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RESUMO

Lovisolo SM. Hiperinsulinismo congénito em criangas brasileiras :
histopatologia, proliferagdo das células p do pancreas e genética dos canais

KA™F [tese]. Sao Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo;
2009. 161p.

O hiperinsulinismo congénito (CHI) € um disturbio do pancreas enddcrino,
mais freqlientemente causado por alteracdes dos canais de membrana KA™
das células B, resultando em secregcdo inapropriada de insulina e
hipoglicemia severa e persistente nos recém-nascidos, que leva ao 6bito ou
a sequelas neuroldgicas graves, se nao diagnosticado a tempo. O diagndstico
depende da analise dos dados clinicos, laboratoriais, morfologicos e
genético-moleculares (50% apresentam mutagdes dos canais K*™7). As duas
formas histopatologicas descritas requerem cirurgias radicalmente opostas:
pancreatectomia quase-total (95-98%) na forma difusa que acomete todo o
pancreas, ou apenas exerese do foco adenomatoso de células 3, medindo
em média 4,5 mm, na forma focal, e portanto a sua distincdo é essencial
durante o exame intra-operatério de congelacdo ou através de ['°F]-L-Dopa
PET-CT. Dez pacientes com CHI difuso e um com CHI focal, submetidos a
pancreatectomia, foram analisados em relacdo a parametros clinicos,
histopatolégicos, de proliferagcdo das células  (IHQ de dupla marcagao Ki-67
/ insulina) e quanto a presenca de mutagcbes nos genes das unicas duas
proteinas (SUR 1 e Kir 6.2) que formam os canais K*'*, e comparados a 19
pancreas controles normais da mesma faixa etaria. Pacientes e controles
foram estratificados em < 3 meses e > 3 meses de idade. Nucleomegalia,
ausente nos controles, foi observada apenas na forma difusa. Os critérios
histolégicos de maturacdo normalmente mais frequentes nos controles < 3
meses, foram frequentemente observados nos recém-nascidos com CHI
difuso > 3 meses, sugerindo um retardo na maturagdo do pancreas
enddcrino destes pacientes. O indice de proliferagdo das células pB (Ki-67-
LI), muito elevado nos focos adenomatosos da forma focal, foi util na
distincao destes focos dos “agregados frouxos de ilhotas”, histologicamente
muito semelhantes, observados em dois casos difusos e um controle, que
apresentam niveis de Ki-67-LI cerca de 10 vezes menor. Na forma difusa o
Ki-67-LI também foi estatisticamente mais alto do que nos controles. Este &
o primeiro estudo de pacientes com CHI no Brasil, e embora existam
diferencas epidemiolégicas entre os paises relacionadas a determinagao
genética do CHI, nao foram constatadas mutagées ou novos polimorfismos
nos exons 33-37 do gene ABCC8 (SUR 1) de 10/10 pacientes ou no unico
exon do gene KCNJ11 (Kir 6.2) de 4/10 pacientes.

Descritores: 1.Hiperinsulinismo / congénito 2.Insulina / secregdo 3.Canais
de potassio 4.Proliferacdo de células 5.Imunoistoquimica / métodos



SUMMARY

Lovisolo SM. Congenital Hyperinsulinismin in Brazilian Neonates :
histopathology, f-cells proliferation and K*™" channels genes [thesis]. S&o
Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2009. 161p.

Congenital hyperinsulinism (CHI) is a rare pancreatic endocrine cell disease
which most severe cases are found to be, at least in half of patients,
associated with genetic defects in the B-cell K™ channels. The aim of this
study was to evaluate eleven Brazilian patients diagnosed, by standard
criteria, as CHI non responsive to clinical therapy, and submitted to
pancreatectomy, regarding: histology, p-cell proliferation (IHC Ki-67 / insulin)
and p-cell KATP channels genes mutations in blood samples. For comparison
of histology and B-cell proliferation, 19 pancreatic control samples were
included. According histology, ten patients were classified as diffuse and one
as focal form. Nucleomegaly and p-cells with abundant cytoplasm were
absent in controls, and observed only in the group of diffuse CHI patients. Ki-
67-LI was useful to differentiate the adenomatous areas of the focal form CHI
neonate from “loose clusters of islets” found in two diffuse form and one
control samples. Proliferation was much higher in the focal CHI adenomatous
areas, but diffuse CHI patients also have statistically higher Ki-67-LI than
controls. This is the first genetic study of CHI patients in Brazil, and no
mutations or new polymorphisms were found in the ABCC8 gene (SUR 1)
(exons 33-37) or in the only exon of KCNJ11 gene (Kir 6.2) in 4/4 patients
evaluated. On the other hand, enhanced B-cell proliferation seems to be a
constant feature in these patients both in diffuse and focal forms.

Descriptors: 1.Hyperinsulinism/congenital 2.Insulin/secretion 3.Potassium
channels 4.Cell proliferation 5.Immunohistochemistry/methods



1 INTRODUGAO
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No texto The Wisdom of the Body, o médico fisiologista britanico Walter
Bradford Cannon (1871-1945) definiu o conceito de homeostase como: “o
conjunto de reagdes fisioldgicas coordenadas, entre componentes dinamicos,
que mantém o equilibrio em steady states (condigbes estaveis) compativeis
com a vida®. Entre estes steady states, um dos mais importantes € o da
concentragdao sanguinea de glicose. O mecanismo homeostatico da glicose
garante que as flutuagdes dos niveis glicémicos, inevitaveis apods cada
refeicdo, sejam apenas transitorias. Os niveis glicémicos ndo devem ser muito
baixos a ponto de privar o cérebro de combustivel causando prejuizo cognitivo
e perda da consciéncia, ou muito altos a ponto das membranas lipoprotéicas
sofrerem glicagem e suas consequéncias a longo prazo: retinopatia,
neuropatia periférica, nefropatia e cardiopatia. Quando este aparato
homeostatico falha, a consequéncia é o diabetes mellitus ou, de forma oposta,
o hiperinsulinismo (Ashcroft et al., 2007).

A homeostase glicémica é mantida fundamentalmente pela regulagao
da secrecao de insulina em resposta as concentracdes flutuantes de glicose
sérica. A insulina € uma proteina, um horménio peptidico produzido e
secretado pelas células B das ilhotas de Langerhans do pancreas quando os
niveis de glicemia se elevam acima do normal (aproximadamente 5 mM).

Neste estudo focalizaremos os componentes essenciais das células 3

para a regulacéo da secrecao de insulina : os canais K+ / ATP (canais ibnicos
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localizados na membrana das células B, especificos para o transito do
potassio entre os meios intra e extra-celular, gerando diferengas de potencial
elétrico da membrana celular, e cujo funcionamento depende das
concentragdes intra-celulares de ATP resultantes do metabolismo da glicose).

Muitos horménios sdo capazes de aumentar os niveis de glicose no
sangue, porém a insulina € o unico horménio que reduz a concentragao
sanguinea de glicose; isto ocorre tanto pela inibigdo da gliconeogénese
(producgao de glicose a partir do glicogénio hepatico), como pela ativagao da
glicogénese (producado de glicogénio a partir da glicose sérica) e pela
ativacdo do consumo de glicose pelas células musculares. Além de
promover a utilizagdo da glicose, a insulina estimula tanto a sintese de
proteinas como a sintese e 0 armazenamento dos lipideos neutros, inibe a
lipolise com consequente redugcdo dos acidos graxos livres e dos corpos
cetdnicos resultantes do catabolismo dos lipideos.

A secrecao inadequada deste horménio pode ter consequéncias
fisiopatolégicas determinantes nas diversas formas do diabetes mellitus
(secrecao sub-normal de insulina) e no hiperinsulinismo (hipersecrecéo ou
persisténcia da secrecao de insulina sob condigao hipoglicémica).

O hiperinsulinismo sensu latu representa um conjunto de desordens
heterogéneas sob o0s aspectos genético-molecular, fisiopatoldgico,
morfoldgico e clinico, sendo uma condi¢ao potencialmente devastadora e um
dos problemas mais complexos da endocrinologia pediatrica. O termo
hiperinsulinismo sugere, erroneamente, hipersecre¢cao de insulina pelas

células B, porém nem sempre a insulina esta aumentada nos pacientes. O
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hiperinsulinismo é melhor definido como uma secrecado inapropriada de
insulina para um dado nivel de glicemia, associada a supressao inadequada
da secrecédo de insulina durante concentragdes baixas de glicose plasmatica.

Na fisiopatologia desta condicao ha perda do mecanismo de feedback
da células B e a insulina continua a ser secretada apesar do estado de
hipoglicemia do paciente. Portanto o diagnostico clinico depende da
evidéncia dos efeitos da secrecao de insulina sob condi¢gao de hipoglicemia,
que incluem niveis muito baixos de glicemia, supressao da lipdlise e da
cetogénese, e respostas glicémicas positivas apds a administragao de
glucagon durante a hipoglicemia, pois o glucagon estimula a glicogendlise e
mobiliza a glicose a partir do glicogénio hepatico.

Segundo Glaser et al., 1999 os critérios diagnésticos do
hiperinsulinismo s&o: 1) niveis de glicose sanguinea menores de 48 mg/dl; 2)
niveis de insulina nao suprimidos durante a hipoglicemia; 3) niveis
inapropriadamente baixos de acidos graxos livres e de corpos cetdnicos
durante a hipoglicemia; 4) resposta glicémica maior do que 30 mg/dl apds
injecao de 0,03 mg/kg de glucagon (teste do glucagon); 5) necessidade de
reposi¢ao de glicose maior do que 15 mg/kg/min para manter a euglicemia e
6) auséncia de corpos cetbnicos na urina.

As concentragdes séricas reduzidas de acidos graxos livres refletem a
supressdo da lipdlise e a supressdao da cetogénese, associadas ao
hiperinsulinismo. Em condicdo de hipoglicemia, o coragdo e o musculo
esquelético utilizam acidos graxos como substrato energético alternativo

para o seu metabolismo, resultando na producdo de cetonas. Os acidos
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graxos nao ultrapassam a barreira hemato-encefalica e portanto, ndo podem
ser usados pelo cérebro, mas os corpos cetdnicos atravessam esta barreira
e poderiam ser utilizados pelo cérebro como um substrato energético
alternativo, porém tanto os acidos graxos como 0s corpos cetdnicos estao
reduzidos pelo excesso de insulina.

Assim a associagao de hipoglicemia, de disponibilidade reduzida de
acidos graxos livres como alternativa para o metabolismo cardiaco e
muscular e de quantidade reduzida de corpos cetdnicos como alternativa
para o0 metabolismo cerebral, resulta em sintomas adrenérgicos e
neuroglicopénicos com disfuncdo neurolégica grave e morte neuronal com
dano neurologico permanente incluindo atraso do desenvolvimento e retardo
mental. A atividade convulsiva se manifesta quando os niveis de glicose no
SNC caem abaixo de 20-30 mg/dl. As complicagdes do hiperinsulinismo
neonatal persistente sao encontradas em mais de 50% dos sobreviventes
(Leibowitz et al., 1995) .

O hiperinsulinismo transitério esta presente em recém-nascidos de
maes diabéticas. Durante a gestacdo, a glicose é transferida livremente
através da placenta e, a hiperglicemia prolongada de maes com diabetes
mellitus mal controlado resulta em hiperglicemia fetal que induz a
proliferacdo, neste caso secundaria, de células B pancreaticas fetais com
consequente hiperinsulinemia e macrosomia. A interrupcao do suprimento
transplacentario de glicose apds o nascimento leva a uma queda abrupta na
concentragédo de glicose sérica do recém-nascido e, na auséncia de outros

disturbios, este tipo de hiperinsulinismo regride em 1 a 2 dias apds o
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nascimento. Outras condicbes que também estdo associadas ao
hiperinsulinismo em criangas sdo o adenoma insulino-secretor (insulinoma),
a incompatibilidade Rhesus e o stress perinatal relacionado a asfixia do
nascimento, a toxemia materna, ao retardo do crescimento intra-uterino e a
administracao de insulina ou drogas exogenas.

O hiperinsulinismo congénito (CHI), antigamente chamado
nesidioblastose ou hipoglicemia hiperinsulinémica persistente da infancia
(PHHI) é uma condigao rara e potencialmente letal em recém-nascidos e em
criangas.

Até recentemente o hiperinsulinismo congénito (CHI) foi considerado
um disturbio de patogénese nao esclarecida, porém como alteracdes
paralelas nos canais ibnicos, nas enzimas e nas vias metabdlicas das
células B também desencadeiam o diabetes mellitus neonatal, a
investigacdo genético-molecular do CHI nos ultimos dez anos teve
repercussdes importantes no esclarecimento dos disturbios mais frequentes
do pancreas endocrino como o diabetes, e no desenvolvimento da pesquisa
da fisiologia molecular do transporte idbnico das membranas celulares.

Os mecanismos patogenéticos envolvidos no hiperinsulinismo
congénito sdo variados e numerosos, compreendendo desde alteragoes
genéticas nas sub-unidades protéicas que formam os canais iGnicos de
potassio ATP dependentes (K+ / ATP) localizados na superficie da membrana
celular das células B, até defeitos nas enzimas do metabolismo da glicose no
interior das mitocéndrias. A maioria das criancas com CHI apresenta

alteracbes de uma mesma estrutura-alvo: os canais de potasssio ATP
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(trifosfato de adenosina) dependentes (canais K+ / ATP) da membrana
celular das células B, e apesar de raro, o CHI associado as alteracbes dos
canais K+ / ATP é a causa mais freqliente de hipoglicemia hiperinsulinémica
persistente e severa do recém-nascido (Glaser et al., 1999) .

O hiperinsulinismo congénito (CHI) foi descrito na década de 1950 por
Mac Quarrie (1954 apud Dunne et al., 2004), mas a patogénese desta
sindrome foi recentemente esclarecida pelo desenvolvimento da genética
molecular a partir da década de 1990 com os estudos de Glaser et al., 1990
e Thomas et al., 1995, demonstrando que a auséncia de fungdo dos canais
ibnicos da membrana das células B (K+ / ATP) era responsavel pelo
hiperinsulinismo. Os recém-nascidos e as criangas que nao responderam ao
tratamento clinico com medicamentos, entre os quais o diazoxido, que age
nos canais, foram submetidos ao tratamento cirurgico com pancreatectomia
parcial ou quase-total. O estudo anatomo-patolégico do tecido pancreatico
revelou alteragcbes histolégicas variaveis e ndo especificas, sugerindo, a
principio, que a patogénese estaria relacionada a alteragées metabdlicas ou
genético-moleculares do mecanismo de secrecédo de insulina pelas células
B, direcionando a pesquisa nessa diregao (Meissner et al., 1999; Luthge-
Reinecke et al., 2000).

Apesar da variedade histologica observada, Sempoux et al., 1998 e
Rahier et al.,1998 descreveram duas formas histopatolégicas distintas. A
primeira forma (focal) é caracterizada pela presenca de area(s) focal(ais)
pancreatica(s) de hiperplasia denominada hiperplasia adenomatosa focal, estes

pacientes podem ser tratados através uma pancreatectomia restrita a area da
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lesdo. Na segunda forma (difusa), o pancreas pode ser histologicamente
normal ou apresentar alteragbes cito-arquiteturais n&o-hiperplasicas
difusamente distribuidas por todo o pancreas, estes pacientes precisam de uma
pancreatectomia subtotal ou quase-total para reverter a hipoglicemia.

Até entdo, a patogénese do hiperinsulinismo congénito foi
insistentemente relacionada a nesidioblastose (nesidio € uma palavra grega
que significa ilha), definida por Laidlaw (1938 Apud Dunne et al., 2004)
como neoformacao de ilhotas de Langerhans a partir do epitélio ductal ou
proliferagdo persistente de células B ‘brotando’ dos ductos pancreaticos
exoécrinos. Em 1971, apos aproximadamente 40 anos, Yakovac et al. (Apud
Dunne et al., 2004) foi o primeiro a referir a presenca de nesidioblastose em
uma série de criangas com hipoglicemia intratavel. Foi somente no final da
década de 90, em um estudo de Rahier et al., 2000, que ficou definitivamente
estabelecido que o hiperinsulinismo congénito ndo pode ser vinculado a
nesidioblastose, pois esta ocorre em criangas e recém-nascidos sadios,
fazendo parte da continuidade do desenvolvimento embriolégico normal extra-
uterino. Porém até hoje, passados quase dez anos, o termo nesidioblastose
permanece sendo frequentemente utilizado como sinénimo de CHI.

Nos ultimos anos, o desenvolvimento da pesquisa no contexto da
biologia molecular, permitiu o esclarecimento dos determinantes genéticos e
das vias metabdlicas das células B no processo de secrecio de insulina; e a
disponibilidade de tecido pancreatico dos pacientes obtido através de
pancreatectomia, permitiu a melhor compreensao das bases fisio e anatomo-

patolégicas do CHI resultando em descobertas sem precedentes na sua



Introdugao 9

patogénese com consequéncias no desenvolvimento de novos métodos
diagnodsticos (Suchi et al., 2004; Subramanian et al., 2007; Peranteau et
al., 2007; Ribeiro et al., 2007; Kapoor et al., 2008), no aprimoramento da
terapéutica (Dunne et al., 2004; De Vroede et al., 2004), no diagnoéstico
precoce pré-natal (Peranteau et al., 2006) e no aconselhamento genético.

Atualmente sdo conhecidas mutagcdes em 06 genes que causam o
hiperinsulinismo congénito de origem genética ou hipoglicemia
hiperinsulinémica familiar (HHF): nos genes ABCC8 (HHF 1) e KCNJ11
(HHF 2) das proteinas SUR 1 e Kir 6.2 que formam os canais K+ / ATP, no
gene GCK (HHF 3) da enzima glucoquinase, no gene HADH (HHF 4) da
enzima 3-hidroxiacil-CoA desidrogenase de cadeia curta (SCHAD), no gene
INSR (HHF 5) do receptor de insulina e no gene GLUD1 (HHF 6) da enzima
glutamato hidrogenase.

A identificagdo das causas moleculares do CHI permitiu compreender
a heterogeneidade clinica dos pacientes portadores dessa condi¢gdo. Da
mesma forma, o reconhecimento das duas apresentagdes histopatoldgicas
distintas do hiperinsulinismo congénito relacionado aos canais KA™",
possibilitou a elaboracdo de protocolos de abordagem diagnostica destes
pacientes, com o objetivo de distinguir as formas focal e difusa para localizar
as lesoes focais e assim garantir a cura cirurgica. Por outro lado, ha poucos
avancgos recentes no desenvolvimento de um tratamento farmacoldgico ou
genético-molecular efetivo e, nos préximos anos, os esfor¢cos deverdo ser
direcionados para esta finalidade. Uma abordagem multidisciplinar

envolvendo enddcrino-pediatras, cirurgides pediatricos, radiologistas e
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patologistas é fundamental no direcionamento de um tratamento adequado e
menos invasivo destas criangas, com o objetivo de evitar, por um lado, o
desenvolvimento do diabetes mellitus secundario a pancreatectomia
extensa, e por outro, a ocorréncia de retardo do desenvolvimento neuro-

psico-motor secundario a hipoglicemia.
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2.1 Historico

A hipoglicemia neonatal foi primeiramente descrita como entidade
clinica em recém-nascidos e criangas maiores por Hartmann e Jaudon
(1937 Apud Dunne et al., 2004). Curiosamente, esta referéncia néo
considerava a hipoglicemia neonatal uma entidade especifica, mas somente
um sintoma da falha de adaptagao do estado fetal de consumo continuo de
glicose transplacentaria, para o padrdo extra-uterino de suprimento
nutricional intermitente. Esta perspectiva de imaturidade do desenvolvimento
da célula B prevaleceu por muitos anos, e foi somente nos anos 1970 e 1980
que o conceito de hiperinsulinismo foi proposto e gradualmente aceito.

A descricdo anatomo-patolégica mais antiga do hiperinsulinismo
parece ter sido a de Laidlaw (1938 Apud Dunne et al., 2004) que publicou
um estudo no American Journal of Pathology intitulado “Nesidioblastoma:
the islet tumor of the pancreas” usando o termo nesidioblastose para
descrever a hipoglicemia severa e recorrente associada a elevagao
inapropriada da insulina, do C-peptideo e da pro-insulina séricos.

Mac Quarrie (1954 Apud Dunne et al., 2004) publica a primeira
descricdo do hiperinsulinismo congénito sob a designacado de “hipoglicemia
idiopatica da infancia”. Durante muito tempo, o hiperinsulinismo congénito foi

referido por diversos termos, incluindo nesidioblastose, hipoglicemia sensivel a
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leucina, sindrome da disfungdo insular e hipoglicemia hiperinsulinémica
persistente da infancia.

Yakovac (1971 apud Dunne et al.,, 2004) substitui o termo
hipoglicemia idiopatica da infancia por nesidioblastose, e € o primeiro a
referir a presencga de nesidioblastose no pancreas de uma série de criancas
com hipoglicemia persistente.

Posteriormente Rahier em 2000 demonstrou que a nesidioblastose
nao faz parte da patogénese do hiperinsulinismo, ja que ela descreve a neo-
diferenciagao das ilhotas de Langerhans a partir do sistema tubulo-ductal do
pancreas exocrino que ocorre em recém-nascidos e criangas normais, sendo
incorreto utilizar este termo como referéncia as lesbes associadas ao
hiperinsulinismo (Kaczirek et al., 2004).

A identificacdo do cromossomo envolvido no hiperinsulinismo congénito
(CHI) foi realizada através de um estudo (Glaser et al., 1994) de analise
genética de linkage de 15 familias com 29 gémeos doentes e 33 gémeos saos:
12 familias de judeus Ashkenazi, 2 familias de arabes consanglineos e 1
familia de europeus caucasianos nao-judeus. Este estudo mapeou o
hiperinsulinismo congénito no cromossomo 11p14-15.1. Nos pacientes judeus
Ashkenasi consanglineos a associacdo do CHI com os haplotipos é
consistente com um efeito fundador nesta populacdo. A analise de segregagéo
destas familias mostrou que a razdo entre gémeos doentes e gémeos sdos &
consistente com o padrao de herancga autossdmica recessiva.

Através de FISH (Fluorescence In Situ Hybridization) Thomas et al.,
1995 demonstrou que os genes das subunidades SUR1 e Kir 6.2 dos canais

KATP situam-se em posi¢des adjacentes 14-15.1 no cromossomo 11p.
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A partir do ano 2000, os estudos do hiperinsulinismo congénito
voltaram-se para a identificacdo das mutagcbes nos genes envolvidos na
doencga, para o esclarecimento da fisiologia e da fisiopatologia da secregao
de insulina no contexto do metabolismo molecular da célula 3 e para o
aprimoramento de novos métodos diagnodsticos para distinguir as duas

formas histopatolégicas e orientar a terapéutica.

2.2 Aspectos etiolégicos da hipoglicemia neonatal

A hipoglicemia € um problema freqliente nos recém-nascidos, e deve
ser diagnosticada e tratada eficazmente para evitar crises convulsivas e
dano cerebral permanente. A abordagem destes pacientes torna-se
complexa, considerando-se que a hipoglicemia nos recém-nascidos pode
apresentar uma ampla variedade de causas incluindo formas transitérias que
podem ocorrer em criangas normais, formas mais prolongadas associadas a
complicagbes da gestacao e do parto, e a hipoglicemia neonatal permanente
devida as disfungdes enddcrinas ou metabdlicas (De Ledn et al., 2007).

