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Resumo

O gene UCP2 (Uncoupling Protein 2) é responsavel dentre outras fun¢des, pelo controle da respiracéo
celular e producao de ATP. Polimorfismos especificos neste gene, tais como o -866G/A, podem causar
alteracdes em sua expressdo e alterar o funcionamento do metabolismo de lipidios e glicose no
organismo, levando ao desenvolvimento da Diabetes tipo 2 (DM2). O objetivo deste estudo foi detectar
se existe relacdo do polimorfismo -866G/A do gene UCP2 com o densenvolvimento da DM2 em
brasileiros. Amostras de DNA foram extraidas do sangue de 24 participantes divididos em trés grupos:
individuos com DM2, individuos com auséncia de DM2 mas com casos na familia e individuos sem
DM2 (grupo controle). As analises de PCR e PCR-RFLP foram realizadas com as enzimas Taq DNA
polimerase e Mlul, respectivamente. Os resultados moleculares foram comparados com os resultados
das analises bioquimicas e clinicas/pessoais. N&o foi observada relagéo do alelo A ou do alelo G com
o desenvolvimento de DM2, contudo foi observada que a presenca do alelo A esta relacionada com o
aumento dos valores de HbA1c e insulina nos individuos com presenca da patologia na familia.

Palavras-chave: Diabetes Mellitus tipo 2. Polimorfismo. UCP2. PCR-RFLP.
Area do Conhecimento: Biologia Molecular.
Introducao

Polimorfismos genéticos sao caracterizados por alteragées na sequéncia de DNA com incidéncia
em mais de 1% da populacdo mundial e podem, em conjunto, proporcionar maior facilidade de
desenvolvimento de muitas doengas genéticas (NUSSBAUM; MCINNES; WILLARD, 2016).

O gene UCP2 (Uncoupling Protein 2), localizado no cromossomo 11, é responsavel dentre outras
funcdes, pelo controle da respiracéo celular e producdo de ATP (HASHEMI et al., 2014). Polimorfismos
especificos neste gene podem causar alteracbes em sua expressao e consequentemente alterar o
funcionamento do metabolismo de lipidios e glicose no organismo, levando ao desenvolvimento de
véarias doencas (SHEN et al., 2014). O aumento de expressdo do gene UCP2 ocasiona a diminui¢ao
da sintese de ATP pela mitocdndria, reduzindo assim a taxa de insulina secretada pelo pancreas pois
0 ATP é essencial para a execucdo das fungdes normais da célula, aumentando assim o risco de
desenvolvimento da Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) (XU et al. 2021).

A DM2 é uma patologia multifatorial ocasionada pela hiperglicemia cronica devido a baixa ou
nenhuma secrec¢éo de insulina ou pela dificuldade da a¢éo da mesma no organismo (WU et al., 2014).
Em 2021, levantamentos realizados pela International Diabetes Federation (IDF) conduzidos por Boyko
etal. (2021) mostraram que o nimero de individuos diabéticos entre a idade de 20 e 79 anos no mundo
era de 536,6 milhdes e no Brasil cerca de 15,7 milhdes foram diagnosticados com a doenca.

O polimorfismo -866G/A, localizado na regido promotora do gene UCP2, é caracterizado pela
presencado alelo G e o alelo A, este (ltimo descrito em muitos estudos relacionado ao desenvolvimento
de DM2 na populagéo indiana (DIN et al., 2023, GOMATHI et al., 2019), russa (LAPIK; RANJIT;
GALCHENKO, 2021) e chinesa (HOU et al., 2020). Contudo, ha estudos com resultados controversos,
mostrando ndo haver relac@o da presenca do alelo A com o desenvolvimento da DM2 na populacéo
chinesa (QIN et al., 2013), brasileira (SOUZA et al., 2013) e japonesa (SASAHARA et al., 2004), ou
mesmo o relacionando ao baixo risco do desenvolvimento dessa patologia na populacéo italiana,
funcionando como um alelo protetor segundo os autores (BULOTTA et al., 2005).
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Considerando a alta incidéncia da DM2 na populacé@o brasileira e a relagdo de determinados
polimorfismos genéticos com a maior suscetibilidade ao desenvolvimento de distdrbiso multifatoriais,
este estudo tem o objetivo de analisar o polimorfismo -866G/A (rs659366) da regido promotora do gene
UCP2 pela técnica de PCR-RFLP para investigar, por meio de andlises bioquimicas e clinicas, se o
mesmo esta relacionado com a predisposicdo ao desenvolvimento da DM2 em individuos brasileiros.
As informacdes adquiridas com esse estudo poderdo agregar informagdes adicionais a prevencgéo e ao
diagnostico deste distirbio.

