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RESUMO

Em vista do forte envolvimento de fatores genéticos na patogénese da obesidade
e diabetes mellitus tipo 2 (DM2), grandes esfor¢cos tém sido realizados para se
identificar genes associados a estas doengas. Neste contexto, diversos estudos tém sido
focados em genes relacionados ao gasto energético, como os genes para as proteinas
desacopladoras (UCPs), receptor f3-adrenérgico (f3-AR) e, mais recentemente, irisina.

As UCPs estdo presentes na membrana mitocondrial interna e, apesar de terem
similaridades nas suas estruturas, possuem uma expressao tecidual diferente. Estas
proteinas desacoplam a oxida¢do dos substratos na mitocondria da sintese de ATP,
dissipando a energia do potencial de membrana e, consequentemente, diminuindo a
producao de ATP pela cadeia respiratdria mitocondrial (CRM). Este desacoplamento
esta associado a fungdes tecido-especificas como regulacdo do gasto energético e do
metabolismo de dcidos graxos livres e diminui¢do da secre¢ao de insulina e da formacgao
de espécies reativas de oxigénio (EROs), mecanismos associados a patogénese da
obesidade e DM2. Sendo assim, as associagdes entre polimorfismos nos genes UCPI-3
e suscetibilidade a estas doengas tém sido investigadas em diversas populagdes. No
entanto, o impacto destes polimorfismos na obesidade ¢ DM2 ainda esta em debate,
com resultados contraditorios sendo relatados.

Deste modo, realizou-se um estudo de caso-controle na nossa populagao,
seguido de uma revisao sistematica e metanalise dos estudos disponiveis na literatura
para avaliar se os seguintes polimorfismos nos genes UCPI-3 estavam associados com
a suscetibilidade a obesidade: -3826A/G (UCP1I); -866G/A, Ala55Val e Ins/Del (UCP2)
e -55C/T (UCP3). Os resultados do estudo de caso-controle foram incluidos na

metanalise. No estudo de caso-controle, ndo encontramos nenhuma associa¢ao dos
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polimorfismos analisados com suscetibilidade a obesidade em pacientes com DM2.
Quarenta e sete estudos foram incluidos na metandlise e os resultados mostraram que os
polimorfismos -866G/A (UCP2) e -55C/T (UCP3) estdo associados com protecdo para
obesidade em europeus. Por outro lado, os polimorfismos Ala55Val e Ins/Del (UCP2)
foram associados com risco para obesidade em asiaticos e europeus, respectivamente.

Considerando que polimorfismos nos genes UCPI-3 podem estar associados a
pequenas variagdes no indice de massa corporal (IMC) sem estarem, necessariamente,
associados a obesidade, realizou-se outra revisdo sistematica e metanalise com o
objetivo de investigar se os polimorfismos descritos acima estavam associados com
variagcdes no IMC. A metanalise de 56 estudos mostrou que os polimorfismos Ins/Del
(UCP2) e -55C/T (UCP3) estao associados a um aumento no IMC em asiaticos,
enquanto o polimorfismo Ala55Val (UCP2) est4 associado a um aumento do IMC em
europeus. Entretanto, o polimorfismo -866G/A (UCP2) parece estar associado a uma
diminui¢cdo do IMC em europeus. As duas metanalises sugerem que o polimorfismo -
3826A/G (UCPI) ndo esta associado com obesidade ou IMC.

Interacgdes entre polimorfismos nos genes UCPI-3 com polimorfismos nos genes
de suas proteinas regulatorias (como, por exemplo, nos genes ADRB3 ¢ FNDCJ5) podem
influenciar as suas associagdes com obesidade e DM2. O gene ADRB3 codifica o
receptor B3-AR, um importante regulador da expressdo de UCPI e mediador da lipolise.
O gene FNDCS5 codifica o hormonio irisina, uma nova miocina associada a redugdo de
obesidade visceral e melhora no metabolismo da glicose em camundongos. A irisina
atua no tecido adiposo branco, estimulando a expressao de UCPI, a qual induz a
transformagao do tecido em um fendtipo mais parecido com o do tecido adiposo

marrom, aumentando o gasto energético.
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Em vista do exposto, investigamos se os polimorfismos -3826A/G (UCPI) e
Trp64Arg (ADRB3), sozinhos ou em combinagdo, estavam associados com DM2 ou
caracteristicas associadas. Os dois polimorfismos ndo foram associados ao DM2;
entretanto, em pacientes com DM2, o alelo 64Arg foi associado com protecdo para
sobrepeso e obesidade [IMC > 25 Kg/m?; razdo de chances (RC) = 0,598; p = 0,014].
Interessantemente, a prevaléncia de sobrepeso/obesidade foi menor em portadores de >3
alelos raros dos dois polimorfismos quando comparados a portadores de <3 alelos raros
(54,5% vs. 79,1%; RC = 0,288; p = 0,007). Os portadores de >3 alelos raros destes
polimorfismos também tiveram os niveis do colesterol HDL aumentados (p = 0,018).

Em outro estudo de caso-controle avaliamos se os polimorfismos rs1746661 e
rs3480 no gene FNDC)5 estavam associados ao DM2 e caracteristicas associadas. As
frequéncias alélicas, genotipicas e haplotipicas destes polimorfismos foram similares
em casos e controles. Entretanto, mulheres com DM2 portadoras do alelo G do
polimorfismo rs3480 apresentaram um aumento na hemoglobina glicada (HbAlc)
quando comparadas ao gendtipo A/A. O alelo T do polimorfismo rs1746661 foi
associado com o aumento da pressdo sistolica, colesterol total e colesterol LDL e
diminui¢dao do colesterol HDL em mulheres com DM2. Essas associa¢des ndo foram
observadas em homens.

