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RESUMO
Além de suscetibilidade a fatores ambientais, o Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) possui natureza
poligénica, demonstrando uma associagdo de polimorfismos em regides genéticas no
desenvolvimento desta doenga. Os genes humanos TCF7L2 e KCNJI11, relacionados a
ocorréncia de DM2 foram escolhidos para comparacdo em relagdo ao genoma de Drosophila
melanogaster, amplamente utilizada como organismo modelo, pela conservacao das fungdes
fisiologicas em relacdo aos humanos. No presente estudo usou-se a bioinformatica como
ferramenta de analise de sequéncias de nucleotideos e aminoacido para investigar o grau de
identidade e conservacdo entre os genes. As sequéncias obtidas no banco de dados do NCBI
foram alinhadas com o software BioEdit e a ferramenta BLAST foi utilizada para identificar o
grau de similaridade entre as sequéncias. Para os genes estudados, observamos em D.
melanogaster identidade inferior a 50%, nivel considerado baixo, porém ainda assim ¢ possivel

utilizar este organismo modelo para estudos de expressao génica.

Palavras-chave: Diabetes Mellitus tipo 2, Bioinformatica, TCF7L2, KCNJ11.
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Introducdo

1. INTRODUCAO

Diabetes mellitus (DM) n3o ¢ uma Unica doenga, mas um grupo heterogéneo de
distirbios metabolicos que apresentam em comum a hiperglicemia, resultante de defeitos na
acao da insulina, na secre¢do de insulina ou em ambas (MILECH et al., 2016). A classifica¢ao
de DM recomendada pela Organizagdo Mundial de Satde define quatro classes clinicas: DM
tipo 1, DM tipo 2, outros tipos especificos de DM e DM gestacional (WHO, 1999).

Apesar da hiperglicemia ser a mais marcante caracteristica do diabetes, pode-se dizer
que cla reflete a quebra da homeostase entre duas propriedades: a capacidade relativa de
secrecdo da insulina pelas células B-pancreaticas e o grau de resisténcia a acao da insulina em
tecido hepatico e muscular (MARQUEZINE, 2009). Segundo Aires (2012), ao ingerir o
alimento, a disponibilidade de glicose aumenta estimulando as células 3-pancredticas e inibindo
as células-a. As células B-pancreaticas sao responsaveis pela produgdo do hormdnio insulina, o
qual sinaliza a entrada da glicose nas células e, quando em excesso, pode ser armazenada na
forma de glicogénio. Ja quando o corpo se encontra com baixos niveis de glicose, o pancreas
produz o hormoénio glucagon pelas células a-pancreéticas, o qual no figado regula a liberagao
de moléculas livres de glicose a partir da degradagdo do glicogénio.

De acordo com as Diretrizes 2015-2016 da Sociedade Brasileira de Diabetes, diabetes
tipo 2 (DM2) ¢ uma doenga cronica, verificada em 90 a 95% dos casos e caracteriza-se por
defeitos na acdo e secrecdo da insulina e na regulacdo da producdo hepatica de glicose, sendo
causada por uma interagdo de fatores genéticos e ambientais. Nas Gltimas décadas, foi possivel
a identificagdo de numerosas variantes genéticas associadas ao DM2, mas ainda uma grande
propor¢ao da herdabilidade permanece inexplicada. O nlimero de casos vem aumentando nos
ultimos anos devido a exposicdo da populacdo a diversos fatores de risco que em geral estdo
associados ao estilo de vida adotado pela sociedade moderna, como o sedentarismo e dietas

ricas em gorduras e agucares (LYRA et al., 2006; BRASIL, 2013; MILECH et al., 2016).
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Muitos individuos sdo assintomaticos, mas nos casos em que ha sintomas, se observa
quadro de: polidipsia, excessiva sensa¢do de sede; perda ponderal, perda de peso sem controle;
poliuria, producdo excessiva de urina; polifagia, disturbio que provoca “fome” exagerada.
Muitas vezes, esses sintomas passam despercebidos ao longo dos anos, sendo o diagndstico
tardio, com base em complica¢des que atingem coracao, vasos sanguineos, olhos, rins € nervos.
Também se relata aumento na susceptibilidade a infecgdes na pele e genitalias, e lesdes nas
extremidades dos pés devido a ma circulagdo, em virtude de danos nos vasos sanguineos, que
podem levar a amputa¢do dos membros. Problemas cardiovasculares ocasionados pelo DM2
sdo as principais causas de morte em paises desenvolvidos. Além disso, 0 DM2 deve ser levado
em consideragdo durante a gestacao, pois pode acarretar em excesso de peso do bebé e possivel
hipoglicemia ap6s o nascimento, tendo maiores chances de desenvolver DM2 ao longo da vida
(BRASIL, 2006; GRILLO & GORINI, 2007; MOREIRA, 2015; ATLAS DE LA DIABETES