Metodologia

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (n° 5.810.129). Vinte e quatro individuos
com a faixa etéria entre 18 a 70 anos, atendidos no Centro de Préaticas Supervisionadas (CPS) da
Universidade do Vale do Paraiba - Univap, participaram deste estudo. Apos a aplicagdo do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), um questionario foi aplicado aos participantes. De acordo
com o resultado do questionario aplicado e das analises bioquimicas realizadas, os mesmos foram
classificados em trés grupos: 6 (25%) individuos com diagnostico de DM2 (grupo 1), 14 (58%)
individuos sem diagnéstico de DM2 mas com histérico familiar (diagnéstico de DM2 nos pais e/ou avés)
(grupo 2) e 4 (17%) individuos sem diagnéstico de DM2 (grupo 3 - controle) (Figura 1).

Figura 1. Distribuicdo da amostra nos diferentes grupos analisados.

58%

@Grupo 1: individuos com diagndstico de DM2
@ Grupo 2: individuos sem diagnéstico de DM2 mas com histérico familiar
Grupo 3: individuos sem diagnéstico de DM2 (grupo controle)
Fonte: os autores

As coletas de amostras de sangue dos participantes, realizadas no Centro de Diagndstico
Laboratorial (CDLAB) da Univap, foram obtidas por puncao venosa em jejum de oito horas seguindo
todas as instrugbes e recomendacbes da Sociedade Brasileira de Patologia Clinica (SBPC). As
amostras de sangue coletadas foram processadas para posterior analises moleculares e bioquimicas
gue consistiram a analise da dosagem da glicemia de jejum, colesterol total, triglicérides, hemoglobina
glicada (HbA1c) e insulina. Além disso, foi calculado o HOMA-IR multiplicando-se o valor de glicemia
pelo de insulina e dividindo pela constante 415, para avaliar a resisténcia insulinica e o funcionamento
das células beta do pancréas com valores de normalidade abaixo de 3,4 (GONZALEZ-GONZALEZ et
al., 2022)

A extracdo de DNA da papa leucocitaria obtida de cada amostra de sangue foi realizada utilizando-
se o protocolo de fenol:cloroférmio. A quantificagéo e pureza do DNA foi avaliado por espectroscopia
de absorc¢édo ultravioleta no equipamento NanoDrop (ND-1000 Spectrophotometer v.3.0.1, Labtrade),
mediante as razdes 260/280 e 260/230, que avalia a contaminagdo por proteinas e reagentes,
respectivamente, considerando que o DNA absorve a luz no comprimento de onda de 260nm, as
proteinas em 280nm e reagentes em 230nm.

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foi realizada para amplificar a sequéncia da regido
promotora do gene UCP2 que contém o polimorfismo -866G/A (rs659366). As sequéncias dos
iniciadores que flanqueiam o polimorfismo -866G/A foram 5'-CACGCTGCTTCTGCCAGGAC-3' (sense)
e 5-AGGCGTCAGGAGATGGACCG-3’ (antisense), amplificando uma regido de 363 pares de base