O risco de complicagbes destas varias formas se altera dramaticamente
apos os primeiros poucos dias de vida. Por exemplo, sabe-se, ha mais de trinta
anos, que aproximadamente 50% dos recém-nascidos normais sao incapazes,
durante as primeiras 8 horas pos-parto, de manter os niveis de glicose
plasmatica acima de 50 mg/dl com a alimentagao. O alto risco de hipoglicemia,

em recém-nascidos normais, reflete o desenvolvimento incompleto ao
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nascimento do metabolismo hepatico da gliconeogénese e da cetogénese.
Estes caminhos metabdlicos rapidamente amadurecem, e com 2-3 dias de vida
a susceptibilidade a hipoglicemia desaparece. O diabetes materno ou o uso de
medicamentos podem contribuir para o risco de hipoglicemia durante os
primeiros dias poés-parto. Complicagbes peri-parto, como a asfixia durante o
parto ou outros estresses perinatais, podem estar associadas a hipoglicemia
prolongada que pode persistir por varias semanas apés o nascimento. Com
excecdo da imaturidade normal do metabolismo a adaptacao alimentar, que é
causa do alto risco de hipoglicemia nas primeiras 12 horas de vida, o
hiperinsulinismo é a causa isolada mais frequente de hipoglicemia persistente.
Em relagao a hipoglicemia em recém-nascidos, a seguinte classificacao

etioldgica é proposta, segundo revisdo de De Ledn & Stanley de 2007 :

| - Hipoglicemia neonatal transitéria:

A - Primeiro dia de vida: imaturidade do desenvolvimento a adaptacgao
alimentar (patogénese: gliconeogénese e cetogénese imaturas)

B - Primeiros 2 dias de vida: hipoglicemia transitéria devida a fatores
maternos:
1) diabetes materno (patogénese: hiperinsulinismo)
2) administragdo de glicose endovenosa durante o trabalho de parto

(patogénese: hiperinsulinismo)

3) uso de medicamentos: hipoglicemiantes orais, terbutalina, propranolol

(patogénese: hiperinsulinismo)
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Il - Hipoglicemia neonatal prolongada:

A - Hiperinsulinismo perinatal stress-induzido (baixo peso ao nascer, asfixia
ao nascer, toxemia materna, pré-eclampsia, prematuridade)

B - Sindrome de Beckwith-Wiedemann (patogénese: hiperinsulinismo devi-
do a alteragdes epigenéticas dos genes do cromossomo 11p)

C - Hipopituitarismo

lll - Hipoglicemia neonatal permanente (causada por distarbios
congénitos enddcrinos ou metabdlicos)
A - Hiperinsulinismo congénito
1) Hiperinsulinismo relacionado aos canais de potassio ATP dependentes
(KA™P — CHI) — 85% dos casos de CHI
a) forma difusa (Di— CHI) - 60%
b) forma focal (Fo — CHI) — 40%
2) Hiperinsulinismo da glutamato desidrogenase (GDH — CHI)
3) Hiperinsulinismo da glucoquinase (GK — CHI)
4) Hiperinsulinismo da 3-hidroxiacil-CoA desidrogenase de cadeia curta
(SCHAD - CHI)
5) Alterag¢des congénitas da glicosilagao
B - Deficiéncia dos hormdnios contra-regulatérios:
1) Hipopituitarismo
2) Insuficiéncia adrenal
C - Alteracbes das enzimas da gliconeogénese e da glicogendlise

D - Alteragdes na oxidagao dos acidos graxos
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2.3 Aspectos genéticos das diversas formas de CHI

1) Hiperinsulinismo relacionado aos canais de potassio ATP
dependentes (K*™ - CHI)

Mutagdes com perda de funcéo dos canais idnicos de membrana KA™
das células B do pancreas sao responsaveis pelas formas difusa e focal do
hiperinsulinismo congénito relacionado aos canais K*'"; mais de 100
mutacgdes foram descritas no gene ABCC8 e aproximadamente 30 mutagdes
no gene KCNJ11 (Fournet et al., 2003, Dunne et al., 2004; Gloyn et al.,
2006) genes localizados no cromossomo 11p15 que codificam
respectivamente as sub-unidades SUR 1 e Kir 6.2 constituintes da estrutura
protéica dos canais K ™.

Mutagcbes do gene ABCC8 (SUR 1) incluem mutagdes dos tipos
splice-site, missense, nonsense, insercdes e delecdes, e estdo dispersas
através da regido codificadora do gene, apesar de cerca de 60% destas
mutacdes ocorrerem como agregado na regido codificadora do NBF2
(Nucleotide Binding Fold 2) responsavel pela ligagcdo do ATP no canal,
caracterizando um “hot spot” de mutagdes. Alguns tipos de mutagao inibem
completamente a atividade dos canais, enquanto outros tipos alteram a
densidade dos canais ou alteram a resposta dos canais aos nucleotideos
(Fournet et al., 2003).

A maioria das mutacbes nos genes ABCC8 e KCNJ11 sao
autosOmicas recessivas, entretanto algumas poucas mutagdes autosémicas

dominantes foram descritas no gene ABCC8 e uma mutagcdo autosémica
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dominante no gene KCNJ11 (Thornton et al., 2003; Lin et al., 2006). As

formas de KATP

— CHI com mutagbes dominantes sdo menos graves e
respondem ao tratamento com diazéxido (De Lonlay et al., 2005).

Curiosamente, cabe aqui referir que mutagdes heterozigéticas do gene
KCNJ11 (Kir 6.2) com ganho de fungdo causam diabetes neonatal monogénico
transitorio ou permanente (Gloyn et al., 2006; Smith et al., 2007).

Na forma focal do K A™°

— CHI, ocorre uma situacao genética peculiar
com um modo de heranga nado-Mendeliano caracterizado por um evento
somatico com perda de heterozigose (LOH — loss of heterozygosity). Nesta
forma do CHI ocorre mutagcado do gene ABCC8 (SUR 1) ou do gene KCNJ11
(Kir 6.2) herdada do pai associada a uma delegao somatica de parte do alelo
herdado da mae do cromossomo 11p15 com perda de varios genes
impressos nessa regido resultando em hemizigose para esses genes
(Verkarre et al., 1998; Fournet et al.,, 2001). Como essa delegao é de
origem somatica, ela esta presente somente no DNA das células B da(s)
area(s) adenomatosa(s). Nas areas normais do pancreas, circunjacentes a
area(s) adenomatosa(s), o DNA das células B n&do apresenta essa delegao
(Sempoux et al., 2003).

A delecdo somatica do alelo materno, com consequente silenciamento
génico e perda de heterozigose (LOH) dos genes ABCC8 e KCNJ11 dos
canais KA™" e de outros genes envolvidos na proliferagao celular, altera a
expressao destes genes impressos na regido 11p15.5 do alelo paterno: o

gene H19 que regula o IGF-2, o gene CDKN1C (Cyclin-Dependent Kinase

Inhibitor 1C) também chamado p57, e o gene Insulin-like Growyh Factor 2
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(IGF-2). Os dois primeiros genes sao antiproliferativos, isto é, genes
supressores de tumor e o IGF-2 é um gene promotor de crescimento. A
auséncia do alelo materno e o resultante desequilibrio da expresséo paterna
desses genes sdo determinantes na hiperplasia adenomatosa focal das
células B (Kassem et al., 2001).

O evento somatico de perda da heterozigose (LOH) foi verificado nos
pacientes com a forma focal através da andlise de microsatélites que
evidencia a delecao, e provavelmente ocorre durante a vida intra-uterina, pois
nao se repete, ndo sendo relatados casos de recorréncia apos a remogao
cirurgica do foco adenomatoso (Sempoux et al., 2003; Suchi et al., 2006).

Perda de heterozigose na mesma regido 11p15 foi encontrada em
alguns insulinomas (Sempoux et al., 2003) e na sindrome de Beckwith-
Wiedemann (BWS) também associada ao hiperinsulinismo neonatal
(Li et al., 1998).

Recentemente foram descritas criangas com a forma focal que
apresentavam apenas a delegao do alelo materno, ndo sendo encontradas
mutacdes nos genes das sub-unidades SUR 1 ou Kir 6.2 do alelo paterno
(Suchi et al., 2006). Este estudo levanta a hipétese de que em alguns
casos com a forma focal a patogénese do CHI dependa exclusivamente da

delecao somatica do alelo materno.

2) Hiperinsulinismo da glutamato desidrogenase (GDH — CHI)
A segunda causa mais frequente de hiperinsulinismo congénito,

também conhecida como a sindrome do hiperinsulinismo e da hiperamonemia,
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€ causado por mutagdes com ganho de fungao de uma enzima mitocondrial,
a glutamato desidrogenase (Glaser et al., 1999; Stanley et al., 2004). Esta
enzima é a chave reguladora do metabolismo dos aminoacidos e da amdnia
nas células B pancreaticas, nas células hepaticas e nas células cerebrais,
sendo normalmente ativada pela leucina.

No GDH — CHI ocorrem mutagdes missense com heranga autosdmica
dominante do gene GLUD-1 localizado no cromossomo 10q que causam
excesso de secrecdo de insulina no pancreas e excesso de produgao de
amoénia com sintese diminuida de uréia no figado.

A repercussao clinica desta forma de CHI é usualmente leve com
episddios de hipoglicemia pds-prandiais esporadicos, sintomas tardios (em
criangcas maiores ou adultos), niveis plasmaticos de aménia aumentados de
3 a 5 vezes o normal, hipoglicemia induzida pela ingestdo de proteinas
contendo leucina e resposta positiva ao tratamento com diazéxido (Dunne et

al., 2004).

3) Hiperinsulinismo da glucoquinase (GK — CHI)

Uma forma rara de hiperinsulinismo causada por mutag¢des ativadoras
com heranga autosbmica dominante no gene GCK localizado no
cromossomo 7p que codifica a glucoquinase (Glaser et al., 1999), uma
enzima que funciona como um sensor da glicose nas células 3 pancreaticas,
nas células neuro-enddcrinas do sistema gastro-intestinal, nos hepatécitos e

nos neurdnios do hipotalamo.
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Mutagdes ativadoras causam excesso de secregcdo de insulina e
mutacgdes inibidoras dessa enzima causam diabetes neonatal permanente
nos recém-nascidos homozigoticos. Até o momento 5 mutagdes foram
descritas no gene da glucoquinase (De Lonlay et al., 2005). Este tipo de
CHI também apresenta repercussao clinica leve com episddios poés-
prandiais de hipoglicemia, sintomas tardios (em criangas maiores) e resposta

positiva ao tratamento com diazéxido.

4) Hiperinsulinismo da 3-hidroxiacil - Coenzima A desidrogenase de
cadeia curta (SCHAD — CHI)

Em recém-nascidos com hiperinsulinismo congénito, foi identificada
uma mutagdo, com heranga autosdbmica recessiva, no gene HADHSC do
cromossomo 4q, que codifica a enzima mitocondrial SCHAD. Esta enzima
atua no metabolismo das células B, das células musculares cardiacas e nos
hepatécitos catalizando a penultima reacdo de beta-oxidagcdo dos acidos
graxos na mitocondria (Molven et al., 2004; Hussain et al., 2005).

Recentemente, Hardy et al., 2007 num estudo de gendémica funcional
das células B pancreaticas, cujo objetivo foi encontrar novos genes
envolvidos na secregao de insulina, utilizou RNA e cDNA microarrays para
identificar genes com expressdao an6mala em modelos animais com
secrecdo alterada de insulina. Os resultantes perfis de expressao génica
foram submetidos a analise computacional cujo resultado revelou 373 genes

potencialmente relacionados a regulagédo da secre¢ao de insulina.
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Utilizando RNA i (RNA de interferéncia) que inibe a expressédo de
genes especificos e portanto funciona como o controle de qualidade do
microarray por ser muito mais especifico e sensivel, foram selecionados 10
genes entre os 373, mas apenas 4 genes entre estes 10 sdo essenciais para
a secrecao normal de insulina. Entre estes 4 genes esta o HADHSC que
codifica a enzima SCHAD. Através da supressdo da expressao génica
(perda da fungédo) do gene HADHSC em células de insulinoma utilizando
RNA de interferéncia foi constatado um acentuado aumento na secregao de

insulina (Hardy et al., 2007).

5) Hiperinsulinismo relacionado as alteragbes congénitas da
glicosilacao
As alteracbes congénitas da glicosilagdo sao desordens metabdlicas
herdadas causadas por defeitos na glicosilagao das proteinas com alteragao
na biosintese de diversas glicoproteinas com consequentes sintomas de
multiplos 6rgdos. O hiperinsulinismo, nestas condigbes, esta associado a
hipoglicosilagdo do receptor da sulfoniluréia (SUR 1) que forma o canal

KATP (Sund et al., 2001; Dunne et al., 2004).

2.4 Aspectos epidemiolégicos

A maioria dos casos de CHI é esporadica, porém as formas familiares,
apesar de raras, foram bem documentadas. Os primeiros casos familiares

foram descritos entre judeus Ashkenazi (Nestorowicz et al., 1996).
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Diversos paises desenvolveram estudos com seus pacientes e
demosntraram que os casos esporadicos do CHI ocorrem, a nivel mundial,
com uma frequiéncia que varia de 1 / 27.000 nascidos vivos na Irlanda
(Glaser et al.,2000) a 1/ 50.000 nascidos vivos na Finlandia (Otonkoski et
al., 1999; Glaser et al., 2000), na Espanha (Fernandez-Marmiesse et al.,
2006; Guerrero-Fernandez et al., 2006), na Italia (Biagiotti et al., 2007), na
Australia (Jack et al., 2000), e no Japao (Tanizawa et al., 2000; Ohkubo et
al., 2005; Taguchi et al., 2007).

Em algumas populagdes isoladas da Finlandia foram referidas formas
familiares com taxas de 1 / 3.200 (Reimann et al., 2003), e taxas ainda
maiores de 1/ 2.500 nascidos vivos foram reportadas em areas geograficas
de alta consanguinidade como na Arabia Saudita (Thomas et al., 1995) . O
mapeamento do hiperinsulinismo congénito relacionado a presenca de
mutacdes nas proteinas dos canais K" no cromossomo 11p, conferiu a
oportunidade de estabelecer o grau de homogeneidade genética das formas
familiares em diferentes grupos étnicos (Glaser et al., 1994; Thomas et al.,

1995; Nestorowicz et al., 1997).

2.5 Aspectos clinicos e diagnésticos do CHI

2,51 Critérios diagnésticos clinico-laboratoriais (Dunne et al al., 2004)

Os critérios diagndsticos clinico-laboratoriais em amostra de sangue

periférico do pacientes com CHI s&o:
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1)

2)

3)

5)
6)

Hipoglicemia (glicemia < 48-50 mg/dl) associada a doses de
reposi¢ao de glicose > 6 — 8 mg / kg / min para manter os niveis
de normoglicemia

Hiperinsulinemia (insulina plasmatica > 5 y U / ml com glicemia <
50 mg/dl) ou insulina em niveis normais porém com supressao
inadequada da insulina na vigéncia de hipoglicemia

Baixa concentragéo plasmatica de acidos graxos livres (< 1,5 mmol /
) que reflete a inibicdo da lipdlise pelo excesso de agéo da insulina
Baixa concentragdo plasmatica de corpos cetdnicos (beta-
hidroxibutirato < 2,0 mmol / 1) que reflete a baixa concentragéo de
acidos graxos livres

Auséncia de cetonuria

Resposta glicémica positva > 30 mg / dl apds infusédo
intravenosa de 1 mg de glucagon ou de 0,03 mg/kg durante a

hipoglicemia (teste do glucagon)

O diagnéstico clinico do (CHI) depende dos sintomas e do resultado

dos exames bioquimicos durante a hipoglicemia. O indice de suspeita clinica

deve ser alto em recém-nascidos inadequados para a idade gestacional

(grandes ou pequenos), recém-nascidos expostos a stress perinatal e

recém-nascidos de familias com histéria de hiperinsulinismo congénito.

Os recém-nascidos com CHI sdo geralmente macrosémicos ao nascer e

podem apresentar movimentos anormais, tremor, hipotonia, cianose ou

hipotermia. Foram relatadas ainda alteragdes como dismorfismo facial com

testa alta, nariz largo e bulboso com coluneta curta e labio superior fino

(De Lonlay- Debeney et al., 1999; De Lonlay et al., 2002). Na maioria dos
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recém-nascidos o0s episodios convulsivos consequentes a hipoglicemia sao
os sintomas mais frequentes e mais precoces.

As criangas recém-nascidas com CHI apresentam hipoglicemia severa
e persistente que se manifesta através de crises convulsivas, letargia, apnéia
e outros sintomas resultantes de neuroglicopenia, associados a necessidades
crescentes de glicose maiores do que 6-8 mg/kg/min (Dunne et al., 2004).
Os niveis plasmaticos de insulina raramente estdo muito elevados, porém
ha supressao inadequada da insulina durante concentracbes baixas de
glicose plasmatica.

O diagndstico do CHI esta, mais frequentemente, associado a
evidéncia da agao excessiva da insulina, como a baixa concentragdo dos
niveis séricos de acidos graxos livres e de corpos cetdnicos (beta-
hidroxibutirato).

O excesso de agdo da insulina também provoca resposta glicémica
plasmatica maior do que 1,7 mmol / | (30 mg / dl) ap6s a administracéo de 1
mg ou 0,03 mg/kg de glucagon intravenoso durante a hipoglicemia (teste do
glucagon), muito util na confirmacado do diagndstico. O glucagon é um
horménio secretado pelas células a das ilhotas de Langerhans do pancreas
e seu efeito principal é o de estimular a glicogendlise no figado
transformando glicogénio em glicose e aumentando a glicemia. A resposta
positiva ao teste do glucagon indica que a via hepatica funciona, porém a
glicogenodlise ndo ocorre devido a acdo inibidora da insulina. Testes
adicionais para as formas especificas do hiperinsulinismo congénito incluem
niveis plasmaticos de aménia (GDH — CHI), niveis plasmaticos de 3-
hidroxibutiril — carnitina (GK — CHI) e niveis urinarios de 3-hidroxiglutarato

(SCHAD — CHI) (De Lonlay et al.,2002).
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Os testes de resposta aguda de insulina (AIR) medem a resposta dos
niveis de insulina plasmatica apés administracao de diversas substancias e
foram utilizados para distinguir as formas focal e difusa do CHI. Os AIR
consistem na infusdo de substancias via um cateter intra-arterial nos ramos
arteriais celiaco, esplénico, da mesentérica superior e das artérias gastro-
duodenais, amostras de sangue sao entdo coletadas e medidos os niveis de
glicose e de insulina (Stanley et al., 2004).

Criangas com KA™"

— CHI apresentam respostas positivas anormais a
administragdo de calcio (excessivas em um unico ramo arterial na forma
focal e excessiva em todos os ramos arteriais na forma difusa) a
administragcdo de calcio, respostas negativas anormais a administragao de
antagonistas dos canais K*™" como a tolbutamina e auséncia de resposta
(resposta nula) a administragcéo de glicose (Stanley et al., 2004) .

Criangas com GDH — CHI apresentam resposta aguda de insulina
(AIR) positiva com a administracdo de leucina, um aminoacido que estimula
o metabolismo da GDH (Dunne et al., 2004) portanto a resposta a leucina é
usada para diferenciar K" = CHI e GDH — CHI.

Na maioria dos casos, recém-nascidos com K+ /ATP — CHI apresentam
macrossomia com peso aumentado para a idade gestacional devido ao
estimulo do crescimento fetal intra-uterino causado pelo excesso de insulina.

Testes genéticos, para diagnostico pré-natal ou triagem genética,
estao disponiveis comercialmente nos EUA para os 5 genes associados ao
hiperinsulinismo congénito : os genes ABCC8 e KCNJ11 das proteinas que

formam os canais K*'", o gene GLUD-1(GDH — CHI), o gene GCK (GK —

CHI) e o gene HADH (SCHAD — CHI).
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2.5.2 Diagnéstico diferencial das formas difusa e focal do CHI-KA™

Nos ultimos anos, estudos tém tentado buscar novos métodos
diagnodsticos para diferenciar as formas difusa e focal do hiperinsulinismo
congénito associado aos canais de potassio ATP dependentes, em virtude
da possibilidade de cura cirurgica da forma focal, pois ambas as formas sao
clinicamente indistinguiveis, e os testes de resposta aguda de insulina (AIR)
sdo muito complicados, invasivos e dificeis de executar.

Outras abordagens diagnodsticas intervencionistas, tecnicamente dificeis,
para coletar amostras de insulina da veia porta, obtidas por via trans-hepatica,
ou a proépria calcio-estimulagao seletiva da secrecao de insulina com injegéo de
calcio pela artéria pancreatica e coleta de amostras de sangue pela veia
hepatica, ndo obtiveram sucesso na localizacao precisa do foco adenomatoso
na forma focal do CHI (Stanley et al., 2004; Giurgea et al., 2005).

Desde a década de 1990 sabe-se que as células neuro-enddcrinas
captam e descarboxilam precursores aminoacidos como a L-dihidroxi-
fenilalanina (L-DOPA) que é captada pelas células B e descarboxilada em
dopamina (Sundin et al., 2004) .

Através destes estudos foi possivel desenvolver, mais recentemente,
uma nova técnica diagnostica, ndo invasiva, para diferenciar as formas
difusa e focal do CHI, através do mapeamento com tomografia por emissao
de positrons (PET scan) usando fluorine - 18 L - 3,4 - dihidroxi - fenilalanina
(18F - fluoro - L - DOPA).

Estudos posteriores utilizando imuno-histoquimica confirmaram a

presenca de DOPA descarboxilase no pancreas e demonstraram que a
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administracdo do inibidor da enzima elimina sua captacédo (De Lonlay
et al., 2006).

O acumulo local de 18F-fluoro-L-DOPA e o registro das imagens com
PET ou ressonancia nuclear magnética (RNM) permitem identificar a
localizagdo anatébmica da les&o na forma focal. O acumulo difuso de 18F-
fluoro-L-DOPA é consistente com a forma difusa do CHI (Hussain et al., 2006;
Ribeiro et al., 2007).

Atualmente considera-se o0 escaneamento do pancreas com
tomografia por emissdo de pésitrons (PET scan), utilizando 18-F-fluoro-L-
DOPA, indispensavel para o diagnostico diferencial pré-cirurgico entre as
formas difusa e focal (Hardy et al., 2007; Ribeiro et al., 2007,

Subramaniam et al., 2007; Kapoor et al., 2008) .

CHI - FORMA FOCAL CHI - FORMA DIFUSA

FOCO ADENOMATOSO NA
CABEGA DO PANCREAS CABEGA, CORPO, CAUDA CORPO

Giurgea et al., Archives de Pédiatrie 2005;12:1628-35.

Figura 1: "®F-fluoro-L-Dopa-PET-CT scan
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2.6 Aspectos terapéuticos

2.6.1 Tratamento clinico

Os pacientes com hiperinsulinismo congénito devem ser submetidos a
uma abordagem multidisciplinar rapida e imediata, cujo primeiro procedimento
deve ser a corregdo da hipoglicemia, com o objetivo de prevenir o dano
cerebral e o retardo do desenvolvimento neuro-psico-motor, mantendo os
niveis plasmaticos de glicose acima de 3,9 mmol / | (70 mg / dl). Um acesso
venoso deve ser instalado, considerando-se que criangas com CHI podem
necessitar de infusdes de glicose de até 20-30 mg / kg / min.

Uma vez que o diagndstico de CHI foi estabelecido, deve-se iniciar o
tratamento com o diazéxido em doses de 5 mg / kg / dia por via oral 1 vez ao
dia (De Ledn & Stanley, 2007) ou 15 mg / kg / dia por via oral 3 vezes ao
dia (Giurgea et al., 2005). Como o diazéxido € um inibidor dos canais de
potassio ATP dependentes, sua resposta terapéutica requer canais
funcionantes, e por tal razdo muitos pacientes com KA — CHI ndo
respondem a terapéutica. As criangas com GDH — CHI, GK — CHI, SCHAD -
CHI e com hiperinsulinismo perinatal stress-induzido respondem ao
tratamento com diazoxido.

A eficacia do tratamento com o diazdxido é definida como a completa
normalizacdo dos niveis de glicose sérica (> 70 mg / dl) medidos antes e
apo6s cada refeicdo, em pacientes alimentados normalmente, apds a

interrupcdo da administracdo intravenosa de glicose ou de qualquer outra
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medicacao por pelo menos 5 dias consecutivos (De Lonlay et al., 2002),
considerando a auséncia de resposta ao diazoxido quando 02 amostras de
sangue apresentam niveis de glicose menores do que 70 mg / dl no periodo
de 24 horas de tratamento.