DE LAFID, 2015).

1.1. Fatores Genéticos

Estudos recentes confirmaram a natureza poligénica do DM2 e demonstraram uma
pequena, porém verdadeira, associagdo das regides genéticas no risco do desenvolvimento de
DM2. Também foi demonstrado que em gémeos e em casos de consanguinidade, a
hereditariedade do DM2 varia de 30 a 70%, sugerindo que o fator genético possui uma maior
influéncia durante as primeiras fases de desenvolvimento da doenca, e os fatores ambientais
sdo mais influentes no DM2 tardio (BONNEFON & FROGUEL, 2015).

Nos ultimos anos foram desenvolvidos estudos de variantes de alelos (SNPs - Single
nucleotide polymorphism) em todo Genoma, chamado de GWAS (Genome-wide association
studies). Tais estudos tiveram como objetivo a busca pela associa¢ao de polimorfismos de inico
nucleotideo em sequéncias gendmicas com tracos genéticos complexos, sendo de grande
importancia para o entendimento da diversidade genética. Porém, essas variagdes explicam
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apenas uma pequena porc¢do da hereditariedade, indicando que diferentes fatores podem estar
envolvidos, como mecanismos epigenéticos, ndo representados na sequéncia de DNA. Estudos
de associacdo em escala epigendmica (EWAS — Epigenome-wide association studies), tém
ganhado grande importancia na identificagdo de doengas, como o DM (MOREIRA, 2015).

Ainda, polimorfismos genéticos podem influenciar no risco para o desenvolvimento de
DM2, sugerindo que as complicacdes, como nefropatia, retinopatia e doengas cardiovasculares
podem decorrer da exposi¢do continua aos fatores ambientais, mas estdo também vinculados a
susceptibilidade genética (REIS et al., 2011).

Dentre muitos genes associados ao risco de desenvolvimento de DM2, TCF7L2 e
KCNJ11 possuem vasta descri¢do na literatura, com grande nimero de estudos que relacionam
SNPs ao aumento da prevaléncia de DM2 em diversas populagdes (SLADEK et al., 2007,

TAYLOR; NORRIS; ROTTER, 2007).

1.2. Gene TCF7L2

Localizado no cromossomo 10, na regido 10925.2-q25.3, o produto do gene TCF7L2
(transcription factor 7 like 2) ¢ um fator de transcricdo que possui um importante papel
fisiologico, estando amplamente expresso e intimamente envolvido com a cascata de
sinalizagdo Wnt (associada a proliferagdo celular), considerado um dos principais mecanismos
reguladores de crescimento e amadurecimento da célula. TCF7L2 desempenha funcdo na
secre¢do de insulina, no desenvolvimento e amadurecimento do pancreas, e sugere-se que sua
expressdo esteja relacionada a secre¢do do glucagon (PRUNIER; HOCEVAR; HOWE, 2004;
GRANT, 2006).

Os polimorfismos do gene TCF7L2 tém sido fortemente associados a risco de
desenvolvimento de DM2 em populacdes de diversas origens étnicas. Variagdes polimorficas

do gene TCF7L2 aumentam o risco em 1,45 vezes em heterozigotos e em 2,41 em homozigotos,
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se comparado a ndo-portadores; dessa forma, o risco atribuivel a populagio corresponde a 21%,
sendo um importante fator para a satide publica (GRANT, 2006; MARQUEZINE, 2009).

O gene TCF7L2 parece estar diretamente relacionado ao gene da insulina, regulando
sua expressdo e producdo protéica, tal como observado em dados obtidos pelo silenciamento

génico de TCF7L2 e andlises de expressao génica (SHU et al., 2008).

