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RESUMO

A possivel variabilidade na resposta fisiolégica hormonal apdés a alimentagao,
relacionada a elevagéao do GIP pds-prandial entre individuos, despertou o interesse para
avaliar a influéncia do polimorfismo no gene para o receptor do polipeptideo
insulinotrépico dependente de glicose (GIPR) na homeostase glicémica e na fungao da
célula beta pancreatica. Foram estudados 25 adultos (12 mulheres, 13 homens) com
IMC<30 e sem doencas relacionadas a sindrome metabdlica. Foram coletadas amostras
de sangue nos tempos basal (TO) e ap6s refeicdo contendo 58g de carboidratos e 28g
de lipideos a cada 30 minutos até o T150, para dosagem de insulinemia e glicemia. Foi
realizada pesquisa da variante Glu354GIn para o GIPR (SNP-GIPR, rs1800437) em
amostra de sangue periférico pela técnica de PCR-RFLP. Foi avaliada a homeostase
glicémica de jejum e pds-prandial através dos calculos de HOMA-IR, HOMA-B, area sob
a curva (AUC) de insulina e glicemia e sua razao (AUCI/AUCg), indice insulinogénico
(IGl) em cada tempo relativo ao basal e razdo IGI/HOMA-IR. Na curva pos-prandial,
72% dos individuos apresentaram picos de glicose e 64% de insulina até o T60, com
média de 107 mg/dl e 42,1 Ul/mL, respectivamente. A pesquisa do SNP-GIPR revelou
alelo C presente (C+, polimérfico) em 7 individuos, com 72% dos gendtipos GG, 24%
GC e 4% CC. Houve diferenca significativa entre C+ e o grupo com alelo C ausente (C-)
em relagdo ao HOMA-B (100+/-26 vs 160+/-189%, respectivamente; p=0,04). Nao
houve diferenga estatisticamente significativa quanto aos seguintes parametros: AUCg,
AUCI, HOMA-IR, IGI e razées AUCI/AUCg e IGI/HOMA-IR. Porém, em todos os tempos,
o |Gl foi superior no grupo C+ (T30, 189%; T60, 147%; T90, 1066%; T120, 29% e T150,
93%), enquanto que uma tendéncia semelhante ocorreu para a razdo IGI/HOMA-IR
exceto no T150. O individuo portador do SNP-GIPR em homozigose (CC) apresentou
resposta precoce de insulina. Além disso, 42,9% dos individuos C+ apresentaram
histéria familiar de diabetes em comparagdo com 22,2% do grupo C- (p=0,29). Em
conclusao, estudamos o perfil de glicemia e insulina de jejum e na curva poés-prandial
incluindo 12 e 22 fases de secrecéao insulinica de uma amostra de individuos sadios com
distribuicdo genotipica do SNP-GIPR semelhante a populagdo reportada na literatura.
Individuos euglicémicos C+ e C- apresentaram semelhangas em diversos dos
parametros utilizados para avaliar a fungdo da célula beta pancreatica e resisténcia
insulinica. Por outro lado, foi encontrada variagdo no HOMA-B entre os gendtipos
estudados, sugerindo reducéo na fungao da célula beta relacionada ao polimorfismo do
GIPR, sem alteragdo na sensibilidade a insulina. A redugédo do HOMA-B em individuos
sadios, independente do histérico familiar de diabetes, sugere aprofundar o estudo
deste SNP-GIPR como possivel marcador precoce para o risco de faléncia pancreatica
associada ao diabetes tipo 2.

Palavras-chave: homeostase glicémica. sensibilidade insulinica. receptor do
polipeptideo insulinotrépico dependente de glicose. polimorfismo.
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ABSTRACT

The potential variability in hormonal physiological response after feeding, related to
the elevation of postprandial GIP between individuals, arouse interest to evaluate the
influence of polymorphisms in the gene for glucose-dependent insulinotropic
polypeptide receptor (GIPR) in glucose homeostasis and in pancreatic beta cell
function. Altogether 25 adults (12 women, 13 men) with BMI <30 and without
metabolic syndrome related diseases were studied. After diet containing 58g of
carbohydrates and 28g of lipids, blood samples at baseline (TO) and every 30
minutes until the T150 were collected for measurement of insulin and glucose. The
polymorphic GIPR variant Glu354GIn, rs1800437 (SNP-GIPR) was studied in
peripheral blood sample through PCR-RFLP. Glucose homeostasis in fasting and
postprandial was assessed by calculating HOMA-IR, HOMA-B, area under the curve
(AUC) of insulin and glucose, AUCI/AUCg ratio, insulinogenic index (IGl) at each
time relative to baseline and IGI/HOMA-IR ratio. In the postprandial curve, 72% of
subjects showed glucose peaks and 64% insulin until the T60, with mean of 107
mg/dl and 42.1 IU/mL, respectively. The SNP-GIPR study revealed presence of C
allele (C+) in 7 individuals, with 72% of the genotypes GG, 24% GC and 4%CC.
There was a significant difference between C + or the group without C allele (C-) in
HOMA-B (100 +/- 26 vs. 160 +/- 89 % respectively; p = 0.04).There was no
significant difference in the following parameters: AUCg, AUCi, HOMA-IR, IGl,
AUCI/AUCg and IGI/HOMA-IR. However, the IGl was higher in the C+ allele group at
all time-points (T30, 189%; T60, 147%; T90, 1066%; T120, 29% and T150, 93%),
while a similar trend occurred for the IGI/HOMA-R ratio, except in T150.
Furthermore, family history of diabetes was positive in 42.9% of C+ subjects,
compared with 22.2% from C- group (p = 0.29). In conclusion, we have studied the
fasting and postprandial variation of glucose and insulin, including insulin secretion’s
1% and 2" phases of healthy subjects; our sample presented genotype distribution
similar to the reported population in the literature. C+ and C- euglycemic subjects had
similar parameters of beta cell function and insulin sensitivity. In other way, we found
variation in HOMA-B according to the genotype, suggesting a reduction in beta cell
function related to GIPR polymorphism, without change in insulin sensitivity. The
reduction in HOMA-B in healthy individuals, regardless of family history of diabetes,
suggests further study of this SNP-GIPR as a possible early marker for the risk of
pancreatic failure associated with type 2 diabetes.

Keywords: glucose homeostasis. insulin  sensitivity.  glucose-dependent
insulinotropic polypeptide receptor. polymorphism.
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1. INTRODUCAO

1.1. Asincretinas

O conceito de que a mucosa do trato gastrintestinal (TGI) contém uma grande
quantidade de peptideos regulatérios da alimentagédo é conhecido desde o inicio do
século XX. No entanto, foi com o desenvolvimento da dosagem de insulina por
radioimunoensaio apdés 1960, que essa comunicacéo entre o intestino e o pancreas
foi confirmada e que o efeito incretina foi descrito.

Foi demonstrado que apds administragao oral de glicose ha um aumento na
concentracdo plasmatica da insulina maior que quando comparado com a mesma
quantidade de glicose realizada via endovenosa. Essa diferenga na secregdo de
insulina de acordo com a via da alimentagdo, determinada por substancias
produzidas pelo TGl com capacidade de estimular a secrecdo enddcrina do

pancreas, foi descrita como efeito incretina (GREMLICH et al, 1995) (Figura1).
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Figural- O efeito incretina: Comparagdo do aumento de insulina apés infusdo endovenosa de
glicose (circulos branco) e apds carga oral de glicose (circulos cinza) Adaptado: J.
Girard, Diabetes e Metabolism, 34 (2008) 550-559.

As incretinas sdo hormoénios secretados pelo TGl em resposta a ingestao de
nutrientes, que levam ao aumento da secregédo de insulina estimulada por glicose.
Isso significa que elas atuam como amplificadores dos sinais da glicose, e s&o
responsaveis pela secrecado de 50 a 70% da insulinemia poés-prandial no eixo éntero-
insular (HANSOTIA e DRUCKER, 2005).

A primeira incretina descrita foi o GIP, inicialmente denominada Gastric

Inhibitory Polypeptide (polipetideo inibitério gastrico), pela sua habilidade em
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concentragcdes suprafisiolégicas em inibir a secrecao gastrica, depois renomeada
glucose-dependent insulinotropic  polypeptide  (polipeptideo  insulinotrépico
dependente de glicose), para refletir seu efeito fisioldgico como horménio incretinico.
Apdés o sequenciamento do gene do pré-glucagon, uma segunda incretina foi
descrita, denominada GLP-1, glucagon-like peptide-1 (peptideo semelhante ao
glucagon 1) (GIRARD, 2008).

O GIP humano é um peptideo de 42 aminoacidos, derivado do
processamento do pro-GIP, um precursor de 153 aminoacidos, que além do GIP
bioativo, inclui um peptideo N-terminal de 51 aminoacidos e um peptideo C-terminal
de 60 aminoacidos, e cujo gene esta localizado no cromossomo 17. O GIP é
composto de seis exons e a maioria das sequéncias de codificagcdo estdo no exon 3
(KIM e EGAN, 2008).

Os hormoénios incretinicos sdo produzidos pelas células neuroenddcrinas
intestinais em resposta a absorcao de alimentos. O GIP é liberado pelas células K
do duodeno e do jejuno proximal apds a absorgao de glicose e gordura. O GLP-1 é
sintetizado pelas células L do ileo distal e do célon apds a absorgao de glicose,
gorduras e também de proteinas. Na atualidade, somente o GIP e o GLP-1 sédo
considerados hormdnios com efeito incretinico em humanos e eles contribuem de
forma igualitaria para esse efeito. A concentracdo do GIP é baixa nos periodos de
jejum (5-10 pmol/l) e aumenta apos 5-15 min da alimentagdo (15-50 pmol/L)
(GIRARD, 2008; BAGGIO e DRUCKER, 2007).

A meia vida na circulacdo do GIP é curta, cerca de 5-7 minutos, pois ele &
rapidamente inativado por uma enzima, a DPP-IV (dipeptidilpeptidase 4) através da
clivagem dos dois primeiros aminoacidos (alanina e tirosina) do peptideo N-terminal
do GIP completo (1-42) e convertido para o fragmento GIP (3-42), que ndo tem
atividade insulinotrépica significante. Depois € excretado pelo clearance renal (KIM e
EGAN, 2008).