O efeito colateral do diazéxido nos recém-nascidos € a retencao
hidrica, devendo ser considerada a administracdo de diuréticos,
especialmente em criangas recebendo glicose por acesso venoso. A meia
vida do diazdxido, em criangas, situa-se entre 9,5 e 24 horas e a resposta ao
medicamento deve ser avaliada no minimo apos 5 dias de tratamento. O
sucesso da resposta terapéutica é considerado mantendo-se a glicose
plasmatica acima de 3.9 mmol / | (70 mg / dl) apds a alimentacéo (De Ledn
& Stanley 2007).

A segunda escolha para as criangas que nao respondem ao
tratamento com diaz6xido € o uso de octreotide, uma substancia analoga a
somatostatina porém de longa duragado, que inibe a secregcdao de insulina
através da indugao da hiperpolarizagéo das células  com consequente inibicao
direta dos canais de célcio voltagem-dependentes. O octreotide € administrado
em subcutaneo a cada 6 a 8 horas em doses de 5 a 20 n g/ kg / dia, ou em
infusdo continua (De Ledn & Stanley, 2007).

A resposta inicial ao tratamento € boa na maioria dos recém-
nascidos com hiperinsulinismo congénito, porém a terapia € inadequada
para uso de longa duragao.

O uso de bloqueadores dos canais de calcio foi proposto como uma

alternativa aos pacientes que nao respondem ao diazéxido. Foram relatados
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alguns poucos casos de sucesso do tratamento com nifedipina (De Leon &

Stanley, 2007), porém nao ha estudos a longo prazo e muitos nao obtiveram

sucesso com este tratamento.

Glucagon dado em infusdo intravenosa continua (1 mg / dia) pode

ajudar a manter a glicemia em criangas que aguardam a cirurgia.

Tratamento clinico (De Ledn & Stanley, 2007 - revisdo) :

1)

2)

3)

4)

Infusdo intravenosa de glicose: dextrose de emergéncia 0,2 g /
kg (2 ml / kg de dextrose a 10%).

Diazéxido: 5 — 15 mg / kg / dia via oral divididos em 2 doses
(efeitos colaterais incluem retencéao hidrica e hipertricose).
Octreotide: 5 — 20 u g/ kg / dia via subcutanea divididos em 3
ou 4 doses (efeitos colaterais incluem diarréia, desconforto
abdominal e calculos biliares).

Glucagon: 1 mg / dia em infusdo endovenosa continua (efeitos
colaterais incluem vbémitos e hipoglicemia rebote apds

interrupgéo).

2.6.2 Tratamento cirargico

O tratamento cirurgico, principalmente no hiperinsulinismo congénito

associado aos canais KA™" requer uma abordagem multidisciplinar que

envolve endodcrino-pediatras, radiologistas intervencionistas, patologistas e

cirurgides pediatricos experientes com o CHI.
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E consenso que a abordagem cirlrgica somente deve ser realizada
quando esta claro que a hipoglicemia ndo pode ser controlada pela
medicagao associada a dieta.

Antes da cirurgia, idealmente devera ser realizada uma abordagem
sistematica visando a diferenciacdo entre as formas focal e difusa e a
identificacdo da localizagdo anatdmica das lesdes focais. Associado ao
exame de tomografia por emissdo de pdsitrons com 18F-fluoro-L-DOPA, o
exame intra-operatorio de congelagdo mostrou ser util na identificagdo das
lesbes focais e no direcionamento da extensdo da cirurgia (Suchi et al.,
2004), podendo prevenir as complicagdes resultantes de uma
pancreatectomia quase-total desnecessaria. O uso da laparoscopia para
localizar e enuclear lesdes focais, apesar de limitado a alguns casos, é uma
abordagem nova e promissora (De Vroede et al., 2004). Criangas com a
forma difusa normalmente necessitam de pancreatectomia quase-total (95%
a 98%) para controlar o hiperinsulinismo, e alguns destes pacientes que
persistem com hipoglicemia severa poés-cirdrgica requerem ampliagéo
adicional da ressecgao pancreatica prévia.

Um estudo baseado na revisdo da literatura (Shilyansky et al., 1997)
refere resolugdo da hipoglicemia em 119 de 220 pacientes (54%) apos
pancreatectomia subtotal menor de 95%, em 53 de 83 pacientes (64%) apds
resseccao quase-total de 95% e em 72 de 74 pacientes (97%) apos

pancreatectomia quase-total de 98%.
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Ainda segundo revisao de Shilyansky et al., 1997, foram propostas 3
estratégias terapéuticas para evitar o possivel desenvolvimento de diabetes
em decorréncia da cirurgia: 1) tratamento ndo-cirurgico utilizando nutrigao
parenteral de longo prazo, alimentacdo continua com tubo gastrico e
injecoes de octreotide (Glaser et al., 1999) que segundo esses autores pode
evitar a pancreatectomia em 50% das criangas; ou tratamento prolongado
(Mazor-Aronovitch et al., 2007) com diazoxido e alimentagéo frequente
com baixo indice protéico que segundo esses autores tratou com sucesso 9
de 15 pacientes com CHI; 2) tratamento cirdrgico com exerese de 75% do
pancreas ou exerese adicional de até 98% somente se necessario, cujo
resultado esperado seria a cura da hipoglicemia com redugao de 50% na
incidéncia de diabetes tardio; 3) tratamento cirurgico com exerese de 98%
do pancreas em todos os pacientes com remogao, isolamento e crio-
preservacgao das células B para auto-transplante com o objetivo de controlar

o diabetes.
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Teste alimentar,
reposicao de glicose
>15 mg/kg/min, acidos

34

HIPERINSULINISMO:
Insulina plasmatica
> 5 pU/ml com

HIPOGLICEMIA: graxos livres <1,5 mmol/ glicemia < 50 mg/d|
Glicemia corpos cetdnicos baixos (aauséncia de
<40 mg/dl (plasma Bhidroxibutitrato hiperinsulinemia nao

<2 mmol/l), teste do
glucagon positivo
(glicose >30mg/dl)

afasta o diagnéstico de
hiperinsulinismo
congénito )

-

Testes de resposta de insulina
(AIR), dosagens séricas de
amonia(GDH) e de acil-carnitina
(GK) e hidroxiglutarato na urina
(SCHAD), testes genéticos

Teste de resposta ﬁ

terapéutica com HIPERINSULINISMO

DIAZOXIDO
(agonista do canal) GDH, CK, SCHAD
alteracdes da

i E glicosilagéo? outros?

Tomografia por emissdo de positrons
(PET-SCAN) com '®F- fluoro-L-DOPA

7\

HIPERINSULINISMO
CONGENITO RELACIONADO
AOS CANAIS +K/ATP
FOCAL OU DIFUSO

FOCAL DIFUSO
RESSECQAO DA PANCREATECTOMIA
LESAO QUASE-TOTAL

(90-98 % )

Figura 2: Esquema de conduta pediatrica na hipoglicemia neonatal.
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2.7 Aspectos evolutivos e prognésticos

Dados sobre a evolugdo a longo prazo de criangas com CHI sao
escassos, porém sabemos que estas criangas apresentam risco de
complicacbes severas inerentes a propria doenga como também em
consequéncia da terapéutica. O risco de desenvolver diabetes mellitus tem
sido atribuido a pancreatectomia com uma incidéncia de 75% de diabetes
apdés pancreatectomia de 95% (Leibowitz et al., 1995), porém mesmo
pacientes que nao foram submetidos a cirurgia podem desenvolver diabetes
mais tarde devido ao aumento da apoptose das células . Outro estudo
(Shilyansky et al., 1997) evidenciou incidéncias de diabetes de 85% apds
ressecg¢ao de 99% do pancreas respectivamente.

Portanto a incidéncia de diabetes parece aumentar com cirurgias mais
extensas. A idade é outro fator que também esta relacionado a incidéncia de
diabetes com aumento da incidéncia na puberdade. Em um estudo amplo de
114 pacientes com CHI, a taxa mais alta de incidéncia de diabetes mellitus foi
de 71% e ocorreu em criangas que foram submetidas a mais de uma ressecg¢ao
cirurgica. Neste mesmo estudo foi constatada uma alta frequéncia (44%) de
retardo do desenvolvimento neuro-psico-motor (Meissner et al., 2003).

Em outra pesquisa com 90 pacientes foi constatado que o retardo
mental grave é mais frequente nas criangas com hipoglicemia neonatal do
que naquelas cuja hipoglicemia ocorreu mais tardiamente durante a infancia

(Menni et al., 2001).
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Um estudo mostrou prevaléncia de aproximadamente 30% de retardo
do DNPM em pacientes com CHI e, aqueles que necessitaram de tratamento
cirurgico, clinicamente mais grave, tiveram uma incidéncia maior de
problemas neuro-psico-motores do que aqueles que responderam ao

tratamento medicamentoso (Nachum et al., 2002; Steinkrauss et al., 2005).

2.8 Aspectos embrioloégicos e anatomo-patolégicos

O péancreas endodcrino € constituido por cerca de 1 milhdo de
unidades esféricas de agregados celulares, as ilhotas de Langerhans, que
apresentam seu proprio suprimento sanguineo independente, com aspecto
de padrao glomeruldide medindo de 50 a 250 micrémetros no adulto,
apresentando também algumas células enddcrinas dispersas em pequenos
ductos pancreaticos. A densidade das ilhotas difere de acordo com a regiao
do pancreas, sendo mais numerosas na cauda.

As células enddcrinas que formam as ilhotas de Langerhans sao: 1) a
(secretam glucagon) predominam na periferia das ilhotas; 2) B (secretam
insulina) sdo maiores, com mais citoplasma, localizadas na regido central
das ilhotas e polarizadas em direcdo aos capilares apresentando grande
quantidade de granulos de insulina proximos aos capilares; 3) y (secretam
somatostatina) e 4) ¢ (secretam substancia P), estas duas ultimas células

sdo menores e estao dispersas entre as células (3.
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Variagdes fisioldgicas das células B sdo bem conhecidas, o estado de
repouso apresentando ceélulas com nucleos pequenos, ovoides e proximos
entre si (nuclear crowding), e o estado de atividade com citoplasma
aumentado e nucleos mais distantes entre si que podem ser, em adultos
normais, dipldides, tetrapléides ou hexaploides (Ehrie et al., 1974% Zerbini et
al., 1998). O tamanho nuclear das células 3 € um bom marcador do grau de
atividade destas células, um bom exemplo € o nucleo aumentado nas células
B do pancreas de recém-nascidos de maes diabéticas (Rahier et al., 1984;
Ariel et al., 1988)".

Embriologicamente, as células das ilhotas tém origem em precursores
mesenquimais (stem cells) que migram para a posi¢cao extralobular, e
também tém origem endodérmica a partir de multiplos pontos ao longo do
sistema tubulo-ductal exdécrino onde proliferam formando agregados
celulares que se destacam e migram para a posi¢ao intra-lobular.

A primeira evidéncia histoldgica da formagao de ilhotas no pancreas
fetal humano ocorre entre 9 e 11 semanas de gestagdo, e através de
marcadores imunohistoquimicos para insulina, glucagon e somatostatina
pode-se visualizar células enddcrinas com 8 semanas de idade gestacional
(Polak et al., 2000).

Os dois mecanismos de formagado das células 3 no embrido : 7) a
neogénese ou diferenciagcao de células precursoras ductais e 2) a replicagéao
de células B diferenciadas; sao mantidos em baixos indices no periodo pods-

natal e até mesmo no adulto. No periodo neonatal os altos indices de

* Apud Dunne et al., 2004
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apoptose e de replicagdo das células B sugere uma reconfiguracdo do
pancreas endocrino (Kassem et al., 2000).

Pesquisas posteriores estenderam estes achados sugerindo que os
corpos apoptoticos das células B, altamente imunogénicos, poderiam
desencadear o diabetes tipo | de origem auto-imune (Jamal et al., 2005).

Estudos induzindo experimentalmente tanto a neogénese como a
proliferacdo de células B diferenciadas em ratos demostraram a capacidade
regenerativa do pancreas exocrino e endocrino apos pancreatectomia de
90% (Bouwens et al.,2005; Berrocal et al.,2005). Estes mesmos autores
demonstraram que 8 semanas apds a pancreatectomia, nos 10% de
pancreas remanescente houve proliferagdo regenerativa de 47% da massa
de células 3 do pancreas total original, na primeira semana apds a cirurgia a
proliferacdo das células B estava aumentada de 3 a 5 vezes com formacéao
maci¢a de novas células acinares e insulares a partir dos ductos com
formagao de novos Iébulos pancreaticos.

O hiperinsulinismo congénito apresenta duas formas anatomo-
patolégicas atualmente reconhecidas: a forma difusa e a forma focal.

A forma difusa é caracterizada por células B hiperfuncionantes
difusamente distribuidas por todo o pancreas. Esta hiperfuncdo é expressa
morfologicamente pela presencga, em 2% a 5% das células B das ilhotas de
todo o pancreas, de citoplasma amplo e nucleos anormais aumentados de
volume, definidos como pelo menos 3 vezes maiores do que os nucleos das
células enddcrinas adjacentes (Suchi et al., 2004), frequentemente

resultando em nucleos gigantes e bizarros. As ilhotas de Langerhans
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mostram tamanhos variaveis, algumas grandes e outras de tamanho
irregular formando pequenos agregados pouco definidos de células
enddcrinas dispersos pelo parénquima acinar por vezes em conexao com
pequenos ou grandes ductos pancreaticos (complexo ductulo-insular).

Criangcas com a forma difusa do hiperinsulinismo congénito que foram
operadas apdés os 3 meses de idade podem apresentar ilhotas de
Langerhans com a arquitetura preservada com alteracdo apenas nuclear e,
em cerca de 30% dos recém-nascidos com a forma difusa, o pancreas pode
mostrar histologia completamente normal, independentemente da idade na
época da cirurgia.

Um estudo realizado com seis recém-nascidos apresentando
hiperinsulinismo congénito (Sempoux et al., 2002) mostrou a presenca de
complexos ductulo-insulares em todos os pacientes com forma focal ou
difusa. Na forma difusa foram observadas ilhotas de forma e tamanho
variados como também aglomerados mal definidos e irregulares de células
B distribuidos ao acaso por todo o pancreas e ilhotas aumentadas de
tamanho localizadas nos septos marginais dos Iébulos.

Na forma focal foi observado aumento focal de areas contendo ilhotas
ou aumento focal do numero de células 3. Na forma focal o acumulo pouco
definido de aglomerados de ilhotas desloca lateralmente o tecido acinar
pancreatico.

Segundo Rahier et al., 1998 em um estudo de 20 criangas com
hiperinsulinismo congénito com 1,5 a 13 meses de idade na época da

cirurgia, 13 (65%) delas apresentavam a forma difusa. Em todos estes
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recém-nascidos com a forma difusa e em todas as regides do pancreas, de
10% a 60% das ilhotas pancreaticas mostraram nucleomegalia com tamanho
nuclear de até 19 um, nudcleos muito aumentados em comparagdo aos
controles de pancreas normal de criangas da mesma idade cujos nucleos
das células B mediram de 5 a 6 um.

O significado exato desta alteracdo nuclear nao é claro, sabe-se que
em certos tecidos, particularmente nos tecidos endocrinos, o tamanho do
nucleo esta ligado a fungao da célula (Rahier et al., 1998). Foi sugerido que
estes nucleos anormais poderiam ser a consequéncia do tratamento meédico
(glicose, diazdxido, etc) administrado as criancas na tentativa de controlar os
episédios  hipoglicémicos. Entretanto, esta hipotese foi afastada
considerando-se que esta alteragdo nuclear (nucleomegalia) nado foi
observada, nas mesmas proporcdes, nas células B dos pacientes com a
forma focal que também receberam o mesmo tratamento.

Um estudo de Ariel et al. (1988 apud Dunne et al., 2004), confrmado
por Zerbini et al., 1994, demonstrou que estes nucleos aumentados eram
polipldides, algo muito incomum nas células B do pancreas nesta faixa
etaria. Entretanto, em criangas maiores e mais ainda em adultos, nucleos
aumentados nao sao infrequentes nas células  pancreaticas e nao estao,
de nenhuma forma, associados a hipoglicemia hiperinsulinémica. Por esta
razao, a observagao histoldgica de nucleos aumentados e bizarros deve ser
interpretada com cuidado fora do periodo neonatal e infantil, sem esquecer
que nucleos anormais também sdo encontrados em recém-nascidos de

maes diabéticas.
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A forma focal consiste em uma hiperplasia adenomatosa focal confluente
de células enddcrinas, frequentemente menor do que 7,5 mm de didmetro, com
acumulo de agregados de ilhotas de Langerhans que estao separados por finas
rimas de células acinares ou finos septos de tecido conjuntivo. Ocasionalmente
as células B podem estar aderidas a pequenos ductos formando complexos
ductulo-insulares. O citoplasma das células B € normal a escasso e os nucleos
sdo pequenos e proximos entre si (nuclear crowding). A area de hiperplasia
adenomatosa €, na maioria dos casos, unifocal e constituida por um
aglomerado de ilhotas histologicamente normais com area central de células 3
e rima periférica de células ndo-B. A lesao preserva a arquitetura lobular normal
do pancreas exceto na area de hiperplasia focal.

No estudo de Rahier et al., 1998, os focos adenomatosos, nos
diversos pacientes, mediram de 2,5 mm a 7,5 mm nos maiores eixos (média
de 4,5 mm) e nestas areas foram observados raros nucleos anormais
aumentados. O parénquima pancreatico, fora das lesdes focais, € normal e
portanto a auséncia dos nucleos anormais aumentados no pancreas
remanescente aos focos adenomatosos € um dos critérios para o
diagnodstico histopatolégico diferencial da forma focal em relagdo a forma
difusa (Sempoux et al., 2002 e 2003; Suchi et al., 2003).

Ao contrario de um adenoma verdadeiro (insulinoma), a hiperplasia
adenomatosa focal inclui células acinares exdcrinas isoladas em meio a
lesdo (Sempoux et al., 2003).

Segundo Suchi et al., 2004 num estudo com 52 criangas com idade

entre 21 dias e 796 dias, 18 (34,6%) apresentaram a forma difusa, 30
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(57,7%) a forma focal e 4 (7,7%) mostraram auséncia de critérios
diagnosticos definidos e nao obtiveram classificagdo histolégica final
(equivoca). A histologia da forma focal destas criangas mostrou area de
hiperplasia adenomatosa cujas células enddcrinas ocupavam mais do que
40% dos lobulos, e apenas nesta area foram observados, ocasionalmente,
nucleos aumentados, enquanto que o restante do pancreas apresentou
aspecto completamente normal; diferentemente da forma difusa em que os
nucleos aumentados encontravam-se dispersos por todo o pancreas e nao
havia area de hiperplasia adenomatosa.

De acordo com este autor (Suchi et al., 2004), na forma difusa o
critério para nucleomegalia € um aumento de no minimo 3 vezes o tamanho
nuclear em comparacao os nucleos normais das células enddcrinas adjacentes.

Assim a patogenia destas duas formas anatomo-patoldgicas e o tipo
de tratamento de cada uma delas sdo fundamentalmente diferentes. Na
forma focal, o hiperinsulinismo é causado pela existéncia de uma lesao focal
consistindo em um agregado pseudo-tumoral de ilhotas chamado hiperplasia
adenomatosa focal, estes casos sao curados por uma pancreatectomia
limitada (retirada do foco adenomatoso), desde que nenhum outro foco
exista. Na forma difusa a cura depende de uma pancreatectomia subtotal ou
quase total pois esta forma de hiperinsulinismo resulta de uma alteracao
funcional hipersecretante difusa.

Portanto € de fundamental importancia a diferenciacdo anatomo-
patolégica das duas formas antes da cirurgia; primeiro, para evitar, nos

pacientes que apresentam a forma focal, uma pancreatectomia quase total
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desnecessaria relacionada ao alto risco de diabetes e, segundo, para evitar,
nos pacientes com a forma difusa, uma segunda intervengao cirurgica
considerando-se que na maioria dos casos uma pancreatectomia parcial ou
subtotal é insuficiente (Smith et al., 2001) .

Estas razdes indicam a realizagdo do exame intra-operatorio de
congelagao que, segundo os critérios histopatolégicos de Suchi et al., 2004
acima descritos, pode direcionar a extensao da cirurgia.

Atualmente usa-se preferencialmente ao exame de congelagao, a
tomografia por emiss&o de pdsitrons (PET-CT) com '®F-fluoro-L-DOPA , ainda
nao disponivel no Brasil, para distinguir as formas difusa e focal e identificar a
localizagao precisa da area focal a ser retirada cirurgicamente (Hardy et al.,

2007; Ribeiro et al., 2007; Subramaniam et al., 2007; Kapoor et al., 2008) .

2.9 Aspectos imuno-histoquimicos do pancreas endocrino

2.9.1 Proliferagao das células B no CHI (perinatal e neonatal) e no

pancreas normal (gestacional e neonatal)

No pancreas normal, os resultados imunohistoquimicos positivos para
o0 marcador insulina no citoplasma das células B das ilhotas de Langerhans
comegam a aparecer a partir da oitava semana de gestacao, porém, nesta
eépoca, todas as células endocrinas co-expressam insulina, glucagon,

somatostatina e polipeptideo pancreatico (Polak et al., 2000).
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O marcador imunohistoquimico de proliferagcéo celular Ki-67 € positivo
durante todas as etapas ativas do ciclo celular, incluindo as fases G1, S, G2
e M (Gerdes et al., 1991), e é negativo nos nucleos das células em repouso
(fase GO0). Este anticorpo monoclonal reconhece proteinas que funcionam
como fatores de transcricao de genes ligados a proliferagao celular. Como o
anticorpo Ki-67 podia ser utilizado apenas em tecido fresco ou congelado,
em 1992 Gerdes et al. desenvolveu o anticorpo monoclonal MIB-1 que
possui 0 mesmo reconhecimento antigénico do Ki-67 e pode ser utilizado em
cortes histolégicos de tecido fixado em formalina e incluido em parafina.

As células B, produtoras de insulina, apresentam um indice
proliferativo, aferido com o marcador nuclear Ki-67, de 5% com 8 semanas
de idade gestacional caindo progressivamente para 3% com 11 semanas
(Polak et al., 2000). Outro estudo (Bouwens et al., 1997) revelou um pico
de 3% do indice proliferativo das células B com 14 - 16 semanas de
gestacao, que, nas 24 semanas seguintes, cai abruptamente para um indice
muito baixo chegando a 0,1% com 38 - 40 semanas de idade gestacional.

O tecido enddcrino do pancreas fetal humano mostra seu indice de
crescimento mais elevado entre a 212 e a 402 semanas de idade gestacional.
A atividade mitdtica muito baixa das células enddcrinas observada durante
esse periodo demonstra a importancia da neogénese dessas células a partir
de células precursoras horménio-negativas ou stem cells localizadas nos
ductos pancreaticos, e estudos comprovaram que 80% das células B de
ratos tiveram origem em células precursoras e nao a partir da auto-

replicacéo (Bouwens et al., 1997; Béringue et al., 2002).
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Outra condigao fisioldgica em que ocorre aumento da proliferacao das
células B é durante a gestacdo, gerando um aumento temporario de
aproximadamente 50% da massa de células  da gestante. O aumento do
indice proliferativo € induzido pelo lactogénio placentario e o aumento do
volume celular (hipertrofia celular) ocorre como uma adaptacéao fisiologica.
Nos primeiros 10 dias pos-parto ocorre a involugdo com redugado do volume
e da proliferacdo celulares e aumento da apoptose (Miki et al., 2001;
Kassem et al., 2000).

No pancreas das criangas com CHI, dois estudos mostram resultados
diferentes. Um primeiro estudo (Sempoux et al., 1998) de proliferacdo das
células B usando imuno-histoquimica de dupla marcagao com insulina e Ki-
67 em sete recém-nascidos de 6 meses de idade média com a forma difusa,
e sete recém-nascidos de 3 meses de idade média com a forma focal,
usando controles de pancreas normais pareados por idade, mostrou que o
indice proliferativo (definido como o niumero de células B Ki-67 positivas em
1000 células B de cada paciente) das células produtoras de insulina nas
ilhotas de Langerhans e em pequenos agrupamentos de células enddcrinas
isolados ou associados aos ductos exoécrinos, na forma difusa do CHI néo
era significativamente maior do que nos casos controle (2,94% na forma
difusa versus 1,96% nos controles normais de 6 meses de idade). Porém na
forma focal do CHI o indice proliferativo estava muito aumentado (7,76% na
forma focal versus 1,99% nos controles normais de 3 meses de idade).