A UCP2 parece ter também um papel importante na regulacdo da apoptose das
células-beta pancreaticas; entretanto, se este papel € anti-apoptotico ou pré-apoptodtico
ainda precisa ser melhor definido. Recentemente, um estudo do nosso grupo
demonstrou que a expressdo de Ucp2 estava aumentada no pancreas de um modelo
murino de morte encefilica (ME), possivelmente devido ao aumento da inflamagdo e
estresse oxidativo associado a ME. Sendo assim, um dos objetivos do presente estudo

foi avaliar a expressdo da UCP2 no pancreas de doadores de 6rgdos em ME. Também
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foi realizado um estudo experimental em células INS-1E, uma linhagem de células-beta
de ratos, para avaliar o papel do bloqueio da Ucp2 na apoptose das células-beta
submetidas a inflama¢do. Em concordancia com nossos resultados prévios em ratos, a
expressdo de UCP2 foi aumentada no pancreas de doadores de 6rgdos em ME
comparado aos controles (1,73 + 0,93 vs. 0,75 £ 0,66 fold change; p< 0,05). O bloqueio
de Ucp?2 reduziu em 30% a apoptose e a producdo de 6xido nitrico em células INS-1E
incubadas com citocinas pré-inflamatorias. Dados obtidos sugerem que esta protecdo
esta associada a via intrinseca de apoptose.

Em conclusdo, nossos resultados sugerem que polimorfismos nos genes UCP2 e
UCP3 estio associados a obesidade em diferentes populagdes. Os alelos G do
polimorfismo -3826A/G (UCPI) e Arg do polimorfismo Trp64Arg (ADRB3) parecem
interagir na modulacdo do sobrepeso/obesidade e niveis de colesterol HDL em
individuos com DM2. Além disso, o alelo G do polimorfismo rs3480 (FNDCS5) esta
associado com niveis aumentados de HbAlc, enquanto que o alelo T do polimorfismo
rs1746661 parece estar associado com pressdo sistolica aumentada e dislipidemia em
mulheres com DM2. Por ultimo, nossos dados experimentais sugerem que a UCP2 tem
um efeito apoptdtico em células-beta submetidas a condigdes pro-inflamatdrias, por

meio da regulagdo da via intrinseca de apoptose.
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ABSTRACT

In view of the strong involvement of genetic factors in the pathogenesis of
obesity and type 2 diabetes mellitus (T2DM), great efforts have been done to identify
genes associated with these diseases. In this context, several studies have been focused
on genes encoding proteins related to energy expenditure, such as uncoupling proteins
(UCPs), B3-adrenergic receptor (f3-AR) and, more recently, irisin.

UCPs are located in the mitochondrial inner membrane and, despite similarities
in their structures, they have different tissue expressions. These proteins uncouple
substrate oxidation in mitochondria from ATP synthesis, thereby dissipating the
membrane potential energy and, consequently, decreasing ATP production by
mitochondrial respiratory chain (MRC). The uncoupling is associated with tissue-
specific functions such as energy expenditure and free-fatty acids regulation and
decreasing insulin secretion and reactive oxygen species (ROS) production, all
mechanisms associated with obesity and T2DM pathogenesis. Thus, the relationship
between UCPI-3 polymorphisms and susceptibility to these diseases has been
investigated in several populations. However, the impact of these polymorphisms on
obesity and T2DM is still under debate, with contradictory results being reported.

Therefore, we performed a case-control study in our population followed by a
systematic review and meta-analysis of published studies in order to evaluate whether
the following polymorphisms were associated with susceptibility to obesity: -3826A/G
(UCPI); -866G/A, AlaS55Val and Ins/Del (UCP2), and -55C/T (UCP3). Results
obtained in our case-control study were also included in the meta-analysis. In the case-
control study, we did not found any association between the analyzed polymorphisms

and obesity. Forty-seven studies were included in the meta-analysis, and results showed
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that UCP2 -866G/A and UCP3 -55C/T polymorphisms are associated with protection to
obesity in Europeans. On the other hand, UCP2 Ala55Val and Ins/Del polymorphisms
were associated with obesity in Asians and Europeans, respectively.

Considering that UCPI-3 polymorphisms may be associated with small changes
in body mass index (BMI) without being, necessarily, associated with obesity, we
performed another systematic revision with meta-analysis aiming to evaluate if the
polymorphisms described above are associated with BMI changes. Meta-analysis of 56
studies showed that UCP2 Ins/Del and UCP3 -55C/T polymorphisms were associated
with increased BMI in Asians, while the UCP2 Ala55Val polymorphism was associated
with increased BMI in Europeans. However, the UCP2 -866G/A polymorphism seems
to be associated with decreased BMI in Europeans. Both meta-analyses suggest that the
UCPI -3826A/G polymorphism is not associated with obesity or BMI.

Interactions between polymorphisms in UCPI-3 genes with polymorphisms in
genes for their regulatory proteins (such as in ADRB3 and FNDC5 genes) could
influence their associations with obesity or T2DM. ADRB3 gene codifies for f3-AR, an
important UCPI regulator and mediator of lipolysis. FNDC5 gene codifies for the
hormone irisin, a novel myokine which reduces visceral obesity and improves glucose
metabolism in mice. Irisin acts on white adipose cells, stimulating UCPI expression,
which induces the transformation of these cells in brown fat-like cells, increasing
energetic expenditure.

