes que codificam o IRS-
1 e 0 IRS-2 (camundongos “knockout” para IRS-1 e IRS-
2). O camundongo que nao expressa IRS-1 apresenta
resisténcia a insulina e retardo de crescimento, mas
ndo é hiperglicémico®. Foi demonstrado que o IRS-2
poderia compensar parcialmente a auséncia de IRS-1,
0 que explicaria o fenétipo de resisténcia a insulina sem
hiperglicemia do camundongo “knockout” para IRS-1.
O camundongo que nao expressa o IRS-2 foi gerado
ha alguns anos e apresenta um fenétipo diferente do
camundongo sem IRS-1: hiperglicemia acentuada de-
corrente de diversas anormalidades na agao da insuli-
na nos tecidos periféricos e faléncia da atividade se-
cretodria das células beta acompanhada de reducao sig-
nificativa da massa de células beta pancreaticas®. Em
contraste, camundongos “knockout” para IRS-3 e IRS-
4 tém crescimento e metabolismo de glicose quase
normais(1® .
Pl 3-quinase

A Pl 3-quinase é importante na regulagdo da mito-
génese, na diferenciacao celular e no transporte de gli-
cose estimulado pela insulinat'>'®), A PI-3 quinase foi
originalmente identificada como um dimero composto
de uma subunidade catalitica (p110) e uma subunida-
de regulatéria (p85). Aligacao dos sitios YMXM e YXXM
(onde Y = tirosina, M = metionina e X = qualquer ami-
noacido) fosforilados das proteinas IRS ao dominio SH2
da subunidade p85 da Pl 3-quinase ativa o dominio
catalitico associado!'®. A enzima catalisa a fosforilagédo
dos fosfoinositideos na posi¢cao 3 do anel de inositol,
produzindo fosfatidilinositol-3-fosfato, fosfatidilinositol-
3,4-difosfato e fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato!'”). Atual-
mente, a Pl 3-quinase € a unica molécula intracelular
considerada essencial para o transporte de glicose('®.
As proteinas-alvo conhecidas dessa enzima sao a Akt
e as isoformas atipicas da PKC ({ e A), porém a fungéo
dessas proteinas no transporte de glicose ainda nao
esta bem estabelecida‘®2,
Cascatas de fosforilagcdo estimuladas pela insulina

Semelhante a outros fatores de crescimento, a in-
sulina estimula a “mitogen-activated protein” (MAP)
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quinase. Essa via inicia-se
com a fosforilagdo das
proteinas IRS e/ou Shc,
que interagem com a pro-
teina Grb224. A Grb2 esta
constitutivamente associa-
da a SOS, proteina que
troca GDP por GTP da
Ras, ativando-a. A ativa-

ZECCHIN HG
e cols.
Bases genéticas

da resisténcia a
insulina, da sindrome
metabdlica e do
diabetes melito tipo 2

téica via aumento da translacao de proteinas®.

A resisténcia a insulina na obesidade e no diabetes
tipo 2 é caracterizada por defeitos moleculares em
multiplos niveis, com reducdo da concentracdo e da
atividade quinase do receptor de insulina, da concen-
tracao e da fosforilagdo do IRS-1 e -2, da atividade da
Pl 3-quinase, da translocagéo dos transportadores de
glicose (GLUTSs) e da atividade de enzimas intracelula-
res”. A ativacdo da via da MAP quinase pela insulina

Figura 1. As vias de sinalizagédo da insulina.