Tanto alimentos contendo glicose, quanto gordura, estimulam a liberagédo do
GIP, mas apenas quando a liberagcao é ativada pela glicose, ha o estimulo para a
biossintese e secrec¢ao de insulina, devido a presenca de um sensor parecido com o
da célula beta pancreatica (glicoquinase) nas células K intestinais. A liberacdo do
GIP, causada apds absorcao de lipideos, reflete sua acéo insulino-dependente no

metabolismo da gordura (GIRARD, 2008). Como a taxa de absorgao do alimento é
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mais importante que a prépria presenca dele no intestino, pacientes com doencgas
disabsortivas ou em uso de medicagdes que interferem no transito intestinal tém
menor liberagéo de GIP (BAGGIO e DRUCKER, 2007).

1.2. Receptor parao GIP

Apds sua liberacao, o GIP alcanga a circulagao para se ligar ao seu receptor
nas células alvo (GIPR). O GIPR esta presente nas células alfa e beta das ilhotas
pancreaticas, além disso, o RNAm (acido ribonucleico mensageiro) transcrito do
gene GIPR humano também foi descrito em outros tecidos, incluindo traquéia,
sistema nervoso central, coragdo, trato gastrintestinal, bacgo, timo, células
sanguineas, pulmao, rim e osso (FIGUEIREDO et al, 2010) e mais recentemente no
cortex adrenal (LAMPRON et al, 2009).

O gene GIPR humano esta localizado no brago longo do cromossomo 19, é
formado por 14 exons e contém uma sequéncia de 1398 pb que codifica uma
proteina de 466 aminoacidos (FIGUEIREDO et al, 2010). O GIPR é membro da
familia de receptores acoplados a proteina G (GPCR) com sete dominios
transmembrana, possuindo homologia de mais de 40% com os receptores para o
glucagon e para o GLP-1, todos pertencentes a classe B (secretin-like) da familia
GPCR (GREMLICH et al, 1995).

O GIPR é formado por um dominio extracelular N-terminal: essencial para a
ligacdo de alta afinidade com o GIP e ativacdo do receptor, um dominio
transmembrana: importante para a ativagdo do receptor e acoplamento ao AMPc
(adenosina monofosfato ciclico), e um dominio C-terminal citoplasmatico que dispara
a sinalizacao intracelular (KIM e EGAN, 2008).

1.3. Efeitos do GIP

A ligacao do GIP ao seu receptor na célula beta pancreatica, leva a um rapido
aumento do AMPc. A glicose atravessa a membrana da célula beta, via GLUT-2
(transportador de glicose), € metabolizada, o que leva a um aumento na relagao

ATP/ADP (adenosina trifosfato/ adenosina difosfato), levando a despolarizagdo da
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célula beta e secrecao de insulina dependente de glicose (LYNN et al, 2003). Além
disso, o GIP tambem estimula a biossintese de insulina (GIRARD, 2008).

O estimulo para a liberagdo de insulina ocorre por 3 etapas: 1) inibicdo da
atividade dos canais de ATP dependente de potassio; 2) aumento do influxo
intracelular de calcio através dos canais de calcio dependentes de voltagem; 3)
aumento da exocitose da insulina previamente armazenada através dos canais
dependentes de calcio, levando ao primeiro pool de secregéo de insulina (MEIER et
al, 2004). O GIP age sinergicamente com a glicose para estimular a proliferacéo das
células beta pancreaticas e inibir sua apoptose, através das vias da PKA (proteina
quinase A), PI3K (fosfatidilinositol 3-quinase) e MAPK (proteino-quinase ativada por
mitdgenos) (HANSOTIA e DRUCKER, 2005) (Figura 2).

GIP Glicose
1 B
GIPR | GLUT-2
AMPc A]JP |/ ADP
» \/ :
Diferenciagiol < PRA ;
das células { MAPK | K - ATP | Ca
Beta .
| |
' biossintese |
— | da insulina
. exocitose
— | da insulina

Figura 2 - Ligagdo do GIP ao seu receptor nas células beta pancreaticas e mecanismo de liberagéo

de insulina. K: potassio, Ca: calcio.
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A importancia fisiolégica do GIP como horménio incretinico fica evidenciada
quando seu receptor GIPR esta ausente. Camundongos com gene GIPR inativado
apresentam defeito na secreg¢ao de insulina dependente de glicose e intolerancia a
glicose (GIRARD, 2008), mas apresentam glicemia de jejum normal e glicemia apés
infusdo intraperitoneal de glicose normal (HANSOTIA e DRUCKER, 2005). Eles
também sao resistentes ao desenvolvimento de obesidade exdgena, podendo
ocorrer até 40% de redugcédo no peso e nos niveis de triglicérides, acidos graxos e
colesterol (GIRARD, 2008). Esse efeito lipolitico pode ser explicado pelo uso
preferencial de gordura como substrato energético e pelo aumento do gasto
energético (BAGGIO e DRUCKER, 2007). Estudos in vitro demonstram que esses
efeitos podem ser insulino-dependentes ou independentes.

Em humanos ndo existem evidéncias claras do efeito do GIP no metabolismo
lipidico. Foi demontrado seu efeito em diminuir a concentragdo de acidos graxos
livres ap6s a ingestao de solugdo concentrada de lipideos, provavelmente na via
dependente de insulina, levando a inibicdo da liberagdo de acidos graxos no tecido
adiposo e aumentando a reesterificacdo deles (ASMAR et al, 2010). Outros efeitos ja
relatados s&o aqueles relacionados a ligacdo ao seu receptor nos adipdcitos. Este
horménio, quando liberado em resposta a ingestdo de gordura, pode ter efeito no
metabolismo dos lipidios, principalmente ao promover o clearance dos quilomicrons
da circulagao pela ativagao da lipoproteina lipase, facilitando o acumulo de gordura
(GIRARD, 2008) e também estimulando a sintese e o deposito de acidos graxos
(ASMAR et al, 2010). (Figura 3).
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Figura3-  Acgédo do GIP nos tecidos periféricos. Fonte: Baggio e Drucker, Gastroenterology, vol
132,n 6.

Em pacientes com diabetes mellitus tipo 2 (DM-2), a concentragao plasmatica
de GIP é descrita como normal ou aumentada, mas seu efeito insulinotrépico é
deficiente. Os mecanismos subjacentes a reducao da resposta das células beta
ainda permanecem obscuros, a hipétese mais provavel € que a hiperglicemia leva a
infrarregulacao da expressao do GIPR (KIM e EGAN, 2008).

1.4. Polimorfismos do GIPR

O genoma humano consiste em aproximadamente 100 a 150 mil genes. No
total, 99 % do genoma € idéntico entre os individuos, sendo assim, resta apenas 1 %
suscetivel a variagbes. Quando uma variéncia genética alcanga frequéncia superior
a 1 % em uma populacdo, passamos a denomina-la de polimorfismo. Existem varios
tipos de polimorfismos, dentre eles os SNPs (single-nucleotide polymorphism) s&o

os mais frequentes. Eles surgem a partir de mudangas em nucleotideos Unicos em
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uma determinada sequéncia de DNA (acido desoxirribonucleico). Os SNPs estao
distribuidos uniformemente por todo o genoma, tornando-se excelentes marcadores
biolégicos de predisposicéo a doencgas.

Recentemente, vém sendo estudados os SNPs do gene GIPR. Foram
demonstradas algumas variantes genéticas com funcdo do receptor reduzida,
causadas por alteragcdes nos sitios de ligacdo ou por defeitos na ativagao da cascata
do receptor (FORTIN, SCHRODER e BEINBOR, 2010), levando a alteragdes na
resposta fisioldgica do receptor e culminando em associa¢gdes com doencgas. Na
auséncia de mutagdes ou polimorfismos, a expressao ectdpica do gene GIPR esta
relacionada a tumorigénese adrenal (MAZZUCO et al, 2006).

As observagdes de que camundongos com GIPR inativado s&o resistentes a
obesidade induzida por dieta, e que o uso de antagonistas do GIP ou a vacinagao
contra o GIP também diminui a chance do desenvolvimento de obesidade, além de
que mutacdées no GIPR podem estar associadas a doencas cardiovasculares,
alteragbes no metabolismo lipidico, acumulo de gordura e resisténcia insulinica,
despertaram o interesse no papel deste como facilitador de obesidade (SAUBER et
al, 2010; VOGEL et al, 2009; SAXENA et al, 2010). Camundongos com GIPR
inativado apresentam apenas intolerancia a glicose moderada, provavelmente
devido a regulagao positiva das células beta para o GLP-1, que mantém a secreg¢ao
de insulina nesses modelos animais (PAMIR et al, 2003).

Em nosso estudo, nés escolhemos o rastreamento para o SNP conservativo
do exon 12 do GIPR rs1800437 alelos G/C, também conhecido por Glu354GIn. Com
esse polimorfismo, ocorre a mudanga do aminoacido glutamato (Glu ou E) para
glutamina (GIn ou Q) na posigao 354 da proteina do GIPR, causada pela troca de
uma guanina (G) por citosina (C). Ja foi demonstrada reducdo significativa da
atividade basal do GIPR e também diminuigdo da expressdo na membrana celular
desse receptor causada por essa variante. Possivelmente essa mutacdo muda a
estrutura do GIPR, que primariamente leva a um desequilibrio do receptor e depois
compromete indiretamente a interacdo dele com a proteina G (FORTIN,
SCHROEDER e BEINBOR, 2010) (Figura 4).
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Figura 4 - Estrutura esquemética da proteina do GIPR com a troca dos aminoacidos na variante
rs1800437 circulada em vermelho. Adaptado SAUBER et al, 2010.

Como em criangas o impacto do estilo de vida € menor quando comparado
aos adultos, com maior relevancia dos fatores genéticos sobre a obesidade, varios
estudos em criangas obesas foram realizados para tentar determinar quais sao os
polimorfismos mais relacionados com obesidade e insulinorresisténcia. Em um
estudo com criangas e adolescentes obesas de Berlim, foram encontradas
evidéncias de uma associagao significativa entre o alelo C do SNP rs1800437 do
GIPR e um elevado indice no HOMA-IR (valor acima do percentil 95) nessa
populacdo (SAUBER et al, 2010). Em outro estudo em criangas alemas com
obesidade, a prevaléncia nos pacientes controles do alelo G foi de 0,775 e de C
alelo 0,225, e apesar de néo significativa (p 0,076), houve maior tendéncia de
transmissao do alelo G em individuos com obesidade infantil (VOGEL et al, 2009).
Outro estudo faz a associacdo do SNP rs2287019 do GIPR com obesidade,
sugerindo uma contribuigdo da variagdo da secregcdo de insulina poés-prandial,
causada pelo GIP, com o aumento do peso (SPELIOTES et al,2010).