Este estudo de Sempoux foi fundamental no redirecionamento da

pesquisa sobre o CHI, contrariando a hipétese de uma proliferagao pds-natal
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persistente das células 3 na forma difusa do CHI, e indicando a possibilidade
de uma alteracdo funcional molecular na patogénese da forma difusa.
O indice proliferativo aumentado na forma focal pbéde ser explicado
posteriormente pelos estudos em genética molecular.

Em outro estudo (Kassem et al., 2000) a pesquisa imunohistoquimica
de proliferagcado celular com dupla marcagao para insulina e Ki-67 realizada
com recém-nascidos, menores de 3 meses de idade na época da cirurgia,
mostrou que a incidéncia de positividade do Ki-67 nas células B na forma
difusa (2,13% + 0,46) e na area de hiperplasia da forma focal (5,48% + 0,82)
eram significativamente maiores do que no grupo controle pareado por idade
(0,88% + 0,19) com P < 0.05 na forma difusa e P < 0.01 na forma focal.

Este autor demonstrou que pacientes e criangas controle com mais de
3 meses de idade na cirurgia, apresentaram indice proliferativo de células 3
menor do que aquele das criangcas com menos de 3 meses de idade, porém
ainda assim significativamente maior do que do grupo controle pareado por
idade com P < 0.02 na forma difusa e P < 0.01 na area hiperplasica da forma
focal. O indice de proliferagao, nas areas circunjacentes a area hiperplasica
na forma focal, é igual ao indice proliferativo dos controles normais.

Neste estudo, a proporgao de proliferacdo das células 3 nos controles
normais estava significativamente correlacionada com a idade: a proliferagéo
decresce de 3,2% + 0,5 entre a 172 e a 32% semanas de gestacao até atingir
0,13% + 0,08 apds 6 meses de idade; no periodo perinatal (definido como 2
meses antes e 2 meses depois do nascimento) foram observados niveis

intermediarios de proliferagao das células 3 (1,1% * 0,2).
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Os mecanismos de regulacdo da proliferagdo das células B em
humanos nao esta bem esclarecido. Em roedores, o gene /IGF-2 (Insulin-like
Growth Factor 2) esta elevado no feto e decresce apds o nascimento, € a
hiper-expressao de IGF-2 em animais transgénicos resulta em hiperplasia
das ilhotas (Petrik et al., 1999). Nao se sabe se 0 mesmo mecanismo esta
presente nos fetos humanos, entretanto, em alguns casos da forma focal do
CHI ha hiper-expressao do gene IGF-2 nas células B da area adenomatosa,
associada a dissomia uniparental com duplicacédo do alelo paterno do qual é
transcrito este gene (Damaj et al., 2008).

Segundo Kassem et al., 2000, o indice proliferativo aumentado das
células 3 na area hiperplasica da forma focal (5,48% + 0,82) em relagéo a
forma difusa (2,13 + 0,46), ocorre devido a diferenga genética primaria entre
estas duas formas histopatoldgicas.

Na lesdo focal ocorre delegdo somatica de parte dos genes do
cromossomo 11p do alelo materno (Fournet et al., 2001), sendo conhecidos
pelo menos dois destes genes: H19 e p57. O produto do gene H19 é um
micro RNA que atua como fator de transcrigdo génica silenciando o gene
IGF-2, exercendo sua agao como regulador dos niveis de mRNA do IGF-2
(Sempoux et al., 2003). O gene p57 € um importante inibidor de varios
complexos ciclina G1/ Cdk causando parada do ciclo celular quando as
células ja estdo diferenciadas, funcionando como um gene supressor de
tumor (Kassem et al., 2000; Suchi et al., 2006).

A auséncia dos genes no alelo materno causa desequilibrio da

expressao destes genes no alelo paterno o que pode explicar a proliferagao
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aumentada observada na forma focal do CHI. O esclarecimento da
patogénese da forma focal do CHI foi importante pois evidenciou que estes e
outros genes nesta regido do cromossomo 11p15 sao reguladores da
proliferacdo das células B abrindo caminho para novos estudos no

tratamento do diabetes.

2.10 Aspectos genéticos e moleculares relacionados a

funcao e a resposta terapéutica

2.10.1 Mecanismo de secreg¢ao da insulina

A secrecao da insulina pelas células B do pancreas ocorre da
seguinte forma: a glicose sérica é transportada para dentro da célula 8 pelo
transportador de glicose (GLUT 2). No citoplasma celular, a primeira etapa
do metabolismo enzimatico da glicose, (glicdlise) é sua fosforilagdo pela
glicoquinase (GK) cujo produto (glicose-6-fosfato) é transportado para o
interior das mitocdndrias resultando na sintese de trifosfato de adenosina
(ATP) com consequente aumento da razdo ATP/ADP intra-citoplasmatica.

Na superficie da membrana das células B ha centenas de canais de
potassio ATP dependentes (Clement et al., 1997; Aguilar-Bryan et al.,
1999) formados por duas sub-unidades protéicas : 7) Kir 6.2 que possui
sitios de ligacdo para o ATP (trifosfato de adenosina) cuja ligagdo com o
ATP fecha o canal o que inibe sua funcéo; e 2) SUR 1 que possui sitios de

ligacao para o ADP (difosfato de adenosina) cuja ligagdo com o ADP abre o
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canal antagonizando a inibicdo da fungdo. Assim, o aumento da razao
ATP/ADP, provocada pelo metabolismo da glicose, age sobre as proteinas
dos canais K™, inibindo-os, isto &, fechando estes canais e despolarizando
a membrana celular.

A despolarizacdo da membrana citoplasmatica das células 3 provoca
a abertura dos canais de calcio voltagem-dependentes, também situados na
superficie da membrana celular, permitindo assim o influxo de calcio. O
aumento abrupto da concentracdo de calcio citosdlico nas proximidades da
membrana celular promove entdo a exocitose dos granulos de insulina
proximos a membrana citoplasmatica.

Entretanto, o aumento de calcio também age despolarizando a
membrana mitocondrial interna, o que inibe a produgao de ATP, resultando
na queda da razao ATP/ADP. Este € um dos mecanismos de feed-back
através do qual o metabolismo da glicose produz oscilagbes na
disponibilidade de ATP e ADP influenciando diretamente a atividade dos

canais KA™P

, 0 potencial da membrana celular e o fechamento e a abertura
dos canais de calcio voltagem-dependentes (Dunne et al., 2000 e 2004).

Os canais de potassio sdo, portanto, os intermediarios entre o
metabolismo da glicose no citoplasma celular e a subsequiente resposta
apropriada de secregao de insulina. Sua funcéo é fundamental e determina
tanto a primeira fase como a segunda fase da secrecdo de insulina. Em

KATP

repouso, 0s canais estdo abertos, com potencial de membrana de

aproximadamente 65 mV negativos devido a baixa razdo ATP/ADP intra-

KATP

celular e a alta sensibilidade da sub-unidade SUR 1 do canal a ligacao

com o ADP que mantém o canal aberto. O metabolismo da glicose produz
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uma diminuicdo de aproximadamente 50% na concentracido de ADP livre
nas células B para a producao de ATP, reforcando o aumento da razao

ATP/ADP e o efeito de fechamento dos canais (Bryan et al., 2004).
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Sattiraiu et al., Clin Pharmacol Therap 2008;83(2):354-57.

Figura 3: Mecanismo de secre¢ao de insulina na célula B: a glicose entra na
célula através do transportador Glut 2, é metabolizada em glicose-6-fosfato
(= P) produzindo aumento da razdo ATP/ADP. O ATP em niveis aumentados
se liga aos canais de potassio ATP dependentes (K ATP) — fechamento dos
canais —» o K+ ndo pode sair —» acumulo intra-celular de ions positivos
— despolarizacdo da membrana citoplasmatica — abertura dos canais de
célcio voltagem dependentes — Ca++ entra no citoplasma — exocitose dos
granulos de insulina. Em pacientes com hiperinsulinismo congénito (HHI)
mutagdes inativam os canais que permanecem fechados — secregao
constante de insulina, e em pacientes com diabetes mellitus neonatal (NDM)
mutagdes ativam os canais que permanecem abertos — auséncia de
secrecao de insulina.
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Estes eventos descrevem a chamada secrecdao de insulina
estimulada pela glicose (GSIS — Glucose-Stimulated Insulin Secretion)

dependente do canal KA™"

e do influxo de calcio ou primeira fase, que
corresponde a secregao dos granulos de insulina pré-formados
localizados proximo a membrana citoplasmatica. Entretanto, existem
diferentes grupos de granulos de insulina nas células 3, desde os de
reserva até os imediatamente secretaveis (Henquin et al., 2000;
Bratanova-Tochkova et al., 2002).

A segunda fase da secrecao de insulina ocorre através do progressivo
aumento e potencializagdo do gatilho do influxo do calcio promovendo a
preparacgao, o recrutamento e o transporte de novos grupos de granulos para
a exocitose. Esta fase, também chamada fase de amplificacao é referida
como “GSIS independente do canal K‘"” pois depende da presenca
crescente de calcio intra-citoplasmatico (Straub et al., 2001).

Recentemente Geng et al.,, 2003 mostraram que a fase de
amplificacdo ou segunda fase de secreg¢ao de insulina ndo é independente
dos canais KA™", ao contrario, depende dos canais K*'" existentes na
membrana dos granulos contendo insulina. Este estudo revelou que existe
maior concentragao de canais K*™" na superficie da membrana dos granulos
de insulina do que na superficie da membrana citoplasmatica das células 3
pancreaticas. Esta descoberta inédita abre novos caminhos para o
desenvolvimento de medicamentos anti-diabéticos ou mesmo anti-

hiperinsulinémicos mais seletivos que ajam diretamente sobre a membrana

dos granulos de insulina e ndo somente nos canais KA'™® da membrana
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celular. O medicamento hipoglicemiante glibenclamida, usado no diabetes
mellitus, distingue-se das outras sulfoniluréias por sua superior eficacia
secretoria, porém somente com a pesquisa de Geng et al., 2003 descobriu-
se que esta eficacia se deve a sua capacidade de ligagdo com os canais
KATP dos granulos.

Os mecanismos moleculares do metabolismo desta fase sao
complexos e estdo sendo estudados, pesquisas mostraram que o proprio
ATP apresenta, entre outras funcbdes, a fungcdo de mediador local no
mecanismo de transporte, recrutamento e exocitose dos granulos através da
regulacdo das ATPases, da fosforilagdo de proteinas especificas e da
ativacao de proteinoquinases e quinases dependentes de calcio/calmodulina
como ocorre na secrecdo de outros hormdnios, de neuropeptideos e de
neurotransmissores.

Assim, atualmente sabe-se que tanto a primeira como a segunda fase

da secrecdo de insulina dependem dos canais KA™"

, porém a primeira fase
depende dos canais da membrana das células 3 e a segunda dos canais da
membrana dos granulos de insulina.

Portanto os canais KA™"

sao determinantes na secrecédo de insulina
regulada pela glicose, e este fato € de importancia fundamental na
compreensao da patogenia do hiperinsulinismo congénito e de outros

disturbios mais comuns como o diabetes, como também no desenvolvimento

da manipulagdo farmacoldgica da secregéo de insulina.
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2.10.2 Estrutura e fungdo dos canais idnicos de membrana K**T das
células

As células B das ilhotas de Langerhans do pancreas apresentam, na
superficie da membrana citoplasmatica, canais de potassio dependentes de
ATP que funcionam através de receptores especificos que séo proteinas da
membrana celular que formam um complexo funcional octamérico
constituido por dois tipos de sub-unidades proteicas: SUR 1 (sulfonylurea
receptor) cujo nome deriva de sua alta afinidade a sulfoniluréia (Aguilar-
Bryan et al.,1995), e Kir 6.2 (inwardly rectifying potassium channel).

As subunidades SUR 1 sdo homdlogas a varios membros de uma
superfamilia de proteinas conhecida como “ATP binding cassette
superfamily”, sao constituidas por 1581 aminoacidos e 39 exons, e
apresentam 3 dominios transmembrana: TMD-0, TMD-1 e TMD-2
(Transmembrane Domain), 9 algas citoplasmaticas: CL-1 a CL-9
(Cytoplasmic Loops) e 2 sitios intra-celulares para ligagdo do ATP : NBF-1 e
NBF-2 (Nucleotide Binding Fold 1 e 2) (Thomas et al.,1996). O dominio
transmembrana TMD-0 € o responsavel pela associagao e ligagcédo entre as
subunidades SUR 1 e Kir 6.2, fundamental na modulagcdo de abertura e
fechamento do canal e no transito do canal do reticulo endoplasmatico até a
membrana celular, pois a migragdo até a superficie ndo ocorre se as sub-
unidades protéicas estiverem separadas (Chan et al., 2003).

As subunidades Kir 6.2 s&o retificadores fracos da entrada do potassio,
séo constituidas por 390 aminoacidos e apenas 1 exon, e sua topologia na

membrana celular possui 2 dominios alfa-hélice transmembrana ligados por
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uma sequUéncia altamente conservada de aminoacidos (dominio
flogeneticamente preservado em varias espécies) homologa ao dominio de

seletividade dos canais de potassio voltagem dependentes de outros tecidos.
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Yan et al., Diabetes 2007 Sept;56(9):2339-48.
Figura 4: Subunidade proteica SUR1 com os 3 dominios transmembrana
(TMD), o local responsavel pela retencdo no reticulo endoplasmatico

(RKR), os 2 sitios de ligacdo do ATP (Nucleotide Binding Domains
NBD1/NBD2) e a localizagdo das mutagdes em pacientes com CHI (O e [).

Os canais K*'" também estdo presentes no musculo cardiaco e em
outros musculos lisos, porém como complexos hetero-multiméricos de
diferentes proteinas SUR-x e Kir 6.x (Aguilar-Bryan et al.,1999). No

KATP ¢ formado por um complexo octomérico (oito

pancreas, cada canal
subunidades) constituido por 4 subunidades Kir 6.2 organizadas ao redor de
um poro central, acopladas a 4 subunidades SUR 1 (Clement et al.,1997;

Shyng et al.,1998), porém cada subunidade € diferentemente regulada.
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A subunidade Kir 6.2 ¢ inibida pelo ATP e ativada pela acetyl-CoA e
pelos lipides fosfositideos, e determina as propriedades biofisicas do canal
que incluem a seletividade, a retificagdo e a barreira para o transporte de
potassio. O fechamento do canal induzido pelo ATP envolve os dominios
citoplasmaticos do Kir 6.2, porém ha evidéncias que a agao do ATP pode ser
quase completamente inibida por mutagcbes em outros sitios (extra-
citoplasmaticos) do Kir 6.2 (Thomas et al., 1996; Huopio et al., 2002; Efrat
et al., 2004; Ashcroft et al., 2007).

A subunidade SUR 1 age como um regulador de condutancia do Kir
6.2, e a sensibilidade dos canais ao ATP, ao ADP e aos nucleotideos de
guanosina (GTP e GDP) envolve ambas as subunidades. Dos dois sitios
intra-celulares do SUR 1 para ligagao do ATP, o mais importante € o NBF-2
pois possui atividade ATPase, e as mutagbes genéticas encontradas nesta
regidao (NBF-2) levam a perda da fung¢ao do canal (Thomas et al., 1996).

Portanto a regulagdo funcional dos canais K°™®

induzida pelas
alteragcdes na razao ATP/ADP envolve interagdes cooperativas dos
nucleotideos em ambas as sub-unidades com a agao inibitéria do ATP sobre
a Kir 6.2 sendo regulada pelos efeitos ativadores do ADP sobre a SUR 1.
Cada subunidade dos canais K*™® possui um nimero de motivos de
sinalizagcdo que permite sua configuragdo na estrutura do canal e sua
expressao na superficie celular. Um destes motivos, que ocorre em ambas
as subunidades, é chamado RKR sendo composto por trés aminoacidos
arginina-lisina-arginina e age como uma sequéncia de sinalizacdo de

retencdo, do canal recém-formado, dentro do reticulo endoplasmatico.
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Portanto, este motivo RKR precisa tornar-se nédo exposto (oculto) na
configuracao tridimensional da estrutura proteica do canal (Mikhailov et al.,
2005), para que este possa migrar através do citoplasma até a superficie da
membrana celular. O RKR esta localizado proximo ao NBF-1 da proteina
SUR 1 nos aminoacidos 648-650 e préximo a regiao terminal COOH do Kir
6.2 nos aminoacidos 369-371. Mutagbes nestas regides produzem a
auséncia da expressdo dos canais na superficie da membrana celular.
(Zerangue et al., 1999; Cartier et al., 2001; Partridge et al., 2001; Yan et

al., 2007; Sivaprasadarao et al., 2007) .

a Octameric arrangement of ¢ Structural features of SUR1
SUR1 and Kir6.2

TMDO TMDA TMD2

Top view ~ Side view

Structural features of pancreatic Kxrp channels
Expert Reviews in Molecular Medicine © 2007 Cambridge University Press

Figura 5: Caracteristicas estruturais dos canais K*'" das células .
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2.10.3 Mutagdoes nos genes ABCC8 (SUR 1) e KCNJ11 (Kir 6.2) dos

canais de membrana KA™®

A maioria dos casos de hiperinsulinismo congénito (>95%) é
esporadica, porém casos familiares foram também descritos e a analise de
segregacao foi consistente, na maioria das familias, com modo de heranga
autossOmico recessivo (Glaser et al., 1990).

Os estudos mostram que em 33% a 50% de todos os pacientes com
hiperinsulinismo congénito, nenhuma mutacao foi identificada nos genes das
proteinas SUR 1 e Kir 6.2 dos canais K*™* (De Lonlay et al., 2002; Suchi et
al., 2003; Tornovsky et al., 2004; Hussain et al., 2005; Fernandez-
Marmiesse et al., 2006). Esta alta percentagem de achados negativos
sugere a necessidade de ampliar a pesquisa genética, incluindo investigagao
dos promotores e fatores de transcricdo dos genes ABCC8 e KCNJ11,
pesquisa de delegdes heterozigoticas, estudos de variagdo funcional dos
introns, procura por mutagdes em outros genes e validacdo metodoldgica.

Raras familias apresentam um modo de heranga autossémico
dominante (Thornton et al., 2003; De Lonlay et al., 2005) que ocorre na
infancia, sempre sob a forma difusa, clinicamente pouco grave e sensivel ao
tratamento com diazoxido.

O gene ABCC8 da subunidade protéica SUR1 foi o primeiro gene
supostamente envolvido com o hiperinsulinismo congénito e foi identificado
por Glaser et al., 1994 e Aguilar-Bryan et al., 1995. As primeiras mutag¢des

associadas ao CHI foram identificadas na regido NBF-2 do gene ABCC8
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(Thomas et al.,, 1995) e subsequentemente foram descritas novas
mutacdes ao longo deste gene. O gene da subunidade protéica Kir 6.2 foi
sequenciado pela primeira vez por Inagaki et al., 1995, em uma crianga
iraniana com a doenga, filha de pais consaguineos.

Uma revisao atual (Gloyn et al., 2006) (ANEXOS A e B) descreve as
mutacdes dos genes ABCC8 e KCNJ11 e a confirmagdo de seu efeito
através de estudos que comprovarama auséncia de fungao dos canais.

Alteragcdes genéticas nestes genes causam tanto hiperinsulinismo
(mutagcdes mais freqientes no SUR 1) como diabetes mellitus neonatal
(mutagdes mais frequentes no Kir 6.2) (Grimberg et al., 2001; Marthinet et
al., 2005; Greer etr al., 2007). Alteragdes genéticas em outros genes cujas
proteinas controlam o metabolismo intracelular da glicose, como nos genes
das enzimas glucoquinase (GK), glutamato desidrogenase (GLUD 1) e
short-chain L-3-hidroxiacil-CoA desidrogenase (SCHAD) ou ainda no gene
receptor de insulina humana também sdo causas, menos frequentes, de
hiperinsulinismo ou diabetes.

O hiperinsulinismo congénito (CHI) é mais frequentemente causado
por mutacdes nos genes ABCC8 (SUR 1) e KCNJ11 (Kir 6.2), localizados no
braco curto do cromossomo 11 (locus 11p 14-15.1) (Giurgea et al., 2006).

KATP através de

Estas mutacbes levam a perda da funcdo dos canais
diferentes mecanismos: alterando desde a densidade do canal, a expressao
do canal, o transporte do canal do complexo de Golgi e do reticulo

endoplasmatico para a superficie da membrana citoplasmatica, como

também alterando as propriedades de ligagdo do canal com diversas
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moléculas e a atividade do canal em resposta as variacbes nas
concentragdes de nucleotideos intra-celulares (Faye-Peterson et al., 2002;
Fournet et al., 2004). Estudos funcionais com células B pancreaticas,
isoladas de pacientes com hiperinsulinismo congénito, demonstraram que a

perda funcional dos canais KA™

resulta em células B constantemente
despolarizadas com consequente irregularidade da atividade dos canais de
calcio (Matsuo et al., 2000; Muzyamba et al., 2007).

A subunidade SUR 1 determina um papel chave na regulagao
farmacoldgica dos canais K*'". As drogas agonistas, isto €, que abrem os
canais K*'" (KCOs — Potassium Channel Openers) como o diazéxido e
outros farmacos menos seletivos, se ligam ao SUR 1 ativando os canais de
forma nucleotideo-dependente. Duas sequéncias de nucleotideos do SUR 1
sado fundamentais para determinar a ligagao e a ativagao dos canais e estao
localizadas nas séries finais das hélices transmembrana nos aminoacidos
1059-1087 (KCO1) e 1218-1320 (KCO2) (Thomas et al., 1996). Isto explica
porque pacientes com formas de hiperinsulinismo congénito que néao
possuem mutacgdes nestas regides, respondem ao tratamento com diazdxido
(Darendeliler et al., 2002).

Segundo Henwood et al., 2005 as duas mutagdes que foram melhor
estudadas no gene da sub-unidade SUR 1 sdo: g 3992-9 a (intron 32) e
del F1388 (exon 34), que sao mutagdes nulas gerando canais nao
funcionantes, pois ambas as mutagdes ocorrem na regido codificadora do

NBF-2 (Nucleotide Binding Fold 2) sitio intra-celular para ligagdo do ATP.

Estas mutagdes caracterizam-se pela auséncia de resposta ao diazéxido,
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agonista do canal, e pela auséncia de secrecao de insulina em resposta a
administracao de tolbutamina, um antagonista do canal.

Estes autores (Henwood et al.,, 2005) examinaram fenoétipos de
outras mutagdes relacionadas aos canais de potassio, medindo a resposta
aguda de insulina (AIR) secundaria a administragcao de diversas substancias
(calcio, leucina, glicose e tolbutamina) em criangas com mutagdes

recessivas ABCC8 ou KCNJ11 expressas como CHI difuso (n = 8) ou CHI

focal (n 14). Do total de 24 mutagdes encontradas, pelo menos 7
mostraram evidéncias de funcao residual do canal K*™ com (AIR) positiva &
tolbutamina ou a leucina, e um dos pacientes respondendo ao tratamento
com o diazoxido, agonista do canal. Seis dos sete pacientes com disfungao
parcial tinham substituicbes de aminoacidos ou insergdes, enquanto que o
ultimo paciente era heterozigoto composto para dois stop codons
prematuros. Estes resultados indicam que algumas mutagdes dos canais
KATP podem causar canais parcialmente funcionantes, incluindo casos que
sao totalmente responsivos a terapia com diazdxido. Estes resultados
evidenciam a complexidade da patogénese do CHI e as dificuldades do
diagnodstico clinico e do tratamento e novas mutagdes estdo constantemente
sendo descobertas (Natarajan et al., 2007) .

