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INTRODUGAO

INTRODUCAO

O diabetes neonatal (DN) € uma condi¢do rara com incidéncia estimada
de 1 em 400.000 a 500.000 neonatos™?. E definido como a presenca de
hiperglicemia, que necessita de insulinoterapia, nos primeiros meses de vida.
Em aproximadamente metade dos casos o DN é transitério entrando em
remissdo em meédia dentro de 3 meses e podendo recidivar durante a infancia

ou adolescéncia, enquanto na outra metade dos casos o DN é permanente.

Canais de potassio ATP-sensivel

Os canais de potassio ATP-sensivel (K*atp), presentes em diferentes
tipos de células, acoplam o metabolismo celular a atividade elétrica da
membrana plasmatica através da regulacdo do fluxo de K'. Na célula B
pancreatica esses canais fazem a ligacdo entre alteracfes nas concentracdes
de glicose no sangue com a secrecéo de insulina®. Estruturalmente, trata-se
de um complexo hetero-octamérico composto por quatro sub-unidades Kir6.2
(inwardly rectifying potassium channels) e quatro sub-unidades regulatérias
SUR1 (sulphonylurea receptor) presentes nas células [ pancreaticas. Na
Figura 1 é apresentada esquematicamente a estrutura do canal de potassio
ATP-sensivel (K'atp) da célula B pancreatica com as sub-unidades Kir6.2 e

SUR1 que o compdem.

Figura 1:Representacéo esquematica do carfigjd{Notar sua estrutura hetero-octmérica composta
pelas sub-unidades Kir6.2 e SURL1 (reproduzido deilBaE, Drug New Perspect 13:453, 2000)

Gurgel, LC



INTRODUGAO

O Kir6.2 forma o poro altamente seletivo ao ion K+ que compbe o
K*are”. Essa subunidade é composta por duas porcdes transmembrana (M1 e
M2) e entre essas por¢cOes encontra-se uma algca extracelular que contém a
sequéncia de peptideos GFG responsavel pelo transporte seletivo de potassio
chamada de K* selectivity filter®. A abertura do canal em resposta a uma
diminuicdo na razdo ATP/ADP permite a entrada de ions (predominantemente
cations) no poro, entretanto o “selectivity filter” permite somente a passagem de
jons K* da cavidade para a face extracelular do poro. Uma pequena hélice
chamada slide helix, que precede o primeiro dominio transmembrana (M1), tem
um papel chave no controle do fechamento e abertura do canal, um processo
determinado “gating”. A porcéo intracelular do Kir6.2 contém o sitio de ligagédo

do ATP que exerce efeito inibitorio sobre o canal (Figura 2).

IVYYY
\AAAAS MM

) Activation

Figura 2: A: Representacdo esquematica da sub-unidade Kju&2ontém duas por¢des transmembrana
(M1 e M2) e um grande dominio citoplasmatico quet&m o sitio de ligacdo do ATP. B: modelo
estrutural do Kir6.2 em visdo lateral

O SUR1 pertence a subfamilia de proteinas ATP -binding cassete (ABC)
transporter e conforme mostrado na Figura 1 o SUR1 localiza-se na periferia do
canal. Possui 17 algas transmembrana arranjadas em grupos de 5, 6 e 6, que

sd0 os dominios transmembrana TMDO, TMD1 e TMD2, respectivamente®.
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TMDO interage fisicamente e funcionalmente com o Kir6.2 para modular
abertura e fechamento do poro®. A porcédo citoplasmética do SUR1 contém
dois dominios de ligacdo dos nucleotideos (NBFs — nucleotide-binding folds),
NBF1 e NBF2 respectivamente, que participam da ligacdo e hidrolise dos

nucleotideos®”®

. SUR1 também contém sitios de ligacdo para drogas que
abrem o0s canais de potassio tais como diazoxido e para inibidores como

sulfoniluréia, tolbutamida e glibenclamida (Figura 3).

Figura 3: Representacdo esquematica do SUR1

Canal de Potassio ATP-dependente e secrecdo de insu  lina:

Aumento dos niveis de glicose no sangue resulta em aumento na
difusdo passiva facilitada de glicose via proteina transportadora de glicose
GLUT2 pelas células B pancredaticas. No intracelular essa glicose é
metabolizada levando ao aumento da concentracédo intracelular de ATP em
relacdo ao ADP. Esse aumento na razdo ATP/ADP promove o fechamento dos
canais K*atp resultando em despolarizagdo da membrana plasmatica da célula
B pancreatica. A despolarizacdo da membrana leva a abertura dos canais de
calcio voltagem-dependente e o resultante influxo de calcio e,
consequentemente aumento da concentracao intracelular de calcio, resulta em
exocitose dos granulos de insulina. Portanto, os canais K'arp tém um papel
central na regulacdo da secrecdo de insulina em resposta a flutuacdes nos
niveis glicémicos. A atividade do canal K'atp € controlada por mudangas nas
concentragdes citosdlicas de nucleotideos via Kir6.2 e SUR1. Em seu estado
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livre 0o ATP inibe o canal K'arp através da ligagdo com o sitio intracelular na
porcdo carboxi terminal do Kir6.2, entretanto, na presenca de Mg?* tanto
MgATP quanto MgADP estimulam a atividade do canal através de ligacdo nos
NBFs do SURL1 resultando em abertura do canal e consequentemente inibicdo
das respostas celulares como a secrecéo de insulina®'?. Assim, o SUR1 age
como uma subunidade regulatéria, que é estimulada por Mg-nucleotideos e por
substancias que abrem os canais K'atp (como o diazdxido) e é inibida por
sulfoniluréias™™®. Em sumario, ativacdo dos canais K'ate suprime a secrecéo
de insulina, enquanto a sua inativacdao promove secrecéao de insulina.

Mutacbes que levam a reducdo da funcdo do canal K'arp (mutacdes
inativadoras) do Kir6.2 ou do SUR1 resultam em hiperinsulinismo congénito®?.
O hiperinsulinismo congénito é uma condic&o rara onde os individuos afetados
secretam excesso de insulina apesar dos baixos niveis glicémicos®. A maioria
das mutacOes inativadoras resulta da inabilidade na abertura do canal em
resposta a baixa razdo ATP/ADP. Em consequéncia, o canal K'arp desses
pacientes permanece fechado mesmo com baixos niveis glicémicos, levando a
uma secrec¢do descontrolada de insulina.

Em contraste, nas mutagOes ativadoras esses canais permanecem
abertos, mesmo na presenca de altas concentracdes de glicose, mantendo a
célula B pancreética hiperpolarizada, condicdo na qual a secrecdo de insulina

pelas células beta pancreaticas é quase completamente suprimida*®:

Canal de potassio ATP-sensivel e diabetes neonatal

Os genes KCNJ11l e ABCC8 que codificam, respectivamente, as
subunidades Kir6.2 e SUR1 do canal K atp estdo localizados no cromossomo
11p15.1. Esses genes estdo sob o controle de uma regido promotora comum e
sdo regulados pelos mesmos fatores de transcricdo incluindo o fator de
transcricdo Foxa2, permitindo que a expressdao de ambos 0S genes seja
associada®. Em 2004 Gloyn e col descreveram pela primeira vez a associagao
de mutacbes no gene KCNJ11 com DN permanente’?). Desde entdo varios
outros estudos reportaram mutacdes nesse gene como causa de DN, sendo
reconhecido que mutacdes ativadoras missense em heterozigose no gene
KCNJ11 s&o a causa mais comum de diabetes neonatal permanente™®. Além

do diabetes mellitus alteracdes neuroldgicas estao presentes em cerca de 20%
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a 30% dos pacientes. A forma mais grave consiste em retardo no
desenvolvimento, epilepsia e fragueza muscular, tendo sido proposto o nome
de Sindrome DEND (developmental delay, epilepsy and neonatal diabetes)®.
Uma forma mais branda consiste em DN, retardo no desenvolvimento e/ou
fragueza muscular e auséncia de epilepsia, sendo referida como Sindrome
DEND Intermediaria. Posteriormente identificou-se que mutacdes ativadoras no
gene ABCCS8, que codifica a outra sub-unidade do canal de potassio ATP-
dependente, SURL, sdo também causas de DN®.