¢ao da Ras requer a participagcdo da SHP2. Uma vez
ativada, Ras estimula a fosforilacdo em serina da cas-
cata da MAP quinase, o que leva a proliferacédo e a
diferenciagao celulares®®. O bloqueio farmacoldgico
dessa via previne a agao da insulina no crescimento
celular, mas nao tem efeito nas acées metabdlicas do
hormonio®®. Ainsulina aumenta a sintese e bloqueia a
degradacéo de proteinas por meio da ativagdo da
mTOR. mTOR controla a translacao de proteinas dire-
tamente por meio da fosforilagdo da p70-ribossomal
S6 quinase (p70rsk), que ativa a sintese ribossomal de
proteinas pela fosforilagdo da proteina S6@%. AmTOR
também fosforilaa PHAS1, que aumenta a sintese pro-

nao esta reduzida no diabetes tipo 2 e em outros esta-
dos de resisténcia a insulina, podendo até mesmo es-
tar aumentada, talvez permitindo que a hiperinsuline-
mia cronica possa exercer efeitos deletérios sobre o
crescimento celular na vasculatura, resultando em do-
enca cardiovascular®30),

FATORES GENETICOS NO DESENVOLVIMENTO
DO DIABETES TIPO 2 (POSSIVEIS GENES PARA
RESISTENCIA A INSULINA)

Embora o diabetes tipo 2 ndo esteja associado a
tipos especificos de HLA, estudos em gémeos idénti-
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cos indicam que existe
uma concordéncia de
mais de 95% para essa
doenca®)., Evidéncias
substanciais de que o dia-
betes tipo 2 € uma doen-
¢a hereditaria também tém
sido demonstradas por
meio de estudos de agru-
pamentos familiares de di-
abetes e de grupos étni-
cos com alta prevaléncia
da doenga®z34,

No sistema de classificagdo de diabetes melito an-
terior, havia familias nas quais o diabetes estava pre-
sente em criangas, adolescentes e adultos e nos quais
uma heranga autossémica dominante havia sido bem
estabelecida®® %), Essa forma de diabetes foi chamada
MODY (“maturity-onset diabetes of the young”) e era
considerada um subtipo de diabetes tipo 2. No novo
sistema de classificagéo, no entanto, MODY é agrupa-
do dentro de um grupo distinto do diabetes tipo 2 de-
nominado “outros tipos especificos de diabetes”, por-
que atualmente sabe-se que existem varios defeitos
genéticos diferentes da funcao da célula beta respon-
saveis por esse tipo de diabetes. Embora relativamen-
te incomuns (menos de 3% dos diabéticos), essas for-
mas monogénicas do diabetes sao importantes, pois
varios dos genes envolvidos foram identificados e ca-
racterizados. Nas formas monogénicas do diabetes, o
gene envolvido é necessario e suficiente para causar a
doenca. Em outras palavras, fatores ambientais desem-
penham pouco ou nenhum papel para determinar se
um individuo geneticamente predisposto desenvolve ou
nao diabetes. Atualmente, anormalidades de seis ge-
nes funcionais em diferentes cromossomas foram iden-
tificadas, e cada anormalidade leva a alteragdes na
secregao de insulina (Tab. 1).

No entanto, a maioria dos diabéticos tipo 2 comuns
apresenta heranca poligénica bastante dificil de se iden-
tificar e caracterizar. As tentativas para identificar os
fatores genéticos que predispdem ao diabetes tipo 2
tém sido baseadas nas técnicas do gene candidato e
em estudos de andlise de ligagado (“linkage analysis”)®7.
Inimeros rastreamentos do genoma (“genomewide
scans”) foram completados, dos quais surgiram varias
regides cromossdmicas com evidéncias significativas
ou sugestivas de ligagdo com o diabetes tipo 26852,
Entretanto, apesar dos esforgos para clonar os genes
que conferem suscetibilidade a doencga, a identificagdo
desses genes tem tido pouco sucesso, com excegao
da calpaina-10 (CAPN10) ou NIDDM163,

Achados inconsistentes tém dificultado a clonagem
de loci que conferem suscetibilidade ao diabetes tipo
2. Evidéncias para ligagdo com o diabetes tipo 2 tém

Tabela 1. Formas monogénicas de diabetes.