(pb).
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As condi¢bes de amplificacdo para 200 ng de DNA consistiram em um volume final de 25 pl
contendo 10 mM de Tris-HCI, 50mM KCI, 1,5 mM de MgClz, 200 uM de desoxinucleotideotrifosfatado
(dNTP), 0,6 uM de cada iniciador e 2U/uL de Tag DNA Polimerase. As condi¢cdes de amplificacao,
realizadas no termociclador (Veriti™ 96-Well Thermal Cycler), foram desnaturacgéo inicial & 94°C por 5
minutos seguida por 35 ciclos constituidos de desnaturacdo a 94°C por 1 minuto, anelamento a 68°C
por 1 minuto e extensdo a 72°C por 1 minuto, acompanhado de extensao final de 72°C por 6 minutos.

Posteriormente a realizacdo da PCR e da eletroforese em gel de agarose para a avaliagdo da
amplificacdo da sequéncia polimérfica do gene UCP2, cada amostra foi submetida a técnica de PCR-
RFLP, utilizando-se a enzima de restricdo Mlul, que reconhece a sequéncia alvo e rompe as ligacbes
fosfodiéster do DNA no sitio A|CGCGT. A solugdo para digestdo enzimatica preparada utilizou 5 pL do
produto amplificado pela PCR, 12 pL de H:20, 1,5 pL de tampéo 10X e 1,5 pL de enzima de restrigéo,
sendo a mistura incubada a 37°C por 1 a 2 horas.

Os produtos digeridos pela PCR-RFLP foram analisados em eletroforese em gel de agarose a 1,6%,
utilizando um marcador de baixo peso molecular (100pb) e o corante fluorescente brometo de etideo
(3 pg/ml). A incidéncia da luz ultravioleta (UV) foi controlada pelo equipamento Transilluminator-D Pro
MiniBIS (DNR Bio-Imaging Systems Ltd), e a captura da imagem foi obtida utilizando-se o software
GelCapture para posterior identificag@o dos gendtipos das amostras.

Resultados

Dos 24 casos analisados, quanto a classificacédo etaria segundo a Organiza¢do Mundial da Salde
(2023), 46% dos participantes eram jovens, 12% adultos e 42% idosos (Figura 2). Em relacdo ao
género, 83% dos participantes sdo do género feminino e 16% do género masculino. Quanto a raga, as
amostras ficaram distribuidas com 79% de descendéncia brasileira e 21% de outras descendéncias,
sendo neste critério considerado apenas a geragdo dos avés dos participantes.

Figura 2. Distribuicdo das amostras em relacéo a faixa etaria

®Jovens @Adultos @ldosos
Fonte: os autores

ApOs a realizacao da técnica de PCR-RFLP e da eletroforese em gel de agarose nas 24 amostras
do estudo, foram observadas diferentes padrées de bandas no gel que consistem em um dos trés tipos
de gendtipos possiveis em relacdo a presenca ou auséncia do sitio de restricdo da enzima Mlul.

A presenca do sitio de restricdo da enzima Mlul nos dois alelos do gene UCP2 (genétipo homozigoto
AA) foi obervado em nove amostras analisadas (amostras 5, 9, 10, 13, 14, 20, 21, 22 e 32) detectado
pela presenca de dois fragmentos (295 pb e 68 pb), referente aos dois alelos do gene, visualizado ap6s
eletroforese em gel de agarose. A auséncia do sitio de restricdo nos dois alelos do gene UCP2 (gendtipo
homozigoto GG) foi obervado em cinco amostras analisadas (amostras 1, 8, 23, 28 e 31) detectado
pela presenca de um fragmento (363 pb) nos dois alelos do gene. Os genétipos heterozigotos (genétipo
GA), ou seja, a presenca do sitio de restricdo em um alelo e auséncia do sitio de restricdo no outro
alelo, foi observado em 10 amostras analisadas (amostras 3, 4, 11, 12, 15, 16, 17, 18, 19 e 29)
detectado pela presenca de trés fragmentos (bandas 363 pb relativo a um alelo e bandas de 295 pb e
68 pb relativo ao outro alelo do gene).
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Vale ressaltar que pelo baixo poder de resolugdo do gel de agarose, ndo foi possivel visualizar a
banda de 68 pb, em especial nos individuos heterozigotos com a presenca de apenas uma cépia do
alelo de 68 pb (Figura 3).