Ha ainda evidéncias de uma relacéo fenotipo-genotipo para as mutacdes
no gene KCNJ11. Verificou-se que a localizacdo da mutacdo pode influenciar o
fenétipo®™**”. Mutacdes que ocorrem nos residuos localizados préximos ao
sitio de ligacdo do ATP (R50, 1192, R201, F333, L164, Y330) ou estdo na
interface entre as sub-unidades Kir6.2 (F35, C42 e E332) ou entre o Kir6.2 e 0
SUR1 (G53) sdo mais frequentemente associadas com diabetes neonatal
isolado*”. Enquanto mutagdes que ocorrem em residuos distantes do sitio de
ligacdo do ATP (Q52, V59, C166, 1296) causam também alteracdes
neurolégicas além do diabetes neonatal®”. Entretanto, essa correlacdo néo é
absoluta uma vez que pacientes apresentando a mesma mutacdo podem
apresentar diferencas fenotipicas indicando que outros fatores, genéticos e/ou
ambientais, ainda nao esclarecidos podem influenciar o fenétipo™®.

Existe também uma correlagcdo entre as caracteristicas funcionais da
mutacdo do gene KCNJ11 e as caracteristicas clinicas. Todas as mutacdes
estudadas resultam em reducdo marcante da habilidade do ATP em bloquear
os canais K'arp, porém o mecanismo molecular pelo qual a sensibilidade ao
ATP da subunidade Kir6.2 é reduzida varia entre as mutacdes®”. Estudos
mostram que a maioria das mutagbes associadas com diabetes neonatal
isolado promove uma inibicdo do canal ATP-dependente sem alterar muito a
fracdo de tempo que o canal gasta em estado aberto na auséncia de ATP
(probabilidade intrinseca de abertura - Py)*%%). Enquanto mutacdes
associadas com caracteristicas neurologicas aumentam a probabilidade
intrinseca de abertura, mantendo o canal no estado aberto, reduzindo
indiretamente a habilidade do ATP em bloguear o canal®?). A gravidade do
defeito funcional da mutacdo do Kir6.2 correlaciona-se com a apresentacéo

clinica®: as mutacdes associadas & Sindrome DEND mostram uma reducao
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mais profunda na resposta ao ATP, quando comparadas as mutacdes
associadas ao diabetes neonatal permanente isolado, que por sua vez
possuem um defeito funcional mais grave que mutacdes associadas ao
diabetes neonatal transitério®. Foi observado que algumas mutacdes do
Kir6.2, além de reduzirem esse efeito inibitério do ATP, parecem aumentar a
estimulacdo do MgATP mediada via SUR1%9 20,

Gurgel, LC
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ABSTRACT

Neonatal diabetes is a rare condition characterized by hyperglycemia, requiring
insulin treatment, diagnosed within the first months of life. The disorder may be
either transient, resolving in infancy or early childhood with possible relapse
later, or permanent in which case lifelong treatment is necessary. Both
conditions are genetically heterogeneous; however, the majority of the cases of
transient neonatal diabetes are due to abnormalities of an imprinted region of
chromosome 6g24. For permanent neonatal diabetes, the commonest causes
are heterozygous activating mutations of KCNJ11, the gene encoding the Kir6.2
subunit of the ATP-sensitive potassium channel. In this article we discuss the
clinical features of neonatal diabetes, the underlying genetic defects and the

therapeutic implications.
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Resumo

Diabetes neonatal (DN) é uma condicdo rara caracterizada por hiperglicemia,
gue necessita de tratamento com insulina, diagnosticada nos primeiros meses
de vida. Clinicamente pode ser classificado em DN transitério onde ocorre
remissdo da doengca em poucos meses podendo haver recorréncia
posteriormente; ou permanente onde, como 0 nome indica, ndo ocorre
remissdo. Ambas as condicfes sdo geneticamente heterogéneas; entretanto a
maioria dos casos de DN transitorio € decorrente de anormalidades de uma
regido de imprinted no cromossomo 6g24. Mutacbes ativadoras em
heterozigose no gene KCNJ11, que codifica a sub-unidade Kir6.2 do canal de
potassio ATP-sensivel, sdo a causa mais comum de DN permanente. No
presente artigo discutimos as caracteristicas clinicas do DN, os mecanismos

moleculares envolvidos e suas implicagOes terapéuticas.
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Apesar do periodo neonatal corresponder ao periodo do nascimento até
0 28° dia de vida, diabetes neonatal (DN) tém sido definido na literatura como a
presenca de hiperglicemia, que necessita de tratamento com insulina, nos trés
primeiros meses de vida®™?. Entretanto, como sugerido por Shield®, em termos
de idade um ponto de corte aos 6 meses parece mais apropriado uma vez que
possivelmente todos os casos de diabetes mellitus diagnosticados antes dessa
idade sdo devido a mutagcdes em um Unico gene, enquanto apdés 0s 6 meses
de idade diabetes mellitus tipo 1 auto-imune representa a causa mais comum
da doenca®.

O DN é uma condigédo rara, com incidéncia estimada de 1 em 400.000-
500.000 nascidos vivos®®. Em aproximadamente metade dos casos o DN é
transitorio (DNT) entrando em remissdo em meédia dentro de 3 meses e
podendo recidivar durante a infancia ou adolescéncia, enquanto na outra
metade dos casos o DN é permanente (DNP). Nao existem caracteristicas
clinicas que possam predizer se um neonato com diabetes mellitus apresenta a

forma transitoria ou permanente.

1. Caracteristicas clinicas:
1.1. Diabetes Neonatal Transitorio

O DN Transitorio representa cerca de 50-60% dos casos de diabetes
neonatal®’®. Os individuos afetados desenvolvem hiperglicemia com
hipoinsulinemia precocemente, com uma duracdo de necessidade de insulina
exdgena de 4 a 60 semanas, periodo apds o qual entram em remiss&o®. Em
uma grande casuistica de pacientes ingleses com DNT, Temple e col.
observaram uma mediana de idade de apresentacdo de 3 dias, com intervalo
de poucas horas de vida até 31 dias® . Entretanto, apés periodo variavel de
remissdo, com resposta insulinica normal a sobrecarga intravenosa de
glicose®®, hiperglicemia permanente desenvolve durante a fase de
adolescéncia ou adulto jovem em uma grande propor¢cdo desses individuos.
Em um estudo francés, hiperglicemia permanente ocorreu em 5 de 7 pacientes
com DNT apés os 8 anos de idade™; similarmente entre pacientes ingleses

verificou-se a recorréncia do diabetes mellitus em 11 de 18 pacientes maiores
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de 4 anos de idade®. Esses dados enfatizam a necessidade de seguimento
prolongado nesses pacientes.

Além da hiperglicemia o DNT € caracterizado por retardo no crescimento
intra-uterino®%!Y refletindo o papel importante da insulina no crescimento fetal,
especialmente durante o dltimo trimestre da gestacdo. Ainda, Temple e col
observaram macroglossia em 23% dos portadores de DNT e hérnia umbilical
em 7%®. Em comparacdo com os portadores de DNP, os pacientes com DNT
apresentam hiperglicemia em idade mais precoce, menor peso por ocasido do
diagnoéstico, necessitam de doses menores de insulina para o controle

metabdlico e apresentam menor frequiéncia de cetoacidose™?.

Entretanto,
existe consideravel sobreposicdo das manifestacées clinicas entre os dois
grupos nao permitindo, por ocasidao do diagnostico, inferéncias se o diabetes
sera transitorio ou permanente.

Anticorpos anti-ilhotas foram negativos nos pacientes testados®?,
indicando uma etiologia ndo auto-imune na génese do diabetes.