Associadas a resisténcia a insulina
— Mutagdes no gene do receptor de insulina
a) Resisténcia a insulina tipo A
b) Leprechaunismo
c) Sindrome de Rabson-Mendenhall
— Diabetes lipoatréfico
— Mutacdes no gene do PPAR-y
Associadas a redugédo na secregéo de insulina
— Mutagdes nos genes da insulina ou pro-insulina
— Mutacbes de genes mitocondriais
— “Maturity-onset diabetes of the young” (MODY)
a) Mutacdes nos genes de:
- HNF-4a (MODY 1)
- Glicoquinase (MODY 2)
- HNF-1a (MODY 3)
- IPF-1 (MODY 4)
- HNF-1R (MODY 5)
- NeuroD1/Beta2 (MODY 6)

HNF = “hepatocyte nuclear factor”; IPF = “insulin pro-
moter factor’; MODY = “maturity-onset diabetes of the
young”; NeuroD1/Beta2 = “neurogenic differentiation 1/
beta cell E-box trans-activator 2”; PPAR = “peroxisome
proliferator-activated receptor”.

sido relatadas na maioria dos autossomos®*; porém,
tem havido pouca sobreposi¢édo entre os resultados
obtidos, com notaveis excegdes nos cromossomas
139 43.50.52) @ 20q55>%"), Fatores que podem dificultar a
reprodutibilidade dos resultados de analises de liga-
¢ao incluem a presenca de fenocoépias de diabetes tipo
2 determinadas pelo ambiente bem como a natureza
complexa da heranga da doenga, a qual inclui hetero-
geneidade genética e alélica, epistase (interagéo gene-
gene) e interagcdes gene-ambiente®®).

PESQUISA DE GENES CANDIDATOS PARA
RESISTENCIA A INSULINA E DIABETES TIPO 2

Nos estudos de genes candidatos, varios genes tém
sido investigados pelo seu papel potencial na patogé-
nese da resisténcia a insulina®. Como um amplo es-
pectro de efeitos da insulina € mediado pelo seu re-
ceptor e seus substratos (IRS-1 e IRS-2), bem como
pela enzima Pl 3-quinase, esses genes foram alvo de
varios estudos. Essa técnica envolve identificar e en-
tdo clonar genes conhecidos e que estdo envolvidos
em vias celulares que regulam o metabolismo da glico-
se, rastrear variantes nesses genes e avaliar a frequén-
cia dessas variantes em casos e em controles.
Mutagbes no receptor de insulina

Mais de 70 mutacdes foram identificadas no gene
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do receptor de insulina em
varios pacientes resisten-
tes ainsulina®. Mutagées
em ambos os alelos do
receptor de insulina ocor-
rem em casos muito raros
e causam sindromes de
resisténcia a insulina gra-
ves (como, por exemplo,
leprechaunismo e sindro-
me de Rabson-Mende-
nhall), geralmente resul-
tando em morte no primeiro ano de vida®%%, Mutacdes
em apenas um alelo do receptor de insulina sdo com-
pativeis com a vida e causam sindromes de resistén-
cia a insulina graves (chamada “resisténcia a insulina
tipo A” e definida pela presenca de resisténcia a insuli-
na, “acanthosis nigricans” e hiperandrogenismo), ge-
ralmente sem desenvolvimento de hiperglicemia até o
inicio da fase adulta®”). Essas mutagdes podem alterar
a fungéo do receptor de insulina por meio de diversos
mecanismos, incluindo a redugao do numero de recep-
tores expressos na superficie celular (por exemplo, pela
redugdo da taxa da biossintese do receptor, da acele-
racéo da taxa de degradacéo do receptor ou da inibi-
¢ao do transporte de receptores para a membrana plas-
matica). A funcao intrinseca do receptor pode ser anor-
mal se sua afinidade a insulina estiver reduzida ou se
sua atividade quinase estiver inativada.