Existem kits comerciais para a pesquisa genética de 5 diferentes
genes: os 2 genes do CHI relacionado aos canais K*'® (ABCC8 e KCNJ11)

e 3 genes do CHI associado as enzimas do metabolismo da glicose (GK,

GLUD 1 e SCHAD) (Dunne et al., 2004).
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A analise genética poderia ser util no diagnéstico diferencial precoce
entre as formas difusa e focal do hiperinsulinismo ja que ambas apresentam
diferentes mecanismos genéticos (Peranteaou et al., 2006), entretanto um
estudo recente (Christesen et al., 2007) que avaliou sua utilidade no
diagnostico diferencial pré-cirdrgico da duas formas, concluiu os resultados
genéticos devem ser analisados com cuidade e nao devem ser considerados
isoladamente.

Estudaremos o hiperinsulinismo congénito relacionado aos canais
KATP por ser a etiologia mais freqiiente e mais grave desta doenca que, por
nao responder ao tratamento clinico, € submetida a pancreatectomia que
disponibiliza tecido pancreatico para estudo anatomo-patoldgico (histolégico,
imuno-histoquimico e genético-molecular). A relevancia deste projeto apdia-
se na auséncia de evidéncias bibliograficas, de estudos genéticos do
hiperinsulinismo congénito com criangas brasileiras, considerando-se a

determinagcao genética desta patologia e as diferencas epidemioldgicas

regionais entre os paises relatadas na literatura mundial.
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Caracterizar os casos de hiperinsulinismo congénito (CHI) no nosso
meio, segundo idade, sexo, tratamentos clinico e cirurgico, recorréncia
dos sintomas hipoglicémicos e evolugao a longo prazo (minimo de 12

meses pos-pancreatectomia);

Avaliar a utilidade dos parémetros histopatoloégicos classicos descritos
na literatura como substrato diagnostico da CHI, através da comparagao

com casos controle pareados por idade;

Investigar possiveis vias patogenéticas das formas difusa e focal do CHI

através de:

a) pesquisa de mutagbes genéticas nos genes que codificam as duas
proteinas que formam os canais K*™": exons 33 a 37 do gene ABCCS,
que codificam um dos dois sitios de ligagdo do ATP da proteina SUR 1,
e unico exon do gene KCNJ11 da proteina Kir 6.2

b) identificacdo da presenga das proteinas constituintes dos canais KATP
através do exame imuno-histoquimico com os anticorpos anti-SUR 1
anti-Kir 6.2

c) quantificagdo do indice de proliferacdo celular das células B nas

formas difusa e focal do CHI, através da imunoexpressao simultanea

(dupla marcacgao) de insulina e de Ki -67
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41 CASUISTICA

411 Selegdo dos casos e revisao histolégica

Nos ultimos 20 anos (1987-2007) foram diagnosticadas 12 criangas
com hiperinsulinismo congénito, ndo responsivo ao tratamento clinico, na
Unidade de Endocrinologia Pediatrica do Instituto da Crianga do Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (ICr
- HC - FMUSP) e submetidas a tratamento cirurgico na Divisao de Cirurgia
Pediatrica do ICr - HC - FMUSP. Para este estudo foram incluidos os
casos com disponibilidade de blocos de parafina no arquivo da Divisao de
Anatomia Patoldgica do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo (DAP - HC - FMUSP), correspondentes as
pecgas cirurgicas provenientes de pancreatectomias parciais (85%) ou
quase-totais (98%).

Do total de 12 pacientes, 01 foi excluido do estudo devido a falta dos
blocos de parafina e das laminas. Das 11 criangas estudadas, 01 foi a 6bito,
06 retornaram para seus Estados de origem apds aproximadamente um ano
de seguimento ambulatorial no ICr, € 04 moram no Estado de S&o Paulo e
continuam em acompanhamento clinico trimestral nas Unidades de

Endocrinologia e de Gastroenterologia Pediatricas do ICr - HC - FMUSP.
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No Laboratério de Anatomia Patoldgica do Hospital Universitario da
Universidade de Sao Paulo (HU-USP) foram realizados novos blocos de
parafina e novos cortes histoldgicos de todos os casos, e as novas laminas,
coradas ao H&E e submetidas a exame imuno-histoquimico com insulina e
Ki-67, receberam revisao histolégica segundo os critérios diagnosticos mais
recentes.

Os 04 pacientes que continuam em acompanhamento ambulatorial e
suas maes cederam sangue periférico para estudo genético-molecular, que
foi colhido no Laboratério Clinico do ICr-HC-FMUSP durante as consultas de
acompanhamento ambulatorial (03 pacientes) e na Unidade de Cirurgia
Pediatrica no periodo pés-operatério da internacdo (01 paciente), com
autorizacdo e livre consentimento preenchidos e assinados pelos
responsaveis (as maes) com autorizagdo da equipe médica.

Como controles foram utilizadas amostras de tecido pancreatico
emblocado em parafina obtido de necrdpsias de 19 criangas na mesma faixa
etaria, com 01 dia a 12 meses de idade, normoglicémicas e filhos de maes
nao-diabéticas, que foram a o&bito por patologias nao relacionadas ao
pancreas ou ao metabolismo da glicose. As necrdpsias foram realizadas até
6 horas apds o 6bito, entre os anos de 2003 e 2007, no Laboratério de
Anatomia Patolégica do Hospital Universitario — USP. As causas de morte

dos atestados de 6bito constam na TABELA 1.
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Tabela 1: Causas de 6bito dos controles de necropsias

Controles
de Sexo Id?d? e Diagnosticos
Péncreas Obito
1 F 01 dia RN de Termo / Sindrome de Aspiragéo Meconial / Pneumonite Quimica
2 M 01 dia RN de Termo / Sindrome de Aspiragdo Meconial / Pneumonite Quimica
3 M 03 dias RN de Termo / Sindrome de Patau (Trissomia 13) / Broncopneumonia
4 F 04 dias RN de Termo / Cardiopatia Congénita (CIV) / Broncopneumonia
5 M 05 dias RN de Termo / Sindrome de Aspiragdo Meconial / Chogque Séptico
6 F 01 més RN de Termo / Enterocolite Aguda / Choque Séptico
7 F 01 més RN de Termo / Siderose/ Broncopneumonia
8 F 01més RN de Termo/ Cardiopatia Hipertrofica Primaria
9 M 02 meses RN de Termo / Meningoencefalite por Klebsiella Pneumoniae
10 M 03 meses RN de Termo/ Sindrome de Cimitarra (Conexao Venosa Pulmonar Anémala)
11 F 05 meses RN de Termo / Doenga de depdsito / Dano Alveolar Difuso
12 M 05 meses RN de Termo / Broncopneumonia
13 M 07 meses RN de Termo / Displasia Bronco-Pulmonar / Dano Alveolar Difuso
14 M 07 meses RN de Termo / Sindrome de Stevens-Johnson / Pneumonia por Adenovirus
15 F 08 meses RN de Termo / Displasia Bronco-Pulmonar / Broncopneumonia
16 F 09 meses RN de Termo/ Varicela / Broncopneumonia
17 F 10 meses RN de Termo/ Sindrome de Pallister - Killian / Broncopneumonia
RN de Termo / Sindrome de Waterhouse — Friderichsen (Purpura
18 F 11 meses  Meningocaccica Fulminante)
19

M 12 meses RN de Termo / Sindrome de Down / Broncopneumonia
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4.2 METODOS

4.21 Dados clinicos

Os dados clinicos, cirurgicos e epidemiolégicos como idade, sexo,
consanguinidade dos pais, forma de apresentagcdo clinica, idade do
diagndstico, duragdo dos sintomas, dados de exames laboratoriais, periodo
de tratamento clinico, idade da cirurgia, extensdo da pancreatectomia,
necessidade de ampliagao cirurgica e evolugao clinica (recorréncia, tempo
livre de doencga, desenvolvimento de diabetes ou de retardo do
desenvolvimento neuro-psico-motor ou evolugdo para 6bito) foram obtidos
através da consulta aos prontuarios do SAME-ICr, das informacdes
fornecidas pela equipe médica responsavel pelas criangcas, € da minha
presengca nas consultas de acompanhamento ambulatorial peridédico dos
pacientes, realizadas pela equipe dos meédicos pediatras da Divisao de
Endocrinologia do Instituto da Crianga do HC-FMUSP.

Todos os dados foram obtidos segundo um protocolo pré-determinado

(ANEXO C) preenchido para cada uma das 11 criangas.

4.2.2 Parametros histolégicos e imuno-histoquimicos do CHI-KA™

Os blocos de parafina contendo o tecido pancreatico previamente

fixado em formalina a 10% e submetido a processamento histolégico de

rotina, foram re-emblocados e submetidos a novos cortes (3um) corados
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pela hematoxilina-eosina (H&E) e submetidos a exame imuno-histoquimico
com o anticorpo insulina. As laminas foram analisadas por 2 observadores
(SML e MCNZ) segundo os parametros histopatolégicos cito-arquiteturais do
CHI da descricao histologica classica de Jaffe et al., 1980 e os recentes
critérios de Suchi et al., 2003; Suchi et al., 2004 e De Lonlay et al., 2007.

Cada parametro histopatologico foi avaliado em todo o material de
pancreas disponivel de cada paciente (todos os blocos) e classificado de
acordo com sua presenca em: leve (+), moderada (++) e intensa (+++), e

cada caso foi inicialmente caracterizado como forma focal ou forma difusa.

4221 Forma Focal

1) Presenca de area(s) pequena(s) (média de 50 mm) de
hiperplasia focal adenomatosa, ocupando mais do que 40% do
I6bulo, que comprime o pancreas acinar exécrino circundante ou o
incorpora de forma irregular.

2) Aspecto normal das células B e das ilhotas de Langerhans no
tecido pancreatico remanescente com nuclear crowding das
células B (os nucleos das células B parecem tocar-se, isto €, estao
pouco separados entre si pois o0 citoplasma ndao € amplo) que

representa auséncia de hiperfuncao enddcrina.

Obs.: Estes parametros sdo necessarios para o diagndstico da forma

focal do CHl.
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Mais raramente foram descritas as formas bifocal, multifocal e
também focos extra-pancreaticos (Giurgea et al., 2006; Peranteau et al.,
2007). A forma focal ndo € composta somente de células 3 e a detecgao de
glucagon e somatostatina por imunohistoquimca revela a presenca das

células o e y nos focos hiperplasicos (Sempoux et al., 2003).

4.2.2.2 Forma Difusa

A) Critérios Histoldgicos Funcionais (indicativos de hiperfungdo enddcrina):
1) Nucleomegalia das células B associada a presenga de nucleos
bizarros, ovoides ou gigantes

2) Volume aumentado do citoplasma

Obs.: A nucleomegalia é definida como a presenga de células f com

nucleos > 3 vezes o tamanho do nucleo das célula enddcrinas adjacentes.

B) Critérios Histologicos de Maturaggo:

1) Aglomerados de ilhotas de Langerhans dispersos por todo o
pancreas, células B isoladas ou formando pequenos blocos em
localizacao centro-acinar.

2) Tamanho e forma das ilhotas (ilhotas de tamanhos variados e
contornos irregulares), distribuicdo das ilhotas, presencga de ilhotas
em meio aos septos fibrosos pancreaticos sem associacdo com o
tecido exocrino mas frequentemente préximas a um ducto, por
vezes ilhotas “gigantes” em meio a um septo fibroso frequentemente

localizado no limite do I6bulo.
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3) Presenga de complexos ductulo-insulares definidos como pequenos
ductos conectados a aglomerados de células enddcrinas ou células

isoladas que parecem “brotar “ do epitélio ductal.

Obs.: Estes parametros ndo sao necessarios para o diagnodstico da forma
difusa, considerando-se a possibilidade do pancreas ser histologicamente

normal nesta forma do CHI.

4.2.3 Estudo imuno-histoquimico (IHQ) com os anticorpos insulina e

Ki-67 separadamente

Para complementar o estudo histologico, e principalmente para a
visualizagao das células B isoladas na regido centro-acinar e dos complexos
ductulo-insulares, cuja identificacdo n&do é possivel ao H&E, foi realizado
exame imuno-histoquimico com os anticorpos insulina e Ki-67
separadamente. A descri¢cao detalhada dos métodos e do procedimento IHQ

encontra-se no ANEXOS D e E.

4.2.4 Estudo imuno-histoquimico (IHQ) de dupla marcagao : insulina

e Ki-67 simultaneamente

Para a avaliagcao do indice de proliferagcao das células  foi utilizada a
técnica imuno-histoquimica de dupla marcagdo com anticorpo anti-insulina

positivo de padrdo granular no citoplasma das células B e o anticorpo anti-
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Ki-67 positivo nos nucleos em todas as fases do ciclo celular (G1, S, G2, M),
utilizando o kit Dako EnVision G/2 Doublestain System, Rabbit / Mouse
(DAB+ / Permanent Red) Code K5361. As especificagdes dos anticorpos
utilizados, assim como dos sistemas de deteccdao e amplificacdo estado
disponiveis no ANEXO D. As reagdes foram realizadas segundo indicagcbdes

do kit comercial com algumas modificagdes (ANEXOS D e E).

4.2.41 Quantificagcao da expressao de Ki-67 nas células

O indice de proliferagao celular das células B (Ki-67-LI) definido como
0 numero de nucleos de células B positivos para o marcador Ki-67 por 1000
células B foi aferido em campos de grande aumento (400X) no tecido
pancreatico das 11 criangas com CHI e dos 19 controles. Foram contadas no
minimo 1000 células B de cada caso e de cada controle, 0 numero de
nucleos Ki-67 positivos em cada célula.

Para estas analises morfométricas de imagem utilizamos o software
Image-Pro Plus 4.1 for Windows (Media Cybernetics — Silver Spring, MD,
USA), instalado em um microcomputador modelo IBM ligado a uma céamera
digital (JVC TK-C1380 Color Video Camera, Victor Company of Japan
Limited, Japan) acoplada a um microscopio Optico (Leica DMR, Leica

Microsystems, Wetzlar GmbH, Germany).
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Elmage—Pm Plus - untitledO [1/1]

Figura 6: Analise digital morfométrica de imagem — método quantitativo do
indice de proliferacdo das células B (Ki-67-LI) — IHQ de dupla marcagao
insulina / Ki-67 — 400X

4.2.5 Estudo imuno-histoquimico das proteinas SUR 1 e Kir 6.2 dos

canais KA™ das células B

Para avaliar se proteinas SUR1 e Kir6.2 dos canais K+ / ATP foram
produzidas e se estdo presentes ou ausentes foi utilizada a técnica de
imuno-histoquimica com os anticorpos anti-Kir 6.2 e anti-SUR 1, segundo

especificacbes do ANEXOS D e E.
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4.2.6 Estudo genético-molecular para pesquisa de mutacdées nos

genes ABCC8 (SUR 1) e KCNJ11 (Kir 6.2)

4.2.6.1 Extracao de DNA do sangue periférico

Para a extragdo do DNA do sangue periférico, DNA gendmico foi
obtido a partir de 15 ml de sangue periférico de 4 pacientes (3 com a
forma difusa e 1 com a forma focal), colhidos com 25 mM de acido etileno
diaminotetracético (EDTA). Quando o DNA gendémico de sangue periférico
das mées desses 4 pacientes, foi disponibilizado, também foi analisado.
A técnica utilizada foi a de extracdo com sal (salting-out) descrita no

ANEXO F.

4.2.6.2 Extracido de DNA do tecido pancreatico incluido em

parafina

Para a extracdo do DNA do tecido em parafina, DNA genémico foi
obtido a partir do tecido incluido em parafina de 6 pacientes cujo sangue
periférico nao foi disponibilizado, segundo procedimento detalhado descrito

no ANEXO G.
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4.2.6.3 Reacgao de polimerizagao em cadeia (PCR)

A reacdo de polimerizacdo em cadeia (PCR) foi realizada para
amplificagdo do unico exon do gene KCNJ711 da subunidade protéica Kir 6.2
dos canais K" (ENSG00000187486), subdividido em 4 fragmentos, em
DNA genbmico de sangue periférico de 4 pacientes e dos exons 33 a 37 do
gene ABCC8 da subunidade protéica SUR 1 dos canais KA™®
(ENSTO00000302539) em DNA genbmico de sangue periférico (4 pacientes)
e de tecido incluido em parafina (6 pacientes), segundo o procedimento
descrito no ANEXO H.

A sequéncia dos primers utilizados, temperatura de annealing e
tamanho dos fragmentos amplificados para estes exons estdo descritos nas

TABELAS 2 e 3. A localizagao dos primers na sequéncia genémica para 0s

genes acima pode ser visualizada nos ANEXOS | e J.
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Tabela 2: Caracteristicas dos primers utilizados para a amplificacdo do exon
unico do gene KCNJ11 (Kir 6.2)

Temperatlyra de Tamanho do
Primer Seqiiéncia anneaiing fragmento
GACTCTGCAGTGAGGCCCT 53 430
Fragmento 1
GCCACACACATTGCTCATCT
GCCACACACATTGCTCATCT
Fragmento 2 50 410
CTTCATGCTACGTGTGGGTG
GACCCTCATCTTCAGCAAGC
Fragmento 3 50 470
TTGTGCCCATTGTAGCTGAG
ATCATCGTCATCCTGGAAGG
Fragmento 4 50 460
ATCCAGGGTGTTACAAGGCA

Tabela 3: Caracteristicas dos primers utilizados para a amplificagdo dos
exons 33 a 37 do gene ABCC8 (SUR 1)

Temperatura de

Tamanho do

e g e annealing (°C) fragmento (pb)

33s GAG GAC AGA ACT AAG CGA ACC

53 195
33° ACCCTCTCCCTGAGCCTCTC
34s CCC ATG CCT GGT GGC TGA G

53 207
342 ACG CCT GTC CTG CAG CAT TG
35s GCA TAG AGC TAT TCC CAG CAG

52 166
35° C TGG GGT GCC CGC CTT ACAAC
36s TCACCGCCTTCCCCTGCAC

52 211
36° TCC AGA TCT GAT GGA ACT GAG
37s GAC CCTGCTCCCTCCCTAC

52 197
37° AGG GTC CTT GAG TGC CCA AC
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4.2.6.4 Sequenciamento automatico

Os produtos amplificados foram submetidos a purificacdo enzimatica
utilizando-se 2 pul de ExoSap-IT (exonuclease | e fosfatase alcalina de
camarao, Amersham Pharmacia Biotech, Cleveland, Ohio, USA) para cada 5
ul do produto de PCR, por 15 minutos a 37°C, seguido de 15 minutos a 80°C.

A reagao de sequenciamento foi realizada em termociclador GeneAmp
PCR System 9600 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) utilizando-se o
kit BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA) de acordo com as recomendacgdes do fabricante.

O produto da reacédo de sequenciamento foi purificado em colunas
Centri Sep (Princeton Separation, Adelphia, New Jersey, USA) e submetido
a eletroforese capilar e analisado em sequenciador automatico ABI Prism
3100 Genetic Analyzer Automatic DNA Sequencer (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA).

4.3 Analise estatistica

Para a comparagdo entre os valores do Ki-67-LI (Ki-67 Labelling
Index) dos pacientes e dos controles, foi utilizado o modelo estatistico
generalizado linear onde o Ki-67-LI foi considerado a variavel dependente e
a idade (< 3m vs > 3m) e a condicdo de doenca (CHI vs controles) foram
consideradas as variaveis preditivas. A analise foi realizada utilizando-se o
software SPSS v.13.0°. Somente valores de P menores de 0,05 foram

considerados como indicadores de significancia estatistica.



5 RESULTADOS
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5.1 Dados clinicos

Os dados obtidos nos prontuarios dos pacientes encontram-se
resumidos na TABELA 4, e indicam que o diagndstico de CHI, em todos os
pacientes, foi estabelecido segundo os seguintes critérios clinico-
laboratoriais: quadro clinico com sintomas de hipoglicemia (convulsdes),
necessidade de altas doses de glicose EV para manter os niveis de
euglicemia e insulina sérica > 5 uU / ml sob condigcdo de hipoglicemia
(glicemia < 50 mg/dl).

Do total de 11 criangas 7 (63,6%) s&o do sexo feminino e 4 (36,3%)
do sexo masculino. Quase a metade (45,4%) das criangas sao filhos de pais
consanguineos (3 filhos de primos de 1° grau e 2 filhos de primos de 2°
grau). Duas criangcas sdao gémeas. Trés nasceram prematuros e dos 8
restantes que nasceram de termo 3 sdo macrossémicos com peso > 4000
gramas, um deles pesando 5390 gramas. Todas as criangas apresentaram
convulsdo como primeiro sintoma, a maioria (54,5%) ao nascimento e o
restante no periodo de 25 dias a 5 meses de idade. Oito criangas (72,7%)
foram tratadas com diazoxido por periodos que variaram de 20 dias a 10
meses, trés pacientes nao receberam diazoxido e conseguiram ser mantidos
até a cirurgia apenas com glicose, e o paciente com a forma focal do CHI,

recebeu diazoxido, octeotride e glicose até a cirurgia.
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Nenhuma das criangas respondeu adequadamente ao tratamento
clinico com diazéxido, e portanto todas foram submetidas a
pancreatectomias com extensao variavel de 85% a 98%, com idades que
variaram de 26 dias a 13 meses. A maioria dos pacientes (72,7%) foi
submetida a duas cirurgias, inicialmente a pancreatectomia de 85% ou 90%
e, como mantinham os niveis de hipoglicemia foram re-operados com
retirada quase-total de 95% e 98% do pancreas. Duas criangas cuja primeira
cirurgia retirou respectivamente 90% e 95% do pancreas nao foram re-
operadas pois a primeira permaneceu normoglicémica no poés-operatorio
tardio e a segunda foi a 6bito no 5° PO com 31 dias de vida. Dentre todos os
pacientes esta ultima foi aquela submetida mais precocemente a cirurgia,
com 26 dias de vida, e foi a Unica a evoluir para oébito.

Do total de 11 pacientes 7 (63,6%) evoluiram com diabetes mellitus
tardio (apés 12 meses da cirurgia) dos quais 2 desenvolveram diabetes no
inicio da puberdade com 11 anos de idade.

Quanto ao atraso do desenvolvimento neuro-psico-motor, 5 (45,4%)
criangas sao normais, 1 foi a 6bito, e 5 (45,4%) apresentam retardo do
DNPM com sequelas importantes das quais 2 foram operadas tardiamente

com 12 e 13 meses de idade.



Tabela 4: Dados clinicos

Pacientes/ Sexo 1/F 2/F 3/M 4/F 5/F# 6/F 7/M 8/F# 10/F 11/M
Pais Nao Primos 1° Nao Nao Primos 1° Primos 2° Primos 2° Primos 1° Nao Nao
consanguineos
Data de 23/11/2002 = 07/09/1988 @ 04/11/1996 @ 30/11/1989 @ 28/03/1992 @ 10/05/1987 15/01/1992 @ 28/03/1992 ' 01/10/1997 @ 22/01/1988 ' 09/06/2006
nascimento
Peso ao 2600 g 5390 g 4350 g 2790 g 1650 g 3200 g 3440 ¢ 1590 g 33409 4240 g
nascer prematuro termo termo termo prematuro termo termo prematuro termo termo
o
I:ian‘:gn;lass nascimento = nascimento | nascimento @ nascimento 3 meses 25 dias 4 meses 3 meses 5 meses nascimento
Id’ad.e e 2 dias 38 dias 4 meses 4 meses 3 meses 50 dias 6 meses 3 meses 12 meses 5 meses
nostico CHI
Glicose sérica * 10 mg/dl 18 mg/dl 19 mg/dl 35 mg/di 14 mg/dl 50 mg/dI 14 mg/dl 13 mg/dl 17 mg/dl 37 mg/dl
Insulina sérica ** | 7,4 uU/ml 22 pU/ml 44 pU/ml 104 pU/ml 112 pU/ml | 137pU/ml 30 pU/mi 34 pU/ml 30 pU/ml 89 pU/mi
*kk A A
LEBHED Inconclusivo Normal Nao Nao Normal Inconclusivo Normal Normal Normal Normal
glucagon realizado realizado
Tratamento c/ Sim Nzo sim No Sim Nzo Sim Sim Sim sim
diazéxido 26 dias 20 dias 23 dias 80 dias 30 dias
Idade cirurgia 26 dias 50 dias 4m 6d 4m 23d 6m 6m 20d 7m 10d 8m 12d 13 m 5d 10 m 14d
Pancreatectomia 95% 90% 90% 90% 90% 90% 90% 90% 90% 85%
Complementagao = o o = o o o o 22 95% o
da cirurgia Nao 98% 95% Nao 95% 95% 95% 95% 32 98% 98%
Pés-operatério | Obito 5° PO Altano 40° Altano50° Altano5° | Altano55° @ Altano 28° Alta no Alta no 55° Alta no 40° | Alta no 49°
P PO PO PO PO PO 11° PO PO PO PO
Evolucio Obito ¢/ atraso D e atraso Normal D c/ 11 atraso Normal D c/ 11 D e atraso D
¢ 31dias DNPM DNPM anos DNPM e D anos DNPM

D- Diabetes; DNPM — Desenvolvimento Neuro-Psico-Motor.