In view of the foregoing, we investigated if UCPI -3826A/G and ADRB3
Trp64Arg polymorphisms, individually or in combination, were associated with T2DM
or related characteristics. Both polymorphisms were not associated with T2DM,;
however, in T2DM patients, the 64Arg allele was associated with protection against

overweight and obesity [BMI >25 kg/mz; odds ratio (OR) = 0.598; P = 0.014).
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Interestingly, prevalence of overweight/obesity was lower among carriers of at least
three minor alleles of the two polymorphisms than among patients with fewer than three
minor alleles (54.5% vs. 79.1%; OR = 0.288; P = 0.007). Subjects with at least three
minor alleles also had higher HDL-cholesterol levels (P = 0.018).

In another case-control study, we evaluated if rs1746661 and rs3480
polymorphisms in the FNDC5 gene were associated with T2DM or related features.
Genotype, allele and haplotype frequencies of both polymorphisms were similar
between case and control subjects. Nevertheless, women with T2DM carrying the
rs3480G allele showed increased HbAlc levels compared with A/A carriers. The
rs1746661T allele was associated with increased systolic blood pressure, total
cholesterol and LDL-cholesterol and decreased HDL-cholesterol in women with T2DM.
These associations were not observed in men.

There is increasing evidence that UCP2 also plays a role in regulating apoptosis
in pancreatic beta-cells; however, if this role is proapoptotic or anti-apoptotic still needs
to be better defined. Recently, a study from our group showed increased Ucp2
expression in pancreas from a rat brain-death (BD) model, possibly due to BD-
associated increased inflammation and oxidative stress. Therefore, one aim of the
present study was to evaluate UCP2 expression in pancreas from human BD donors.
Also, an experimental study was conducted in INS-1E cells (lineage of murine beta-
cells) to analyze the role of Ucp2 knockdown in beta-cell apoptosis submitted to
inflammation. In agreement with our previous results in rats, UCP2 expression was
increased in pancreas from BD donors compared to controls (1.73 + 0.93 vs. 0.75 + 0.66
fold change; P< 0,05). Ucp2 knockdown was able to reduce by 30% cytokine-induced
apoptosis and nitric-oxide production in INS-1E cells. Our data suggest that this

protection was associated to the intrinsic apoptotic pathway.
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In conclusion, our results indicate that polymorphisms in UCP2 and UCP3
genes are associated to obesity in different populations. The G allele of -3826A/G
(UCPI) polymorphism and Arg allele of Trp64Arg (ADRB3) polymorphism seem to
interact in the modulation of overweight/obesity and HDL cholesterol levels in T2DM
subjects. Moreover, the G allele of the 153480 (FNDC5) polymorphism is associated to
higher HbAlc levels, while the T allele of the rs1746661 polymorphism seems to be
associated with higher systolic blood pressure and dyslipidemia in women with T2DM.
Lastly, our experimental data suggest that UCP2 has an apoptotic effect in beta-cells
exposed to pro-inflammatory conditions through regulation of the intrinsic apoptosis

pathway.
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1. INTRODUCAO

No Brasil, cerca de 7,5% da populacao tém diabetes mellitus (1) e a prevaléncia
de diabetes mellitus tipo 2 (DM2) esta aumentando em decorréncia do alarmante
aumento da obesidade no mundo todo [revisado em (2)]. Em 2014, mais de 1,9 bilhdao
de adultos tinham sobrepeso e desses mais de 600 milhdes eram obesos (3). Esta
epidemia de obesidade e DM2 estd associada a reducdo da longevidade e qualidade de
vida da populacdo (4). Habitos alimentares inadequados, inatividade fisica, urbanizacao,
predisposicdo genética e envelhecimento contribuem para o aumento na prevaléncia
dessas doengas (2).

A obesidade ¢ caracterizada por um aciumulo excessivo de gordura corporal
resultante de um desequilibrio entre a energia gasta e a adquirida (3). Esse desequilibrio
pode ser devido a fatores de risco genéticos ou ambientais ou mais provavelmente pela
combina¢do dos dois (5). Estudos em gémeos monozigdticos demonstraram que 50-
70% da variancia fenotipica do indice de massa corporal (IMC) pode ser explicada por
fatores genéticos (6). Entretanto, estudos demonstram que a herdabilidade possa ser
influenciada por fatores ambientais. Ainda que a herdabilidade da porcentagem de
massa gorda seja de até 90% em gémeos que praticaram menos exercicios fisicos, essa
porcentagem ¢ reduzida em aproximadamente 20% nos pares de gémeos mais ativos e
da mesma etnia (7). Esses achados indicam que a influéncia genética na obesidade ¢é
amplificada em um ambiente obesogénico, sendo que a atividade fisica de forma intensa
e constante ¢ um método eficaz para conter alguns dos efeitos deletérios das variantes
genéticas de suscetibilidade a obesidade (8).

O DM2 corresponde a 90-95% dos casos de diabetes mellitus, ocorre

principalmente em individuos com mais de 40 anos de idade e ¢ caracterizado por uma
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hiperglicemia cronica causada por um desequilibrio entre a a¢do e a secre¢ao de insulina
(9). O reconhecimento de que o DM2 tem fortes determinantes genéticos foi baseado
principalmente na alta incidéncia dessa doenca entre familiares de 1° grau de pacientes
com DM2 (30-40%) e na alta taxa de concordancia entre gémeos monozigdticos (cerca
de 90%) comparada a de gémeos dizigdticos (10). Entretanto, da mesma forma que para
a obesidade, o DM2 ¢ uma doenca multifatorial influenciada também por fatores
ambientais. A interacdo entre variaveis genéticas e ambientais ¢ evidenciada em estudos
que mostram que um estilo de vida saudavel ou uma modificagdo no estilo de vida
podem conter o efeito de variantes genéticas associadas ao risco de desenvolver
obesidade e DM2 (8, 11-13).