Os mecanismos que levam a uma faléncia das células  no periodo
neonatal, seguido de uma recuperacdo na infancia e recorréncia na
adolescéncia permanecem incertos, assim como a contribuicdo relativa da
reducdo no numero de células 3 e diminuicdo da funcéo dessas células nesse
processo. Ma e col desenvolveram uma linhagem de camundongos
transgénicos que super-expressam o l6cus do DNT humano®?. Verificou-se
que intra-Utero esses animais apresentavam uma reducdo na massa de células
B. Posteriormente, no periodo neonatal ocorre uma compensacdo com
aumento no numero de células 3, entretanto o contetdo de insulina € menor do
gue nos animais controle. Uma compensacao plena ocorre entdo nos animais
jovens através de um aumento substancial no nimero das células B; entretanto
esse aumento compensatoério nao € mantido, ocorrendo a intolerancia a glicose
na fase adulta. Esses dados indicam que alteracbes no desenvolvimento
pancreatico e diminuicdo da funcdo das células [ estdo envolvidas na

patogénese da doenca.

1.2. Diabetes Neonatal Permanente:
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DN Permanente € aquele que ocorre nos primeiros meses de vida e, como
o nome indica, ndo entra em remissdo. E menos comum do que a forma
transitoria®.

No DNP a idade ao diagnostico € mais tardia do que no DNT, ocorrendo
com cerca de 27 dias (intervalo de 1 a 127 dias)*?. Retardo do crescimento
intra-uterino foi observado em 36% dos casos, enquanto no DNT esteve
presente em 74% dos afetados. Essas diferencas sugerem que as formas de
DN permanente e transitorio tenham mecanismos diferentes: um defeito no
desenvolvimento e/ou funcdo das células 3 pode estar presente nos periodos
fetal e pds-natal precoce no DNT, enquanto uma faléncia das células B apos o
nascimento ocorreria no DNP®Y.

Diabetes mellitus diagnosticado antes dos 6 meses de idade é
raramente causado por processo auto-imune. lafusco e col. demonstraram que
em criancas com diabetes diagnosticado antes dos 6 meses 76%
apresentavam um genotipo HLA “protetor” para o diabetes mellitus tipo 1 e
também menor freqiéncia de marcadores de auto-imunidade quando
comparadas com criangas diagnosticadas ap0s os 6 meses de idade®. Da
mesma forma, Edghill e col. verificaram que em individuos com diagnostico
antes dos 6 meses de idade a frequéncia dos gendtipos HLA de risco para
diabetes mellitus tipo 1 foi similar ao da populacéo controle®™. Esses dados
indicam que o diabetes mellitus diagnosticado antes dos 6 meses de idade
difere do diabetes diagnosticado em idades mais tardias e a maioria desses

casos nao tem uma etiologia auto-imune.

2. Bases moleculares do DN:
2.1. Anomalias no braco longo do cromossomo 6

A maioria (cerca de 70%) dos pacientes com DNT apresenta anormalidades
no cromossomo 6qg24. Trés tipos de anormalidades foram verificados: dissomia
uniparental paterna do cromossomo 6 (UPD6) ,ou seja, heranca de duas cépias
do mesmo cromossomo 6 do pai sem a contribuicdo materna; duplicacdo de
heranca paterna do braco longo do cromossomo 6 e defeitos de metilagao®**®.
Apenas se a duplicacdo for de heranca paterna é que ocorre o DNT. As
anomalias no cromossomo 6 séao devido a alteracdes de imprinting. Em termos

simples, imprinting consiste na supressdo de certos genes através da adicao
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de grupos metil, geralmente na regido promotora, prevenindo a transcricdo
génica. Portanto, duas cépias do cromossomo paterno 6, uma duplicacdo
paterna do 6924 ou perda de imprinting (perda de metilacdo) do 624 materno
levam a super-expressdo do alelo paterno causando o DNT. Dois genes
localizados nessa regido sdo candidatos para a doenca: o gene que codifica o
fator de crescimento ZAC que regula o ciclo celular e a apoptose e 0 gene
HYMAI de funcdo desconhecida®®. Em um modelo animal que super-expressa
o locus DNT humano verificou-se uma reducdo na expressao do fator de
transcricdo IPF-1 no pancreas desses camundongos®?. O IPF-1 é um gene
envolvido no controle do desenvolvimento pancreatico, sendo responsavel pelo
desenvolvimento coordenado do pancreas intra-Utero e também pela
integridade funcional das células [3 pancreaticas. Nao se verificaram diferencas
fenotipicas entre os pacientes com UPDG6, duplicacdo do 6924, defeitos de

metilacdo ou sem anomalias identificadas no cromossomo 6.

2.2.Mutac6es no canal de potassio ATP-sensivel ( K'atp):

Os canais K'atp S0 um complexo octamérico composto por quatro sub-
unidades Kir6.2 (inwardly rectifying potassium channels) que formam o poro do
canal e quatro sub-unidades regulatorias SUR1 (sulphonylurea receptor)
presentes nas células [ pancreaticas. A sub-unidade Kir6.2 é codificada pelo
gene KCNJ11 e a sub-unidade SUR1 pelo gene ABCC8, ambos localizados no
cromossomo 11 (I6cus 11p 15.1). Esses canais tém papel importante na
secrecdo de insulina fazendo a ligacdo entre o metabolismo celular e a
atividade elétrica da membrana plasmatica, sendo tanto o Kir6.2 quanto SUR1
vitais para a regulagdo adequada da secrecao de insulina. A glicose entra na
célula (B através da proteina transportadora GLUT-2, sendo entdo metabolizada
por enzimas da via glicolitica, incluindo a glicoquinase, para produzir ATP. O
aumento da relacdo ATP/ADP intracelular leva ao fechamento do canal K'atp €
a despolarizacdo da membrana plasmatica. O canal de calcio voltagem—
sensivel entdo se abre e o influxo de calcio resulta em exocitose dos granulos

de insulina.

2.2.1. Mutacdes no gene KCNJ11
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Em Abril de 2004 Gloyn e col. descreveram pela primeira vez mutacdes
ativadoras no gene que codifica a sub-unidade Kir6.2 como causa de DNP®.
Desde entdo, véarios estudos reportaram mutacdes nesse gene e verificou-se
ser essa a causa mais comum de DNP, ocorrendo em 31-64% dos casos 22,
Mutacdes funcionalmente menos graves resultam em DNT em cerca de 10%
dos casos. A maioria dos individuos afetados ndo apresenta historia familiar,
uma vez que em 90% dos casos as mutacdes sdo espontaneas, ocorrendo de
novo.

As mutacdes ativadoras no gene KCNJ11l provocam uma faléncia no
fechamento do K'atp na presenca de ATP. Isso resulta em um grande influxo
de potassio mantendo a membrana plasmética hiperpolarizada, prevenindo
assim a secrecao de insulina®.

Nos pacientes afetados, em 75% dos casos, o diagnéstico de diabetes
mellitus é feito antes dos 3 meses de idade, em média com 7 semanas® e
apresentam baixo peso ao nascimento refletindo hipoinsulinemia intra-atero.
Niveis de peptideo C s&o indetectaveis mesmo apés estimulo com glucagon®
D e 30% dos casos apresentam-se em cetoacidose®”. Além do diabetes
mellitus alteracdes neuroldgicas estdo presentes em cerca de 20% dos
pacientes. A forma mais grave consiste em retardo no desenvolvimento,
fraqueza muscular e epilepsia, tendo sido proposto o nome de Sindrome DEND
(developmental delay, epilepsy and neonatal diabetes)®. Uma forma mais
branda consiste em DN, retardo no desenvolvimento e/ou fraqueza muscular e
auséncia de epilepsia, sendo referida como Sindrome DEND Intermediaria. Os
sintomas neuroldgicos verificados na Sindrome DEND sao provavelmente
decorrentes de um aumento de atividade dos canais K'atp em outros tecidos
além das células B, tais como musculo e/ou nervos®®,