Figura 3. Anélise de PCR-RFLP das variantes do gene UCP2 (G-866A) em gel de agarose. A presenca do sitio
de restricdo Mlul (alelo A) resultou em dois fiagmentos: 295 pb e 63 pb, enqgianto no caso do alelo G, o produto
permanece nao digerido (363 pb).

peso molecular (M): 100 pb.

Fonte: os autores

A casuistica foi distribuida de acordo com os gendtipos identificados pela andlise de PCR-RFLP. No
grupo 1, que consiste nos individuos com diagnoéstico de DM2, 34% apresentam o genétipo GG, 16%
0 genotipo GA e 50% o gendtipo AA. No grupo 2, caracterizado pelos individuos sem diagndstico de
DM2, mas com presenca de historico familiar da doenga, em 22% dos casos foi detectado o gendtipo
GG, em 50% dos casos 0 genotipo GA e em 28% dos casos 0 gendétipo AA. No grupo 3 (controle), 50%
dos casos tiveram a presenca do alelo A com os genotipos GA ou AA. As andlises bioquimicas para
dosagem de glicemia de jejum, HbAlc e insulina, além do calculo de HOMA-IR, apresentaram
resultados de médias gerais e desvio padrdo dentro dos valores de normalidade segregados a cada
um dos grupos por gendétipos (Tabela 1).

Tabela 1. Distribuicdo dos grupos por genétipos com respectivas médias e desvio padréo dos resultados das
analises bioquimicos e céalculo de HOMA-IR
MEDIA / DESVIO PADRAO

Genotipos Grupos Nimero de casos (%) Glicemia (mg/dL) HbAlc (%) Insulina (uU/mL) HOMA-IR

Grupo 3 0 - - - -

GG Grupo 2 22 82,33/11,15 4,8/0,17 9,66 /5,75 1,92/1,07
Grupo 1 34 105/4,24 6,1/0,28 14,15/ 8,55 3,62/23
Grupo 3 50 7310 5,15/0,07 13,67/75 3,17/0,73

GA Grupo 2 50 88,71/ 15,41 5,34/0,64 14,37 /5,79 3,18/1,61
Grupo 1 16 99/0 58/0 12,3/0 2,93/0
Grupo 3 50 75,5/7,78 5,3/0,42 11,75/2,61 2,2410,72

AA Grupo 2 28 871/4,08 54/0,32 14,6/4,9 3,03/0,98
Grupo 1 50 100,3/21,12 6,13/1,56 3,76 /3,23 1/1,03

Grupo 1: individuos com diagnéstico de DM2 HbAlc: hemoglobina glicada

Grupo 2: individuos sem diagnéstico de DM2 mas com histérico familiar HOMA-IR: padréo de resisténcia insulinica

Grupo 3: individuos sem diagnéstico de DM2 (grupo controle)

Fonte: o autor.
Discusséo

A hipé6tese deste estudo é haver a existéncia da relacdo entre a presenca do alelo A referente ao
polimorfismo -866G/A do gene UCP2 com o desenvolvimento da DM2 em individuos brasileiros. Os
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dados obtidos até o momento nas amostras analisadas ndo mostraram esta relacdo. O nimero
amostral baixo, especialmente para os grupos 1 e 3 (grupo controle) e a disparidade da quantidade de
amostras por grupo impossibilitou a realizac@o de uma andlise estatistica mais criteriosa e fidedigna na
busca da relacéo entre o polimorfismo -866G/A e a DM2, sendo realizado apenas o calculo das médias
e desvio padrdo para a interpretacdo dos resultados. Desta forma, as correlacdes estatisticas com os
dados bioguimicos e clinicos com o genétipo de cada individuo nao foi realizada.