Como adultos obesos com o IMC >35 kg/m* sdo 20 vezes mais predispostos a
desenvolver DM2 comparados com aqueles individuos com IMC entre 18,5 — 24,9
kg/m’ (14) e a obesidade per se causa algum grau de resisténcia a insulina (9), genes
envolvidos na obesidade também podem predispor ao DM2. Sendo assim, em vista do
forte envolvimento de fatores genéticos na patogénese da obesidade e DM2, tem-se
buscado a identificacdo de genes associados a estas doencas (12, 13, 15) e diversos
estudos tém sido focados em genes relacionados ao gasto energético, como os genes

para as proteinas desacopladoras (uncoupling proteins - UCPs), receptor f3-adrenérgico

(B3-AR) e, mais recentemente, irisina (16, 17).

1.1. Proteinas desacopladoras (UCPs) e suas proteinas regulatorias chaves

As UCPs estao presentes na membrana mitocondrial interna e fazem parte de

uma superfamilia de proteinas transportadoras. A UCP1, a UCP2 e a UCP3 tém

similaridades nas suas estruturas, mas possuem uma expressao tecidual diferente (18,
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19). Através do transporte de protons do espago intermembranas para a matriz
mitocondrial, essas UCPs desacoplam a oxidacdo dos substratos da sintese de ATP,
dissipando a energia do potencial de membrana e, consequentemente, diminuindo a
produgdo de ATP pela cadeia respiratéria mitocondrial (CRM) (20, 21) (Figura 1). A
dissipacao de energia pelas UCPs pode ter diversas fungdes: producdo de calor (UCP1),
regulacdo do metabolismo de acidos graxos livres (UCP2 e UCP3), diminui¢cdo da
formagao de espécies reativas de oxigénio — EROs (UCP1 a 3) e regulacdo de processos
ATP-dependentes, como por exemplo, a regulagdo da secre¢ao de insulina (UCP2) (18,
20, 22).

A UCPI ¢ expressa principalmente no tecido adiposo marrom (TAM), o qual ¢
responsavel pela termogénese em recém-nascidos (19). Em certas condigdes
fisiologicas, a UCP1 também pode ser expressa em outros tecidos, como tecido adiposo
branco (TAB), células da retina e ilhotas pancreaticas (19, 23-25). A descoberta do
TAM em humanos adultos e a sua correlagdo com o IMC (26) sugere que a sua ativagao
pode proteger contra a obesidade. Sendo assim, defeitos no gene UCPI que causam
uma reducdo na sua expressdo podem aumentar o risco do desenvolvimento de
obesidade e doengas metabdlicas associadas, como o DM2 (19, 22).

O gene UCPI estd localizado no cromossomo 4 em humanos e tem sua
expressdo regulada principalmente pelo sistema nervoso simpatico via o receptor 33-AR
ap6s estimulacdo por frio, agonistas-f3, horménio retindide, hormonio da tiredide,
AMPc e acidos graxos ndo-esterificados (20, 27). O gene que codifica o receptor 33-AR
(ADRB3) ¢ principalmente expresso no TAM e no TAB e apresenta um importante
papel na inducao da lipolise e regulacdo da homeostase energética (20). O co-ativator
PGC-1a (peroxisome proliferator-activated receptor-y coactivator-1¢c) também € um

importante regulador da expressdo de UCPI apds estimulagdo adrenérgica (17, 20).
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Para uma revisdo mais ampla sobre as fungdes da UCPI1, seus reguladores e de seu
papel na patogénese do DM2 e gasto energético ver uma revisdo publicada por nosso

grupo, em 2012 (19).
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Figura 1. Localiza¢io e funcio da UCP1 na cadeia respiratéria mitocondrial (CRM). Os niimeros I-
IV correspondem aos complexos da CRM. ATP-sintase ¢ o quinto complexo da CRM. Durante a
respiracdo, protons sdo bombeados através dos complexos da CRM e um gradiente de prétons € gerado. A
energia do gradiente de prétons induz a sintese de ATP pelo complexo ATP-sintase. A UCP1 catalisa a
reentrada de protons para a matriz mitocondrial, desacoplando a CRM e, consequentemente, reduzindo a

sintese de ATP ¢ levando a geracédo de calor (19).

Outro indutor da UCP1 ¢ a irisina, uma miocina recentemente descoberta. Em
2012, Bostrom et al. (28) demostraram que o aumento da expressao de PGC-1o no
musculo de camundongos estimula a expressdo do gene FNDCS5 (fibronectin type 111
domain containing 5), o qual codifica uma proteina de membrana que ¢ clivada e
secretada como o hormonio irisina. Este hormonio secretado por células musculares

atua no TAB, estimulando a sua transformac¢do em um feno6tipo mais parecido com o do
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TAM (“browning”) através do aumento da expressdo da UCP1 (28). Este efeito foi
associado a diminui¢do da obesidade visceral nos camundongos devido a um aumento
do gasto energético, causado predominantemente pelo desacoplamento da CRM, o que ¢
caracteristico de termogénese.