1.3. KCNJ11

Encontrado no cromossomo 11, na regido 11p15, é responsavel pela produgdo de quatro
das subunidades que compdem os canais de potassio dependentes de ATP. Os canais estdo
presentes nas células B-pancredticas, as quais secretam o0 hormonio insulina
(HAGHVIRDIZADEH et al., 2015). Mutagdes no canal de K-ATP ocorrem por via hereditaria
de origem paterna, alterando a eficiéncia do transporte de membrana (KOCAAY et al., 2016).

Os canais K-ATP estdo incorporados nas membranas celulares, onde eles se abrem e
fecham em resposta a quantidade de glicose sanguinea, resultando na liberacao de insulina para
fora das células beta e na corrente sanguinea, o que ajuda a controlar os niveis de glicemia no
sangue (HAGHVIRDIZADEH et al., 2015).

Os Polimorfismos do gene KCNJ11 ja foram associados em diversas populagdes ao
risco aumentado de se desenvolver DM2. Estudos sugerem que individuos que carregam o alelo
mutante do polimorfismo E23K (rs5219) do gene KCNJ11 podem ter predisposi¢do ao
desenvolvimento de DM2, resultado de uma deficiéncia na secregdo e resisténcia a insulina

(VAN DAM et al., 2005).

1.4. Drosophila melanogaster

Drosophila melanogaster ¢ um organismo modelo genético bem estudado e adequado
para a compreensdao de mecanismos moleculares de doengas humanas, incluindo os genes

responsaveis por transtornos neurologicos e de desenvolvimento, cancer, doengas

11



Introducdo

cardiovasculares, doencas metabolicas e de armazenamento, dentre outras patologias. Muitas
propriedades biolodgicas, fisioldgicas e neurologicas basicas sdo conservadas entre mamiferos e
D. melanogaster, e cerca de 75% dos genes causadores de doencas humanas potencialmente
possuem um homologo funcional nesta mosca (BIER, 2005; PANDEY & NICHOLS, 2011).

Avangos recentes na compreensao dos processos metabdlicos, homeostase da glicose e
endocrinologia na mosca colocaram D. melanogaster como um modelo valido relevante para o
estudo de transtornos metabdlicos humanos ¢ DM. Na mosca, foram identificadas células
neurosecretoras no cérebro que secretam insulina, bem como células secretoras adicionais que
secretam um analogo de glucagon que, em conjunto, apresentam paralelos fisioldgicos e
genéticos ao eixo enddcrino dos vertebrados (HASELTON & FRIDELL, 2010; LNASSEL &
WINTHER, 2010).

A disponibilidade do genoma de D. melanogaster tem permitido o desenvolvimento de
analises funcionais e estruturais de genes relacionados a diversas doengas, como DM2 (BIER,

2005).

12
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2. OBJETIVO

2.1. Objetivo Geral

Analisar comparativamente as sequéncias de dois genes relacionados a ocorréncia de
Diabetes mellitus (DM) em Homo sapiens e Drosophila melanogaster, visando estudos
posteriores neste organismo modelo.

2.2. Estratégias

* Comparar por alinhamentos de nucleotideos e aminodcidos as sequéncias dos genes
TCF7L2 e KCNJ11 de D. melanogaster em relagao as sequéncias de H. sapiens.
» Definir estratégias para analise de expressao destes genes por qRT-PCR utilizando D.

melanogaster como modelo experimental.

13
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3. METODOLOGIA

3.1. Busca de sequéncias e alinhamento

As sequéncias de nucleotideos e aminoéacidos analisadas no presente estudo foram

obtidas no banco de dados do NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) e os organismos de

escolha foram Homo sapiens e Drosophila melanogaster.

Os genes selecionados foram: gene que codifica para um fator de transcrigdo tipo 2,
identificado no genoma humano como TCF7L2 (#NC _000010) e Pan/Pangolin no genoma de
D. melanogaster (#NC_004353), e o gene que codifica para uma proteina transmembrana canal
de potassio dependente de voltagem, identificada no genoma humano como KCNJI1
(#NC_000011) e no genoma de D. melanogaster como IRK2 (NT _033777).