Existem evidéncias para uma relacao fenotipo-genotipo nas mutacdes do
gene KCNJ11. Apesar dessa relacdo nao ser absoluta, em geral mutacdes
associadas apenas com DN (permanente ou transitério) localizam-se na regido
do sitio de ligacdo do ATP, enquanto mutacOes que causam alteracdes
neuroldgicas ocorrem em residuos mais distantes do sitio de ligacdo do ATP,

sendo principalmente dentro da porgéo helicoidal®®,

2.2.2. Mutacdes no gene ABCCS:
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Como mutacdes inativadoras nos genes que codificam o Kir6.2 e SUR1
sdo causa de hipoglicemia hiperinsulinémica®” e mutacgOes ativadoras no
Kir6.2 causam DN, Proks et al levantaram a hipotese de que mutacdes
ativadoras no SUR1 também seriam causa de DN. De fato, esses
pesquisadores identificaram uma mutacao ativadora no gene ABCC8 em um
paciente com Sindrome DEND®®. Posteriormente, Babenko et al realizaram o
rastreamento de mutacdes nesse gene em pacientes com DN permanente ou
transitorio e em 12% dos casos mutacfes foram identificadas, sendo a maioria
em DNT®), Portanto, mutacdes no gene KCNJ11 s&o na maioria das vezes
associadas com DNP, enquanto mutacbes no gene ABCC8 sdo mais
frequentemente associadas com DNT. Ainda, verificou-se que em alguns pais
dos probandos com mutacdes no gene ABCC8 e também em portadores da
mutacdo, o diagnostico do diabetes mellitus foi feito na idade adulta, ou
diabetes nem sempre esteve presente nesses adultos carreadores®3%. Esses
dados levaram a proposicdo de que mutacdes no gene ABCC8 resultam em
forma monogénica de diabetes mellitus ndo apenas no periodo neonatal mas

com idade de inicio e penetrancia variaveis .

2.3.Mutagdes no gene da insulina:

Recentemente identificaram-se mutacdes no gene da insulina como causa
de DN®Y. Ha descricdes da década de 80 de mutagdes no gene da insulina
que afetam a atividade biolégica da insulina, mas ndo alteram
significantemente sua biossintese. O desenvolvimento de diabetes mellitus,
nesses casos, nado foi uniforme ocorrendo apenas na presenca de resisténcia a
insulina e na idade adulta, sendo muitos carreadores assintomaticos porém
com hiperinsulinemia®3%. Diferentemente, as mutacdes identificadas em
pacientes com DN sdo mais graves resultando em diabetes em idade precoce.
Em um grande estudo colaborativo internacional identificou-se mutacdes no
gene da insulina em 12% dos pacientes com DNP, sendo a segunda causa
mais comum, apés mutacdes no gene KCNJ11, de DNP®®. Os individuos
afetados apresentaram idade média ao diagnostico do diabetes melitus de 9
semanas (>90% antes dos 6 meses), em cetoacidose ou hiperglicemia

importante (mediana da glicemia ao diagnéstico: 681 mg/dl) e niveis de
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peptideo C indetectaveis ou muito baixos. Verificou-se também baixo peso ao

nascimento indicando secrecéo reduzida de insulina in ttero®,

2.4. Mutacdes no gene da glicoquinase:

A glicoquinase, enzima da via glicolitica, € reguladora do metabolismo da
glicose nas células B controlando a secrecdo de insulina. Mutacbes em
heterozigose no gene da glicoquinase sdo causa de MODY 2, entretanto
guando presentes em homozigose ou heterozigose composta Sdo0 uma causa
bastante rara de DNP. Mutacbes em homozigose foram descritas inicialmente
em dois probandos apresentando-se com DNP no primeiro dia de vida. Os pais
apresentavam consanglinidade e intolerancia a glicose, sendo heterozigotos
para as mesmas mutacdes presentes nos filhos®®. Apesar de ser uma
condicdo bastante rara, recomenda-se a pesquisa de mutacées no gene da
glicoquinase em portadores de DNP em que ambos 0s pais apresentam

intolerancia a glicose®.

2.5.Mutagdes no gene IPF-1 ( insulin promoter factor 1 ):

O IPF-1 é um gene envolvido no controle do desenvolvimento pancreatico,
sendo responsavel pelo desenvolvimento coordenado do pancreas intra-utero e
também pela integridade funcional das células [3 pancreaticas. Mutacbes em
heterozigose causam MODY 4, enquanto mutacbes em homozigose ou
heterozigose composta foram reportadas em portadores de DNP e agenesia

pancreatica®” 39,

2.6.Formas sindrémicas de DN:

Além das condi¢bes discutidas acima ha ainda doengas multissistémicas,
bastante raras, que incluem DN. Entre essas sindromes inclui-se a Sindrome
IPEX (immunodysregulation polyendocrinopathy and enteropathy X-linked
syndrome) que é uma desordem fatal, bastante rara, de heranca ligada ao
cromossomo X e caracterizada por diarréia intratavel com atrofia das
vilosidades intestinais, eczema, anemia hemolitica e diabetes mellitus de
etiologia auto-imune e hipotiroidismo. Essa sindrome esta associada com
mutacbes no gene FOXP3 que codifica uma proteina denominada scurfina

importante para a homeostase imune normal®?. A Sindrome de Wolcott-
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Rallison é uma alteracdo de heranca autossdmica recessiva caracterizada por
diabetes mellitus de inicio na infancia (freqientemente no periodo neonatal),
displasia espondilo-epifisaria, hepatomegalia e insuficiéncia renal. Esta
associada com mutaces no gene EIF2AK3“Y). Ainda, diabetes neonatal com
hipoplasia pancreatica e cerebelar, de heranca autossdmica recessiva foi
associada com mutacdes no gene PTF1A“Y. Esse gene esta envolvido no

desenvolvimento pancreatico sendo também expresso no cerebelo.

3. Implicacfes terapéuticas:

Uma vez que as sulfoniluréias, classe de drogas utilizadas no tratamento do
diabetes mellitus tipo 2, causam o fechamento dos canais de K'arp por um
mecanismo independente do ATP sugere-se que essa droga possa também
ser utilizada no DN causado por mutagdes nos canais de K'arp. Em trés
pacientes com mutacdes no gene KCNJ1l que apresentavam secrecdo de
insulina minima em resposta a glicose endovenosa, Gloyn e col. observaram
secrecdo substancial de insulina em resposta a tolbutamida®.
Subsequentemente, reportagens demonstraram a transferéncia bem sucedida
de insulina para sulfoniluréia em muitos dos pacientes portadores de mutagdes
no gene KCNJ11@**24) Em um estudo colaborativo europeu foi possivel a
substituicdo de insulina por sulfoniluréia em 90% dos pacientes e em todos
houve melhora no controle metabdlico. Dentre os pacientes em que nao foi
possivel a suspensado da insulina, 80% apresentavam altera¢des neuroldgicas,
em contraste com apenas 14% do grupo em que a transferéncia foi possivel*¥.
As doses necessarias de sulfoniluréia nesses pacientes sdo mais elevadas do
que as usualmente utilizadas para o tratamento do diabetes mellitus tipo 2.
Pessoalmente tivemos a gratificante experiéncia da transferéncia de insulina
por glibenclamida em um paciente com Sindrome DEND intermediéaria devido a
mutacdo G53D no gene KCNJ11 que vinha em uso de insulina ha 26 anos“.
ApoOs a transferéncia houve melhora importante no controle metabdlico e de
algumas funcdes neurolégicas e desaparecimento dos episodios de
hipoglicemia seguidos de crises convulsivas. Resultados similares foram

obtidos em pacientes com mutacdes ativadoras no SUR1@%39,

Portanto,
tratamento com sulfoniluréia parece ser seguro, mais eficiente que insulina e

deve reduzir o risco de complica¢des cronicas do diabetes devido a um melhor
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controle metabdlico em portadores de DN causado por mutacdes ativadoras no
canal de K'atp (Gloyn expert opinion). Entretanto, as demais causas de DN

devem ser tratadas com insulina.