Desde a sua descoberta, diversos estudos estdo sendo realizados visando
esclarecer o papel da irisina em diversas condigdes patologicas, como a obesidade e o
DM2 [revisado em (29)]. Apesar de Bostrom et al. (28) terem mostrado que o exercicio
de resisténcia (por 10 semanas) foi capaz de aumentar os niveis plasmaticos de irisina
em humanos saudéveis, a regulagdo da irisina pelo exercicio ¢ ainda contraditoria (29).
A irisina também parece ter um efeito antidiabetogénico por melhorar o metabolismo da
glicose e reduzir a resisténcia a insulina em camundongos (28). Além disso, os niveis
plasmaticos de irisina parecem estar reduzidos nos pacientes com DM2 e estdo
associados ao perfil lipidico (29-32). Em contraste, alguns estudos relataram que a
irisina plasmatica estd positivamente correlacionada com o IMC [revisado em (33)].

A UCP2 apresenta uma distribuicdo tecidual bastante ampla, sendo expressa no
TAM, TAB, musculo esquelético, coracdo, rins, células da retina e ilhotas pancreaticas
(18, 34). A UCP3 humana esta basicamente restrita ao musculo esquelético (20), apesar
de poder ser encontrada em outros tecidos, incluindo células-beta pancreaticas, apos
estimulo (35, 36). Em humanos, os genes UCP2 e UCP3 estao localizados no
cromossomo 11, distantes apenas 7 kb um do outro (37). A sequéncia do gene UCP2
humano ¢ 57% similar ao gene UCPI e 71% similar ao gene UCP3 (18). As UCP2 e 3,
ao contrario da UCP1, causam apenas um desacoplamento leve da CRM, apos indugdo
por EROs, frio, hiperglicemia, hiperlipidemia, exercicio ou hipertireodismo (20, 38, 39).
As suas expressdes sdao reguladas positivamente por PPAR-a (musculo esquelético e

figado), PPAR-y (TAB), PPAR-0 (musculo esquelético), PGC-1a e SREBP-1c¢ (sterol
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regulatory elemento binding-protein-1c) e negativamente por SIRT-1 (sirtuin-1) e
FOX-AL1 (forkhead box AI) (40, 41).

O desacoplamento leve da CRM pelas UCP2 e UCP3 causa uma diminui¢ao da
produgdo de EROs pela CRM, tendo um efeito protetor importante contra o estresse
oxidativo (18, 39, 41). Além disso, estd bem descrito na literatura que a UCP2 regula
negativamente a secre¢do de insulina pelas células-beta (42-45). A superexpressio in
vitro de UCP2 em ilhotas isoladas de ratos suprime completamente a secre¢do de
insulina estimulada pela glicose (42). Por outro lado, ratos deficientes em UCP2
apresentam uma secre¢do aumentada de insulina em comparagdo a ratos com o gene
normal e parecem estar protegidos do DM2 (43). A principal explicagdo para isto ¢ que
a expressao aumentada da UCP2 leva a uma diminui¢do na produ¢do de ATP, o qual ¢
requerido para o fechamento dos canais de potassio sensiveis a ATP e subsequente
despolarizagdo da membrana interna mitocondrial, influxo de calcio e exocitose dos
granulos contendo insulina (18, 46). Além disso, parece que a geracdo transitoria de
EROs a partir do metabolismo da glicose serve como um importante sinal para induzir a
secre¢do de insulina nas células-beta (47). Dessa forma, o bloqueio da UCP2 pode
melhorar a fungdo das células-beta devido a melhora da secre¢do de insulina estimulada
pela glicose mesmo que esteja associado a um pequeno aumento na produ¢do de EROs.
Para uma revisdo mais ampla sobre as fungdes da UCP2 e de seu papel na patogénese
do DM2 ¢ caracteristicas associadas ver as revisoes de Souza et al. (18) e Liu et al. (35).

Acidos graxos sio importantes reguladores fisiologicos da UCP2 e UCP3
através da via do PPAR-a, PPAR-y e SREBP-1c (48). Neste contexto, a fungdo primaria
da UCP3 parece ser o transporte de anions de acidos graxos para fora da matriz
mitocondrial, protegendo a mitocondria dos danos oxidativos causados pela

peroxidacdo de lipideos e permitindo taxas continuas de oxidacao dos 4cidos graxos em
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condi¢des de abundancia exagerada dessas macromoléculas (49). Pacientes com DM?2
possuem um decréscimo caracteristico nas taxas de fosforilagdo oxidativa mitocondrial,
o que ¢ acompanhado por uma reducdo de cerca de 50% nos niveis de UCP3 no
musculo esquelético (49). Camundongos normais que se alimentam de uma dieta rica
em gorduras exibem uma resisténcia a insulina marcante. Em oposi¢do, camundongos
transgénicos que expressam niveis altos de UCP3 no musculo estdo completamente
protegidos da resisténcia a insulina induzida por dieta; provavelmente porque a UCP3
esteja aumentando a taxa de oxidagdo da gordura na mitocondria (50). Da mesma forma
que a UCP3, a UCP2 também parece atuar no transporte direto de acidos graxos,
protegendo as células do dano causado pela peroxidacdo de dacidos graxos poli-
insaturados (38). Mais recentemente, também se demonstrou que a UCP3 ¢ expressa nas
ilhotas pancreaticas, onde teria um papel oposto ao da UCP2 na secrecdo de insulina,
estimulando a secre¢do deste hormonio (51). Para uma maior revisdo sobre o papel da
UCP3 no gasto energético e desenvolvimento do DM2 ver as revisdes de Liu ef al. (35)
e Busiello et al. (51).

Cabe ressaltar que também ja foram descritas as UCP4 e UCPS, as quais sdo
principalmente expressas no tecido nervoso central (52). Apesar destas duas UCPs
também desacoplarem a CRM, diminuindo o estresse oxidativo, elas ndo parecem ter
um papel importante na patogénese da obesidade e doengas associadas (52).