Todos tem a forma difusa do CHI exceto o 11 com a forma focal.
periférico para a analise genético-molecular. * Hipoglicemia = glicemia <40 mg / dl ; *x Hiperinsulinemia = Insulina sérica > 5u U / ml com glicemia < 50 mg / dl ;

aumento da glicemia > 30 mg/dl apds 0,03 mg/ kg de glucagon EV. # As pacientes 5 e 8 sdo gémeas.

*kk

Somente os pacientes 5, 8, 9 e 11 tem amostras de sangue

Teste positivo =

sopejnsay
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5.2 Aspectos histopatoldgicos

Nos cortes histolégicos corados ao H&E, nem sempre foi possivel
distinguir células B isoladas, complexos ductulo-insulares ou mesmo ilhotas
constituidas por pequenos agrupamentos de células enddcrinas em meio as
células acinares do pancreas exocrino. Por esse motivo, o estudo da
arquitetura enddécrina das células B no tecido pancreatico dos pacientes e
dos controles, foi obtido pela avaliagdo conjunta do H&E e da IHQ para
insulina.

Os resultados da analise dos critérios histolégicos funcionais e de
maturagcdo estdo descritos na TABELA 5 (pacientes com CHI difuso),
TABELA 6 (controles < 3 meses de idade) e TABELA 7 (controles > 3
meses de idade), e ilustrados nas Figuras 7 e 12 (critérios funcionais) e
Figura 8 (critérios de maturagao).

Na forma difusa do CHI, merece ser destacado o fato de que em 2
pacientes, com idades de 26 dias e 4 meses, o tecido pancreatico nao
apresentou nenhum dos parametros histolégicos funcionais ou de
maturacdo, e curiosamente o pancreas destes dois pacientes mostrou
areas de agregados frouxos de ilhotas (loose clusters of islets) que
também foram observadas em um dos pancreas controle (Figuras 21-23).
Nos outros pacientes os seguintes parametros histolégicos estdo
presentes em mais de 50% dos casos: presenga de complexos ductulo-
insulares (63,6%) (Figuras 24 — 27 e 29) e nucleomegalia (54,5%)

(Figuras 7 e 12). Os demais critérios histologicos aparecem em menos
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da metade dos pacientes, com variagdo ampla quanto a presencga destas
alteracoes (9,0% a 36,3%).

No nosso estudo, os critérios funcionais (nucleomegalia e citoplasma
amplo) ndo foram observados em nenhum dos pancreas das criangas
controle, estando presentes em 545 % e 27,2 % dos casos
respectivamente.

As evidéncias histologicas consideradas como critérios de maturagao,
especialmente ilhotas septais (Figuras 9 — 11) e células p isoladas e
espalhadas (Figuras 9 e 28), estavam presentes principalmente nos recém-
nascidos controle < 3 meses de idade. Ao contrario, nos pacientes com CHI,
apesar de pouco frequentes, estes critérios foram mais intensos nos recém-
nascidos > 3 meses de idade.

Na crianga com a forma focal do CHI, foram observadas trés areas
adenomatosas localizadas na cabega do pancreas (Figuras 13 — 16 e 19).
No pancreas de duas criancas com a forma difusa do CHI, que nao
apresentavam nucleomegalia, e em um péancreas controle foram
evidenciadas areas de “agregados frouxos de ilhotas®, histologicamente
muito semelhantes as areas adenomatosas do paciente com a forma focal

do CHI, porém com arranjo mais frouxo (Figuras 21 — 23) .
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Tabela 5: Alteracdes histoldgicas dos pacientes com CHI difuso

Faixa etaria < 3 meses > 3 meses
Pacientes * 1 2 x3 4 5 6 7 8 9 10 % dos
pacientes
4 4 6 7 8 13 com 2
. . m 4m m m m m it
Idade da cirurgia 26d  50d 6m 12m critério
6d 23d 20d 10d 12d 5d histolégico
ALl Andlise semi-quantitativa: + (leve), ++ (moderada), +++ (acentuada)

Histolégicos

Critérios Histolégicos de Maturagéo

Complexos duc- tulo-
insulares (células B

‘bro- tando’ do — — — + ++ 4+ -+ + ++ + 63,6 %
epitélio ductal)
Ilhotas em septo 0
fibroso lobular - * o i e * B - - 363 %
Células B em
pequenos blocos - - - - +  ++ - + - - 272 %
intra-acinares
Células B isoladas
formando ‘chuveiro’ - ++ - - -+ - +HH+ - - 27,2 %
(spreading)
Critérios Histolégicos Funcionais
Nucleomegalia - + - + o+ - - + 54,5 %
Células B com
citoplasma - + - + -+ - - - - 272 %
aumentado

* Auséncia destes critérios histolégicos no pancreas 1 e 3 (todo o material cirirgico destes

pacientes foi

submetido a exame histolégico),

entretanto nestes pacientes foram

identificados aglomerados frouxos de ilhotas ( loose clusters of islets).
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Tabela 6: Histologia dos controles < 3 meses de idade

Controles 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 % dos
controles
com o
Idade do 6bito 1d 1d 3d 4d 5d 1Tm 1Tm 1m 2m 3m critério
histologico
Critérios

Histologicos

Anadlise semi-quantitativa: + (leve), ++ (moderada), +++ (acentuada)

Critérios Histologicos de Maturagao

Complexos
ductulo-insulares
(células B
‘brotando’ do
epitélio ductal)

llhotas em septo
fibroso lobular

Células p em
pequenos blocos
intra-acinares

Células B isoladas
formando
‘chuveiro’
(spreading)

++

80,0 %

80,0 %

70,0 %

60,0 %

Nucleomegalia

Células B com
citoplasma
aumentado

0 %

0 %
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Tabela 7: Histologia dos controles > 3 meses de idade

Controles 1 12 13 14 15 16 17* 18 19 % dos
controles
com o
Idade do 6bito 5m 5m 7m 7m 8m 9m 10m 11m 12m  critério
histologico
Critérios

Histolégicos Analise semi-quantitativa: + (leve), ++ (moderada), +++ (acentuada)

Critérios Histolégicos de Maturagao

Complexos
ductulo-insulares
(células B + + + - + - - + + 66,6 %
‘brotando’ do
epitélio ductal)

llhotas em septo
fibroso lobular

Células p em
pequenos blocos + + + - + + + + + 88,8 %
intra-acinares

Células p isoladas
formang 111 %
chuveiro

(spreading)

Nucleomegalia - - - - - - - - - 0 %

Células B com
citoplasma - - - - — _ _ _ _ 0 %
aumentado

* No controle 17 foi identificada area de aglomerado frouxo de ilhotas (loose clusters of
islets).
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Figura 7: CHI-Difuso (6m) — critérios histolégicos funcionais : aumento do
citoplasma e nucleomegalia das células 3 (H&E — 200X)

Figura 8: Controle (3 d) — critérios histolégicos de maturagao : complexos
ductulo-insulares, células B isoladas e em blocos (IHQ - insulina/Permanent
Red e Ki-67/DAB — 400X)
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Figura 9: CHI-Difuso (6 m) — variagdo de tamanho das ilhotas, células 3
isoladas e espalhadas, ilhotas em septo inter-lobular (H&E — 100X)

Figura 10: CHI-Difuso (6 m) — ilhotas em septo inter-lobular (H&E — 100X)
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Figura 12: CHI-Difuso (6m) — nucleomegalia e citoplasma amplo das células
B em uma ilhota gigante (H&E — 200X)
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Figura 13: CHI-Focal (10 m) — area focal adenomatosa (IHQ - insulina —
40X)

Figura 14: CHI-Focal (10 m) — area focal adenomatosa (IHQ — insulina —
200X)
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Figura 15: CHI-Focal (10 m) — area focal adenomatosa (IHQ — insulina
12,5X - lupa)

Figura 16: CHI-Focal (10 m) — area focal adenomatosa (IHQ - insulina —
200X)
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Figura 21: Controle (10 m) — agregados frouxos de ilhotas (IHQ -
insulina/Permanent Red e Ki-67/DAB — 200X)

Figura 22: CHI-Difuso (4 m) Figura 23: CHI-Difuso (26 d)

agregados frouxos de ilhotas (IHQ — insulina/Permanent Red e Ki-67/DAB — 40X)
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Figura 24

Figura 25 |
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Figura 26

Figura 24: CHI-Focal (10 m) — complexo ductulo-insular em area de
pancreas normal (IHQ — insulina — 400X)

Figura 25: CHI-Difuso (6 m) — complexo ductulo-insular (IHQ -
insulina/Permanent Red e Ki-67/DAB — 400X)

Figura 26: CHI-Difuso (7 m) — complexo ductulo-insular (IHQ — insulina —
400X)
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Figura 27

Figura 28

Figura 29

Figura 27: CHI-Difuso (6m) — complexo ductulo-insular e células B isoladas
(IHQ — insulina — 200X)

Figura 28: CHI-Difuso (6 m) — ilhotas de tamanho variavel e células
isoladas (IHQ - insulina — 100X)

Figura 29: CHI-Difuso (6m) — complexo ductulo-insular e células f isoladas
(IHQ — insulina — 200X)
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5.3 Aspectos imuno-histoquimicos

5.3.1 Avaliagao da proliferagao das células

A analise quantitativa do indice de proliferagdo celular das células 3
(% Ki-67-Ll), dos pacientes com CHI difuso e focal, e nos casos controle de
criangas < 3 meses e > 3 meses, sdo apresentados respectivamente nas
TABELAS 8 e 9 e na Figura 18 (CHI Difuso), Figura 20 (CHI Focal) e
Figura 17 (controle).

Nas criangas com CHI difuso, o indice de proliferagao das células f foi
maior do que no grupo controle (P = 0,009). Nos pacientes e controles, n&o
foi observada correlagdo, estatisticamente significativa, entre o indice
proliferativo e a idade nos pacientes ou nos controles (P = 0,796).

A TABELA 10 mostra os valores das meédias e desvio padrao nos
grupos controle e com CHI nas diferentes faixas etarias.

Na TABELA 8 podemos observar que as areas adenomatosas da
forma focal do CHI apresentaram um %Ki-67-LI muito elevado (10,15 %)
quando comparado aos controles. As areas nao adenomatosas do pancreas
da crianga com a forma focal mostraram um indice proliferativo de células 3
semelhante ao grupo controle. Por outro lado, as areas de “agregados
frouxos de ilhotas” observadas em duas criangas com a forma difusa do CHI
pacientes 1 (Figura 23), paciente 4 (Figura 22) controle 17 (Figura 21)
apresentaram baixo %Ki-67-LI (2,31 % no caso 1, 2,43 % no caso 4 e

1,54% no controle 17).
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Tabela 8: indice proliferativo das células B dos pacientes (Ki-67-LI) IHQ de

dupla marcacéo com insulina e Ki-67

Total de Tgtal de . Indice de
. nucleos Indice de
células . ~ . =
Proliferagao Proliferagao
. Idade da . .
Pacientes ciruraia Insulina + Ki-67 + celular (nucleos
9 (células em Ki-67 + por 1000 Celular
. divisao células B)
(EITES () celular) %Ki-67-LI
Pacientes <3 meses de idade
1 26d 1081 25 23,12 por mil 231 %
2 1m20d 1075 22 20,46 por mil 2,04 %
Pacientes > 3 meses de idade
1046 12cirurg. 24 22,94 por mil 2,29 %
3 4m 6d
1013 2%cirurg. 25 24,67 por mil 2,46 %
4 4m 23d 1028 25 24,31 por mil 243 %
5 6m 1004 21 20,91 por mil 2,09 %
1029 12cirurg. 14 13,60 por mil 1,36 %
6 6m 20d
1002 22cirurg. 27 26,94 por mil 2,69 %
7 7m10d 1042 23 22,07 por mil 2,20 %
8 8m12d 1022 28 27,39 por mil 2,73 %
1021 12cirurg. 29 28,40 por mil 2,84 %
9 12m
1007 22cirurg. 36 35,74 por mil 3,57 %
1003 12cirurg. 22 21,93 por mil 2,19 %
10 13m5d 1014 22cirurg. 30 29,58 por mil 295 %
1005 3@cirurg. 33 32,83 por mil 3,28 %
11 1001 1@cirurg. 16 15,98 por mil 1,59 % area
normal
CHI 10m14d
Focal 1044 22 cirurg. 106 101,53 por mil 10,15 % area

adenomatosa
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Tabela 9: indice proliferativo das células p dos controles (Ki-67-LI) IHQ de

dupla marcacao com insulina e Ki-67

Total de indice de

Controles Idade thal de nicleos proliferagdo ind_ice dg
C!e . ,dP . ceIL!Ias Ki-67 + Celular (nucleos PEiEEEe

necropsias oObito insulina + . . celular

GoiasB) o en | KL o
Recém-nascidos < 3 meses de idade
1 01d 1090 12 11,00 por mil 1,10 %
2 01d 1005 21 20,89 por mil 2,08 %
3 03d 1041 22 21,13 por mil 211 %
4 04d 1033 26 25,16 por mil 2,51 %
5 05d 1057 18 17,02 por mil 1,70 %
6 01m 1003 16 15,95 por mil 1,59 %
7 01m 1021 21 20,56 por mil 2,05 %
8 01m 1011 17 16,81 por mil 1,68 %
9 02m 1074 20 18,62 por mil 1,86 %
10 03 m 1038 19 18,30 por mil 1,83 %
Recém-nascidos > 3 meses de idade

11 05m 1037 24 23,14 por mil 2,31 %
12 05m 1011 26 25,71 por mil 2,57 %
13 07m 1007 11 10,92 por mil 1,09 %
14 07 m 1026 15 14,61 por mil 1,46 %
15 08 m 871 23 26,40 por mil 2,64 %
16 09m 1001 20 19,98 por mil 1,99 %
17 10m 1033 16 15,48 por mil 1,54 %
18 11m 1014 19 18,73 por mil 1,87 %
19 12m 1002 17 16,96 por mil 1,69 %

No pancreas do controle 15 a quantidade de células B encontrada foi < 1000 células
portanto o calculo do percentual foi proporcional e ndo absoluto
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Tabela 10: Valores médios de % Ki-67-LI nos controles e nos pacientes com

a forma difusa do CHI de acordo com a idade

Valores médios de
Idade n

% Ki-67-LI + DP
< 3 meses 1,85 + 0,37 10
Controles > 3 meses 1,90 + 0,52 9
Total 1,87 =+ 0,44 * 19
< 3 meses 241 + 045 2

Pacientes

CHI Difuso > 3 meses 242 + 0,40 8
Total 2,41 + 0,38* 10

* P =0,009
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Figura 17: Controle (9 m) — célula B em proliferacédo — ( Ki-67-LI = 1,99%)
(IHQ - insulina/Permanent Red e Ki-67/DAB — 1000X)

Figura 18: CHI-Difuso (12m) — células B em proliferagdo — (Ki-67-LI =
3,57%) (IHQ - insulina/Permanent Red e Ki-67/DAB — 400X)
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focal adenomatosa (H&E — 100X)

s

— area

Focal (10 m) — area focal adenomatosa com alto indice

N,
I.nf;. \{ LA

Figura 19: CHI-Focal (10 m)

proliferativo das células B (Ki-67-LI1 = 10,15%) (IHQ - insulina/Permanent

Red e Ki-67/DAB — 400X)

Figura 20: CHI
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O gréfico (Figura 30) mostra a distribuicao dos valores de % Ki-67-LI
nas diferentes faixas etarias, consideradas em ambos os grupos, controle e
com CHI, com uma nitida tendéncia dos valores dos controles localizarem-se a
esquerda (< % Ki-67-L1) e dos pacientes a direita (> % Ki-67-LI), sem diferenca

evidente em relagdo aos grupos etarios em ambos, pacientes e controles.

Hiperinsulinismo
3,04 Congénito

25—
2,0
1,57 > 3 meses
1,0

]

1,5 <= 3 meses

Controles

Q -0 @®CSO® =T

> 3 meses

15— < 3 meses

1,00 1,50 2,00 2,50 3,00 3,50
Ki 67 (%)

Figura 30: Grafico da frequéncia do indice de proliferagdo das células B (%
Ki - 67- LI) nos grupos etarios de pacientes e controles
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5.3.2 Aspectos imuno-histoquimicos das proteinas SUR 1 e Kir 6.2

dos canais KA™P

O padrao de reagédo IHQ dos anticorpos SUR 1 e Kir 6.2 foi
citoplasmatico granular nos pacientes e nos controles, ndo sendo observado
padrao de membrana.

O exame imuno-histoquimico com o anticorpo Kir 6.2 resultou positivo
difuso nas células endécrinas das ilhotas de 10/11 pacientes e positivo focal
em 1/11 paciente (Figuras 31, 33 e 34). O exame imuno-histoquimico com
o anticorpo SUR 1 resultou positivo difuso em 4/4 pacientes (Figura 32), e a
reacao com SUR 1 dos 7 pacientes restantes nao foi considerada satisfatéria

para avaliagao.
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Figura 31: CHI-Difuso (7 m) — subunidade proteica Kir 6.2 dos canais K+ /
ATP das células § (IHQ — Kir 6.2 — 400X)

Figura 32: CHI-Difuso (6 m) — subunidade proteica SUR 1 dos canais K+ /
ATP das células B (IHQ — SUR 1 — 1000X)
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Figura 33: CHI-Difuso (4 m) — subunidade proteica Kir 6.2 dos canais K+ /
ATP das células B (IHQ — Kir 6.2 — 1000X)

e 4 _‘"-' f; -.‘5 o &
ML Ui A4 ;’_.fa,

X “%ﬁﬁ"g

Figura 34: CHI-Difuso (4 m) — subunidade proteica Kir 6.2 dos canais K+ /
ATP das células B (IHQ — Kir 6.2 — 200X)



Resultados 105

5.3.3 Aspectos genético-moleculares dos genes ABCCS8 (SUR 1) e

KCNJ11 (Kir 6.2)

O exon unico do gene KCNJ11 (Kir 6.2) apresenta 14 polimorfismos
conhecidos (SNPs). O sequenciamento automatico dos produtos
amplificados referentes a este gene em DNA genémico de sangue periférico
dos 4 pacientes detectou a presenca de homozigose para 13 dos 14
polimorfismos conhecidos. A Unica situagcdo de heterozigose (C/T) foi
observada para o SNP rs5218 em 2 pacientes (irmas) sendo a mae
homozigota para o alelo C. Os alelos encontrados para cada SNP podem
ser visualizados na TABELA 11. Nenhuma mutacgéo e/ou novo polimorfismo
foi observado na analise exbénica do gene KCNJ11 (Kir 6.2) em DNA
gendmico de sangue periférico destes 4 pacientes.

Para a regiao do gene ABCC8 (SUR 1) que foi analisada (exons 33-
37) existem 4 polimorfismos previamente identificados. Os alelos presentes
na analise do DNA gendmico nesses 4 pacientes constam na TABELA 12.
Os resultados desta andlise ndo identificaram nenhuma mutagao e/ou
polimorfismo nao descrito. DNA genémico de outros 6 pacientes foi extraido
do tecido incluido em parafina e foi realizada analise genética somente do
gene ABCC8 (SUR 1) que também nao evidenciou mutagdes e/ou novos

polimorfismos.
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Tabela 11: Resultado do sequenciamento automatico para o exon unico do
gene KCNJ11 (Kir 6.2). Alelos presentes para cada Single Nucleotide
Polymorphism (SNP)

Nucleotideo Alelo cg:err:;: gg;oe: gél\:lf:as Caso 9 Caso 11 Cal\gie1 1
rs41309072 G/C c c c c c c
rs5219 AlG G G G G G G
rs41314517 T/IC T T T T T T
rs28936678 T/IC T T T T T T
rs5218 CIT CIT CIT C T T T
rs5217 G/A G G G G G G
rs5216 C/G C Cc C C C C
rs1800467 C/IG c c c c c c
rs1800854 C/A C Cc C C C C
rs5215 G/A A A A A A A
rs5214 AIG A A A A A A
rs35043381 Cl- c c c (o o c
rs8175351 G/A G G G G G G
rs41282930 C/IG c c c (o (o (o

Tabela 12: Resultado do sequenciamento automatico para os exons 33-37
do gene ABCCS8 (SUR 1). Alelos presentes para cada Single Nucleotide
Polymorphism (SNP)

Nucleotideo Alelo ggrsn:: (g:grsnc;: gél\rnr?:as Caso9 Caso 11 Cal\:ieﬂ
rs1129799 G/A G G G G G G
rs28936370 GIC G G G G G G
rs757110 GIT T T T T T T
rs28938469 CIT c c c c c c




6 DISCUSSAO
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O hiperinsulinismo congénito (CHI) é um disturbio heterogéneo do
pancreas enddcrino cujo diagndstico depende da analise dos parametros
clinicos, laboratoriais, genético-moleculares e histopatoldgicos.

Devido ao seu aspecto genético, existem diferencas epidemioldgicas
da doenca em diferentes populagdes mundiais, que variam de acordo com o
grau de consanguinidade nas formas familiares, assim diversos paises
desenvolveram estudos com seus pacientes em busca de novas mutagdes
que esclarecam a patogénese da doenga (Nestorowicz et al., 1996; Jack et
al., 2000; Tanizawa et al., 2000; Ohkubo et al., 2005; Fernandez-
Marmiesse et al., 2006; Biagiotti et al., 2007; Taguchi et al., 2007). Este
foi um dos nossos objetivos ao estudar o CHI em criangas brasileiras.

Nossos pacientes portadores de CHI apresentaram comportamento
clinico similar ao descrito na literatura em relagcdo a sintomatologia e ao
prognostico. Os dados clinicos mostram que todos os nossos pacientes, 7
meninas e 4 meninos, dos quais 5 sao filhos de pais consanguineos, tiveram
convulsdes secundarias a hipoglicemia acentuada com niveis elevados de
insulina. Nao houve resposta ao tratamento clinico com diazéxido e os 11
pacientes foram submetidos a pancreatectomia com idades entre 26 dias e
13 meses, cuja extensao da cirurgia variou de 85% a 98%. Sete pacientes
(63,6%) evoluiram com diabetes mellitus sendo que as 2 gémeas

desenvolveram diabetes somente na adolescéncia. Cinco (45,4%)
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apresentaram retardo do desenvolvimento neuro-psico-motor. O alto indice
de diabetes iatrogénico relatado na literatura, ocorre com maior frequéncia
em pacientes que sofreram mais de uma cirurgia (Leibowitz et al., 1995;
Meissner et al., 2003). O exame histopatolégico do pancreas revelou 10
casos com a forma difusa e 1 caso com a forma focal do CHI.

A habilidade em diferenciar as duas formas do CHI é fundamental em
virtude da diferenca radical do tratamento cirurgico: pancreatectomia quase-
total na forma difusa e apenas exerese do foco adenomatoso, em média
medindo 4,5 mm (Rahier et al., 1998) na forma focal, e as consequentes
implicagbes no prognoéstico da forma focal: exerese do foco adenomatoso
com cura total x pancreatectomia quase-total desnecessaria associada ao
diabetes iatrogénico permanente.