Um estudo de uma populacédo holandesa analisou 568 individuos para avaliar
a relacdo entre o polimorfismo rs1800437 e o diagndstico de DM-2. Nao houve
diferenca estatisticamente significativa na distribuicdo dos gendétipos comparando os
casos com individuos controles e, consequentemente, nenhuma associacao
significativa desse SNP com o diagnéstico de diabetes foi obtida. Ja uma analise dos

190 pacientes diabéticos desssa amostra revelou uma associagdo marginal com
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doencga cardiovascular. Os pacientes heterozigotos para o alelo C apresentaram um

menor risco para doenca cardiovascular (NITZ et al, 2007).

1.5. Fisiologiadainsulina

A insulina exerce um papel central na regulagdo da homeostase da glicose e
atua de maneira coordenada em eventos celulares que regulam os efeitos
metabdlicos e de crescimento. A secrecao de insulina é estimulada por substratos
energéticos, sendo a glicose o mais importante.

A glicose é transportada para o interior da célula beta por uma proteina de
membrana, denominada GLUT-2, que permite que o transporte de glicose aumente
rapidamente quando a glicemia se eleva. Apds entrar na célula beta, a glicose é
fosforilada a glicose-6-fosfato (G-6-P) por duas enzimas: a hexoquinase | e a
hexoquinase IV ou glicoquinase, que é o sensor de glicose nas células secretoras de
insulina. O destino preferencial da G-6-P na célula beta é a glicélise. O metabolismo
de glicose gera ATP e a razdo ATP/ADP aumenta no citoplasma, provocando o
fechamento dos canais de potassio e a consequente despolarizagdo da membrana
celular que abre os canais de calcio. O aumento do influxo de calcio para a célula
beta resulta em despolarizagao e exocitose.

A acdo da insulina na célula inicia-se pela sua ligacdo ao receptor de
membrana plasmatica, € o receptor ativado, e ndo a insulina, que causa os efeitos
subsequentes. Este receptor esta presente em praticamente todos os tecidos dos
mamiferos. E uma glicoproteina tetramérica constituida por 2 subunidades a e duas
subunidades B, unidas por ligagdes dissulfeto. A subunidade a € inteiramente
extracelular e contém o sitio de ligagdo da insulina. A subunidade 3 € uma proteina
transmembrana responsavel pela transmissdo do sinal e possui atividade tirosina
quinase. A ligagao da insulina a subunidade a permite que a subunidade 3 adquira
atividade quinase levando a alteracdo conformacional e autofosforilagdo em
multiplos residuos de tirosina.

A autofosforilagdo do receptor, induzida pela insulina, resulta na fosforilagao
de substratos protéicos intracelulares, como o substrato-1 do receptor de insulina
(IRS-1). O IRS-1 fosforilado associa-se a dominios da enzima PI3K, transmitindo,
desta maneira, o sinal insulinico. A insulina parece exercer feedback positivo na sua

secrecgao, pela interacdo com seu receptor nas células beta pancreaticas. A PI3K é
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importante no metabolismo da glicose, com papel essencial no transporte de glicose
estimulado pela insulina, mediado através da translocacao de vesiculas de GLUT-4
para a membrana celular, além disso, também atua na diferenciacdo celular.
Semelhante a outros fatores de crescimento, a insulina ativa a via da MAPK, o que
estimula a proliferacdo e diferenciacado celular, sem efeito nas vias metabdlicas do
hormonio.

A insulina circula de forma livre, é depurada da circulacdo dentro de 10 a 15
minutos, degradada pela enzima insulinase, principalmente no figado, exceto pela
porcao ligada ao receptor. Com niveis normais de glicose (80 a 90 mg/dl), a taxa de
secregao de insulina é minima, 25 ng/min/kg. Quando a concentragdo de glicose é
subitamente aumentada, a secrec¢ao de insulina aumenta acentuadamente de forma
bifasica: secrecdo de primeira fase, quando ocorre a rapida liberacdo de insulina
pré-formada, a insulina plasmatica aumenta sua concentracdo em até 10 vezes,
dentro de 3 a 5 min; e a secre¢cao de segunda fase, com a liberagao sustentada de
insulina recém sintetizada e liberacdo adicional de insulina pré-formada. Como a
secregao inicial de insulina ndo é mantida, em 10 minutos a concentracdo de
insulina cai até pela metade e aproximadamente aos 15 minutos, a secrecdo de
insulina aumenta novamente e atinge um novo patamar que dura de 2 a 3 horas, até
25 vezes o nivel basal. O desligamento da secregao de insulina é rapido, ocorrendo
dentro de 3 a 5 minutos apds a reducédo da concentragdo de glicose no sangue de

volta ao nivel de jejum (Figura 5).
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Figura 5 - Liberacdo bifasica da insulina apds estimulo com dieta oral. Fonte: Guyton e Hall, tratado

de fisiologia medica, 92 edi¢ao.

A insulina age em varios tecidos periféricos incluindo musculo, figado e tecido

adiposo. Seus efeitos metabdlicos incluem aumento da captacdo de glicose,
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sobretudo nos tecidos muscular e adiposo, aumento da sintese de proteinas, acidos
graxos e glicogénio, bem como bloqueio da produgdo hepatica de glicose (via
diminuicdo da neoglicogéneses e glicogendlise), da lipdlise e da protedlise. Além
disso, a insulina tem efeitos na proliferacao e diferenciagao celular, prevencao da
apoptose e aumento da produgao de 6xido nitrico no endotélio (CARVALHEIRA e
SAAD 2002; HABER et al, 2001).

1.6. Disfuncéo das células beta pancreaticas

O pancreas enddcrino pode falhar em secretar insulina adequadamente para
as demandas metabdlicas, por disfuncao secretdria adquirida e/ou diminuicdo da
massa de células beta. A disfungcao secretéria é caracterizada por uma redugao
relativa na primeira fase de secreg¢ao de insulina, faciimente demonstrada através
dos testes de toleréncia a glicose ou apos refeigdes mistas. Para manter o equilibrio
entre oferta de insulina e demanda metabdlica, ocorre um ajuste nos mecanismos de
crescimento e sobrevivéncia das células beta no adulto. A regulagdo da massa de
células beta é realizada por 4 mecanismos independentes: 1) replicagao de células
beta; 2) tamanho da célula beta; 3) neogénese da célula beta; 4) apoptose. O IRS-2

€ fundamental nas etapas dessa regulagao.

1.7. Resisténcia ainsulina

A manutencdo da glicemia normal depende principalmente da capacidade
funcional das células beta pancreaticas em secretar insulina e da sensibilidade
tecidual a agdo da insulina (Sl). A disfungdo das células beta e a resisténcia
insulinica (RI) sdo anormalidades metabdlicas associadas na etiologia do DM-2. A
resisténcia a insulina € uma condicao clinica de alta prevaléncia, caracterizada por
falha das células alvo em responder aos niveis normais de insulina circulantes,
resultando em hiperinsulinemia compensatéria. E uma anormalidade metabdlica
caracteristica de individuos com diabetes e obesidade. Em popula¢des normais, a Rl
ocorre em 20 a 25% dos individuos (GELONEZE e TAMBASCIA, 2006).

Apesar de ser considerada como um fator de risco independente para o

diabetes mellitus, hipertensdo arterial e doencas cardiovasculares, a Rl tem
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interigacdo com essas doengas em sua fisiopatologia, levando a sindrome
metabdlica que representa uma epidemia com impacto na saude publica do mundo
todo. Além disso, a RI é a ligagdo entre sobrepeso e obesidade e as complicagdes
relacionadas ao excesso de gordura (UTSUNOMIYA, 2012).

Mesmo em populagdes de nao diabéticos, a redugao da acgao insulinica pode
estar acompanhada de alteragdes metabodlicas e cardiovasculares incluindo:
hipertensédo arterial, hipertrigliceridemia, redugcdo do HDL (lipoproteina de alta
densidade) colesterol, intolerancia aos carboidratos, obesidade abdominal, aumento
de inibidor-1 do ativador do plasminogénio, hiperuricemia e doenga aterosclerética
(GELONEZE e TAMBASCIA, 2006).

Nos ultimos anos, identificou-se que a Rl pode ser a base fisiopatologica de
outras entidades clinicas prevalentes na populagdo como doenga hepatica
gordurosa nao alcodlica, sindrome dos ovarios policisticos, doenga renal crénica,
insuficiéncia cardiaca, alteragbes cognitivas e varios tipos de cancer
(CARVALHEIRA e SAAD, 2006). Além disso, a Rl pode contribuir para a disfungao
endotelial, definida como um desequilibrio na producédo do endotélio de mediadores
que regulam o tébnus vascular, a agregacgao plaquetaria, a coagulagao e a fibrindlise.
A condigao pro-inflamatdria associada a essas alteragdes, sugere ligagao entre Rl e
disfungao endotelial no estagio inicial do processo de aterosclerose, em individuos
obesos e em pacientes diabéticos (CARVALHO, COLACO e ORTES, 2006).



24

2. JUSTIFICATIVA

A avaliagao de fatores que podem interferir sobre a homeostase glicémica e a
funcdo das células beta pancreaticas é de alta relevancia clinica e epidemioldgica,
por estarem associados a doencas de alta prevaléncia e complicacdes, o que motiva
a busca de um marcador genético para o diagnostico precoce.

A possivel variabilidade individual na resposta fisiologica hormonal apds a
alimentacao relacionada a elevacao do GIP pdés-prandial, associada a nog¢ao recente
da existéncia de SNPs conferindo diferente atividade funcional as variantes do

GIPR, demonstra a necessidade de maiores estudos em individuos saudaveis.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Avaliar a influéncia da variagado genotipica Glu354GIn do receptor para o GIP
sobre alguns parametros clinicos e bioquimicos relacionados ao metabolismo da

glicose e da ag&o da insulina em individuos sadios.

3.2. Objetivos especificos

Pesquisar a variagdo genotipica Glu354GIn do receptor para o GIP em uma
populacdo de adultos saudaveis.

Descrever a associacdo da historia familiar de diabetes com o polimorfismo do
GIPR.

Avaliar a homeostase glicémica de jejum em individuos higidos de acordo com o
polimorfismo.

Caracterizar a resposta pos-prandial da glicose e insulina em um grupo de
individuos sadios.

Avaliar possiveis variagbes nos indices de fungdo pancreatica e de resisténcia

insulinica conforme a presenca ou auséncia do alelo C para o GIPR.
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4. MATERIAL E METODOS

Estudo observacional, transversal nao controlado, inicialmente descritivo,

seguido de estudo analitico.