Resumidamente, as UCP1-3 estdo envolvidas na regulacdo do gasto energético e
secre¢do de insulina, diminuicdo da produ¢do de EROs e regulacdo do metabolismo e
transporte de acidos graxos livres, mecanismos associados a patogénese da obesidade e
DM2. Dessa forma, variantes genéticas nos genes UCPI-3 podem estar associadas a

essas doencas.
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1.2. Associa¢des de polimorfismos nos genes UCPI-3 e de suas proteinas associadas

com obesidade ou diabetes mellitus tipo 2

Diversos polimorfismos tém sido estudados nos genes UCPI-3 sobre suas
possiveis associagdes com obesidade e DM2; entretanto, apenas um pequeno niimero
destes polimorfismos tem mostrado associa¢do consistente com essas caracteristicas em
mais de uma populagdo (18, 19, 37, 53-56).

O principal polimorfismo no gene UCPI que parece estar associado com
obesidade, DM2, perfil lipidico e pressorico em algumas populacdes € o polimorfismo -
3826A/G (rs1800592) localizado na regido 5’UTR do gene; entretanto, os resultados
ainda ndo sdo conclusivos [revisado em (19, 35, 53, 54)]. Este polimorfismo parece ser
funcional, pois esta localizado na regido promotora do gene e foi associado com uma
redu¢do do RNAm de UCPI no TAM de individuos obesos (57). Interessantemente,
alguns estudos relatam que o alelo G desse polimorfismo atua sinergicamente com o
alelo Arg do polimorfismo Trp64Arg (rs4994, C/T) no gene ADRB3 (58-60). Individuos
com DM2 que possuem o gen6tipo homozigoto ou heterozigoto para os dois alelos de
risco (G-3826G / Arg64Arg ou A-3826G / Trp64Arg) apresentaram um maior ganho de
peso em comparagdo a individuos sem esses genotipos (58).

Trés polimorfismos frequentes foram descritos no gene UCP2: o polimorfismo
Ala55Val (rs660339 C/T) no éxon 4 (61), o polimorfismo Ins/Del, que ¢ uma
inser¢ao/delecdao de 45 bp na regido 3’UTR do éxon 8 (62), e o polimorfismo -866G/A
na regido promotora, o qual esta associado a modifica¢cdes da expressio do mRNA
UCP2 em diferentes tipos celulares (63). Os resultados dos estudos desses
polimorfismos em diferentes populagdes tém sido bastante varidveis: enquanto alguns

estudos mostraram associagdo de um ou mais desses polimorfismos com o gasto
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energético, obesidade, niveis reduzidos de secrecdo de insulina pelas células-beta,
resisténcia a insulina e/ou DM2, outros estudos ndo foram capazes de encontrar
nenhuma associacao desses polimorfismos com essas caracteristicas [revisado em (18,
35, 37, 54-56, 64, 65)].

O polimorfismo no gene UCP3 mais frequentemente associado a obesidade e/ou
DM2 ¢ o polimorfismo funcional -55C/T na regido promotora desse gene (35, 37, 56,
64, 66-68); entretanto, os resultados sao também contraditorios e a associagdo com estas
caracteristicas deve ser melhor estudada em diferentes populagdes. Neste contexto, uma
metanalise recentemente publicada por nosso grupo demonstrou que o polimorfismo -
55C/T esta associado com o risco para DM2 em populagdes asiaticas (RC = 1,22; IC
95% 1,04 - 1,44, para o modelo de contraste de alelos), mas ndo em europeias (54).

Até o momento, poucos estudos avaliaram o efeito de polimorfismos no gene
FNDC5, codificante do horménio irisina, com o metabolismo glicémico (69-71).
Interessantemente, Staiger et al. (69) mostrou que dois polimorfismos no gene FNDC5
estdo associados com a sensibilidade a insulina. Outro estudo avaliou os polimorfismos
rs3480 e rs16835198 no gene FNDC5 em homens japoneses que foram divididos em
dois grupos: os que praticavam exercicios com alto desempenho e os que praticavam
exercicios com baixo desempenho (71). No grupo que apresentava um baixo
desempenho nos exercicios, portadores do alelo mutado do polimorfismo rs3480
apresentaram niveis aumentados de insulina em jejum e do indice HOMA-IR e, da
mesma forma, portadores do alelo mutado do polimorfismo rs16835198 apresentaram
maiores niveis de HbAlc e glicose em jejum do que os portadores dos gendtipos
selvagens (71). Mais recentemente, um estudo realizado na populagdo asiatica mostrou
que um polimorfismo no gene FNDC5 apresenta uma interagdo com os niveis de

insulina de jejum e IMC (70).
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Em vista do exposto, defeitos nos genes UCPI-3 ou proteinas relacionadas
podem estar associados ao desenvolvimento da obesidade, DM2 ou caracteristicas
associadas. No entanto, novos estudos em diferentes populagdes sdo ainda necessarios
para esclarecer estas associagdes. Isto poderd contribuir para a elucidacdo das bases
genéticas e moleculares da obesidade e do DM2, podendo levar a identificacdo de
pacientes que apresentam maior predisposi¢dao ao desenvolvimento destas doengas, bem

como contribuir na procura por novos alvos terapéuticos.