4. Consideracodes finais:

Apesar do diabetes neonatal ser uma condi¢cédo rara, a identificagdo dos
defeitos genéticos envolvidos leva ao melhor entendimento das disfuncfes da
célula B, contribuindo assim com as formas mais comuns da doenca.
Possivelmente os mecanismos moleculares envolvidos no diabetes neonatal
também apresentam relevancia no diabetes mellitus tipo 2. Ainda, os recentes
avangos obtidos na identificagdo dos mecanismos moleculares do diabetes
neonatal demonstram como o0 conhecimento exato da fisiopatologia pode ter

importantes implicacées no tratamento desses pacientes.
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OBJETIVOS

Os objetivos do presente estudo foram:

- Pesquisa de mutacdes nos genes KCNJ11l e ABCC8 em portadores de
diabetes mellitus com diagndéstico no primeiro ano de vida,

- Reportar a resposta glicémica e neurologica em um paciente com diabetes
mellitus associado a mutacdo no gene KCNJ11 cujo tratamento foi transferido

de insulina para sulfoniluréia.
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Abstract

Activating mutations in the genes encoding for the Karp channel subunits,
KCNJ11 and ABCC8, have been shown to be a frequent cause of permanent or
transient neonatal diabetes. The aim of this study was to evaluate the
contribution of KCNJ11 and ABCC8 genes to diabetes mellitus in patients who
were diagnosed within the first year of life. We studied 7 patients (3 females and
4 males, aged 5 to 28 years) with diabetes diagnosed at ages 1 to 8 months.
The single exon of KCNJ11 was amplified in three overlapping fragments by
PCR. In patients for whom no KCNJ11 abnormality was identified, the 39 exons
of ABCC8 were analyzed. PCR products were directly sequenced. We identified
four different heterozygous missense mutations in KCNJ11 gene: G53D and
R201C in two patients with permanent neonatal diabetes and G53S and G366R
in two patients with transient neonatal diabetes, being the G366R a novel
mutation. No mutations were found on ABCC8 gene. Three patients carrying
KCNJ11 mutations were transferred from insulin to sulfonylurea. In these
patients the transfer was successful improving metabolic control, quality of life
and some neurological functions in the patient with developmental delay.

In conclusion, the molecular basis for diabetes was identified in the majority of
our study population, being KCNJ11 mutations a common cause of diabetes
diagnosed in the first six months of life. The switch from insulin to sulfonylurea
in patients with KCNJ11 mutations is safe and effective, improving their

metabolic control and some neurological features.
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Resumo

MutacOes ativadoras em heterozigose nos genes que codificam o canal de
potassio ATP-sensivel, KCNJ11 e ABCCS8, sdo causas frequentes de diabetes
neonatal. Essas muta¢cées podem ocasionar o diabetes neonatal permanente
ou transitorio. O objetivo do presente estudo foi avaliar a contribuicdo de
mutacbes nos genes KCNJ1l e ABCC8 em nosso meio em pacientes
portadores de diabetes mellitus diagnosticado no primeiro ano de vida. Foram
avaliados 7 pacientes (3 do sexo feminino e 4 do sexo masculino,com idades
entre 5 a 28 anos) e idade ao diagndéstico do diabetes mellitus variando de 1 a
8 meses. Toda regido codante do gene KCNJ11 foi amplificada através de PCR
utilizando trés pares de iniciadores. Analise do gene ABCCS8 foi realizada nos
pacientes nos quais nao se identificou mutacdes no gene KCNJ11, sendo os 39
exons amplificados atravées de PCR. Os produtos de PCR foram entédo
diretamente sequenciados. Identificamos quatro diferentes mutacbes missense
em heterozigose no gene KCNJ11: G53D e R201C em dois pacientes com
diabetes neonatal permanente e G53S e G366R em dois pacientes com
diabetes neonatal transitorio, sendo a variante G366R ainda ndo descrita na
literatura. Nos demais pacientes, além do estudo molecular no gene KCNJ11
foi feito também o estudo no gene ABCCS8, néo se identificando variantes. Nos
trés pacientes nos quais se identificou mutacdo no gene KCNJ11 foi feita a
substituicdo de insulina por sulfoniluréia, tendo sido bem sucedida em todos os
casos. Nesses pacientes houve melhora importante do controle metabdlico,
melhora da qualidade de vida e melhora em algumas func¢des neuroldgicas no
paciente que além do diabetes apresentava também retardo do
desenvolvimento neuro-psicomotor.

Em concluséo, identificamos a etiologia do diabetes neonatal na maioria dos
pacientes estudados, sendo mutacdes no gene KCNJ11 uma causa frequente
para esse tipo de diabetes. A substituicdo de insulinoterapia por sulfoniluréia
nos casos em que se identificou mutacdo no gene KCNJ11 é segura e eficaz,
promovendo melhora no controle metabdlico e em algumas funcdes

neuroldgicas.
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Introducéo

Diabetes mellitus neonatal (DN) é definido como hiperglicemia que
necessita do uso de insulina, sendo usualmente diagnosticado dentro dos trés

12 Entretanto, recentes estudos indicam que

primeiros meses de vida
possivelmente todos os casos de diabetes mellitus diagnosticado nos seis
primeiros meses de vida devam ser resultantes de formas monogénicas da
doenca, uma vez que marcadores de auto-imunidade associados ao diabetes
mellitus tipo 1 s&o raros nesse grupo etario®*. Em vista disso, tem-se proposto
que essa definicdo seja mudada para os casos de diabetes diagnosticado nos
primeiros seis meses de vida®. Em cerca de 50% dos casos ocorre resolugéo
espontanea do quadro dentro de um periodo médio de 3 meses sendo,
portanto denominado DN transitorio. Na outra metade dos casos o tratamento €
continuamente necessario, sendo o DN permanente*?. Nos casos de diabetes
neonatal transitério em torno de 50% dos casos ocorre recidiva da doenca na
infancia ou adolescéncia®.

E uma doenca rara com uma incidéncia de 1 em 400.000 a 500.000
nascidos vivos'”.

Recentemente identificou-se que mutacOes ativadoras em heterozigose
nos genes que codificam o canal de potassio ATP-sensivel (K'atp) S80 causas
frequientes de DN®. O K*arp € um complexo octamérico composto por quatro
subunidades Kir 6.2 e quatro sub-unidades regulatérias SUR1. A sub-unidade
Kir6.2 é codificada pelo gene KCNJ11 e a sub-unidade SUR1 pelo gene
ABCCS8, ambos localizados no cromossomo 11 (locus 11p 15.1). Esses canais
tém um papel critico na secrecdo de insulina, fazendo a ligacdo entre o
metabolismo celular e a atividade elétrica da membrana plasmatica®.
Mutacbes no gene KCNJ11l ocorrem em 30 a 64% dos casos de DN
permanente, podendo também mutacfes funcionalmente menos graves ser
causa de DN transitério®. J& mutacdes no gene ABCC8 s&o responsaveis por
uma menor frequéncia de DN, cerca de 12% dos casos, sendo na maioria das
vezes DN transit6riot**),

Na maioria das vezes os individuos afetados por mutacfes ativadoras

nos genes que codificam os K'atp apresentam-se com o quadro de DN isolado.
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Porém, em cerca de 20% dos casos anormalidades neurolégicas tais como
retardo do desenvolvimento, fraqueza muscular e epilepsia estdo associadas,
tendo sido proposto o nome de Sindrome DEND (de developmental delay,
epilepsy and neonatal diabetes) para essa condicdo™®. A alta afinidade das
sulfoniluréias aos canais de K'arp indicava que essas drogas poderiam ser
utilizadas em substituicdo a insulina em pacientes com mutacdes nos genes
gue codificam esses canais. De fato, verificou-se que muitos pacientes com
mutacbes nos canais K'arp respondem bem ao tratamento com
sulfoniluréias™™*,

O objetivo do presente estudo foi avaliar a contribuicdo de mutacdes nos
genes KCNJ11 e ABCC8 em nosso meio em pacientes portadores de diabetes

mellitus diagnosticado no primeiro ano de vida.

Pacientes e Métodos:

Foram avaliados 7 pacientes (3 do sexo feminino e 4 do sexo masculino)
com idades variando de 5 a 28 anos portadores de diabetes mellitus
diagnosticado no primeiro ano de vida. A idade ao diagnéstico do diabetes
mellitus variou de 1 a 8 meses. Os pacientes selecionados foram submetidos a

anamnese e exame fisico completo.