4.1. Individuos

A amostra foi constituida por individuos adultos (idade minima de 18 anos)
atendidos nos ambulatérios de Endocrinologia do Hospital das Clinicas da
Universidade Estadual de Londrina e por outros voluntarios da instituigdo, no periodo
de agosto de 2011 até abril de 2012. Através de amostragem intencional dos
individuos de modo consecutivo, seguida de informagdo sobre a realizagdo dos
testes propostos, a amostra foi constituida por 25 voluntarios, 12 do sexo feminino e
13 do sexo masculino.

Os critérios de inclusado foram: IMC (indice de massa corpoérea, calculado pela
formula: Peso/ Altura®) menor que 30, sem antecedentes de comorbidades ou
apenas portadores de hipotireoidismo bem controlado ha pelo menos 1 ano.

Os critérios de exclusao foram a presenca de histéria prévia de Diabetes
Mellitus, hipertensao arterial, dislipidemia ou uso de medicamentos com efeito no
metabolismo da glicose e da insulina.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo
Seres Humanos (CEP/UEL 024/2011) e os participantes assinaram termo de

consentimento apds terem sido esclarecidos sobre seus propésitos.

4.2. Protocolo do experimento

Todos os individuos foram submetidos a 10 horas de jejum e a puncgéo de
veia periférica com instalacdo de via de acesso para coleta de sangue pré-prandial
(tempo basal ou TO), seguida da ingestdo de 100g de leite NAN pro 1 (Nestlé Brasil

Ltda), composta de 58 g de carboidratos e 28 g de gorduras, dissolvido em 300ml de
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agua (HANSEN et al, 2011), com coleta de sangue nos tempos 30, 60, 90, 120 e
150 minutos contados a partir do inicio da refeicao (tempos T30, T60, T90, T120 e
T150).

Para a realizagcdo dos exames, os pacientes permaneceram acomodados em
sala de testes com ambiente calmo, em posicdo sentada. Foi verificado o peso e a
altura dos individuos na chegada e depois foi verificada a pressao arterial e a
frequéncia cardiaca no basal e a cada 30 minutos. Foi aplicado questionario com
perguntas referentes ao uso de medicag¢des, doengas prévias e historia familiar de

diabetes em parentes de primeiro grau.

4.3. Procedimentos técnicos

As dosagens hormonal e bioquimica foram realizadas no laboratério do
Hospital Universitario Regional Norte do Parana, da Universidade Estadual de
Londrina e foram realizadas em material colhido em tubo de hemdlise com gel,
seguida imediatamente por centrifugacdo. Foram dosados o horménio insulina e a

glicemia. Também foi coletada amostra de sangue para extracédo do DNA.

Dosagem de glicose

A (glicemia foi dosada pelo método da hexoquinase (Dimension Gluc,
Siemens, Friemley, Camberley, UK) realizada no Dimension clinical chemistry
system (Siemens, Friemley, Camberley, UK). O método utilizado € uma adaptagao
do método da hexoquinase-glicose-6-fosfato desidrogenase. O principio € baseado
na glicose que é fosforilada pelo ATP na presenga da enzima hexoquinase. A
hexoquinase catalisa a fosforilagdo da glicose na presenga de ATP e magnésio,
formando G-6-P e ADP. A G-6-P é entdo oxidada pela glicose-6-fosfato
desidrogenase na presenga de nicotinamida adenina dinucle6tido (NAD) para
produzir 6-fosfogliconato e NADH (nicotinamida adenina dinucleétido hidreto). Um
mol de NAD é reduzido para um mol de NADH para cada mol de glicose presente. A
absorvancia devida ao NADH (e, deste modo, a concentracdo de glicose) é
determinada utilizando uma técnica bicromatica de ponto final (340 e 383 nm). Valor

de referéncia de 70 a 99 mg/dl.
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Dosagem de insulina

A insulina foi dosada no soro através de quimioluminescéncia (Insulina
Architect, Abbott Park, lllinois, USA), realizada no Architect i2Z000SR (Abbott Park,
lllinois, USA). E um ensaio enzimatico com dois sitios. A insulina presente na
amostra forma um complexo do tipo sanduiche com os anticorpos monoclonais
especificos presentes na fase soélida da reacédo e com os anticorpos conjugados. A
amostra, as microparticulas paramagnéticas revestidas de anticorpos anti-insulina e
0 conjugado de anticorpos anti-insulina marcado com acridinio sdo combinados.
Apods a lavagem, as solugdes pré-ativadora e ativadora sao adicionadas a mistura de
reacdo. A reagao quimioluminescente resultante € medida em unidades de luz
relativas. Ha uma relagdo direta entre a quantidade de insulina na amostra e as
unidades de luz relativas detectadas pelo sistema 6tico. Valor de referéncia de 2,5 a
25 puU/mL.

4.4. Pesquisade variante do gene GIPR

No TO, os voluntarios foram submetidos a coleta de aproximadamente 4 mL
de sangue venoso periférico pelo método de coleta a vacuo em tubos previamente
tratados com EDTA (acido etilenodiamino tetra-acético). O material foi
imediatamente centrifugado a 3000 rpm por 15 minutos e o buffy coat foi aliquotado

em tubos tipo eppendorf e armazenados em freezer a —20°C para posterior analise.

Extracao de DNA

O DNA gendmico foi extraido a partir de 200 pl do buffy coat utilizando kit de
extragdo de DNA Biopur (Biometrix Diagnostica, Curitiba, Brasil) de acordo com as
instrugdes do fabricante. Primeiramente foi acrescentado 200 pl de tampéao A e 20 pl
de proteinase K, agitado em vortex e seguido da incubagdo a 56°C por 15 minutos.
Na préxima etapa, foi acrescentado o tampao B6 de ligagdo no tubo de reagdo do kit
(esse tubo contém uma resina), colocado na centrifuga por 2 minutos a 12 mil rpm.
Depois de descartado o sobrenadante, foi acrescentado 500 pl do tampao | de
lavagem, colocado na centrifuga por 1 minuto na mesma rotacdo. Novamente foi

descartado o sobrenadante e foi acrescentado 800 pl do tampéo Il de lavagem,
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colocado na centrifuga. Acrescentou-se 200 ul do tampao de eluigdo, previamente
aquecido a 70°C, colocado na centrifuga por 1 minuto a 10 mil rpm.

A quantificacédo do DNA foi realizada por espectrofotometria a 260 nm 280 nm
e em seguida armazenadas a — 20°C. A integridade das amostras de DNA foi

analisada por eletroforese em gel de agarose 1% a 100 V por 15min.

Identificacdo do SNP pela técnica de PCR-RFLP

Uma variante especifica da regido codificadora do gene GIPR foi analisada
inicialmente através de uma abordagem in silico (Figura 6). Foram selecionados
pares de oligonucleotideos ja descritos na literatura para o estudo do SNP
rs1800437 (VOGEL et al, 2009) e a analise de especificidade destes foi feita com a
ferramenta de PCR (reagdo em cadeia de polimerase) através do site
http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgPcr?command=start. Em seguida, utilizando o
programa pDRAW32 (versao 1.1.120, acaclone software, Dinamarca), foi realizada
a busca de sitios de restricdo naquele fragmento de PCR, para confirmar a
localizagdo do polimorfismo no comprimento do fragmento de restricdo. Atraves
desta técnica, chamada de RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism), cada
individuo apresenta o seu padrao de fragmentos ou ‘perfil de digestao’, detectado
em gel de eletroforese de DNA pelo numero e tamanho dos fragmentos gerados.

Apos extragao do DNA total, o fragmento genémico de 245pb foi isolado e
amplificado utilizando reagcdo em cadeia de polimerase. Os primers foram
desenhados de acordo com o cédigo de acesso GenBank: NM_000164.2 (VOGEL et
al, 2009). A sequéncia utilizada para o primer sense foi: 5-ATT ACC GGC GGT TGA
GAG G-3' e primer anti-sense: R 5-CTG GAA GGA GCT GAG GAA GA-3'. A reagao
de PCR foi realizada em volume final de 25 pl, contendo 2,5 yM de cada primer
(Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, USA), 2,5 U Taq polimerase, 50 mM de
MgCl, 1,25 mM de dNTP (Invitrogen) e 100 ng de DNA. A reacao de amplificagao foi
realizada em termociclador (Multigene Optimax, Labnet, Edison, USA), com um ciclo
de desnaturacéo inicial de 5 minutos a 95°C; seguido por 30 ciclos de 45 segundos a
94°C para desnaturagao, 45 segundos a 62°C para o anelamento, 45 segundos a
72°C para extensao e 10 minutos a 72°C para extensao final. Os fragmentos do

GIPR amplificados pela PCR foram avaliados por meio de eletroforese em gel de
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acrilamida a 10% corado com nitrato de prata, utilizando um marcador de 100 pb
(Invitrogen).

Para a determinagdo do gendtipo SNP rs1800437, foi realizada a digestéo
dos produtos de PCR com a enzima de restricdo BssSl (Biolabs, Ipswich, New

England), os quais foram submetidos a banho seco a 37°C por 3 horas (Figura 6).
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Figura 6 - Etapas do planejamento do estudo molecular do polimorfismo do GIPR. A) Resultado da

busca dos oligonucleotideos especificos em todo 0 genoma humano, demonstrando um

fragmento de PCR in silico. B) Sitio de restricao localizado no fragmento de DNA. C) Ponto

de corte e perfil da digesttio com a enzima de restricdo BssSl ilustrando

esquematicamente a interpretacdo de leitura da eletroforese para os trés genotipos

possiveis GG, GC e CC.
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Cada amostra foi classificada de acordo com a presenca de alelo C (mutado):
245 pb ou G (selvagem): 95pb e 150 pb, de acordo com a quantidade de bandas
presentes no gel de acrilamida. Ou seja, apenas 1 banda indica a presenga do alelo
mutado em homozigose; 2 bandas indicam a presencga do alelo selvagem G em
homozigose; e 3 bandas sugerem a presenca dos dois tipos de alelo (C e G),
caracterizando um heterozigoto. Os produtos da reacao apds digestdo enzimatica
também foram submetidos a técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida 10% e

corados com nitrato de prata.

BssSI -+ -+ -+

245pb —»

150pb —p
95pb —p

GG GC CC

Figura 7 - Gel de acrilamida com o resultado da digestao enzimatica do fragmento do GIPR.