1.3. O papel da UCP2 na morte das células-beta pancreaticas

Estudos de expressdo génica revelaram que o gene UCP2 pertence a um grupo
de genes que sdo rapidamente induzidos em células sensiveis a apoptose (72). Além
disso, o aumento da expressao de UCP2 parece ter um efeito antiapoptdtico em varios
tipos celulares, uma vez que previne a producdo elevada de EROs (73). Entretanto,
estudos indicam que o papel da UCP2 pode ser tanto proapoptdtico como antiapoptdtico
dependendo da regulagdo transcricional, tipo celular e diferentes estimulos bioquimicos
(73). De fato, o papel da UCP2 na apoptose das células-beta pancredticas ainda ¢
controverso; enquanto alguns estudos indicam que a expressdao aumentada de UCP2 esta
associada a protecdo contra o estresse oxidativo (74-77), outros estudos relataram
justamente o contrario, isto €, que o bloqueio de UCP?2 teria um efeito anti-apoptdtico
(78, 79).

A reposicao de células-beta pancreaticas ¢, até o momento, a maneira mais
eficaz de restabelecer a homeostase glicémica nos pacientes com diabetes mellitus tipo
1 (DM1) com controle metabodlico instavel (80). Neste contexto, o transplante de ilhotas

pancredticas tem vantagem em relagcdo ao do 6rgdo inteiro por ser menos invasivo, uma
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vez que a inje¢do das células ¢ feita pela canulacdo percutdnea da veia porta (80).
Entretanto, um controle glicémico adequado pds-transplante exige que um grande
numero de ilhotas seja transplantado e frequentemente sdo necessarios transplantes de
dois ou mais pancreas para se atingir a independéncia a insulina (81). A escassez de
orgdos para transplante acaba sendo um forte limitador desta terapéutica (82). Em razao
disso, vém-se estudando estratégias terapéuticas para atingir o maximo de
aproveitamento de ilhotas por pancreas doado, objetivando-se o alcance da
independéncia a insulina com apenas um doador (81, 82).

A perda de ilhotas ao longo dos procedimentos de isolamento do pancreas de
doador em morte encefalica (ME) e enxerto no receptor sdo os principais motivos da
baixa eficiéncia do processo como um todo (83). Entre os fatores responsaveis pela
perda das ilhotas podemos destacar o intenso estresse inflamatdrio produzido pela ME
do doador, a hipdxia das ilhotas isoladas e a injuria causada pela isquemia-reperfusdo e
pelo estresse oxidativo (83-85).

Interessantemente, um estudo prévio do nosso grupo mostrou que as expressoes
de Ucp?2 e Sod2 (gene que codifica a superoxido dismutase 2, uma importante enzima
antioxidante mitocondrial) estavam aumentadas no pancreas de um modelo murino de
ME quando comparadas as do pancreas de ratos do grupo controle (86). Este foi o
primeiro estudo a avaliar a expressdo de Ucp2 em um modelo de ME. Considerando-se
que a inflamagdo local contribui para a morte das células-beta no DM1 (87) e que
citocinas pro-inflamatorias engatilham a produgdo de EROs (88, 89), pode-se supor que
o papel da UCP2 na diminui¢do do estresse oxidativo poderia contribuir para a melhora
da funcdo das células-beta sobre uma situacdo de inflamagdo aumentada, como a ME.

Entretanto, tendo em mente que ainda ndo esta claro se a UCP2 tem um efeito pro- ou
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anti-apoptotico nas células-beta, torna-se necessario o esclarecimento do papel da UCP2

na morte dessas células submetidas a um ambiente inflamatorio.

2. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

As UCP1, UCP2 e UCP3 apresentam papéis importantes na redugdo da
formag¢ao de EROs pela mitocondria, na regulagdo da secrecdo de insulina pelas células-
beta pancredticas e na regulacdo do metabolismo e transporte dos 4cidos graxos livres,
mecanismos associados a patogénese da obesidade e DM2. Sendo assim, polimorfismos
nos genes UCPI-3, ou nos genes de suas proteinas regulatdrias, podem estar associados
ao desenvolvimento destas doengas. De fato, diversos estudos tém investigado as
associacgdes entre polimorfismos nos genes das UCPs com obesidade e DM2; entretanto,
os resultados sdo ainda contraditorios e o impacto desses polimorfismos nestas doengas
continua em debate. Além disso, a interagdo de polimorfismos nos genes UCPI-3 com
polimorfismos nos genes de suas proteinas regulatérias (como, por exemplo, nos genes
ADRB3 e FNDCY5) pode influenciar as suas associagdes com a obesidade e o DM2.

Metanalise ¢ um método poderoso para sintese estatistica de dados de diferentes
estudos porque ela pode superar o problema de tamanhos amostrais pequenos e poder
estatistico insuficiente dos estudos de associagdo genéticos para doencas complexas
(90). Em 2013, nosso grupo realizou uma metanalise para avaliar a associagdo entre
polimorfismos nos genes UCPI-3 e o risco para DM2, demonstrando a associagdo dos
polimorfismos Ala55Val (UCP2) e -55C/T (UCP3) com risco para esta doenca em
asiaticos (54). Torna-se ainda necessdria a realizacdo de metanalises que avaliem se

polimorfismos nos genes UCPI-3 estdo realmente associados com a obesidade.
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Sabe-se que a UCP2 regula negativamente a secrecao de insulina pelas células-
beta pancreaticas ao mesmo tempo em que diminui a produgcdo de EROs pela CRM,
podendo ter tanto um papel deletério (em relagcdo a secrecdo de insulina) ou protetor
(diminuicdo de EROs) na funcdo das células-beta. Em vista disso, a UCP2 parece ter
um papel importante na regulacdo da apoptose nestas células; entretanto, se este papel ¢
anti-apoptotico ou pré-apoptotico ainda precisa ser melhor definido. Recentemente, um
estudo do nosso grupo demonstrou que a expressdo de Ucp2 estava aumentada no
pancreas de um modelo murino de morte encefalica (ME), possivelmente devido a um
mecanismo compensatorio devido ao aumento do estresse oxidativo associado a ME
(86). Uma melhor defini¢do do papel da UCP2 na viabilidade das células-beta
submetidas a inflamagdo podera permitir o planejamento futuro de novas estratégias
para proteger as ilhotas isoladas de doadores de 6rgaos em ME, minimizando a perda
das ilhotas durante o isolamento e, dessa forma, melhorando a quantidade e qualidade
de ilhotas e, consequentemente, o sucesso do transplante de ilhotas pancreaticas.