No Brasil, a tomografia computadorizada por emissao de podsitrons
com ['®F]-L-dopa (['®F]-L-Dopa PET-TC scan) e a analise genético-molecular
dos genes dos canais KA™" nao sdo disponiveis para fins diagndsticos, e
portanto 0 exame intra-operatério de congelagdo pode ajudar na distingao
entre as duas formas do CHI e orientar a extensao da pancreatectomia.
Segundo Suchi et al., 2004, a nucleomegalia das células 3 € o critério mais
especifico para o diagnostico de congelagdo da forma difusa, pois esta
ausente na forma focal, e é difusa no pancreas da forma difusa, portanto
poucas amostras de pancreas seriam suficientes na congelagédo. Entretanto,
mais recentemente este mesmo autor refere casos com a forma difusa do
CHI, porém apresentando nucleomegalia apenas focal, maior idade e

KATP ,

auséncia de mutagdes nos genes ABCC8 e KCNJ11 dos canais e
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sugere uma terceira classificacdo para estes pacientes (LINE — Localized
Islet cell Nuclear Enlargement) (Suchi et al., 2007 - abstract).

A nucleomegalia, definida como > 3 vezes o nucleo das células
endécrinas adjacentes (Smith et al., 2001; Suchi et al., 2004), foi
observada em 54,5% dos nossos pacientes com CHI difuso, e esteve
ausente nos controles, o que confirma este critério como o mais especifico
da forma difusa. Entretanto, a nucleomegalia ndo esteve presente em 45,5%
dos nossos casos, deixando de contribuir para o diagnostico histolégico, e
dificultando principalmente o exame intra-operatério de congelagao,
circunstancia em que a presenca de nucleomegalia é preditiva da forma
difusa. Este critério, também observado em recém-nascidos de maes
diabéticas (Rahier et al., 1984; Ariel et al., 1988)", é considerado um
parametro funcional (Zerbini et al., 1994) por traduzir a hiperfungdo das
células B (Rahier et al.,, 1998; Sempoux et al., 1998). O citoplasma
aumentado destas células, representando aumento na quantidade de
granulos de insulina, também tem sido considerado um critério funcional
(Rahier et al., 1998; Sempoux et al., 1998; Suchi et al., 2003 e 2004).

Todos os demais parametros histologicos foram observados nos
pacientes e nos controles, indicando que, mais provavelmente, representam
o processo normal de maturagdo do pancreas endocrino, que envolve a
diferenciagdo das células B a partir de células epiteliais dos ductos
exocrinos, e a migragao, destas células B recém formadas, para a regiao

centro-acinar, como indicam estudos de embriogénese pancreatica

* Apud Dunne et al., 2004
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(Bowens et al., 1997 e 1998). Entretanto, no nosso estudo, enquanto a
presenca de ilhotas em septos fibrosos lobulares e de células B isoladas e
espalhadas (spreading), que representam o fendbmeno de migragéao, foi mais
frequentemente observada nos controles < 3 meses de idade, mas ambos os
critérios estavam presentes também nos pacientes com CHI difuso > 3
meses de idade, refletindo um retardo da maturagdo das células 3, ao
menos no subgrupo dos pacientes com a forma difusa.

No passado, pensava-se que os recém-nascidos portadores de CHI
apresentassem uma anormalidade do desenvolvimento embriolégico do
pancreas, associada a persisténcia de agregados de células endocrinas, das
ilhotas de Langerhans, adjacentes ao epitélio dos ductos exdocrinos, como se
estivessem “brotando” destes ductos (complexo ductulo-insular, também
conhecido como nesidioblastose), porém estudos imuno-histoquimicos
demonstraram que esta é uma caracteristica histolégica frequente em
criangas e recém-nascidos normoglicémicos, e que a nesidioblastose,
isoladamente, ndo pode ser considerada um critério histolégico do CHI
(Sempoux et al., 1998; Rahier et al., 2000).

Dois estudos prévios avaliaram a proliferacédo das células  no CHI,
utilizando dupla marcacdo imuno-histoquimica com insulina e Ki-67
(Sempoux et al., 1998; Kassem et al., 2000), e um deles refere um
aumento estatisticamente significativo da proliferagado das células 3 na forma
difusa do CHI (Kassem et al., 2000). No nosso estudo, foi constatado
aumento do indice proliferativo das células B tanto nos pacientes com a

forma focal como com a forma difusa quando comparados aos controles
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normais (P < 0,05). Estes resultados confirmam os achados de Kassem et
al. que refere diferengas no indice proliferativo dos recém-nascidos < 3
meses em relagdo aqueles > 3 meses. N&ao houve diferenca do indice de
proliferagdo das células 3 entre os dois grupos etarios (< 3 meses e 3 >
meses) na nossa casuistica (casos e controles).

Na forma focal, a delecdo somatica do alelo materno do locus 11p15
nas células da area focal adenomatosa, que, segundo recente referéncia
(Damaj et al., 2008) também pode estar associada a dissomia uniparental
com duplicacao do alelo paterno, é consistente com uma lesao proliferativa
monoclonal causada por um desequilibrio da expressdao dos genes
localizados neste locus herdados da mae e do pai. Este locus apresenta um
conjunto de genes que sofrem imprinting parental, entre eles o IGF-2
(Insulin-like Growth Factor 2) fator de crescimento semelhante a insulina 2
que é transcrito a partir do alelo paterno, e os genes H19 e p57°F?
(CDKN1C) que sao genes supressores tumorais expressos pelo alelo
materno. O produto do gene H719 € um micro RNA que atua como silenciador
do IGF-2 e portanto regula este fator de crescimento. O p57“F? (CDKN1C)
atua na regulacao da proliferacédo interrompendo o ciclo celular (Verkarre et
al., 1998; Fournet et al., 2001; Kassem et al., 2001; Suchi et al., 2006;
Damaj et al., 2008). As células B da(s) area(s) adenomatosa(s) na forma
focal do CHI, apresentam auséncia do alelo materno no locus 11p15 e
consequente silenciamento da agado dos genes supressores de tumor,
associada a duplicagéo do alelo paterno com hiper-expressao do gene IGF-2
(Damaj et al., 2008) e/ou presenca de mutagdes nos genes SUR 1 e Kir 6.2

do alelo paterno.
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Este evento genético pode explicar, ao menos em parte, nosso dado de
grande aumento do indice proliferativo das células § na area adenomatosa da
forma focal quando comparado aos controles normais pareados por idade.

No paciente com a forma focal, em acordo com a literatura (Sempoux
et al., 1998; Kassem et al., 2000), o indice de células B em proliferagdo
(%Ki-67-LI), dentro da area focal adenomatosa, foi cerca de 10 vezes maior
(10,15 %) do que no tecido pancreatico adjacente (1,59 %), cujo indice foi
similar ao grupo controle. Este dado foi considerado um critério histoldgico
util para diferenciar areas adenomatosas da forma focal de areas de
agregados frouxos de ilhotas, muito semelhantes, observados em dois
pacientes com a forma difusa e em uma amostra de pancreas controle. Nos
agregados frouxos de ilhotas, o %Ki-67-LI foi muito menor, em niveis
semelhantes aos encontrados nos pancreas da forma difusa. Nos dois
pacientes portadores de CHI difuso com agregados frouxos de ilhotas, o
pancreas remanescente nao apresentou nenhuma alteragdo. Este dado
reitera a importéncia do %Ki-67-LI no diagndstico diferencial entre os
agregados frouxos de ilhotas do CHI difuso e os focos adenomatosos do CHI
focal, pois em ambos 0s casos 0 pancreas remanescente nido mostrou
alteragdes. Talvez, a incidéncia elevada de CHlI-focal, referida na literatura
(cerca de 40%), tenha sido superestimada em virtude da inclusdo de casos
de CHI difuso com agregados frouxos de ilhotas, identificados em nossa
casuistica somente através da IHQ com insulina/Ki-67.

Portanto, nossos resultados nos levam a proposicdo de incluir a

avaliagao da atividade proliferativa (%Ki-67-LI) como critério para definir a
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forma focal. Esta proposta se apodia nos estudos da patogénese molecular
da forma focal, que mostram delecao de genes reguladores do ciclo celular.
A avaliacdo da presenga dessa delecao nas areas adenomatosas do unico
caso de CHI focal e nas 3 amostras de pancreas com agregados frouxos de
ilhotas, apo6s microdisseccdo e utilizagdo da técnica de pesquisa de
microssatélites, foi realizada em nosso estudo, porém nao forneceu
resultados satisfatorios pela dificuldade de amplificagcdo do DNA extraido do
pancreas nessas areas.

Na forma difusa, o aumento do indice proliferativo foi menos
acentuado, porém ainda assim estatisticamente maior do que aquele dos
controles. O mecanismo subjacente a proliferacdo na forma difusa néo esta
bem esclarecido. Nao pode ser afastada a possibilidade deste aumento do
%Ki-67-L1 representar um aspecto da regeneragao do pancreas enddcrino,
considerando-se que, 9/11 dos pacientes com CHI difuso foram submetidos
a uma segunda cirurgia, e estudos realizados em animais, demonstraram
atividade regenerativa exdcrina e enddcrina no pancreas apos
pancreatectomia de 90% (Bouwens et al., 2005; Berrocal et al.,2005). O
argumento contrario a esta hipétese, esta no fato de que, o valor do %Ki-67-
LI da 12 cirurgia de cada um dos nossos pacientes, ter sido também superior
ao valor médio do %Ki-67-LI dos controles.

Os canais de membrana KA das células B, responsaveis pela
secregao de insulina, sdo constituidos exclusivamente pelas proteinas SUR 1
e Kir 6.2 codificadas respectivamente pelos genes ABCC8 e KCNJ11

localizados no locus 11p15.
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Na dultima década, grandes avangos foram alcangados quanto a
compreensao da patogénese genética e molecular do CHI, principalmente
em relagédo a esses dois genes. Revisdes recentes (Gloyn et al., 2006; Yan
et al., 2007) em pacientes com CHI, descrevem 92 diferentes mutagdes no
gene da proteina SUR 1 e cerca de 12 mutagdes no gene da proteina Kir 6.2
(ANEXOS A e B), porém apenas 11 mutagdes no SUR 1 e 8 mutagdes no
Kir 6.2 foram registradas no Ensembl Human Gene Mutation Data Base
(www.ensembl.org).

Apenas 10-15 % dos casos de CHI sdo causados por mutagcdes no
gene KCNJ11 e mutacdes no gene ABCC8 sdo a causa de 50-60 % dos
casos. Aproximadamente 60% destas mutagdes, incluindo as dos tipos
splice-site, missense, nonsense, inser¢oes e dele¢cdes, encontram-se
concentradas na regido dos exons 33-39 do gene ABCC8 que codifica o
NBF-2 (Nucleotide Binding Fold 2), um dos dois sitios de ligacdo do ATP na
proteina SUR 1, responsavel por ativar (fechar) os canais K*'™" das células B
do pancreas e desencadear a secregédo de insulina (Fournet et al., 2003).
Esta regido, altamente preservada neste gene, € considerada essencial para
o funcionamento do canal, e por esta razdo, foi selecionada para a
investigacao neste trabalho.

Nao foram encontradas mutagcdes ou novos polimorfismos nos exons
33-37 do gene ABCCS8 e no unico exon do gene KCNJ11 em nenhum dos
nossos pacientes, incluindo aquele com a forma focal. Apesar da auséncia
de identificagdo de mutacgdes, referida na literatura em cerca de 50% dos
casos de CHI (Dunne et al., 2004), a analise funcional das células 3 sem
mutacodes identificaveis nos genes SUR 1 e KiR 6.2 demonstrou auséncia de

atividade dos canais K*™" e auséncia de resposta clinica ao tratamento com
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diazéxido, que atua sobre estes canais. Esta disfuncdo pode ser
determinada por diversos fatores incluindo alteragdes das proteinas com
efeito regulador na expressdo dos genes dos canais KA™" (fatores de
transcricdo génica), alteragcbes da sintese protéica ou do mecanismo de
formacao estrutural tridimensional das proteinas SUR 1 e Kir 6.2, alteragdes
no transporte dos canais K™ do reticulo endoplasmatico até a superficie da
membrana, alteragcdes de condutibilidade do potassio através dos canais
(Dunne et al., 2004) e até mesmo alteragées na quantidade destes canais
na superficie de membrana (Sivaprasadarao et al., 2007), pois atualmente
sabe-se que os canais K*™" estdo presentes principalmente na superficie da
membrana secretora dos granulos de insulina dentro do citoplasma das
células B, e estdo envolvidos diretamente no armazenamento e na secregao
destes granulos (Geng et al., 2003).

A presenca de canais K*'" na superficie da membrana dos granulos
intra-citoplasmaticos de insulina, conforme estudo realizado com co-
expressao de insulina/SUR 1 e insulina/Kir 6.2 através de imuno-
fluorescéncia e microscopia imuno-eletrénica (Geng et al., 2003), explica o
fato do exame imuno-histoquimico com SUR 1 e Kir 6.2 no pancreas dos
nossos pacientes, ter resultado positivo com padrao citoplasmatico granular.
Essas proteinas também estdo presentes nas células o que produzem
glucagon, e para diferencia-las das células p foi realizada IHQ de dupla
marcacao com isulina/SUR 1 e insulina/Kir 6.2, realizada em apenas uma
referéncia da literatura (Nielsen et al.,, 2007), porém o fato dos dois
marcadores apresentarem padrdo de imuno-expressdo no mMesmo

compartimento (citoplasmatico), dificultou a interpretacéo das reacoes.
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Dados de revisdo da literatura referem que o sequenciamento de
todos os 39 exons do gene ABCC8 (SUR 1) e do unico exon do gene
KCNJ11 (Kir 6.2) ndo encontrou mutagdes, e portanto ndo pbéde definir a
patogénese genética do CHI, em mais de 50% dos pacientes com a forma
difusa e em cerca de 30% daqueles com a forma focal (De Lonlay et al.,
2002; Suchi et al.,, 2004; Tornovsky et al.,, 2004; Hussain, 2005;
Ferndndez-Marmiesse et al., 2006).

Esta alta percentagem de achados negativos no screening das
mutacdes dos genes ABCC8 e KCNJ11 em pacientes com CHI, sugere a
necessidade de ampliar a pesquisa genética, incluindo a investigagcéo
epigenética dos genes reguladores que controlam as taxas de transcrigdo do
DNA (fatores de transcrigdo) e orientam a expressao génica envolvida no
mecanismo de secreg¢ao da insulina. (Sund et al., 2001; Wang et al., 2002;
Meissner et al., 2004; Melloul et al., 2004).

Embora nossas informagdes sobre os aspectos genéticos desta
doenca, em nosso meio, foram determinadas pelo pequeno numero de
casos nos ultimos 20 anos devido a raridade do CHI, e o estudo ter avaliado
5 dos 39 exons do gene ABCC8 (SUR 1), sua relevancia reside no fato de
ser o primeiro estudo genético de pacientes com hiperinsulinismo congénito
no Brasil. Esperamos que estes resultados possam ser o ponto inicial de
futuros estudos prospectivos multi-institucionais que possam contribuir para
o melhor entendimento desta complexa doencga, possibilitando uma

abordagem terapéutica mais adequada.
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= Nossos pacientes portadores de CHI apresentaram comportamento
clinico similar ao descrito na literatura em relagéo a sintomatologia e ao

prognostico.

¢ A nucleomegalia das células B ocorreu em metade dos pacientes com a
forma difusa do CHI e ndo ocorreu em nenhum dos controles,
confirmando sua especificidade como critério histolégico para o

diagnodstico da forma difusa.

e Os outros parametros histolégicos, incluindo a “nesidioblastose”, foram
observados em ambos, pacientes e controles da mesma faixa etaria,
indicando que sua presenca faz parte do processo de maturagao normal
do pancreas endocrino, que envolve a diferenciagcao das células B a partir
de células epiteliais dos ductos exodcrinos do pancreas, e a migragao

destas células recém formadas para a regido centro-acinar.

e Houve um aumento, estatisticamente significativo, do indice de
proliferagdo das células B produtoras de insulina nas formas difusa e focal

do CHI em comparacéao aos controles da mesma faixa etaria.
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e A realizagdo de IHQ de dupla marcagao (insulina/Ki-67) pode contribuir
para o diagndstico diferencial histologico entre o(s) foco(s)
adenomatoso(s) da forma focal e as areas de agregados frouxos de

ilhotas, observadas na forma difusa.

e Nao foram constatadas mutagbes ou novos polimorfismos no gene
ABCC8 (SUR 1) (exons 33-37) e no gene KCNJ11 (Kir 6.2) (exon unico)

nos pacientes estudados.



8 ANEXOS




Anexos 122

ANEXO A: Mutagoes no gene ABCC8 (SUR 1) dos canais K+ / ATP no CHI
Gloyn et al., 2006 (revisdo)

Locali- Tipo de Nucleotideo Efeito na Referéncia Prova
. mutagéo . funcional da
zagao proteina mutacao
Promotor | Promotor | -64 CG Tornovsky et al. 2004 | Tornovsky
et al 2004
Exon 2 Missense | ¢c.209G>A G70E Tornovsky et al. 2004 | Tornovsky
et al. 2004
Exon 2 Missense | c.221G>A R74Q Nestorowicz et al 1998
Exon 2 Missense | ¢c.220C>T R74 W Suchi et al 2003
Exon 3 Missense | ¢.331G>A G111 R Tornovsky et al. 2004 ' Tornovsky
et al. 2004
Exon 3 Missense ' ¢.346 G>C A116 P Nestorowicz et al 1998
Exon 3 Missense ¢c.375C>G H125Q Nestorowicz et al 1998 ' Shyng
et al. 1998
Exon 4 Missense ' ¢c499G>C V167 L Fournet et al. 2001
Exon 4 Missense | ¢c.560T > A V187D Otonkoski et al. 1999 | Otonkoski
et al. 1999
Exon 4 Missense | c.563 A>G N 188 S Kassem et al. 2000; Shyng
Nestorowicz et al. et al. 1998
1998
Exon 5 Insertion | c.679_680ins18nt | NA Aguilar-Bryan et
al.1999
Exon 5 Deletion c.731_732 del A NA Aguilar-Bryan et
al.1999
Exon 5 Insertion | NA L 226 ins 5aa | Aguilar-Bryan et
al.1999
Exon 5 Nonsense | ¢c.742C>T R 248 X Aguilar-Bryan et
al.1999
Exon 6 Frame- c.949 del C 317 fs / ter Kassem et al. 2000;
shift Nestorowicz et al.
1998
Intron 7 Splice site | ¢.1176-53 del GTG ' Aberrant Aguilar-Bryan et al.
splicing 1999
Exon 8 Missense c.1216 A>G N 406 D Nestorowicz et al 1998
Exon 8 Missense ' ¢.1252T>C C418R Aguilar-Bryan et al.
1999
Exon 8 Insertion | ¢.1260_1261 ins31 Aguilar-Bryan et al.
1999
Exon 9 Frame- NA 1446 fs del T | Tanizawa et al. 2000 | Tanizawa
shift et al. 2000

Continua...
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Continuagao Anexo A

Locali- Tipo de Nucleotideo Efeito na Referéncia Prova
_ mutagéo . funcional da
zagao proteina mutacao
Exon 10 Missense ¢.1523T>C L 508 P Aguilar-Bryan et al.
1999
Intron 10 ' Splice site | ¢.1630+ 1G>T Aberrant Kassem et al. 2000 ;
splicing Nestorowicz et al.
1998
Exon 11 Deletion ¢.1580_1581 delG Fournet et al. 2001
Exon 11 Splice site 1 ¢.1631-20A>G Aberrant Thomas et al. 1996-b
splicing
Exon 11 Splice site | ¢.1671-20 Ato G Aberrant Thomas etal. 1996-
splicing b
Intron 11 | Splice site 1 ¢.1818-20A> G Aberrant Aguilar-Bryan et al.
splicing 1999
Exon 12 Missense ' c.1773C>G F591L Nestorowicz et al. Shyng
1998 etal. 1998
Exon 12 Nonsense ¢c.1792C>T R 598 X Suchi et al. 2003
Exon 13 Deletion c.1874_1875del C Suchi et al. 2003
Exon 13 Deletion c.1879_1880 del C Glaser et al. 2000
Exon 13 Deletion c.1885_1886 del C Aguilar-Bryan et al.
1999
Exon 13 Missense | ¢c.1858C>T R 620 C Aguilar-Bryan et al.
1999
Exon 13 Frame- €.1893_1894 del T | 631 fs / ter Nestorowicz et al 1998
shift
Intron 15 | Splice site | ¢.2116+1 G>T Aberrant Suchi et al. 2003
splicing
Intron 15 | Splice site | ¢.2154+3 A> G Aberrant Tornovsky et al. 2004 ' Straub
splicing et al. 2001
Exon 16 Splice site | ¢.2117-1G> A Aberrant Nestorowicz et al.
splicing 1998
Exon 16 Missense ' ¢c.2147G>T G716V Meissner et al. 1999 ;
Thomas et al. 1996-b
Exon 16 Nonsense ' ¢.2151 C>A C717 X Suchi et al. 2003
Intron 18 | Splice site | ¢.2291-1 G > A Aberrant Thomas et al. 1996-b
splicing
Intron 18 | Splice site | ¢.2295-1 G> A Aberrant Thomas etal. 1996-b
splicing
Intron 18 | Splice site | ¢.2295-20 G > A Aberrant Aguilar-Bryan et al.
splicing 1999

Continua...
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Continuagao Anexo A

Locali- Tipo de Nucleotideo Efeito na Referéncia Prova
_ mutagéo . funcional da
zagao proteina mutacao
Exon 21 Nonsense ¢.2509C>T R 837 X Aguilar-Bryan et al. Tornovsky
1999; Tornovsky et al. | et al. 2004
2004
Exon 22 Missense |c.2524C>G R 842G de Lonlay-Debeney et
al. 1999; Fournet et al.
2001
Exon 22 Frame- NA 872 fs / ter Fournetetal. 2001
shift
Exon 22 Missense | c.2669 A>C K890 T Aguilar-Bryan et al.
1999
Intron 22 | Splice site | ¢.2694+3 G >C Aguilar-Bryan et al.
1999
Exon 24 Nonsense | ¢c.2860C>T Q954 X Meissner et al. 1999;
Nestorowicz et al.
1998
Exon 24 Missense | c.2870C>T S957F
Exon 25 Nonsense | ¢c.2995C>T R 999 X Suchi et al. 2003
Exon 25 Deletion ¢.3130_3131del 20 Fournetetal. 2001
Exon 26 Splice site | ¢.3165+1 G > A Fournet et al. 2001
Exon 27 Insertion | c.3339_3340 TITTTT
ins T
GAG>TTT Tornovsky et al.
TTT TGA
2004
Exon 28 Missense | ¢c.3416C>T T1139 M Nestorowicz et al. Shyng
1998 etal. 1998
Exon 28 Insertion / | ¢.3559_3562 Fournetetal. 2001
Deletion del 4/ ins CGTG
Exon 29 Deletion c.3576_3577 del G
Exon 29 Missense |c.3644 G>A R1215Q Nestorowicz et al. Shyng
1998; Suchi et al. 2003 | et al. 1998
Intron 29 | Splice site 1 ¢.3653-1G>T Aguilar-Bryan et al.
1999
Intron 32 | Splice site GGG
AAG>GGG
AAA
Intron 32 | Splice site | ¢.3992-9 G > A Aberrant Kasssem et al. 2000;
splicing Meissner et al. 1999;
Nestorowicz et al.
1998; Suchi et al. Nest .
2003; Thomas etal. | 50120k
1995 (a) etal

Continua...