Souza et al. (2013) pesquisaram a existéncia desta relacdo em brasileiros descendentes de
europeus no sul do Brasil, analisando amostras de sangue venoso de participantes diabéticos tipo 2 e
ndo diabéticos por PCR-RFLP com e enzima MIul e apesar de terem concluido que este polimorfismo
ndo esta relacionado ao desenvolvimento desta patologia, a existéncia deste Unico estudo na
populacao brasileira demanda a realizacédo de mais pesquisas em outras regides do pais.

Ressaltamos que a heterogeneidade da faixa etaria da nossa amostra (46% jovens, 12% adultos e
42% idosos) também pode ter influenciado na classificacdo dos grupos dos participantes e
consequentemente nos resultados obtidos, considerando que o desenvolvimento da DM2, assim como
outras doencgas multifatoriais, esta ligado intrinsecamente a idade avancada (NUSSBAUM, MCINNES
E WILLARD, 2016). Dessa forma, nos 46% das amostras, a relacdo dos gendtipos AA ou GA com o
diagnostico da DM2 néo é precisa, pois esses pacientes sendo jovens podem ter a possibilidade de
desenvolver a DM2 em idade mais avancada, como também descrito por Nanayakkara et al. (2020).

Além da idade, a falta de equidade entre os géneros foi observada nos casos analisados. Vale
ressaltar que existem diferencas no desenvolvimento de determinadas doencas entre homens e
mulheres (CIARAMBINO et al., 2022) e a maior quantidade de participantes do género feminino pode
determinar a maior frequéncia de um determinado polimorfismo. Com o intuito de excluir estas
variaveis, Lapik, Ranjit e Galchenko (2021) realizaram seu estudo apenas com amostras obtidas de
mulheres russas com a faixa etéria entre 45 e 60 anos. Estes autores concluiram que a variante AA do
polimorfismo -866G/A estava associada a altos niveis glicémicos e lipidicos nestas mulheres. Contudo,
embora a amostra do presente estudo foi heter6genea quanto a faixa etaria e género, a descendéncia
brasileira foi observada em 79% dos individuos, que afirmaram que seus antecedentes até a linhagem
dos avés possuiam origens brasileiras.

Embora uma analse mais robusta ndo foi possivel de ser realizada para a busca da relacdo do
polimorfismo -866G/A do gene UCP2 com o desenvolvimento da DM2, foi possivel a determinacao dos
gendtipos de todos os casos analisados e a realizacdo do célculo das respectivas médias e desvios
padrbes para ser possivel uma inferéncia da relacdo dos genétipos com o diagnéstico da DM2.
Adicionalmente, foi observado discreto aumento nos niveis de HbAlc e insulina sérica nos individuos
sem diagndstico de DM2 mas com histérico familiar (grupo 2). Para a HbAlc o valor médio das amostras
€ de 4,8% no gendtipo GG, e respectivamente 5,34% e 5,4% no GA e AA. Para a insulina, o0 aumento
foi mais evidente do gendétipo GG para o GA, sendo de 9,66uU/mL a 14,37uU/mL respectivamente, e
14,6uU/mL para o gendtipo AA. Além de relacionar o alelo A ao desenvolvimento de DM2 em indianos,
Gomathi et al. (2019) também relacionaram a presenca dos genoétipos GA e AA com os altos niveis de
HbAlc, parametro este ideal para avaliacédo do perfil diabético.

Conclusao

N&o foi observada relacdo do polimorfismo -866G/A do gene UCP2 com o desenvolvimento da DM2
por meio do célculo das médias e do desvio padréo nas amostras analisadas. O nimero amostral baixo
e a disparidade da quantidade de amostras por grupo impossibilitou a realizagdo de uma analise
estatistica mais criteriosa para relacionar os genétipos variantes GA e AA com o desenvolvimento
dessa patologia em individuos brasileiros. Analises adicionais em um nimero amostral maior e mais
homogéneo serao realizadas para a obtencao de resultados mais fidedignos.
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