Diferencgas na apresentacgao clinica podem ser con-
sequéncia da gravidade do defeito genético, da habili-
dade dos receptores mutantes em formar hibridos com
receptores de IGF-I ou outros receptores, e de outros
fatores genéticos e adquiridos de base que podem
modificar o estado de resisténcia a insulina. Diante des-
ses estudos de formas monogénicas de diabetes que
demonstraram claramente que mutagdes no receptor
de insulina poderiam induzir resisténcia a insulina, pa-
cientes com diabetes tipo 2 foram estudados com rela-
¢ao a presenca de mutagdes no gene do receptor de
insulina. Varias mutacdes do receptor (Lys1068Glu,
Arg1152Gin, Val985Met) foram encontradas em 1% a
5% dos diabéticos tipo 26879, Apenas um estudo popu-
lacional, na Holanda, demonstrou uma mutacéo
Val985Met do receptor de insulina em uma taxa relati-
vamente alta de 5,6%©%, o que nao foi encontrado em
outros grupos populacionais. A caracterizacdo fun-
cional dos individuos diabéticos tipo 2 com essas mu-
tacdes no receptor de insulina demonstrou apenas de-
feitos discretos na sinalizagéo de insulina. No entanto,
o diabetes melito pode ocorrer nesses individuos em
combinacdo com outros defeitos genéticos. Em resu-
mo, mutacdes do receptor de insulina nao foram comu-
mente encontradas no diabetes melito tipo 2 e somen-
te um pequeno numero de individuos pode apresentar

mutagdes que podem contribuir para a resisténcia a
insulina, provavelmente em conjunto com outros defei-
tos genéticos ainda néao identificados.

IRS-1 e IRS-2

Mutagdes dos substratos 1 e 2 do receptor de insu-
lina (IRS-1 e IRS-2) também tém sido descritas em hu-
manos. Entretanto, a maioria dessas mutacdes foi en-
contrada na mesma freqiiéncia em individuos nao-dia-
béticos comparados aos diabéticos (~12% para a mu-
tacdo Gly972Arg no gene do IRS-1 e 33% para a mu-
tacdo Gly1057Asp no gene do IRS-2)(.72),

Existem pelo menos 11 polimorfismos conhecidos
do IRS-1. Avariante mais comum consiste de uma subs-
tituicdo do aminoacido glicina por arginina no coédon
972 (Arg972-IRS-1) e é mais prevalente em individuos
de diversos grupos étnicos com resisténcia a insulina,
associada ou nao ao diabetes tipo 20" 7378, Estudos de
células em cultura 32D indicaram que a mutagéo no
cédon 972 do IRS-1 altera a sinalizacao intracelular da
insulina 7®, Recentemente, foi demonstrado que esse
polimorfismo nas células beta pancreaticas resulta em
reducéo da secregao de insulina estimulada por glico-
se). Em individuos com esse polimorfismo, observa-
se também reduzida secregéo de insulina induzida por
glicose ou por arginina®). Um estudo recente demons-
trou que esse polimorfismo esta associado a baixo peso
ao nascimento em uma populagao brasileira®). Como
0 baixo peso ao nascer esta associado a resisténcia a
insulina e ao diabetes tipo 2¢2 %) pode-se supor que
os mesmos fatores genéticos que causam alteragéo
na secrecao de insulina e/ou resisténcia a insulina po-
dem alterar tanto o crescimento intra-uterino como a
tolerancia a glicose na vida adulta, estabelecendo, as-
sim, ligacdo entre esses dois fendtipos®. Assim, em
humanos, o polimorfismo Gly972Arg pode contribuir
tanto para a resisténcia a insulina como para a redu-
¢ao da secregao de insulina.

Além do IRS-1, um polimorfismo de aminoacidos
do gene do IRS-2 causando troca da glicina por aspar-
tato na posicdo 1057 foi encontrado em alta freqiiéncia
(33%) em uma populagéo nao-selecionada da Escan-
dinavia. Essa troca de aminoacidos, entretanto, nao foi
associada ao diabetes tipo 272, Além disso, o rastrea-
mento gendmico do lécus do IRS-2 tem sido realizado
em familias com diabetes tipo 2 autossémico dominante
de inicio precoce®. Os resultados desse estudo nao
sugerem que o gene do IRS-2 represente um fator pa-
togénico maior nesse grupo altamente selecionado.