Em vista do exposto, os principais objetivos do presente estudo sdo:

Objetivo geral:

- Avaliar o papel das proteinas desacopladoras (UCPs) e de proteinas associadas na

suscetibilidade a obesidade e diabetes mellitus tipo 2.

Obijetivos especificos:

- Realizar revisdes sistematicas seguidas de metanalises de todos os estudos disponiveis
na literatura para avaliar se polimorfismos comuns nos genes UCPI-3 estdo associados

a obesidade ou a varia¢des no IMC.
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- Avaliar se os polimorfismos -3826A/G no gene UCPI e Trp64Arg no gene ADBR3,
sozinhos ou em combinagdo, estdo associados ao DM2 ou caracteristicas associadas

como a obesidade.

- Avaliar se os polimorfismos rs1746661 e rs3480 no gene FNDCS5 (codificador da

irisina) estdo associados ao DM?2 ou caracteristicas associadas como a obesidade.

- Avaliar a expressdo de UCP2 no pancreas de doadores de 6rgdos em morte encefalica
em comparacao ao de controles e, avaliar o efeito do bloqueio de Ucp2 sobre a
viabilidade de células-beta pancredticas de ratos (linhagem INS-1E) apds serem

submetidas a incubac¢do com citocinas pro-inflamatérias (TNF-a + INF-y).
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4, CONCLUSOES

Os nossos resultados mostram que polimorfismos nos genes UCPI, UCP2 e
UCP3 niao estdo associados a obesidade em pacientes com DM?2, brancos, do sul do
Brasil. Por outro lado, quando incluimos o nosso estudo de caso-controle em uma
revisdo sistematica e metandlise dos estudos disponiveis na literatura que avaliaram o
risco para obesidade bem como variagdes no IMC de acordo com a presenca dos
polimorfismos, observamos os seguintes resultados: os polimorfismos -866G/A (UCP2)
e -55C/T (UCP3) estao associados com prote¢do para obesidade em Europeus e os
polimorfismos Ala55Val e Ins/Del (UCP2) foram associados com risco para obesidade
em Asidticos e Europeus, respectivamente. Consistente com esses resultados, uma
diminui¢ao na média do IMC foi observada para o polimorfismo -866G/A (UCP2) em
Europeus. Além disso, os polimorfismos Ins/Del (UCP2) e -55C/T (UCP3) estdo
associados a um aumento do IMC em Asiaticos e o polimorfismo Ala55Val (UCP2)
esta associado a um aumento do IMC em Europeus.

Além disso, os polimorfismos -3826A/G (UCPI) e Trp64Arg (534AR) ndo estdo
associados ao DM2; entretanto, em pacientes com DM?2, o alelo 64Arg foi associado
com protecdo para sobrepeso € obesidade. Interessantemente, a prevaléncia de
sobrepeso/obesidade foi ainda menor em carreadores de pelo menos 3 alelos raros dos
polimorfismos -3826A/G (UCPI) e Trp64Arg (S34AR) quando comparados a
carreadores de menos que 3 alelos raros, indicando que esses dois polimorfismos
parecem ter um efeito combinado na modulagdo de sobrepeso e obesidade em pacientes
brancos com DM2.

Em relagdo aos polimorfismos rs1746661 e rs3480 no gene FNDC5 (codificador

da irisina), os nossos resultados ndo mostraram uma associagdo com o DM?2 na nossa
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populacdo; no entanto, o polimorfismo rs3480 esta associado com o aumento dos niveis
de HbAlc e o alelo T do polimorfismo rs1746661 estd associado com um aumento na
pressao sistolica e dislipidemia em mulheres com DM2.

Portanto, as associagdes de polimorfismos nos genes UCPs e nos genes das suas
proteinas associadas, como o $3-AR e a irisina, com a obesidade ¢ variavel conforme a
etnia e o género dos pacientes. Dessa forma, andlises adicionais com grandes estudos
que permitam estratificacdo por etnia, género e andlise de interagdo gene-gene e gene-
ambiente devem ser realizadas para elucidar o papel dos polimorfismos nos genes UCPs
na obesidade ¢ variagoes do IMC.

Tendo em consideracdo o papel da UCP2 na apoptose das células-beta, nos
observamos que a UCP2 ¢ induzida em condi¢des inflamatdrias. Pancreas de doadores
em ME tiveram um aumento da expressao de UCP2 comparado aos controles. Também
se observou que o bloqueio de Ucp2 previne parcialmente a apoptose induzida por
citocinas pro-inflamatorias nas células INS-1E. Portanto, novas estratégias para
bloquear a UCP2 no pancreas humano podem ser uma alternativa para melhorar o
rendimento de ilhotas pancreaticas isoladas para transplante, através da prevengdo do

estresse inflamatorio causado pela ME.
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