Equilibrio de Hardy-Weinberg

O principio de Hardy-Weinberg (H-W) foi utilizado para verificar se as
frequéncias genotipicas do polimorfismo rs1800437 da nossa populagdo estavam
em equilibrio genético. E um modelo matematico utilizado para calcular as
frequéncias genotipicas a partir das frequéncias alélicas. Demonstra que se néao
existir fatores evolutivos (mutagdes, selecdo natural, fluxo génico de populagbes
migrantes e deriva genética) atuando sobre uma populagao, as frequéncias génicas
permanecem inalteradas e as proporg¢des genotipicas atingem um equilibrio estavel,
mostrando a mesma relagdo constante entre si ao longo do tempo. Para que o
principio seja demonstrado, a populagdo em questdo deve estar em equilibrio
genético. Portanto, o equilibrio de Hardy-Weinberg € muito util para o estudo dos
mecanismos evolutivos de uma populagdo. Na equacdo p’*+ 2pg+ g’=1, p é a
frequéncia do alelo dominante (nosso caso alelo G) e q € a frequéncia do alelo
recessivo (nosso caso alelo C). Deste p+q=1, portanto (p+q)2+1 resultando na

equacdo de equilibrio de H-W, portanto p? e g® sdo as frequéncias esperadas para o
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homozigoto dominante (GG) e homozigoto recessivo (CC), respectivamente,
enquanto 2pq é a frequéncia esperada para heterozigoto (GC) na populagdo. Os
polimorfismos estdo em equilibrio de H-W quando p>0,05 (SOUZA, 2012) (Figura

suplementar).

4.5. Avaliagdo da homeostase glicémica

A manutencdo da glicemia normal depende principalmente da capacidade
funcional das células beta pancreaticas em secretar insulina e da sensibilidade
tecidual a acdo da insulina. Varios métodos tém sido estudados para a avaliagao
desses parametros.

O HOMA (homeostasis model assessment) é um indice matematico,
facilmente obtido utlizando glicemia e insulinemia de jejum, para estimar a
resisténcia a insulina (HOMA-IR) e a capacidade funcional das células beta
pancreatica (HOMA-B) (LOPEZ et al, 2008). Apresenta boa correlagdo com o
método do clamp euglicémico hiperinsulinémico, considerado padrdo-ouro na
medida da sensibilidade a insulina, tornando-se uma alternativa as técnicas mais
sofisticadas e trabalhosas para a utilizacdo nas pesquisas clinicas (GELONEZE e
TAMBASCIA, 2006), pois embora essa nao seja a técnica com maior acuracia
existente, ela representa uma ferramenta util para estudos populacionais, em virtude
da facilidade de sua aplicagdo e da correlacéo forte e significante com as técnicas
diretas de avaliagdo da RI e da capacidade das células beta observadas na maioria
dos trabalhos de validagdo (VASQUES et al, 2008).

Baseado em dados da literatura foram construidas curvas relacionando
glicemia no estado de homeostasia, com a resposta insulinica em individuos
saudaveis e naqueles com variados graus de comprometimento da funcéo da célula
beta. Em resumo, o modelo prediz a insulinemia e glicemia para uma dada
sensibilidade e capacidade de secrecédo de insulina. Inversamente, se conhecidas
simultaneamente a glicemia e a insulinemia, o modelo pode fornecer os indices
HOMA-IR e HOMA-B pelas equacgdes (GELONEZE e TAMBASCIA, 2006):

HOMA-IR= glicemia de jejum (mg/dl) X insulinemia de jejum (uU/mL)/405

HOMA-B= 20X insulinemia jejum (mU/L) / (glicemia jejum (mmol/L) —3,5)

(Fatores de conversdo do sistema internacional de unidades para unidade

métrica: insulina, pmol/L = plU/mL X 7.175; glicose, mmol/L = mg/dL X 0.0555)
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O valor considerado para o HOMA-IR foi obtido do estudo BRAMS (BRAzilian
Metabolic Syndrome study), que considera >2,71(valor absoluto) o ponto de corte
para o diagnostico de resisténcia a insulina.

Para o HOMA-B o valor referencial para individuos com concentragdo normal
de glicose é de 100 % (VASQUES et al, 2008). Contudo, para individuos magros
que apresentam uma alta sensibilidade a insulina, a analise isolada desse indice
pode levar a falsas conclusdes, visto que eles apresentam uma reducao
compensatéria da fungdo das células beta. Por exemplo, caso a sensibilidade seja
dobrada (200%), ocorre reducédo em 50%.

Os testes de tolerancia oral a glicose (TTOG) sdo métodos de referéncia para
determinar a sensibilidade a glicose pelas células beta e a sensibilidade dos tecidos
a insulina, principalmente quando utilizados indices baseados em modelos como o
IGI (insulinogenic index), medida da secregao de insulina estimulada por glicose que
reflete a funcdo e a massa das células beta pancreaticas (INGELSSON, 2010). E
calculado através da formula:

IGI = (Ins Tx = Ins TO) / (Gli Tx- Gli TO)

Sendo que: Gli TO: glicemia de jejum (mg/dL); Gli Tx: glicemia em algum
tempo poés-prandial, Ins TO: insulinemia de jejum (uU/mL); Ins Tx: insulina em algum
tempo pds-prandial.

A razdo IGI/HOMA-IR fornece uma medida ajustada da fungéo da célula beta,
responsavel por variagdes na sensibilidade a insulina (LOPEZ et al, 2008).

A area sob a curva para a glicose (AUCg) e para a insulina (AUCIi) foi
determinada utilizando os tempos 0, 30, 60, 90, 120 e 150 minutos.

A razdo da area sob a curva da insulina e da glicose AUCI/AUCg é
correlacionada significativamente com a sensibilidade a glicose e € um parametro
para descrever o processo de secrecdo da célula beta (LOPEZ et al, 2008).

Como durante os TTOG a ingestao pura de glicose nao equivale aos eventos
metabdlicos que ocorrem durante uma refeicdo mista, optamos por uma dieta
liquida, mas composta por carboidratos e lipideos como descrito previamente
(HANSEN et al, 2011).



35

4.6. Anélise estatistica

Os resultados para as variaveis continuas foram fornecidos como média +
desvio padrdo. A AUC foi calculada para a glicemia e insulina, utilizando a regra
trapezoidal. Para avaliar as diferengas entre os grupos foi utilizado o teste de Mann
Whitney ou teste t para as variaveis continuas e para as variaveis qualitativas o teste
de Fisher ou o teste do qui-quadrado para tendéncia linear quando aplicavel.
ANOVA two-way foi utilizada para analise de variancias entre os grupos e nos
diferentes tempos de curva das variaveis continuas, com pods-teste de Bonferroni
para determinar onde as diferengcas ocorreram quando possivel. Todas as
comparacgoes estatisticas foram consideradas significantes com p<0,05. As analises
estatisticas foram realizadas utilizando Graphpad Prism § (versao 5.01, graphpad
software, San Diego, USA).
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FIGURA SUPLEMENTAR

Figura suplementar - Distribuicdo dos polimorfismos com verificacdo do equilibrio de Hardy-
Weinberg. n: numero de individuos. A analise foi feita utilizando o teste do qui-

quadrado (x2).

Observado Esperado Equilibrio de H-W
Polimorfismo n % N %
GG 18 72 17,64 70,48
GC 6 24 6,72 26,88 P=0,866

cc 1 4 0,64 2,56
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5. RESULTADOS

Os resultados serao apresentados na forma de um artigo cientifico, para ser
submetido a publicagdo em um periddico indexado ao Medline, American Journal of
Physiology: Endocrinology and Metabolism, classificado na categoria MEDICINA | da
CAPES como Qualis A1, apresentando a totalidade dos resultados dessa

dissertagao.
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Influéncia da variacdo genotipica Glu354GIn do receptor para o GIP
sobre a homeostase glicémica e a sensibilidade insulinica em individuos
sadios.

Resumo

Objetivo: Avaliar a sensibilidade insulinica e a fungcdo das células beta
pancreaticas em pacientes conforme a presenca do polimorfismo no gene para o
receptor do polipeptideo insulinotropico dependente de glicose (GIPR).

Metodologia: Foram estudados 25 adultos (12 mulheres, 13 homens) com
IMC<30 e sem doencgas relacionadas a sindrome metabdlica. Foram coletadas
amostras de sangue nos tempos basal (TO) e apds refeigdo contendo 58g de
carboidratos e 28g de lipideos a cada 30 minutos até o T150, para dosagem de
insulinemia e glicemia. Foi realizada pesquisa da variante Glu354GIn para o GIPR
(SNP-GIPR, rs1800437) em amostra de sangue periférico pela técnica de PCR-
RFLP e avaliada a homeostase glicémica de jejum e pods-prandial através dos
calculos de HOMA-IR, HOMA-B, area sob a curva de insulina e glicose e sua razao
(AUCI/AUCgQ), indice insulinogénico (IGl) em cada tempo relativo ao basal e raz&o
IGI/HOMA-IR.

Resultados: Na curva pos-prandial, 72% dos individuos apresentaram picos
de glicose e 64% de insulina até o T60, com média de 107 mg/dl e 42,1 Ul/mL,
respectivamente. A pesquisa do SNP-GIPR revelou alelo C presente (C+,
polimdrfico) em 7 individuos, com 72% dos gendtipos GG, 24% GC e 4% CC. Houve
diferenca significativa entre C+ e o grupo com alelo C ausente (C-) em relagdo ao
HOMA-B (100+/-26 vs 160+/-189%, respectivamente; p=0,04). Nao houve diferenca
estatisticamente significativa quanto aos seguintes parametros: AUCg, AUCI,
HOMA-IR, IGI e razées AUCI/AUCg e IGI/HOMA-IR. Porém, em todos os tempos, o
IGI foi superior no grupo C+ (T30, 189%; T60, 147%; T90, 1066%; T120, 29% e
T150, 93%), enquanto que uma tendéncia semelhante ocorreu para a razao
IGI/HOMA-IR exceto no T150. O individuo portador do SNP-GIPR em homozigose
(CC) apresentou resposta precoce de insulina. Além disso, 42,9% dos individuos C+
apresentaram histéria familiar de diabetes em comparagao com 22,2% o grupo C-
(p=0,29).
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Discussao: Estudamos o perfil de glicose e insulina de jejum e na curva poés-
prandial incluindo 12 e 22 fases de secreg¢ao insulinica de uma amostra de individuos
sadios com distribuicdo genotipica do SNP-GIPR semelhante a populagao reportada
na literatura. Individuos euglicémicos C+ e C- apresentaram semelhangas em
diversos dos parametros utilizados para avaliar a fungédo da célula beta pancreatica
e resisténcia insulinica. Por outro lado, foi encontrada variagdo no HOMA-B entre os
genodtipos estudados, sugerindo redugao na fungcédo da célula beta relacionada ao
polimorfismo do GIPR, sem alteracdo na sensibilidade a insulina e independente do
histérico familiar de diabetes.