Em resumo, mutagdes dos genes do IRS-1 e IRS-2
parecem ocorrer em uma freqiiéncia relativamente alta
(12% a 33%) em humanos saudaveis ndo-obesos, as-
sim como em diabéticos tipo 20" 72, Embora alguns
dados sugiram redug¢ao da agéo da insulina em decor-
réncia dessas mutagdes, a alta prevaléncia em indivi-
duos saudaveis nao Ihes confere papel principal no
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desenvolvimento do dia-
betes tipo 2 em humanos.
PI 3-quinase
Mutagdes no gene da
Pl 3-quinase também tém
sido estudadas. A pesqui-
sa de mutagdes no gene
da Pl 3-quinase pode ser
complicada pela existén-
cia de varias isoformas
das subunidades catalitica
(p110) e regulatoria (p85),
que compdem a proteina®). No musculo esquelético
humano, mais de quatro variantes de subunidades re-
gulatérias sao expressas e diferentemente reguladas
pela insulina®). Foi demonstrado que uma variante do
tipo “splice” de aproximadamente 50kDa da subunida-
de regulatéria p85a da Pl 3-quinase € altamente sen-
sivel a insulina no musculo esquelético humano®”.
Embora a ativagao da Pl 3-quinase seja crucial para o
transporte de glicose estimulado pela insulina, camun-
dongos que nao expressam a subunidade p85a da Pl
3-quinase sao surpreendentemente mais sensiveis a
insulina e discretamente hipoglicémicos®®. A hipotese
para explicar essa observagao € uma possivel troca da
subunidade p85a pela variante p50a, mais sensivel a
insulina, gerando maior quantidade de 3,4,5-fosfato na
musculatura esquelética®®. Esse resultado demonstra
que a interpretacéo de possiveis mutagdes na subuni-
dade regulatoria da Pl 3-quinase nédo pode deixar de
considerar a atividade total da Pl 3-quinase e o estado
funcional e o grau de expressao de outras isoformas
das subunidades regulatorias da enzima.

A triagem para mutagdes na Pl 3-quinase em hu-
manos revelou uma mutagao no cédon 326 com subs-
tituicdo da metionina por isoleucina na subunidade re-
gulatéria. Essa mutacéao foi documentada em uma po-
pulacao insulino-resistente da Escandinavia na frequién-
cia de 30% na forma heterozigota e de 2% na forma
homozigota. A mutagdo homozigoética foi associada a
uma grande reducdo da sensibilidade a insulina®. Essa
mutacao nao foi detectada em pacientes japoneses di-
abéticos tipo 29, Em indios Pima, essa mutacdo na
subunidade regulatéria da Pl 3-quinase nao foi associ-
ada a resisténcia a insulina, mas sim ao aumento da
resposta aguda de insulina apos administragao de gli-
cose®). Também foi sugerido, por esses investigado-
res, que a mutagao Met326lso poderia até mesmo pro-
teger portadores homozigotos na populagdo Pima fe-
minina contra o desenvolvimento do diabetes tipo 2.
Isso poderia estar de acordo com dados obtidos do
estudo de camundongos que nao expressam a subuni-
dade p85a, os quais apresentam aumento da sensibi-
lidade a insulina e hipoglicemia, em vez de desenvol-
ver diabetes.

Outros genes candidatos

Além desses elementos iniciais da sinalizagdo da
insulina, mutagdes do promotor da glicoquinase hepa-
tica, do GLUT4, da glicogénio sintetase e da proteina-
fosfatase-1, entre outros, também foram identificadas,
mas nenhuma delas foi consistentemente associada a
resisténcia a insulina ou ao diabetes tipo 2, exceto em
alguns poucos casos®.