Analise Molecular:

DNA total foi extraido de leucocitos de sangue periférico utilizando um kit
comercial (Puregene DNA Isolation Kit, Gentra System, Minneapolis, MN,
USA). Toda regido codante do gene KCNJ11 foi amplificada através de PCR
utilizando trés pares de iniciadores. Analise do gene ABCCS8 foi realizada nos
pacientes nos quais néo se identificou mutacdes no gene KCNJ11, sendo os 39
exons amplificados através de PCR. Para os dois genes o sequenciamento foi
realizado em ambas as dire¢des utilizando o kit Big Dye Terminator Cycler
Sequencing (Applied Biosystem, CA, USA) e as reacOes foram analisadas
utiizando o equipamento ABI Prism 3100 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems, CA, USA). As sequéncias obtidas foram comparadas com
sequéncia de numero NM_000525 do GenBank para o gene KCNJ11 e com a
sequéncia de numero NM_000352 do GenBank para o gene ABCC8.
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Andlise Estatistica:

As variaveis continuas foram expressas como meédia = DP e as variaveis
categoricas foram expressas como numero de casos. Para comparagdo das
médias entre as varidveis continuas foi utilizado o teste t. O teste do X foi

utilizado para avaliar as diferencas entre as variaveis categoricas.

Resultados:

Apresentamos na Tabela 1 as caracteristicas da populacdo estudada.
Por ocasido da investigacao os pacientes nao apresentavam evidéncia de auto-
imunidade contra células B pancreaticas (anticorpos anti-GAD negativos). A
idade ao diagnostico do diabetes variou de 1 a 8 meses, sendo que apenas em
dois individuos o diagndstico foi apds o 6° més de idade. Dois dos pacientes
estudados (P3 e P4) apresentaram diabetes neonatal transitério. O paciente P3
teve o diagnostico de diabetes mellitus aos 3 meses de idade, sendo entdo
instituido o tratamento com insulinoterapia. Apos 3 meses houve remissao do
quadro e desde entdo apresenta hiperglicemia apenas em situacbes de
estresse infeccioso. A paciente P4 desenvolveu diabetes mellitus aos 3 meses
de idade, sendo instituido o tratamento com insulina. Aos 5 anos houve
remissao do quadro que perdurou até os 11 anos de idade.

Em relacdo ao peso ao nascimento verifica-se que dois pacientes
apresentaram baixo peso ao nascimento (< 2500 g), dois pacientes peso
insuficiente (>2500 e < 3000g) e dois peso adequado (= 3000 g). Em uma
paciente 0 peso ao nascimento € desconhecido. Dois pacientes (Pl e P6)
apresentaram retardo importante do desenvolvimento neuro-psico motor e
crises convulsivas. No paciente Pl foi realizada uma bateria de testes
neuropsicolégicos e verificou-se baixo nivel intelectual (Ql: 52) e rebaixamento
global das func¢des cognitivas. Em nenhum dos pacientes estudados verificou-
se caracteristicas dismorficas faciais tais como fronte olimpica, macroglossia

ou queda da rima bucal.

Estudo molecular:
A base molecular para o diabetes neonatal foi identificada em 4 dos 7
pacientes, todos com diagnostico nos seis primeiros meses de vida.
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Identificamos quatro mutacdes diferentes em heterozigose no gene KCNJ11:
G53D (paciente P1), R201C (paciente P2), G53S (paciente P3) e G366R
(paciente P4). Nos pacientes nos quais ndo se identificou mutagcdo no gene
KCNJ11 foi feito o estudo molecular do gene ABCC8 e também nao se
identificou nenhuma variante. Apresentamos na figura 1 o heredograma das
familias estudadas.

Das mutacdes identificadas no gene KCNJ11, trés delas ja foram

previamente reportadas™*®*")

, enquanto a mutacdo G366R é nova. Em trés
individuos nos quais se identificou mutacdo, ambos os pais foram testados e a
transmissao familiar foi observada apenas na paciente P4. Nessa paciente que
apresentou diabetes neonatal transitorio a mutagéo foi identificada em seu pai
e trés irmdos. O pai teve o diagnéstico de diabetes feito por ocasidao da
presente investigacdo. Irma, atualmente com 33 anos de idade, teve o
diagnéstico de diabetes aos 13 anos de idade. Nos dois outros irmaos
carreadores da mutacgao verificou-se tolerancia a glicose normal em um deles e
glicemia de jejum alterada em outro.

Comparando-se o0s pacientes com mutacdo no gene KCNJ11l e os
pacientes com etiologia desconhecida do diabetes ndo verificamos diferencas
significantes em suas caracteristicas clinicas (Tabela 2). Todos os pacientes
foram tratados com insulina imediatamente ap6s o diagndéstico de diabetes.
Nos trés pacientes nos quais se identificou mutacdo no gene KCNJ11
(pacientes P1, P2 e P4) foi feita a tentativa de substituicdo de insulina por
sulfoniluréia, tendo sido bem sucedida em todos os casos. Houve melhora
importante do controle metabdlico, melhora da qualidade de vida e no paciente
P1 melhora nas func¢des neurologicas particularmente nas fungdes verbais, na
memoria e no nivel de atencdo. Detalhes da transferéncia e beneficios clinicos

obtidos no paciente P1 foram reportados previamente™?.

Discusséao

No presente estudo identificamos o defeito molecular em 57% dos
pacientes com diabetes diagnosticado no primeiro ano de vida, sendo que em
um deles uma variante ainda nao descrita no gene KCNJ11 foi verificada.

Entretanto, se considerarmos apenas 0s pacientes em que o diagndéstico de
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diabetes foi feito até o 6° més de vida, em apenas um deles (P7) néo
identificamos a causa genética do diabetes. Estudos anteriores em populacdes
caucasianas reportaram porcentagens semelhantes de pacientes portadores de
diabetes neonatal devido a muta¢des no gene KCNJ11319),

Em nossa casuistica, identificamos uma mutacdo (G366R) ainda nao
descrita na literatura. A paciente carreadora dessa variante apresentou uma
forma transitoria de diabetes neonatal com recidiva aos 11 anos de idade. Essa
mutacao foi herdada de seu pai, cujo diagnéstico de diabetes mellitus foi feito
por ocasido da presente investigacdo. Além do probando trés outros irmaos
sao carreadores da mutacao, sendo que um deles apresenta tolerancia normal
a glicose. E bastante provavel que a mutacdo G366R seja patogénica uma vez
qgue o residuo glicina no cédon 366 é conservado entre diferentes espécies tais
como camundongo, cachorro, cavalo, macaco, sugerindo ser critico para a
funcdo do canal de potassio. Entretanto, apenas estudos funcionais indicarédo a
patogenicidade dessa mutacao. Verificamos que a mae e um irmao da paciente
P4 apesar de apresentarem diagnostico de DM ndo eram portadores da
mutacdo encontrada nos outros familiares e assim, provavelmente, devem
apresentar uma causa diferente para o DM. A co-segregacao nao completa de
diferentes mutagcdes com o diabetes ja foi reportada previamente nao
excluindo, portanto seu papel etiol6gico®. Ainda, o fenétipo variavel observado
na familia por nés estudada onde os carreadores da mutacdo apresentaram o
diagnodstico de diabetes em diferentes faixas etarias também foi previamente
observado®!® nao sendo claro porque uma determinada mutagdo causa um
fenétipo variavel™ ndo apenas em relacdo & idade de diagnéstico, mas
também na severidade da deficiéncia de insulina.