Conclusédo: A reducdo do HOMA-B em individuos sadios, sem alteragcdao na
sensibilidade a insulina, sugere aprofundar o estudo deste SNP-GIPR como possivel

marcador precoce para o risco de faléncia pancreatica associada ao diabetes tipo 2.

Palavras-chave: homeostase glicémica, sensibilidade insulinica, receptor do

polipeptideo insulinotropico dependente de glicose, polimorfismo.
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INTRODUCAO

O conceito de que a mucosa do trato gastrintestinal (TGI) contém uma grande
quantidade de peptideos regulatérios da alimentagédo é conhecido desde o inicio do
século XX. As incretinas sdo hormdnios secretados pelo trato gastrintestinal em
resposta a ingestdo de nutrientes, que levam ao aumento da secregao de insulina
estimulada por glicose (BAGGIO e DRUCKER, 2007). Isso significa que elas atuam
como amplificadores dos sinais da glicose e sao responsaveis pela secrecao de 50 a
70% da insulinemia pés-prandial no eixo éntero-insular (HANSOTIA e DRUCKER,
2005).

O GIP, glucose-dependent insulinotropic polypeptide (polipeptideo
insulinotrépico dependente de glicose), foi a primeira incretina descrita. E liberado
pelas células K do duodeno e do jejuno proximal apds a absorgcdo de glicose e
gordura (GIRARD, 2008). Apés sua liberagcao, o GIP alcancga a circulagao para se
ligar ao seu receptor nas células alvo (GIPR), sobretudo nas células beta
pancreaticas, mas o RNAm transcrito do gene GIPR humano foi descrito em
diversos outros tecidos, incluindo traquéia, sistema nervoso central, coracao, trato
gastrintestinal, baco, timo, células sanguineas, pulmdo, rim e 0ssO e mais
recentemente no cortex adrenal (LAMPRON et al, 2009). O gene GIPR humano esta
localizado no brago longo do cromossomo 19, é formado por 14 exons e contém
uma sequéncia de 1398 pb que codifica uma proteina de 466-aa (FIGUEIREDO et
al, 2010).

Recentemente, vém sendo estudados os SNPs (single-nucleotide
polymorphism) do gene GIPR. Foram demonstradas algumas variantes genéticas
com funcgao do receptor reduzida causada por alteragdes nos sitios de ligagao ou por
defeitos na ativagao da cascata do receptor (FORTIN, SCHROEDER e BEINBOR,
2010), levando a alteragbes na resposta fisiolégica do receptor e culminando em
associacdes com doengas.

Nesse estudo, escolhemos o rastreamento para o SNP conservativo do exon
12 do GIPR rs1800437 G/C, também conhecido por Glu354GIn. Com esse
polimorfismo, ocorre a mudanca do aminoacido glutamato (Glu ou E) para glutamina

(GIn ou Q) na posigao 354 da proteina do GIPR, causada pela troca de uma guanina
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(G) por citosina (C). Ja foi demonstrada reducao significativa da atividade basal do
GIPR e também diminuicdo da expressdo na membrana celular desse receptor
causada por essa variante. Possivelmente essa mutacao altera a estrutura do GIPR,
que primariamente leva a um desequilibrio do receptor e depois compromete
indiretamente a interagdo dele com a proteina G (FORTIN, SCHROEDER e
BEINBOR, 2010)

A possivel variabilidade na resposta fisiolégica hormonal apos a alimentagao
relacionada a elevacdo do GIP pés-prandial entre individuos, associada a nocao
recente da existéncia de SNPs conferindo diferente atividade funcional as variantes
do GIPR, incluindo alguns estudos em pessoas obesas que avaliaram a relagao
entre o polimorfismo rs1800437 com obesidade e insulinorresisténcia (SAUBER et
al, 2010; VOGEL et al, 2009), fundamenta nosso estudo para avaliar a influéncia
desse polimorfismo na homeostase glicémica em individuos saudaveis.

A disfuncdo das células beta e a resisténcia insulinica sdao anormalidades
metabdlicas associadas na etiologia do diabetes mellitus tipo 2, uma condigao clinica
de alta prevaléncia que tem em sua patofisiologia interligagdo com hipertensao
arterial, obesidade e outras doencas cardiovasculares, levando a sindrome
metabdlica que representa uma epidemia com impacto na saude publica do mundo
todo (UTSUNOMIYA, 2012).

Por ser uma condicdo de alta prevaléncia e complicacdes, além de ser um
marcador para outros processos patologicos, a avaliagdo de fatores que podem
interferir sobre a homeostase glicémica e a fungcédo das células beta, determinando
alteracdo na secrecdo de insulina ou resisténcia a sua acao tecidual, é de alta
relevancia clinica e epidemioldgica, sobretudo em individuos sadios, antes do
desenvolvimento de doengas, dai a importancia da busca de um marcador genético

para o diagndstico precoce.

SUJEITOS E METODOS

Individuos

O recrutamento foi realizado por amostragem intencional dos individuos de
modo consecutivo. A amostra foi constituida por 25 participantes, com média de
idade 26,6 + 6,75 anos, 12 do sexo feminino e 13 do sexo masculino, atendidos nos

ambulatérios de endocrinologia do Hospital das Clinicas da Universidade Estadual
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de Londrina e por outros voluntarios da instituicao, no periodo de agosto de 2011 até
abril de 2012.

Todos os individuos apresentavam IMC (indice de massa corpérea) menor
que 30, sem histoéria prévia de Diabetes Mellitus, hipertensao arterial, dislipidemia ou
qualquer comorbidades ou uso de medicagdes que interferissem na homeostase
glicémica.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo
Seres Humanos (CEP/UEL 024/2011) e os participantes assinaram termo de

consentimento apds terem sido esclarecidos sobre seus propésitos.

Protocolo do experimento

Todos os pacientes foram submetidos a 10 horas de jejum e a pungao de
veia periférica com instalacdo de via de acesso para coleta de sangue pré-prandial
(Tempo basal ou TO), seguida da ingestdo de 100g de leite NAN pro 1 (Nestlé Brasil
Ltda), composto de 58 g de carboidratos e 28 g de gorduras (HANSEN et al., 2011),
dissolvido em 300ml de agua, com coleta de sangue nos tempos 30, 60, 90, 120 e
150 minutos contados a partir do inicio da refeicao (tempos T30, T60, T90, T120 e
T150).

Foi aplicado questionario com perguntas referentes ao uso de medicagdes,
doencgas prévias e histéria familiar em parentes de primeiro grau de diabetes. Para a
realizacdo dos exames, 0s pacientes permaneceram acomodados em posicao
sentada. Inicialmente foi verificado o peso e a altura e depois aferido a pressao
arterial e frequéncia cardiaca no basal e a cada 30 minutos.

A insulina foi dosada no soro através de quimioluminescéncia (Insulina
Architect, Abbott Park, lllinois, USA), realizada no Architect i2000SR (Abbott Park,
lllinois, USA), valor de referéncia de 2,5 a 25 yU/mL. A glicemia foi dosada pelo
método da hexoquinase (Dimension Gluc, Siemens, Friemley, Camberley, UK)
realizada no Dimension clinical chemistry system (Siemens, Friemley, Camberley,
UK), valor de referéncia de 70 a 99 mg/dl. Também foi coletada amostra de 4 mL de
sangue venoso periférico em tubos previamente tratados com EDTA, para extragao
do DNA.

Pesquisa de variante do gene GIPR
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O DNA gendmico foi extraido a partir de 200 ul de sangue periférico utilizando
kit de extragdo de DNA Biopur (Biometrix Diagnostica, Curitiba, Brasil), conforme as
normas do fabricante. Um fragmento de 245 pb do exon 12 do gene GIPR foi
amplificado no termociclador (Multigene OptiMAX, Labnet, Edison, USA) por PCR
em 30 ciclos com temperatura de anelamento de 62°C, A sequéncia utilizada para o
primer sense foi: 5'-ATT ACC GGC GGT TGA GAG G-3 e primer anti-sense: R 5'-
CTG GAA GGA GCT GAG GAA GA-3' (VOGEL et al, 2009). A reacéo de PCR foi
realizada em volume final de 25 pl, contendo 2,5 yM de cada primer (Invitrogen, Life
Technologies, Carlsbad, USA), 2,5 U Taq polimerase, 50 mM de MgCl, 1,25 mM de
dNTP (Invitrogen) e 100ng de DNA. Para a determinagcdao do gendtipo SNP
rs1800437 G/C (Glu354GiIn; E354Q) foi utilizada a enzima de restricdo BssSI
(Biolabs, Ipswich, New England). Através da visualizagéo no gel de acrilamida, cada
amostra foi classificada de acordo com a auséncia ou presenca do sitio de restricao,
resultando em 1 banda (245 pb) para o alelo C (mutante) ou 2 bandas (95 e 150)

para o alelo G (selvagem), respectivamente.

Avaliagdo da homeostase glicémica

O HOMA (homeostasis model assessment) foi utilizado para estimar a
resisténcia a insulina (HOMA-IR) e a capacidade funcional das células beta
pancreaticas (HOMA-B), através das formulas: HOMA-IR= glicemia de jejum (mg/dl)
X insulinemia de jejum (uU/mL)/405. HOMA-B= 20X insulinemia de jejum (mU/L) /
(glicemia de jejum (mmol/L) —-3,5). (Fatores de conversdo do sistema internacional
de unidades para unidade meétrica: insulina, pmol/L = pylU/mL X 7.175; glicose,
mmol/L = mg/dL X 0.0555)

O IGI (insulinogenic index) foi calculado através da formula: IGI = (Ins Tx — Ins
TO) / (Gli Tx- Gli TO). Sendo que: Gli TO: glicemia de jejum (mg/dL); Gli Tx: glicemia
em algum tempo pés-prandial, Ins TO: insulinemia de jejum (nU/mL) e Ins Tx:
insulina em algum tempo pés-prandial.

A area sob a curva para a glicose (AUCg) e para a insulina (AUCi) foi
determinada utilizando os tempos 0, 30, 60, 90, 120 e 150 minutos. As razdes da
area sob a curva da insulina e da glicose AUCI/AUCg e IGI/HOMA-IR também foram

calculadas.
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Analise estatistica

Os resultados para as variaveis continuas foram fornecidos como média +
desvio padrdo. A AUC foi calculada para a glicemia e insulina, utilizando a regra
trapezoidal. Para avaliar as diferengas entre os grupos foi utilizado o teste de Mann
Whitney ou teste t para as variaveis continuas e para as variaveis qualitativas o teste
de Fisher ou o teste do qui-quadrado para tendéncia linear quando aplicavel.
ANOVA two-way foi utilizada para analise de variancias entre os grupos e nos
diferentes tempos de curva das variaveis continuas, com pods-teste de Bonferroni
para determinar onde as diferengcas ocorreram quando possivel. Todas as
comparacgoes estatisticas foram consideradas significantes com p<0,05. As analises
estatisticas foram realizadas utilizando Graphpad Prism § (versao 5.01, graphpad
software, San Diego, USA).