Os aminodcidos de TCF7L2 estdo identificados no banco de dados como
#XP 016874141 para H. sapiens e #NP_ 001014685 para D. melanogaster, e identificados
como #AKI72245 para KCNJ11 e #NP_001287485 para IRK2.

Os genes foram pesquisados a partir da barra de busca do site NCBI genes, onde esta
disponivel um link com a sequéncia de interesse em formato FASTA. As sequéncias dos
aminoacidos foram buscadas na aba protein.

Para constru¢do dos alinhamentos, foi utilizado o programa BioEdit

(http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html) utilizando a ferramenta ClustalW. As

sequéncias foram editadas, tendo sido excluidas as regides iniciais e finais, onde o pareamento
nos dois organismos ndo foi completo, devido a diferencas de tamanhos das sequéncias de cada
organismo. Apos os alinhamentos, cada resultado foi salvo como imagem selecionando a opgao
“Graphic View”. Os arquivos foram exportados selecionando a op¢ao “Export as RichText”.
Foi realizada entdo uma analise de identidade entre as sequéncias pareadas, observam-

se quais os nucleotideos e aminodcidos mantiveram-se conservados em ambos os organismos.

14
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Para a identificacdo dessas conservagdes nos aminoacidos ou nucleotideos usou-se o asterisco
(*) como indicador.
3.2. Anadlise de similaridade entre sequéncias

Pra determinar o grau de similaridade entre as sequéncias, foi utilizada a ferramenta

BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), opc¢do global alignment (alinhamento

global).

As andlises foram feitas igualmente de forma comparativa entre aminoacidos e
nucleotideos. Os arquivos em formato FASTA foram inseridos no local apropriado e foi
aplicado o alinhamento utilizando as sequéncias analisadas de forma pareada. Esta ferramenta

forneceu a porcentagem de identificacdo entre as sequéncias em analise.
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4.1. TCF7L2 (Homo sapiens) e PANGOLIN (Drosophila melanogaster) - Aminodcidos
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Figura 1. Alinhamento comparativo de amino4dcidos do gene TCF7L2, identificado como PANGOLIN no genoma de Drosophila melanogaster.

O

4.2. KCNJ11 (Homo sapiens) e IRK2 (Drosophila melanogaster) - Aminodcidos
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Figura 2. Alinhamento comparativo de aminoacidos do gene KCNJ11, identificado como IRK?2 no genoma de Drosophila melanogaster.
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5. DISCUSSAO

Alinhamento de sequéncias ¢ o resultado do procedimento de comparacao de duas ou
mais sequéncias de DNA ou de proteinas para identificar regides de similaridade. E um pré-
requisito para praticamente todas as analises gendmicas comparativas, incluindo a identificagao
de motivos conservados, estimativa da divergéncia evolutiva ou inferéncia de relagdes entre
genes e espécies (KUMAR & FILIPSKI, 2007).

Acredita-se que cerca de 75% dos genes causadores de doengas humana tem um
homologo funcional em D. melanogaster. Avangos recentes na compreensao dos processos
metabolicos, homeostase da glicose e endocrinologia neste organismo colocaram D.
melanogaster como um modelo valido relevante para transtornos metabdlicos humanos e
diabetes, podendo ser usado na arena de descoberta terapéutica (PANDEY & NICHOLS, 2011).

Essa semelhanga funcional nem sempre esta refletida nas sequéncias de nucleotideos e
aminoacidos, mas ainda assim, estudos genéticos podem ser desenvolvidos de forma
comparativa em nivel de expressdo génica. Padroes de expressao (ou a falta da expressdao do
gene) sdo altamente relevantes quando se considera a investigacdo de um gene candidato para
uma doen¢a humana em um organismo modelo experimental (WANGLER et al., 2017).

Conhecidamente, moscas expressam homologos de um receptor de sulfonilureia
humana que, juntamente com o canal de potassio, formam um canal de potéssio sensivel ao
ATP para regular a liberagdo de certos hormonios da mosca, incluindo um horménio com
fun¢do semelhante ao glucagon - hormonio adipocinético (KIM & RULIFSON, 2004; LLOYD
& TAYLOR, 2010).