Nos pacientes estudados quando nédo identificamos variantes no gene
KCNJ11 procedemos ao estudo molecular do gene ABCCS8, onde nenhuma
variante foi verificada. Um Estudo anterior identificou mutacbes no gene
ABCC8 em cerca de 12% dos pacientes com diabetes neonatal, sendo na
maioria dos casos diabetes neonatal transitorio, em todos com diagnéstico do
diabetes feito antes dos 6 meses de idade™”. Possivelmente, o pequeno
namero de pacientes por nés estudados ndo permitiu o encontro de mutacdes
no gene ABCCS.
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Recentemente identificaram-se mutacdes no gene da insulina como uma
importante causa de diabetes neonatal permanente®®. Clinicamente os
pacientes com mutagdes no gene da insulina apresentam semelhanc¢as com os
portadores de mutacdes nos gene KCNJ11 ou ABCCS8, exceto que geralmente
sd0 mais velhos por ocasido do diagndstico do diabetes®?. Ainda, verificou-se
que a idade de inicio do diabetes pode apresentar variacdes entre os familiares
afetados e penetrancia variavel € comum ndo apenas entre diferentes familias,
mas também entre familiares com a mesma mutacdo™. Estudos posteriores
indicardo se algum dos pacientes em que nao identificamos mutacbes nos
genes KCNJ11 ou ABCCS8 apresenta mutacoes no gene INS.

Estudos anteriores mostram que a maioria dos portadores de diabetes
neonatal associado a mutagdes nos genes que codificam o K'atp apresentam
diabetes isolado, porém em cerca de 20-30% dos casos anormalidades
neurolégicas podem também estar presentes®’). Essas manifestacdes extra-
pancreaticas sdo decorrentes de hiperatividade do K'arp em musculo, nervos
periféricos e cérebro®™). Em nossa casuistica identificamos dois pacientes (P1
e P6) que apresentavam retardo do desenvolvimento neuro-psico-motor e
crises convulsivas. Interessantemente, na paciente P6 nao foram identificadas
mutacBes nos genes KCNJ11 ou ABCCS8. Ja no paciente P1 identificamos a
mutacdo G53D no gene KCNJ11 e, além da melhora no controle metabdlico, a
substituicdo da insulina por glibenclamida promoveu também melhora em seu
quadro neurolégico. Ha poucos relatos de melhora nas anormalidades

neurolégicas em pacientes tratados com sulfoniluréias®*??

, sendo que em
pacientes adultos had apenas a nossa experiéncia e a de Koster et al em um
individuo com a mesma mutacdo G53D“". Mutacdes no residuo G53 levam a
reducdo na sensibilidade ao ATP®?, sendo algumas associadas com formas
mais graves da doencga (G53D), enquanto outras (G53R, G53S) com formas
mais brandas. De fato, em nossa casuistica identificamos a mutacdo G53D em
um paciente com diabetes neonatal permanente e altera¢cdes neuroldgicas,
enquanto a mutacdo G53S foi identificada em um paciente com diabetes
neonatal transitorio sem outras manifestacdes extra-pancreaticas.

Na maioria dos casos de DN permanente as mutagcdes nos genes que

codificam o K'ATP ocorrem espontaneamente (mutagdes de novo)™®,
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enquanto no DN transitorio as muta¢c6es de novo ocorrem em apenas 28% dos
casos®. Esses dados estdo em concordancia com nossos achados onde em
apenas uma paciente com DN transitério (P6) houve heranca paterna da
mutac&o; enquanto nos demais individuos as mutacdes ocorreram de novo.

Em concluséo, identificamos a etiologia do diabetes neonatal na maioria
dos pacientes estudados, sendo mutagcdes no gene KCNJ1l uma causa
frequente para esse tipo de diabetes. A substituicAo de insulinoterapia por
sulfoniluréia nos casos em que se identificou mutacdo no gene KCNJ11 é
segura e eficaz, promovendo melhora no controle metabdlico e em algumas
funcdes neuroldgicas. Portanto, recomenda-se o0 estudo molecular em
pacientes com diabetes mellitus cujo diagnéstico foi feito no primeiro ano de
vida, pois a identificagdo da mutacdo tem implicacbes no progndstico e na

terapia.
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Tabela 1 — Caracteristicas da populacao estudada

Identificacao Sexo (M/F) Idade atual (anos) Idade a o diagnéstico do DM (meses) Peso ao Alteracdes

nascimento(g) Neuroldgicas

P2 M 5 2 1540 ausentes

P4 F 23 3 2700 ausentes

desconhecido Retardo do

desenvolvimento

Crises convulsivas

Tabela 2 — Caracteristicas clinicas dos probandos com DM neonatal de
etiologia desconhecida e pacientes com mutag&o no gene KCNJ11

Etiologia desconhecida Mutagdo KCNJ11 p

Idade ao diagnéstico DM 5,33+3,8 2,75%0,5 0,22
(meses)

Alteracdes neurolégicas 1/2 1/3 1,0
(sim/né&o)
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Previous studies have reported the successful switch from insulin to
sulfonylrea therapy in some patients who have neonatal diabetes due to
KCNJ11 mutations™; however, data on adults are limited®2. Also, it has not yet
been determined whether neurological symptoms can be improved by the
action of sulfonylrea therapy. Here, we report the glycemic and neurological
responses in an adult patient with the G53D mutation in the KCNJ11 gene who
was transferred from insulin to sulfonylurea.

A 26-year-old male patient was diagnosed with diabetes in the third month of
life, and insulin treatment was initiated. Islet cell antibodies were negative. He
showed severe learning difficulties and very poor attention. Crisis of generalized
seizures started at age 5 years during episodes of hypoglycemia; his
electroencephalogram was normal.

In 2006, the proband was found to have a heterozygous G53D mutation in the
KCNJ11 gene. In an attempt to switch from insulin to sulfonylrea therapy,
glibenclamide was introduced. After 4 weeks, the patient no longer required
insulin and was using 0.8 mg . kg™ . day™ glibenclamide; subsequently, the
dose was reduced to 0.68 mg . kg™ .day™. Capillary glucose measurements
showed that 3 months after starting glibenclamide therapy, mean glucose levels
before lunch and dinner reduced from 185 +100 to 107 + 45 mg/dl (P = 0.036)
and from 225 + 110 to 111 + 41 mg/dl (P = 0.006), respectively. A 72-h
continuous glucose monitoring showed that 76% of glycemic values were
between 71 and 199 mg/dl. Postprandial C peptide level was 0.05 ng/ml before
sulfonylrea therapy and increased to 1.3 ng/ml during glibenclamide treatment.
The patient was given an identical battery of neuropsychological tests before
and after initiating sulfonylrea therapy. At baseline, the patient showed low
intellectual level (1Q: 52) and global impairment on cognitive functions.
Retesting 3 months after initiating glibenclamide showed an important
improvement in verbal performance, such as episodic verbal memory, visual
naming ability, verbal learning, and long-term memory.

Here, we showed the effectiveness of sulfonylrea therapy in an adult patient
carrying the G53D mutation in the KCNJ11 gene. The change to sulfonylrea
resulted in a marked improvement in diabetes control and quality of life. Also,

an improvement on verbal performance was observed. It is very likely that the
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improvement observed in our patients’ neurological status is related to the
action of glibenclamide on sulfonylrea receptor 1 present in the neurons.
However, we cannot exclude the possibility that the reduction of hypoglycemia
may also have contributed.

In summary, this case illustrates that sulfonylrea treatment can be effective
even in adult patients with neonatal diabetes due to KCNJ11l mutations.
Besides improvements on metabolic control and quality of life, sulfonylrea
therapy also showed beneficial effect on neurological functions.
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CONSIDERACOES FINAIS

No artigo 1 fizemos uma revisdo da literatura sobre diabetes neonatal
onde conceitos atuais sdo apresentados e onde discutimos as caracteristicas
clinicas do DN, os mecanismos moleculares envolvidos e suas implicacdes
terapéuticas. Dentre as diferentes etiologias do DN, foi evidenciado que
mutacOes ativadoras em heterozigose no gene KCNJ11, que codifica a sub-
unidade Kir6.2 do canal de potassio ATP-sensivel, sdo a causa mais comum de
DN permanente. Apesar do diabetes neonatal ser uma condicdo rara, a
identificacdo dos defeitos genéticos envolvidos leva ao melhor entendimento
das disfuncdes da célula 3. Ainda, os recentes avanc¢os obtidos na identificacédo
dos mecanismos moleculares do diabetes neonatal demonstram como o
conhecimento exato da fisiopatologia pode ter importantes implicacbes no
tratamento desses pacientes.