RASTREAMENTO DO GENOMA PARA
IDENTIFICACAO DE GENES QUE PODEM
CONFERIR SUSCETIBILIDADE A RESISTENCIA
A INSULINA E DIABETES TIPO 2

Enquanto a técnica de pesquisa de genes candida-
tos serve para identificar mutagdes em genes conheci-
dos, o método de rastreamento do genoma em coortes
familiares ou em irmaos pode revelar genes previamen-
te desconhecidos que podem predispor ao diabetes tipo
2(30-42, 46, 49,5557, 92-98)  Egge método identificou novos loci
para o diabetes tipo 2 em diferentes cromossomas, lis-
tados na Tabela 2. Esses loci estdo parcialmente loca-
lizados proximos a genes conhecidos, como o gene do
HNF 1a (“hepatic nuclear factor 1a”), do receptor de
sulfoniluréia, da apolipoproteina A-2 e de outros. No
entanto, esses loci estdo geralmente restritos a deter-
minados grupos étnicos, o que significa que eles pro-
vavelmente ndo indicam suscetibilidade para resistén-
cia a insulina ou diabetes tipo 2 na populagdo em ge-
ral. Tem sido sugerido papel mais importante para um
I6cus no cromossoma 20, préximo ao gene do HNF
1a, na suscetibilidade ao diabetes tipo 2 comum, mas
novos estudos ainda sao necessarios para avaliar seu
papel potencial no desenvolvimento do diabetes.

VARIAGOES GENI'E'I:ICAS NO GENE QUE
CODIFICA A CALPAINA-10 (OU NIDDM1) E
SUA RELAGAO COM O DIABETES TIPO 2

Como a técnica da pesquisa de genes candidatos
nao tem sido produtiva na identificacdo de genes para
as formas poligénicas comuns do diabetes tipo 2, a ana-
lise de ligagdo tem sido usada®. Essa técnica envolve
definir regides do DNA cromossdmico compartilhadas
em excesso por membros de familias afetadas. Os ge-
nitores séo genotipados com relagao a um determina-
do marcador e a descendéncia é avaliada no tocante
ao compartilhamento de nenhum, um ou dois alelos
herdados de seus pais. Os marcadores sdo genotipa-
dos nos membros das familias nas regides de repeti-
¢bes de polimorfismos chamadas microssatélites ou
“simple tandem repeats”. Como no caso do diabetes
tipo 2 (assim como em outras doengas humanas poli-
génicas) ndo ha um conhecimento inicial do defeito
genético, os microssatélites em localizagbes cromos-
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sbmicas definidas séo ti-
pados ou em membros de
familias de doentes ou em
irmaos afetados. A fim de
rastrear todo o genoma,
300 a 400 microssatélites
sao genotipados nos indi-
viduos em estudo em in-
tervalos de 10 centimor-
gan (cM). Isso é geralmen-

dores!('%) demonstraram que o polimorfismo na calpai-
na-10, responsavel pela ligagdo com o diabetes tipo 2,
esta associado a redu¢ao do mRNA no musculo e a
resisténcia a insulina em indios Pima, uma populagao
com altissimo risco para o desenvolvimento de diabe-
tes tipo 2. Para simular os efeitos fisiolégicos da redu-
¢ao da atividade ou expresséao da calpaina, ilhotas pan-
creaticas ou fragmentos de musculos de roedores fo-
ram expostos a varios inibidores da calpaina por 4-6
ou 48 horas!'"), Os efeitos nas ilhotas pancreaticas fo-

Tabela 2. Rastreamento de genoma para suscetibilidade a resisténcia a insulina e diabetes tipo 2.

Localizagao no

Populagéao cromossoma Referéncia

indios Pima 4q Prochazka e cols., 1993(%
indios Pima 1p Thompson e cols., 199567
Mexicano-americanos 2q Hanis e cols., 1996“"
Mexicano-americanos 11p, 6 Stern e cols., 1996¢®
Finlandeses botnianos 12q Mahtani e cols., 1996¢®
Caucasoides de Utah 11q Elbein e cols., 1996¢?
Caucasoides norte-americanos 20q Ji e cols., 19976
Caucasoides norte-americanos 20q Bowden e cols., 19975
Familias francesas 20q Zouali e cols., 199767
indios Pima 3q, 4p, 9q, 22q Pratley e cols., 1998“9
indios Pima 11q, 1q, 79 Hanson e cols., 199864
Caucasoides de Utah 1q Elbein e cols., 199969
Familias finlandesas 20q Ghosh e cols., 199949

te adequado para definir regides cromossémicas que
compartilham defeitos genéticos unicos. A evidéncia
para ligagdo geralmente se estende sobre uma regiao
maior, a qual pode ser de 10 cM a 20 cM, e estratégias
de clonagem posicionais séo entao utilizadas para en-
contrar o gene dentro dessa regido mais ampla.