RESULTADOS

Foram avaliados no total 25 individuos, sendo 52 % do sexo masculino e 48%
do sexo feminino, adultos e sem obesidade pela classificacdo do IMC. Apesar da
diferenca estatistica encontrada no IMC entre os sexos, os valores da média de
ambos 0s grupos sao classificados como eutréfico pela classificagao do IMC (tabela
1), com valor minimo de 21 e 19 Kg/m?, valor maximo de 27 e 24 Kg/ m? mediana
de 23 e 20 Kg/m? respectivamente para homens e mulheres. A maioria dos
participantes ndo apresentava histéria familiar de diabetes (72%), e a média de
glicemia de jejum foi menor que 100 mg/ dl e 2 horas pés prandial 103 + 11,6 (IC
95%: 98,5 — 108) mg/dI.

A pesquisa do SNP-GIPR revelou o alelo C presente em 7 individuos, sendo 1
em homozigose (CC) e 6 em heterozigose (CG). A distribuicdo dos gendtipos foi de
72% para GG, 24% CG e 4% CC (figura 1) e a frequéncia para o alelo G foi de 84%
e para o alelo C de 16%. Nao houve diferenca na presenga do polimorfismo entre os
sexos, 2 homens e 5 mulheres apresentaram alelo C presente (C+) (p 0,15). O
principio de Hardy-Weinberg foi utilizado para confirmar que as frequéncias
genotipicas dos polimorfismos na nossa amostra estavam em equilibrio genético (p
0,866).

Histéria familiar para diabetes nao diferiu entre os grupos, foi positiva em

42,9% dos individuos com alelo C+ em comparagao com 22,2% daqueles sem
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polimorfismo (C-) (p 0,29) (Painel 1). Também nao houve diferenca no histérico de
diabetes nos familiares entre homens e mulheres (p 0,15).

Na curva poés-prandial, a maioria dos pacientes atingiu o pico até o T60,
sendo 72% para a glicemia e 64% para a insulina. A média mais elevada para a
glicemia foi no T30, 107 + 14,9 (IC 95%: 101 — 113) mg/dl e para a insulina no T60,
42,1 + 26,1 (IC 95%: 31,3 — 52,9) pU/ml (figura 2).

A analise da média da glicose e da insulina ndo demonstrou diferenca
significativa entre os grupos de polimorfismo em nenhum dos tempos, porém o teste
de Bonferroni identificou diferengas significativas em determinados tempos em
relacdo ao basal, e a diferenca foi mais acentuada nas curvas dos individuos C- em
relacdo a dos C+, tanto na glicose quanto na insulina (Figura 3A). A avaliagado dos
tempos de pico de glicemia e insulinemia também n&o foi diferente entre os
gendtipos, no entanto, houve maior tendéncia do grupo C+ em apresentar os picos
mais precocemente (glicemia p=0,37; insulina p=0,24) (Figura 3B). Quando
analisamos em cada tempo a média da glicose e da insulina, considerando apenas
os individuos que atingiram o pico naquele tempo, também ndo demonstramos
variagdo de acordo com o polimorfismo (glicemia p=0,74; insulina p=0,44) (Figura
3C). A média da glicemia e da insulinemia maxima atingida no pico entre os grupos
néo foi diferente (Tabela 2). De maneira isolada, o unico individuo com o gendtipo
CC, apresentou um aumento ja no T30 de mais de 10 vezes na insulinemia,
passando de 9,1 yU/ml no TO para 105,5 yU/ml no T30 (Figura suplementar).

Nao houve diferenca significativa na AUC da glicemia e da insulina em
relacdo a presencga do alelo C e quando a sensibilidade a insulina foi analisada, o
HOMA-IR também n&o foi relacionado ao polimorfismo (Tabela 2).

Na avaliagao das medidas relacionadas a funcao das células beta, o HOMA-
B foi significativamente relacionado com o SNP, com o grupo alelo C presente
apresentando média inferior ao grupo sem o alelo C (Tabela 2). No entanto, os
demais calculos para avaliacdo das células beta ndo demonstraram diferenca
significativa entre os grupos paraa razdo AUCI/AUCg (Tabela 2) e para o I1GI 30 (C-
vs C+: 1,8 £ 1,1vs 5,2 + 5,6; p 0,13). Porém, em todos os tempos o |Gl foi superior
no grupo alelo C presente em 189% (T30), 147% (T60), 1066% (T90), 29% (T120) e
93% (T150), enquanto que uma tendéncia semelhante ocorreu para a razao
IGI/HOMA-IR exceto no T150, 192% (T30), 147% (T60), 9400% (T90), 170% (T120)
(Figura 4).
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DISCUSSAO

O presente estudo evidenciou uma associacdo do polimorfismo pesquisado
com reducdo do HOMA-B mesmo em individuos sadios. A associacido das variagdes
genéticas do GIPR com alteragdes do metabolismo da glicose e insulina ainda
permanece controversa, apesar de estudos de fisiologia demonstrarem um papel
claro do GIPR na regulagdo do peso e na homeostase glicémica (SAUBER et al,
2010).

O desenho do estudo foi elaborado para a analise das curvas de resposta
pos-prandial de insulina e glicemia em diversos tempos, e por isso 0 numero de
individuos foi menor do que a amostragem utilizada em estudos epidemioldgicos.
Mesmo assim, nossa amostra (n=25) apresentou distribuicdo genotipica semelhante
a populacéo reportada na literatura, sendo a maior parte (72 % individuos)
caracterizada pelo gendtipo homozigoto comum (GG), comparavel a outros
resultados de Vogel e colaboradores (2009) que encontraram a frequéncia de 77,5
% para o alelo G e de 22,5% para o alelo C nos 588 pacientes do grupo controle do
seu trabalho.

A proporgao de individuos com histéria familiar positiva para diabetes foi
maior no grupo portador do polimorfismo, embora ndo tenhamos encontrado
diferenca significativa dentro do grupo estudado, provavelmente relacionado ao
numero de individuos constituintes da nossa amostra e, portanto, a questao
permanece aberta para futuros estudos. Além do diabetes, outros autores
relacionam essa heranga genética com obesidade. Um trabalho com criangas
alemds com obesidade e suas familias, o alelo G do polimorfismo do GIPR
rs1800437 foi mais frequente nas criangas obesas (78,7 %) e nos adultos (79,6%)
que nos controles (77,5 %) e, apesar de n&o significativa (p 0,076), houve maior
tendéncia de transmissdo do G alelo na obesidade infantil (VOGEL et al, 2009). No
presente trabalho, a obesidade ndo foi o objetivo do estudo, porém realizamos a
comparacgao dos valores de IMC com alguns parametros clinicos. Foi observado IMC
mais elevado nos homens, entretanto ndo houve associagcado deste indice com o
polimorfismo, nem com antecedente de diabetes na familia. Consideramos que a

variagao do peso entre homens e mulheres, apesar da diferencga estatistica, ndo tem
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relevancia clinica, pois nenhum participante apresentou obesidade pela classificagao
do IMC.

A maior parte dos nossos voluntarios apresentaram concentracdes
plasmaticas maximas de glicose e insulina até 60 minutos apds alimentagéo, tempo
ja relatado como dependente da fungdo da célula beta e da sensibilidade a insulina
nos tecidos periféricos em individuos nao diabéticos (GHIO et al, 2012). Nenhum
dos participantes apresentou intolerancia a glicose ou diabetes durante a realizagao
do teste, e houve um aumento em média de 4 vezes o valor basal na insulinemia.

Baseado nos valores de glicose e insulina de jejum e na curva pés-prandial
incluindo 12 e 22 fases de secrecao insulinica em individuos sadios, utilizamos
férmulas matematicas para avaliar a fungédo da célula beta pancreatica (AUCI/AUCg,
HOMA-B e IGI/HOMA-IR) e a sensibilidade insulinica (HOMA-IR). Nossos
resultados demonstraram redugdo do HOMA-B associada ao polimorfismo
rs1800437 do GIPR, sem diferenca no HOMA-IR, sugerindo que a fungao das
células beta pancreaticas em individuos heterozigotos ou homozigotos raros
apresenta-se menos eficaz na secregao de insulina em jejum do que nos individuos
homozigotos comuns. Apesar da diferenga na fungéo secretoria, ndo foi encontrada
diferenca na sensibilidade a insulina entre os grupos do nosso estudo. Resultados
semelhantes também foram reportados em um estudo de mulheres com diabetes
gestacional com outros polimorfismos diabetogénicos (WANG et al, 2011).

Apesar do GIP atuar na célula beta apés a alimentacdo para estimular a
liberagao de insulina, ja foi demonstrada redugao significativa da atividade basal do
GIPR e também diminuicdo da expressdo na membrana celular desse receptor
causada por essa variante. Possivelmente essa mutacdo muda a estrutura do GIPR,
que primariamente leva a um desequilibrio do receptor e depois compromete
indiretamente a interagdo dele com a proteina G (FORTIN, SCHROEDER e
BEINBOR, 2010). Em algumas variagbes do GIPR, o efeito do receptor ativado pode
estar presente mesmo em jejum sem a necessidade da ligagdo do hormonio
incretinico ao receptor (SAUBER et al, 2010). Este efeito poderia contribuir para o
nosso resultado de HOMA-B que consiste da interpretacdo de insulina e glicemia de
jejum, momento em que a concentragédo sanguinea de GIP é menos pronunciada.

O papel do GIPR como gene candidato para a deficiéncia de insulina também
foi relatado pela meta-analise MAGIC (Meta-Analyses of Glucose and Insulin-related

traits Consortium) publicada por Saxena e colaboradores (2010). Neste trabalho, foi
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identificada a associagao de um outro polimorfismo do GIPR (rs10423928) com o
aumento de glicose no T120 e uma resposta deficiente de insulina no teste de
tolerancia oral a glicose. Este polimorfismo esta localizado em uma regi&o intrénica,
com potencial efeito em regular a fungéo do polimorfismo exdnico rs1800437 alvo do
nosso trabalho. Um dado interessante advindo de nossa amostra foi a analise das
curvas do unico individuo homozigoto raro (CC). Em comparagcdo a insulinemia
basal, sua curva de resposta apresentou um aumento precoce de mais de 10 vezes,
sugerindo uma alteragdo na sensibilidade a insulina nesse individuo pela resposta
hormonal excessiva. Estudos com maior numero de homozigotos raros sao
necessarios para investigar a possivel relacdo entre resisténcia insulinica e
polimorfismo do GIPR.