No artigo 2 foi feito o estudo genético em portadores de diabetes
mellitus com diagndstico no primeiro ano de vida. Nesse estudo identificamos
a etiologia do diabetes neonatal na maioria dos pacientes estudados (57%),
porém se considerarmos apenas 0s pacientes em que o diagnéstico de
diabetes foi feito até o 6° més de vida, em apenas uma familia (F7) néo
identificamos a causa genética do diabetes. Nossos dados mostram que,
similar ao verificado em estudos anteriores, o gene KCNJ1l € um dos
principais genes envolvidos no diabetes neonatal diagnosticado no primeiro
ano de vida. Estudos anteriores identificaram mutacdes no gene ABCC8 em
cerca de 12% dos pacientes com diabetes neonatal, sendo na maioria dos
casos diabetes neonatal transitério, em todos com diagndstico do diabetes feito
antes dos 6 meses de idade. Nao verificamos, entretanto, nenhuma variante no
gene ABCC8, mesmo nos pacientes com diabetes neonatal transitorio,
possivelmente devido o pequeno numero de pacientes por nés estudado.
Recentemente mutagcdes no gene INS tém sido apontadas como uma
importante causa de diabetes neonatal permanente. Uma investigacédo futura
indicara se algum dos pacientes, em que nao identificamos mutacbes nos

genes KCNJ11 ou ABCCS8, apresenta mutacdes no gene INS.
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No artigo 3 apresentamos nossa experiéncia com a transferéncia de
insulina para sulfoniluréia em um paciente com diabetes diagnosticado no 3°.
més de vida carreador da variante G53D no gene KCNJ11. Verificamos que a
substituicdo de insulinoterapia por sulfoniluréia é segura e eficaz mesmo em
paciente adulto e com alteracdes neuroldgicas. Observamos que o tratamento
com sulfoniluréia resultou em melhora no controle metabdlico e propiciou

também a melhora de algumas fungfes neuroldgicas.
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CONCLUSOES
Os dados obtidos no presente estudo permitem concluir que:

* Na populacao estudada foi possivel a identificacdo da etiologia genética
na maioria dos individuos, sendo muta¢des no gene KCNJ11 a causa
mais frequente de diabetes diagnosticado no primeiro ano de vida.

* A substituicdo de insulina por sulfoniluréia nos casos em que se
identificou mutacdo no gene KCNJ11 é segura, promovendo melhora no
controle metabdlico e em algumas fungdes neuroldgicas;

» Portanto, recomenda-se o estudo molecular em pacientes com diabetes
mellitus cujo diagnéstico foi feito no primeiro ano de vida, pois a
identificacdo da mutagéo tem implicacdes no progndstico e na terapia.
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ANEXOS

INICIADORES UTILIZADOS PARA SEQUENCIAMENTO DO GENE KCNJ11
O exon 1 foi dividido em 3 regides:
Regido 1:

FORWARD ctc aga agt gag gcc agc a
REVERSE ctg atc ctc atc gtg cag aa
Regido 2:

FORWARD cac cag cat cca ctc ctt ct
REVERSE atc atc gtc atc ctg gaa gg
Regido 3:

FORWARD ccg ctg atc atc tac cat gt
REVERSE cta ttt ctg gcc tca gca gg
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INICIADORES UTILIZADOS PARA SEQUENCIAMENTO DO GENE ABCCS8

EXON 1

FORWARD cag ctg agc ccg agc cca g
REVERSE tcc tcc ctc cct gct cte ccg tc
EXON 2

FORWARD ttt gtg tgt acc agc ctt gg
REVERSE tag gat ctc ctt ggg cct tt
EXON 3

FORWARD ggc ctc cag atc ata tac cc
REVERSE gcc tgt cta tcc tcc ttc acc
EXON 4

FORWARD cgt gca cat cca ctt act cg
REVERSE ggg cca gat gca gtg tct at
EXON 5

FORWARD tca agt gtg gaa tat cac aac c
REVERSE cca act gtg cct gtc cta tg
EXON 6

FORWARD cca gac aac agg agc tag gg
REVERSE ctc aca cac att ggc ctg tt
EXON 7

FORWARD caa gcc cag agg gtc ttg ta
REVERSE ttg agt gtc cat gag gat gaa
EXON 8

FORWARD gta aca ggt ggc atc tgg tgt
REVERSE aaa ggt aca ggc aag cat gg
EXON 9

FORWARD cca agg ctt gtc cca ctc ta
REVERSE atg aca gtg tgg gtg tgt gg
EXON 10

FORWARD ctg gga aat gga gtc aat gg
REVERSE gct atc aga gcc agt ttg agg
EXON 11

FORWARD ccc tag cct act gga gct gt
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REVERSE cta agc ctc cgg tct tcc a
EXON 12

FORWARD ggg atg atg aag gtg tct cc
REVERSE atg tcc ctc tga cca acc ag
EXONS 13 e 14

FORWARD tat cag gct gcg ccc tct
REVERSE agc ttt ctg gct ttc cag gt
EXON 15

FORWARD ggg ctg gaa tca gtg tct tt
REVERSE ata ccc agg gca tac acc aa
EXON 16

FORWARD gag cca gag gag gat gtt ga
REVERSE (¢gc cct cca ata aat gtg tg
EXON 17

FORWARD gtg gga ggg aca gag att ga
REVERSE tgc aca tcc ctg aat cca ta
EXON 18

FORWARD tct atg cag cat ttg tgg cta
REVERSE atg cac aga aac agc agc ag
EXON 19

FORWARD acc cag acc tct caa acc tg
REVERSE cct atg gga gct gga ttg c
EXON 20

FORWARD ttg ttc cca acc aat tcc at
REVERSE (¢ca act ctt cag cct tca atg
EXON 21

FORWARD agg tga gaa gca ggc aaa ga

REVERSE atc tct ggc agg agg gat tt
EXON 22

FORWARD tga gtt gtc caa agc cac ac
REVERSE aga caa cgg att ggt tcc tg
EXON 23

FORWARD atc aat acc agc cca ctt gc
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REVERSE ctc cca cat ctg ccc ttt ag
EXON 24

FORWARD cct ggc aag atg aat gtg tg
REVERSE cac aca gag gga agc cat tt
EXON 25

FORWARD ggg tgt ggt gca gta gtg tg
REVERSE cag gca gag agt gat ttg gag
EXON 26

FORWARD atg gca gag gtt ggg agt g
REVERSE ttt ctc cct gct tct tgc ac
EXON 27

FORWARD ggg ata cag gcc aga tgt cta
REVERSE aca atc agc cac ctt ggt tc
EXON 28

FORWARD aaa cat ggc ggc cag tag
REVERSE ctc agt gtg tgc gtg tgt tg
EXON 29

FORWARD ccc aca tca ggc tgt gtc ta
REVERSE agg cag ctt gag aga gaa cg
EXON 30

FORWARD gag cct ccc tct gca ggt a
REVERSE (ggt gtc cac acg atc tgg ta
EXONS 31 e 32

FORWARD agc atg agc ttg tgg gac at
REVERSE tgt ctc cag tga cga agg tg
EXON 33

FORWARD ccc tct cca gcc tta aga aga
REVERSE gca tgg gcc aca gct agt at
EXON 34

FORWARD ggg aag agt cca agg agg ag
REVERSE cag gag act gcg atg tct ga
EXONS 35 e 36

FORWARD ata ccc tgt gac ctc cca ca
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REVERSE cct cct ctt tgt gct cca ga
EXON 37

FORWARD gcc aga cct cca act cag tc
REVERSE cca ggc ttc aga ctc caa ac
EXON 38

FORWARD gcc tcc aca ttg ttg tgt ca
REVERSE ttc tgc aac aca tag cat ttg a
EXON 39

FORWARD gct gag tcc agt ccc tga gt
REVERSE gag gtc tga ggg aag cac ag
EXON 40

FORWARD ccc aca gtg aca gga cat tct
REVERSE ttt gct cac aca gct tct gc
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