Por meio dessa técnica, demonstrou-se que uma
variagao genética no gene que codifica um membro de
expressao ubiqua da familia das cisteina-proteases
calpaina-like, calpaina-10 (CAPN10), no cromossoma
2q, esta associado a risco elevado de diabetes tipo 263,

Até que essa observacgao tivesse sido feita com base
em estudos genéticos, a possibilidade de a calpaina
estar envolvida na fisiopatologia do diabetes nao havia
sido considerada. Agora é necessario que o papel das
calpainas na regulagédo das vias metabdlicas respon-
saveis pela manutencao da secregao e da agao da in-
sulina seja definido. Dados obtidos a partir de estudos
iniciais comegam a levantar pistas sobre os mecanis-
mos envolvidos.

Parece que os efeitos dos polimorfismos de alto ris-
co sao mediados pela reducao da expressao da calpa-
ina-10 em tecidos relevantes. Assim, Baier e colabora-

ram dependentes da duracao da exposigao. Apos 4 a 6
horas, a inibigdo da atividade da calpaina foi associa-
da ao aumento da secregao de insulina induzida por
glicose, que parece ter sido mediado por efeitos no pro-
prio processo de secrecdo. Exposicao de ilhotas de
camundongos a inibidores de calpaina com diferentes
estruturas e mecanismos de agao por 48 horas supri-
miu reversivelmente a secrecido de insulina induzida
por glicose em 40% a 80%. A exposi¢cao de ilhotas a
outros inibidores de protease (catepsina B e proteas-
somo) nao gerou resultados semelhantes. A incuba-
¢ao por 48 horas com inibidores da calpaina também
atenuou a secrecao de insulina em resposta ao com-
bustivel mitocondrial a-cetoisocaproato e ao desenca-
deador de exocitose calcio-independente mastoparan.
O metabolismo de glicose e o calcio intracelular, a res-
posta a glicose ou ao a-cetoisocaproato, e a exocitose
de grénulos de insulina (medido por capacitancia celu-
lar) foram reduzidos em células beta isoladas. Assim, a
inibicdo da atividade da calpaina nas ilhotas atenua a
secrecao de insulina, possivelmente pela limitacdo da
taxa do metabolismo da glicose e da exocitose de in-
sulina.
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Exposicdo de fibras

musculares de roedores a

inibidores da calpaina in-

duziu resisténcia a insuli-

na por meio da redugéo no

transporte de glicose indu-

zido pela insulina e na sin-

tese de glicogénio. Portan-

to, esses resultados preli-

minares sugerem que vias

sensiveis a calpaina estao

presentes nas ilhotas pan-

creaticas e no musculo, mas pesquisas mais detalha-

das ainda sao necessarias para definir os alvos celula-

res especificos da calpaina e seu papel no controle

normal da secreg¢ao e agao da insulina, bem como sua

possivel contribuicdo nos processos fisiopatoldgicos
responsaveis pelo diabetes tipo 2.

A experiéncia adquirida recentemente com os estu-
dos sobre a CAPN10 provavelmente antecipa os desa-
fios que ainda seréo enfrentados pelos pesquisadores
na identificacdo dos genes responsaveis pelas formas
poligénicas do diabetes tipo 2192,

A primeira questao importante que se coloca é que
a variante da CAPN10 implicada na suscetibilidade ao
diabetes tipo 2 foi localizada em uma seqiiéncia “non-
coding” e ndo em uma seqiiéncia “coding” e esta asso-
ciada a uma reducéo significativa dos niveis de mRNA
da calpaina-10 no musculo esquelético assim como a
resisténcia a insulina.