Um estudo com criangas e adolescentes de Berlim ndo conseguiu evidenciar
associagdao de alguns polimorfismos do GIPR com obesidade, mas encontrou
associacao significativa entre a presenca em homozigose do alelo C do SNP
rs1800437 e um elevado indice no HOMA-IR (valor acima do percentil 95) na
populacdo de obesos. Como a reducao do efeito do GIP costuma levar a melhora do
metabolismo glicémico, esse aumento do HOMA-IR pode demonstrar, inversamente,
a maior eficacia da sinalizacdo do GIPR. Desta forma, presenca do SNP descrito
nos individuos homozigotos raros seria responsavel por um ganho de fung&o do
GIPR (SAUBER et al., 2010).

Apesar de nao significativa, o 1GI, medida da secrec¢ao de insulina estimulada
por glicose que reflete a fungdo e a massa das células beta pancreaticas
(INGELSSON, 2010), foi superior no grupo alelo C+ em todos os tempos e uma
tendéncia semelhante ocorreu para a razédo IGI/HOMA-IR, que fornece uma medida
ajustada da fungao da célula beta, responsavel por variagcbes na sensibilidade a
insulina (LOPEZ et al, 2008). Ao fazer a associacdo com o achado de diminuicdo do
HOMA-B, sugerimos a faléncia das células beta pancreaticas no jejum, mas com a
preservacdo do aumento compensatério da insulina pds-prandial para manter a
euglicemia nos individuos com alelo C+. Este fato também foi observado em um
estudo que avaliou a relagdo do SNP rs2287019 do GIPR com obesidade, que
demonstrou uma associagcéo de glicemia de jejum mais elevada e normalizagao da
glicemia ap6s 2 horas no TTOG com a variante relacionada ao IMC mais elevado,
sugerindo uma contribuicdo da variacdo da secregcdo de insulina pds-prandial
causada pelo GIP com o aumento do peso (SPELIOTES et al, 2010).
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E fato que a funcdo das células beta pancreaticas ja estdo reduzidas em mais
de 50% ao diagndstico de diabetes mellitus tipo 2, e que essa perda pode ser
iniciada até 10-12 anos antes de confirmada a doenga (MASAJTIS-ZAGAJEWSKA
et al, 2013). Além disso, uma analise de pacientes diabéticos com o polimorfismo
rs1800437 revelou uma associagao marginal com doenga cardiovascular (NITZ et al,
2007). A diferengca encontrada no HOMA-B, pode revelar o SNP como candidato a
marcador genético relacionado ao diabetes a ser utilizado precocemente, mesmo
antes de alteragcdo na glicemia ou desenvolvimento de complicagdes. O diabetes
mellitus € considerado um problema de saude publica com alta prevaléncia, em
ascendéncia e oneroso do ponto de vista socio-econbmico (GEORG, 2005). A
analise do custo do tratamento demonstra a significante carga econémica da doenga
para o sistema de saude, além de que o diabetes €& preditor clinico para
agravamento dos casos, gerando maior custo (MARINHO, 2011), demonstrando a
importancia do rastreamento em individuos assintomaticos.

No nosso trabalho, a amostra foi selecionada com o cuidado de manter a
mesma propor¢ao entre homens e mulheres, bem como uma homogeneidade nos
diversos parametros clinicos (Tabela 1). Porém, como a genotipagem consistiu de
um dos objetos de nosso estudo, nao tendo sido realizada previamente como critério
de selegédo, foram detectados 6 individuos heterozigotos (GC) e apenas um
homozigoto raro (CC). O pequeno numero de individuos portadores do alelo C
consistiu numa limitagcdo do nosso estudo, o que diminuiu o poder estatistico da
analise comparativa entre os grupos.

Nosso trabalho demonstrou que a variagdo genotipica Glu354GIn para o
GIPR esta envolvida com a disfuncado das células beta pancreaticas. A reducado do
HOMA-B mesmo em individuos sadios, independente do historico familiar de
diabetes, coloca esse SNP como possivel marcador precoce para o risco de faléncia
pancreatica associada ao DM-2. Futuros estudos com maior numero de
participantes, incluindo uma populacdo de diabéticos devem ser realizados para

confirmar nossa evidéncia.
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Tabela 1 - Caracteristicas basais dos participantes. Os dados sao fornecidos como
média + desvio padrdo. IMC: indice de massa corporea; HF: histéria
familiar de diabetes. A analise estatistica foi realizada utilizando o teste t

e o teste de Fisher para HF.

Ndmero de 25 Masculino Feminino p
participantes

Sexo 12/13 13 12
(feminino/masculino)

Idade (anos) 26,6 £ 6,75 26,38+7,64 26,83+595 0,87
IMC (kg/m2) 222+23 23,22+195 21,0+£2,13 0,01
HF (positiva/negativa)  7/18 2/11 517 0,15
Glicemia de jejum 93,1 £ 8,93 92,46 +9,07 93,75+9,12 0,72
(mg/dl)

Insulinemia de jejum 11,1+£4,78 10,92+1,52 11,19+1,17 0,89

(MU/mI)
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Figural- Analise da pesquisa para o polimorfismo rs1800437 do GIPR. Resultado da digestdo
enzimatica, mostrando os fragmentos tratados (+) ou ndo (-) com a enzima de restrigao
BssSI. Descricao do numero de participantes conforme o resultado da genotipagem do
GIPR por PCR-RFLP, considerando todos os 25 individuos saudaveis do estudo. pb:
pares de bases.
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Nao 14 77,8 4 22,2 18 72
Sim 4 57,1 3 42,9 7 28
Total 18 72 7 28 25 100
Painel 1 - Avaliagao da histéria familiar de diabetes de acordo com a presenca do polimorfismo. Na

figura encontra-se a distribuicao da histéria familiar (HF) de diabetes presente (+) ou
ausente (-). Na tabela, estdo demonstradas as frequéncias em numero absoluto e em
porcentagem em relacéo a presenca ou auséncia da HF. A analise foi feita utilizando o
teste de Fisher, p= 0,29. Diabetes Mellitus (DM), C+: alelo C presente, C—: alelo C
ausente.
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Tabela 2 - Associacdes entre os gendtipos do GIPR e os pardmetros da homeostase glicémica e da
fungdo da célula beta. Os dados sao fornecidos como média + desvio padrdao. AUCg: area
sob a curva da glicose, AUCi: area sob a curva da insulina, HOMA-IR: homeostasis model
assessment para insulinorresisténcia, HOMA-B: homeostasis model assessment para
fungdo da célula beta, Ins max: insulina maxima, Gli max: glicose maxima. A analise
estatistica foi realizada utilizando o teste t, sendo considerado estatisticamente
significativo (*) quanto p<0,05.

C+ C- g
AUCg 15580 + 406.8 15300 + 359.8 0,65
AUCI 4706 +555.7 5001 +618.6 0,78
AUCI/AUCg  0,30+0,082 0,32 +0,16 0,47
HOMA-IR 2713 2,2+0,38 0,24
HOMA-B 100 + 26 160 + 189 0,04*

Ins max (Ul/ml) 52,29 +9,727 53,13+6,764 0,94
Glimax (mg/dl) 112,3+4,185 114,6+3,042 0,68




56

w -
§ g -
8 8 a0
130+
i :
1204 400
g §
-E 110- é so0)
= 2 P S
e T e e e : I R T T
Tempo(min}) Tempo{min}

Figura2 - Curva de glicemia e insulinemia dos 25 individuos saudaveis participantes do estudo. A
curva foi elaborada com as médias da porcentagem da glicemia e insulinemia pds-
prandias em relagao ao basal (100%), considerando todos os pacientes ao longo dos
tempos do estudo. Os dados sao fornecidos como média + desvio padrao.
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Figura 3 - Avaliacdo da glicemia e insulina pds-prandial conforme a presencga do polimorfismo.

3A) Curva da média de glicemia e insulinemia conforme o polimorfismo. Os dados s&o
fornecidos como média + desvio padrdo. A analise estatistica foi realizada utilizando
ANOVA two way e pos-teste de Bonferroni para os grupos C- (*) e C+ (#). * p<0,05; **
p<0,01, ***p<0,001. 3B) Avaliagdo da % de individuos que atingiram o pico de glicemia
e de insulinemia em cada tempo pods-prandial conforme o polimorfismo. A analise
estatistica foi realizada utilizando o teste do qui-quadrado para tendéncia linear. 3C)
Concentragbes sanguineas maximas de glicose e insulina da totalidade dos individuos
em diagrama pontual (dot plot), representadas no tempo correspondente ao pico
atingido por cada individuo. A analise foi realizada utilizando ANOVA two way e pés-
teste de Bonferroni.
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Figura 4 - Associagao entre os gendtipos do receptor para o GIP e os indices de fungao da célula beta I1GI e IGI/HOMA-IR. Os dados sao fornecidos como

média + desvio padrado. A analise estatistica foi realizada utilizando o teste t sendo o valor de p indicado em cada grafico.
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1 desvio padrdo em cada tempo, exceto os pontos da amostra CC (n=1). A
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6. CONCLUSOES

1) A variagdo genotipica Glu354GIn encontrada em nossa amostra de
individuos higidos possui frequéncia semelhante as reportadas
anteriormente na literatura.

2) Na avaliagdo da curva pés-prandial, houve em média um predominio do
pico precoce de glicemia com 30 minutos apds alimentagao, seguido pelo
da insulinemia aos 60 minutos.

3) Essa variante genética do GIPR n&o se relacionou com o historico familiar
em parentes de 1° grau com diabetes mellitus.

4) A influéncia do polimorfismo estudado sobre o metabolismo da glicose e
da insulina foi verificada com a reducdo do HOMA-B nos individuos
portadores do alelo polimoérfico C+, fato que se relaciona com a diminuigéao
da fungdo das células beta pancreaticas, em um estagio anterior ao
desenvolvimento de doencas, uma vez que todos os estudados séao
saudaveis.

5) Em relagdo aos indices pos-prandiais, os individuos portadores do alelo
C+ apresentaram uma tendéncia de IGl e IGI/HOMA-IR superior aos
individuos com alelo C-.

6) Nao houve correlagdo da presenga do alelo C do polimorfismo com a

resisténcia a insulina.
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