Experimentalmente, a analise de dados de expressdo génica utilizando Drosophila
melanogaster tratada com farmacos indicados para o tratamento de DM, ou submetidas a
exposicdo controlada de concentracdes diferentes de glicose podem, por exemplo, revelar

informagdes que auxiliariam na elucidacdo de ocorréncia de resisténcia ao tratamento ou
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demonstrar o comportamento de genes potencialmente relacionados ao desenvolvimento de
DM2.

A identidade geral no nivel de nucleotideos ou na sequéncia da proteina entre a mosca
e o mamifero ¢ de aproximadamente 40% entre os homodlogos; no entanto, em dominios
funcionais conservados, pode ser de 80 a 90% ou superior (PANDEY & NICHOLS, 2011).
Além disso, o grau de conservagdo depende de caracteristicas especificas e ¢ influenciado pelo
tecido alvo e pelos mecanismos subjacentes da doenga putativa (WANGLER et al., 2017).

De acordo com os resultados obtidos neste estudo, observamos que nao houve grande
porcentagem de identidade entre as sequéncias de D. melanogaster € H. sapiens para os genes
em andlise. Para os aminoacidos de TCF7L2 e Pan/Pangolin identificamos 28% de identidade
entre as sequéncias, indicando um baixo nivel de conservagdo. Para KCNJ11 e IRK2
observamos 38% de identidade entre as sequéncias, também com baixo grau de conservagao.

As andlises dos nucleotideos indicaram grau de identidade de 47% entre TCF7L2 e
Pan/Pangolin e 43% entre KCNJ11 e IRK2. Os alinhamentos foram realizados, mas nio estdo
representados neste trabalho em virtude do extenso nimero de nucleotideos do alinhamento.

As regides entre os aminodcidos numero 344 a 431 (para TCF7L2) e 206 a 239
(KCNIJ11) correspondem as regides de maior conservagdo, o que € observado também nas
sequéncias nucleotidicas (dados ndo mostrados). Esta relacao de similaridade deve representar
regides de motivos de ligagdo ao DNA, altamente conservadas evolutivamente entre diferentes
organismos.

Considerando que suas funcdes sist€émicas permanecem preservadas entre D.
melanogaster € H. sapiens, e considerando o uso ja bem estabelecido de D. melanogaster como
modelo para estudos de patologias em humanos, as regides conservadas dos genes foram

utilizadas para desenhos de oligonucleotideos iniciadores para uso em qRT-PCR.
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Ainda que os dois organismos sejam distantes filogeneticamente, tal como confirmado
nos alinhamentos realizados, pela conservagdo dos mecanismos moleculares que governam o
desenvolvimento e conduzem os processos celulares e fisioldgicos entre os dois, € possivel
desenvolver um estudo de expressdo génica utilizando D. melanogaster como modelo
experimental (UGUR; CHEN; BELLEN, 2016).

Contudo, as semelhangas identificadas entre as sequéncias de aminoacidos e
nucleotideos indicam um baixo nivel de conservagdo se comparado as porcentagens ja citadas
por Pandey e Nichols, 2011.

Ambos os genes possuem nomes diferentes em D. melanogaster em relacdo ao nome
em Homo sapiens, que persiste em diferentes espécies, de acordo com observagdo no site do
NCBI. A confirmagdo de que os dois genes de D. melanogaster eram efetivamente os
homologos em H. sapiens foram feitas por buscas no genoma de D. melanogaster utilizando

Flybase.org, onde todos os dados referentes a estes genes estdo depositados (flybase.org).
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6. CONCLUSAO

O estudo de patologias humanas em D. melanogaster ¢ possivel devido a conservacao
das fungdes sistémicas relacionadas a genes especificos, tornando este organismo um modelo
viavel para comparagdo de funcdes fisioldgicas com Homo sapiens. Pela analise comparativa
de dois genes relacionados a ocorréncia de DM2 (TCF7L2 e KCNJ11), pudemos observar
regides altamente conservadas e por¢des com menor identidade, refletindo regides
evolutivamente importantes para ambos os organismos ¢ também o reflexo da distancia
filogenética entre as espécies em estudo. A similaridade bioquimica dos organismos valida a
proposta de estudos de expressdo de genes relacionados a ocorréncia de DM2 em humanos

utilizando D. melanogaster como modelo experimental.
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