A segunda questao é que o mecanismo para expli-
car os efeitos da CAPN10 é complexo e combinacgbes
de variantes estdo mais fortemente associadas com
doencas que polimorfismos individuais. No caso da
CAPN10, individuos heterozigotos para os dois dife-
rentes haplotipos que formam a combinacao haplétipa
de alto risco tém risco aproximadamente trés vezes
maior que individuos com quaisquer outras combina-
¢des de hapldtipos, e risco aproximadamente oito ve-
zes maior comparado a combinacgao haplétipa de me-
nor risco. Individuos homozigotos para qualquer um dos

haplétipos na combinacgao de alto risco ndo apresenta-
ram maior risco de desenvolver diabetes tipo 2.

A terceira questdo é que o(s) mecanismo(s)
fisioldgico(s) por meio dos quais os loci de suscetibili-
dade genética causam doenga podem nao ser claros e
ser dificeis de determinar. Esse é certamente o caso
com a CAPN10 e com as calpainas em geral, cuja fun-
¢ao fisiolégica primaria ainda é incerta.

Uma quarta questao é que, como multiplos meca-
nismos genéticos e fatores ambientais estdo envolvi-
dos na patogénese da doencga, a reprodugao dos acha-
dos e resultados pode ser dificil, visto que variacdes
genéticas especificas podem diferir muito entre as di-
versas populagdes. Assim, até o momento, o haplétipo
de alto risco nesse l6cus tem sido raramente documen-
tado em populacdes nao-hispanicas.

CONCLUSAO

Embora varios genes ainda necessitem de investi-
gacgao pelo seu potencial para desencadear resistén-
cia a insulina, pode-se concluir, a partir dos estudos ja
realizados, que as mutagdes heterozigotas nas molé-
culas pertencentes as vias de sinalizagao da insulina
sao freqlentes em humanos e, na maioria dos casos,
nao sao suficientes para causar resisténcia a insulina
ou diabetes tipo 2. Entretanto, se essas mutacdes fo-
rem homozigotas, o que ocorre raramente, ou se exis-
tirem em associagdo com outras mutagdes na via de
sinalizagédo da insulina ou com a obesidade, podem
conferir maior risco de desenvolvimento de resisténcia
a insulina e diabetes tipo 2. Em resumo, portanto, ao
nos movermos dos estudos das formas monogénicas
do diabetes para estudos que buscam compreender
as bases genéticas, moleculares e fisiolégicas das for-
mas poligénicas dessa sindrome, varios novos desafi-
os deverdo ser encontrados. Entretanto, em vista da
natureza complexa desses disturbios, o conhecimento
de suas bases genéticas ainda é a via com maior pos-
sibilidade de solucionar a etiopatogenia do diabetes me-
lito tipo 2 e da resisténcia a insulina.

Rev Soc Cardiol Estado de Sao Paulo — Vol 14 — N° 3 — Maio/Junho de 2004

515



THE GENETIC BASIS OF INSULIN RESISTANCE,
METABOLIC SYNDROME AND TYPE 2
DIABETES MELLITUS

HeNRIQUE GOTTARDELLO ZECCHIN, JOSE BARRETO CAMPELLO CARVALHEIRA,
MaRIO JOSE ABDALLA SAAD

Although the pathogenesis of type 2 diabetes is controversial, it is generally agreed
that the disease has strong genetic and environmental (acquired) components. Its
inheritance is polygenic, meaning that the simultaneous presence of several abnor-
mal genes or polymorphisms is necessary for the development of the disease. Ho-
wever, despite the efforts to identify potential type 2 diabetes genes, only a few have
consistently been associated with a higher susceptibility to this syndrome.

Key words: type 2 diabetes mellitus, insulin resistance, insulin receptor, receptor
protein-tyrosine kinase, genetics, disease susceptibility.
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