125

Anexos

Continuagao Anexo A

Locali- Tipo de Nucleotideo Efeito na Referéncia Prova
_ mutagéo : funcional da
zagao proteina mutacao
Intron 32 | Splice site 1 ¢.3992-3C > G Aberrant Meissner et al. 1999;
splicing Nestorowicz et al.
1998
Exon 33 | Nonsense c.4016 G>A W 1339 X Aguilar-Bryan et al.
1999
Exon 33 | Missense |c.4008 G>T/C K 1337 N Human Genome
Mutation Database
Exon 33 Missense c.4028G>A G 1343 E Tornovsky et al. 2004 | Tornovsky
et al. 2004
Exon 33 Missense c.4058G>C R 1353 P Aguilar-Bryan et al.
1999; Verkarre et al.
1998
Exon 33 | Missense 'c.4058 G > A R 1353 H Huopio et al. 2002-b; Magge
Magge et al. 2004 et al. 2004
Exon 33 | Missense | c.4081G>A V1361 M Aguilar-Bryan et al.
1999
Exon 34  Deletion c.4138_4141 del de Lonlay-Debeney et
CGAC al. 1999; Fournet et al.
2001
Exon 34 | Missense ¢c4135G>C G 1379 R Nestorowicz et al.
1998
Exon 34 Missense c4144G>A G 13828 Nestorowicz et al. Shyng
1998 et al. 1998
Exon 34  Deletion c.4153 4145 del | Del AG Fournet et al. 2001
AG
Exon 34  Deletion c.4159_4161 del Del Ser 1387 Thornton et al. 2003 Thornton
et al. 2003
TCC
Exon 34 Missense ¢c4160C>T S1387 F Aguilar-Bryan et al. Nestorowicz
1999; Nestorowicz | etal. 1998
et al. 1998;
Exon 34  Deletion c.4162_4164 del | F 1388 del Kassem et al. 2000; @ Shyng
Nestorowicz et al. etal. 1998
TTC 1998; Suchi et al. 2003
Exon 34 Missense c.4181G>A R 1394 H Nestorowicz et al. Shyng
1996 et al. 1998
Exon 35 | Deletion c.4202-7_4206 Fournetetal. 2001
del 12
Exon 35 | Missense G 1401 D (23)X | Aguilar-Bryan et al.

1999

Continua...
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Conclusdo Anexo A

Locali- Tipo de Nucleotideo Efeito na Referéncia Prova
_ mutagéo . funcional da
zagao proteina mutacao
Exon 35 Missense |c.4256 G> A R 1419 H Tornovsky et al. 2004 ' Tornovsky
et al. 2004
Exon 35 Missense c4261C>T R1421C de Lonlay-Debeney et ' Tanizawa
al. 1999; Fournet et al. | et al. 2000
2001; Tanizawa et al.
2000; Verkarre et al.
1998
Exon 35 | Splice site | c.4310G > A Aberrant Tanizawa et al. 2000 Tanizawa
splicing et al. 2000
Exon 35 Nonsense | ¢c.4310 G> A R 1437 Q Dunne etal. 1997; Dunne
Missense (23)X, Verkarre etal. 1998 | etal. 1997;
o Aberrant Tanizawa
Splice site splicing et al. 2000
Exon 36 | Missense c.4372G>A A 1458 T Nestorowicz et al. Reimann
1998 et al. 2003
Exon 36 | Missense ¢.4435G>C G 1479 R Dunne et al. 1997; Nichols
Thomas et al. 1995-a | et al. 1996
Intron 36 | Splice site | ¢.4410_13G > A Aguilar-Bryan et al.
1999
Exon 37 | Missense | c.4477 G>A A1493T Kassem et al. 2000
Exon 37 Missense c.4481G>A R 1494 Q Kassem et al. 2000;
Suchi et al. 2003
Exon 37 Missense c4480C>T R 1494 W de Lonlay-Debeney et
al. 1999; Fournet et al.
2001
Exon 37 | Insertion | c.4525insCGGCTT 1508 ins Verkarre etal. 1998
CGGCTT
Exon 37 Missense ¢c.4516 G>A E 1507 K Aguilar-Bryan et al. Huopio
1999; Huopio et al. et al. 2000
2003/2000
Exon 39 Missense ' c.4652T <A V 1551 D Huopio etal. 2002 Reimann
(b) et al.2003
Exon 39 Missense ' c.4651C>G L 1552V Huopioetal. 2002 ' Reimann
(b) et al.2003
Exon 39 Missense ' ¢c4631T>C L 1544 P Aguilar-Bryan et al.
1999
Exon 39 Missense | c.4663 G > A G 1555 S Fournet et al. 2001

Os exons em verde (exons 33 a 37) foram seqlienciados nesta tese.
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ANEXO B: Mutagées no gene KCNJ11 (Kir 6.2) dos canais KA™* no CHI
Gloyn et al., 2006 (revisdo)

. . Prova
Localizagdo ~ TiPode v, c1eotideo Sl Referéncia funcional
Mutagio proteina =
da mutacgao
, Introduz novo Huopio
5 c-54C>T start codon et al. 2002 (a)
' ) Introduz novo ~ Tornovsky Tornovsky
o c-134G>T start codon et al. 2004 et al. 2004
Kassem
et al.2000;
Exon 1 Nonsense ¢.36 C>A Y 12X ]
Nestorowicz
et al. 1997
Exon1  Missense NA K 67 N Huopio Reimann
et al. 2002 (b) et al. 2003
. Aguilar-Bryan = Aguilar-Bryan
Exon 1 Missense ¢c.271T>G W91 R ot al. 1999 et al. 1999
. Suchi
Exon 1 Missense ¢.401 G>C G134 A ot al. 2003
. . Fournet
Exon 1 Insertion ¢.505ins G et al. 2001
. Thomas
Exon 1 Missense ¢.440T>C L 147 P et al. 1996(a)
. Fournet
Exon 1 Missense ¢.560C>T A 187V et al. 2001
. Tornovsky Tornovsky
Exon 1 Missense ¢c.761C>T P 254 L et al. 2004 et al. 2004
. Marthinet Marthinet
Exon 1 Missense c.776 A>G H 259 R et al. 2005 et al. 2005
. Suchi
Exon 1 Missense c.797C>T P 266 L et al. 2003

O exon em verde (exon 1) foi seqlienciado nesta tese.
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ANEXO C:
Protocolo de Coleta dos Dados Clinicos :

N° REGISTRO NO INSTITUTO DA CRIANCA HC — FMUSP :
NOME :

DATA DE NASCIMENTO :

IDADE ATUAL :

SEXO:

CONSANGUINIDADE DOS PAIS :

PRE-NATAL: ()NAO ()SIM

DIABETES MATERNO GESTACIONAL: () NAO () SIM

PESO AO NASCER :

PREMATURIDADE : () NAO () SIM - IDADE GESTACIONAL :

IDADE DOS PRIMEIROS SINTOMAS :

CONVULSOES : () NAO () SIM

ATRASO DO DESENVOLVIMENTO NEURO-PSICO-MOTOR : () NAO () SIM
IDADE DO DIAGNOSTICO DE HIPERINSULINISMO CONGENITO :

IDADE DA TRANSFERENCIA PARA O ICR - HC - FMUSP :

NIVEIS DE REPOSICAO DE GLICOSE P/ MANTER EUGLICEMIA :  mg/di/kg/dia
NIVEIS SERICOS DE GLICOSE : mg/dl

NIVEIS SERICOS DE INSULINA:  pU/ml

RAZAO INSULINA / GLICOSE :

NIVEIS SERICOS DE ACIDOS GRAXOS LIVRES :

NiVEIS SERICOS DE CORPOS CETONICOS :

CETONURIA: ()NAO () SIM

TESTE DO GLUCAGON : () NEGATIVO () POSITIVO () NAO REALIZADO
EXAME GENETICO : () NAO () SIM

TRATAMENTO COM DIAZOXIDO : () NAO () SIM - POR QUANTO TEMPO :
RESPOSTA CLINICA AO DIAZOXIDO : () NAO () SIM

IDADE DA CIRURGIA :

EXTENSAO DA 12 PANCREATECTOMIA : ()85% () 90% () 95% () 98%

22 PANCREATECTOMIA : )NAO () SIM - () 95% () 98%

32 PANCREATECTOMIA : )NAO () SIM - () 95% () 98%

ALTA HOSPITALAR (DIA POS-OPERATORIO) :

EVOLUCAO NO POS-OPERATORIO : () HIPOGLICEMIA () DIABETES

N° EXAME ANATOMO-PATOLOGICO :

DIAGNOSTICO ANATOMO-PATOLOGICO : () CHI DIFUSO () CHI FOCAL
EXAME IMUNOHISTOQUIMICO : ()NAO () SIM

SANGUE DO PACIENTE P/ EXTRACAO DE DNA: ()NAO  ()SIM

SANGUE DA MAE P/ EXTRACAO DEDNA: ()NAO () SIM

EVOLUCAO A LONGO PRAZO (ATE 12 MESES DE IDADE) :

1) DIABETES : )NAO () SIM - COM QUE IDADE :
2) RETARDO DO DNPM: ()NAO () SIM
3)OBITO: ()NAO () SIM — IDADE DO OBITO :



ANEXO D: Especificacoes dos reagentes utilizados nos procedimentos IHQ

Bloqueadores de

Comparti- Recupe- . . .
. = enzimas endogenas: .
Anti-corpo/ ” mento racao ; > Sistema de =
Marca Titulo - peroxidase, avidina e pH e Revelagao
Clone o celular antigénica . amplificagcao
= biotina e fosfatase
relevante (duragao) -
alcalina
Poclonsi Dako 1/200 a Nso  Blogueio da peroxidase DAB 5
. . citoplasmatico com H202 (20 vol) 6 _ LSAB (Dako) . o
guinea pig Denmark 1/1000 | banhos de 5’ cad a37°C
A0564 granular anhos de 5’ cada
. . Bloqueio da peroxidase
Ki-67 Dako 1750 a Sim3'em | H202 (20vol)6 | 6,0 tampdo Novolink DAB 5 a
Monoclo-nal Denmark 1/2000 nuclear panela de ) .
. ~ banhos de 5’ cada citrato (Novocastra) 37°C
Clone Ki-S5 pressao
SUR 1 Sim 10’ em | Bloqueio da peroxidase
Policlonal Santa Cruz 1/50 a citoplasmatico 9,0 tampéo DAB 5 a
Cabra C- CA,USA  1/200 granular panela de | com H202(20vol) 6 rpiqppTs  LSAB (Dako) 37 °C
16 pressao banhos de 5’ cada
gg/iiﬁna/ Santa Cruz 1/50 a citoplasmatico Sim 7" em | Bloqueio da peroxidase 9,0 tampéo DAB 5 a
Cabra N- CA,USA  1/100 granular panela de  com H202 (20vol) 6 | 15 ppTs  LSAB (Dako) 37 °C
18 pressdo | banhos de 5’ cada
Dupla Dako - Kit Insulina: Permanent
marcagao EnVision 1/100 a . - . . : - Red
com Insulina | Double staining | 1/300  Citoplasmatico 1 o g, ) Bloqueio da peroxidase _ | KitEnVision Dako | ..o inay e
. ; granular (insu- com H202 (20 vol) + 6,0 tampao (insulina) e ;
e Ki-67 Rabbit/Mouse 7 panela de ) . . DAB (Ki-67)
g - lina) e ~ bloqueio fosfatase citrato Novolink
especifi (DAB + Perma- | Ki-67: 1 oar (ki67) | PSS90 | icalina (kit) Novocastra (Ki-67) 98 acordo
cados acima nent Red) 1/50 a com a bula
1/1000 do kit

***Concentragdes variaveis devido as diferencas da fixacdo em formalina das amostras de pancreas nos ultimos 20 anos.

soxauy

6cl
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ANEXO E

Protocolo de Imuno-histoquimica :

YV VY

V V V V V VY V V V VYV V V VY VY V V VY VYV V V

MONTAR A BATERIA DE CASOS COM OS RESPECTIVOS CONTROLES
POSITIVOS E NEGATIVOS

DESPARAFINIZACAO : xilol1 A 60°C — 30 min.
xilol Il T.A. —10 min.

BATERIAS DE ALCCOIS PARA HIDRATAR :
e alcool absoluto | - 2 min.
e alcool absoluto Il - 2 min.
e alcool 95% - 2 min.
e alcool 95% - 2 min.

LAVAR EM AGUA CORRENTE E DESTILADA.

BLOQUEIO DE PEROXIDASE ENDOGENA COM:
¢« H202 20vol - 6 x5 min.cada

LAVAR EM AGUA CORRENTE E DESTILADA.

PRE — TRATAMENTO :

TRIPSINA (PINGAR DIRETO NOS CORTES) — 10 MIN. A 37°C OU
PANELA DE PRESSAO: 3 MIN. COM TAMPAO CITRATO.

LAVAR EM AGUA CORRENTE , DESTILADA.

LAVAR COM TAMPAO TRIS pH 7,4 - 3 TROCAS DE 2 MIN. CADA.
INCUBAR COM O ANTICORPO PRIMARIO POR 18 HS A 4 °C.
LAVAR COM TAMPAO TRIS pH 7,4 — 3 TROCAS DE 2 MIN. CADA.
INCUBAR COM O ANTICORPO SECUNDARIO POR 60 MIN. A 37 °C.
LAVAR EM TRIS pH 7,4 -3 TROCAS DE 2 MIN. CADA.

INCUBAR COM O COMPLEXO POR 30 MIN A 37°C.

LAVAR COM TRIS 7,4 — 3 TROCAS DE 2 MIN. CADA.

REVELAR COM O SUBSTRATO DAB - 100 ML TRIS COM 60 MG DE DAB.
FILTRAR E COLOCAR 1,5 ML DE H202 20 VOL.

INCUBAR POR 5 MIN. A 37°C.

LAVAR EM AGUA CORRENTE E DESTILADA.

CONTRACORAR COM HEMATOXILINA DE MAYER POR 1 MIN.
LAVAR EM AGUA CORRENTE E DESTILADA.

DESIDRATAR COM A BATERIA DE ALCOOL E XILOL.

MONTAR COM ENTELLAN.
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ANEXO F

Extracao de DNA a partir de sangue periférico:

Para extracao de DNA de sangue periférico utilizamos o protocolo de
MILLER e colaboradores [1] com pequenas modificagdes, como segue
adiante:

Quinze ml de sangue venoso foram colhidos em &cido etileno
diaminotetracético (EDTA 25 mM). O botao leucocitario foi obtido a partir da
lise dos gldébulos vermelhos utilizando-se 2 volumes de sangue de solugao
de lise (NH4Cl 114 mM, NH4HCO3; 1 mM) com incubagédo a 4°C por 30
minutos. O material foi centrifugado a 4°C durante 15 minutos a 3000 rpm
(Sorvall, RT7, Germany), sendo desprezado o sobrenadante. O
procedimento da lise de glébulos vermelho foi repetido por mais uma vez.

O botao de células brancas foi suspenso em 9 ml de solugao de lise
de glébulos brancos (NaCl 150 mM, Tris-HCI 10 mM, pH 8; EDTA 10 mM pH
8) com 180 ul de dodecilsulfato de sédio a 10% (SDS) (Sigma, St. Louis,
MO, USA) e 150 ul de proteinase K (10 mg/mL) (Gibco BRL, Gaithersburg,
MD, USA), sendo o material incubado a 37°C por 18 horas. Apds este
periodo, 3,6 ml de solugédo saturada de cloreto de sédio (6 M) foi adicionada
agitando-se o conjunto vigorosamente durante 15 segundos. O material foi
centrifugado por 15 minutos a 3000 rpm. O sobrenadante foi transferido para
um tubo novo e o DNA foi precipitado acrescentando-se 2 volumes de etanol
absoluto gelado, homogeneizando-se cuidadosamente por inversdo. O DNA

precipitado foi retirado do tubo, em seguida lavado em etanol 70% durante 5
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minutos repetindo-se a operacao por mais 3 vezes. Por ultimo, o DNA foi
lavado em etanol absoluto, sendo seco por centrifugagdo a vacuo
(Eppendorf, Concentrator 5301, Germany). Apods tal procedimento, o DNA foi
ressuspendido em tampao TE 10:0,1 (Tris-HCI 10 mM, pH 8; EDTA 0,1 mM,
pH 8).

A concentragdo do DNA extraido foi obtida por leitura em um
espectrofotometro (Pharmacia LKB, Ultrospec Ill, England) no comprimento
de onda de 260 nm (1,0 unidade DO 260 = 50 ug/ml). Foi estabelecido que a
relacdo acima de 1,75 entre as leituras em 260 e 280 nm seria a ideal para a
caracterizacao da pureza do material [2]. As amostras de DNA foram
submetidas a eletroforese em gel de agarose (Gibco BRL, Gaithersburg, MD,
USA) 1% em TAE (Tris 0,004 M; acido acético glacial; EDTA 0,001 M, pH
8,0) contendo brometo de etidio (Sigma, St. Louis, MO, USA) na
concentragéo de 0,5 ug/ml de gel e observadas em um transiluminador com

luz ultravioleta a fim de verificar sua integridade.

[1] MILLER, S.A.; DYKES, D.D.; POLESKY, K.F. A simple salting out
procedure for extracting DNA from human nucleated cells. Nuc. Acid.

Res., v. 16, p. 1215, 1988.

[2] SAMBROOK, J.; FRITSCH, E.F.; MANIATIS, T. Analysis and Cloning of
Eukaryotic Genomic DNA in Molecular Cloning: A laboratory manual, 2™

edn. Cold Spring Harbor laboratory, Cold Spring Harbor, NY, 1989.
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ANEXO G

Extracao de DNA a partir de tecido pancreatico incluido em parafina:

A partir dos blocos de parafina foram obtidas sec¢cdes equivalentes a
10 um em microtubos de 1,5 ml. A estes tubos foi adicionado 1 ml de xilol
pré-aquecido em estufa a 95°C. Os microtubos foram agitados e colocados
em estufa a 37°C por 30 minutos. Em seguida foram centrifugados por 5
minutos a 15000 x g e o sobrenadante descartado. Para eliminacao eficaz
da parafina os passos anteriores foram repetidos por mais 2 vezes. As
amostras foram entdo submetidas a duas lavagens com 500 ul de etanol
absoluto para a retirada do solvente orgéanico. Apos cada adigao de etanol
absoluto os microtubos foram centrifugados por 5 minutos a 13000 x g a 4°C
e o sobrenadante descartado. As amostras foram secas invertendo os
microtubos em papel absorvente. Para a extragao do DNA, a cada microtubo
foram adicionados 20 ul de proteinase K (10 mg/ml) e 480 pl de solugao
constituida por 2,5 ml de Tris HCI 1M pH 8,0; 500 ul de EDTA 0,5M pH 8,0;
250 pl de Tween 20 e 46,75 ml de agua deionizada. As amostras foram
entdo incubadas por 18 horas a 37°C.

Foram realizadas duas extracdes com 500 pl de fenol-cloroféormio. Os
tubos foram invertidos cuidadosamente e centrifugados por 2 minutos a
13000 x g a 4°C. O sobrenadante foi transferido para novo microtubo e nova
extracdo com fenol-cloroféormio foi realizada. Foram adicionados 40 ul de
acetato de sédio 3M e 1 ml de etanol absoluto gelado misturando-se

delicadamente. As amostras foram mantidas por 24 horas, a -20°C, para
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precipitacdo do DNA. Em seguida os tubos foram centrifugados por 10
minutos, a 13000 x g a 4 °C e o sobrenadante descartado. Os tubos foram
invertidos sobre papel absorvente para secagem do material. Depois de
seca, cada amostra foi ressuspensa em 50 uyl de TE 10:0,1 (Tris-HCI 10mM

pH 8,0 ; EDTA 0,1mM pH 8,0) e estocadas a -20°C.
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ANEXO H

Reacao de Polimerizagao em Cadeia (PCR):

Em um volume final de 50 pul foram utilizados 100 ng de DNA
gendbmico, 200 uM de cada desoxinucleotideo (dNTP), 30 pmol de cada
primer, 2,5U de enzima Taq DNA polimerase (Amersham, Pharmacia,
Upsala, Suécia) e tampado de reagado fornecido pelo fabricante. A
amplificagdo foi realizada no termociclador GeneAmp PCR System 9600
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). O protocolo de amplificagdo
consistiu de um ciclo de 5 minutos a 94°C seguido de 35 ciclos de 94°C por
30 seg, temperatura de annealing variando de acordo com o par de primers
utilizado por 30 seg e 72°C por 30 seg, seguindo-se um ciclo de extenséo

final de 72°C por 10 minutos.

Os fragmentos amplificados foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose 2% contendo brometo de etidio (0,5 pg/ml de gel) (Invitrogen™ Life
Technologies, Carlsbad, CA, EUA) utilizando-se como marcador de peso
molecular ®X 174/Hae 1l (Invitrogen, Life Technology, Gaithersburg, MD,
USA). As amostras foram visualizadas sob transiluminagc&o em luz ultravioleta

e fotografadas com filme instantaneo preto e branco (Polaroid 667).
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ANEXO |
Localizagao dos primers na seqiiéncia genémica para o gene KCNJ11

(Kir 6.2)

TGAGTGCAGCCCCAGGGTGAGAAGGTGCCCACCGAGAGGACTCTGCA
GTGAGGCCCTAGGCCACGTCCGAGGGGTGCCTCCGATGGGGGAAGCC
CCTCCCTGGGGGTCACCGGAGCC

ATGCTGTCCCGCAAGGGCATCATCCCCGAGGAATACGTGCTGACACGC
CTGGCAGAGGACCCTGCCAAGCCCAGGTACCGTGCCCGCCAGCGGAG
GGCCCGCTTTGTGTCCAAGAAAGGCAACTGCAACGTGGCCCACAAGAA
CATCCGGGAGCAGGGCCGCTTCCTGCAGGACGTGTTCACCACGCTGGT
GGACCTCAAGTGGCCACACACATTGCTCATCTTCACCATGTCCTTCCTG
TGCAGCTGGCTGCTCTTCGCCATGGCCTGGTGGCTCATCGCCTTCGCC
CACGGTGACCTGGCCCCCAGCGAGGGCACTGCTGAGCCCTGTGTCAC
CAGCATCCACTCCTTCTCGTCTGCCTTCCTTTTCTCCATTGAGGTCCAAG
TGACTATTGGCTTTGGGGGGCGCATGGTGACTGAGGAGTGCCCACTGG
CCATCCTGATCCTCATCGTGCAGAACATCGTGGGGCTCATGATCAACGC
CATCATGCTTGGCTGCATCTTCATGAAGACTGCCCAAGCCCACCGCAG
GGCTGAGACCCTCATCTTCAGCAAGEATGCGGTGATCGCCCTGCGCCA
CGGCCGCCTCTGCTTCATGCTACGTGTGEGGTGACCTCCGCAAGAGCAT
GATCATCAGCGCCACCATCCACATGCAGGTGGTACGCAAGACCACCAG
CCCCGAGGGCGAGGTGGTGCCCCTCCACCAGGTGGACATCCCCATGG
AGAACGGCGTGGGTGGCAACAGCATCTTCCTGGTGGCCCCGCTGATCA
TCTACCATGTCATTGATGCCAACAGCCCACTCTACGACCTGGCACCCAG
CGACCTGCACCACCACCAGGACCTCGAGATCATCGTCATCCTGGAAGG
CGTGGTGGAAACCACGGGCATCACCACCCAGGCCCGCACCTCCTACCT
GGCCGATGAGATCCTGTGGGGCCAGCGCTTGCTCCCCATICTAGCTECA
BGAGGACGGACGTTACTCTGTGGACTACTCCAAGTTTGGCAACACCGT
CAAAGTGCCCACACCACTCTGCACGGCCCGCCAGCTTGATGAGGACCA
CAGCCTACTGGAAGCTCTGACCCTCGCCTCAGCCCGCGGGCCCCTGC
GCAAGCGCAGCGTGCCCATGGCCAAGGCCAAGCCCAAGTTCAGCATCT
CTCCAGATTCCCTGTCCTGA
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GCCATGGTCTCTCGGGCCCCCCACACGCGTGTGTACACACGGACCATG
TGGTATGTAGCCCGGCCAGGGCCTGGTGTGAGGCTGGGCCAGCCTCA

GCTCAGCCTCCCCCTGCTGCTCATCCAGGGTGTTACAAGGCACTTGTCA
CTATGCTATTTCTGGCCTCAGCAGGAA

Fragmento 1

Fragmento 2

Fragmento 3 . Fragmento 4
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ANEXO J

Localizacéo dos primers na sequéncia gendmica do gene ABCC8 (SUR 1)

EXON 33

GTCTCCAACTACCTCAACTGGATGGTGAGGAACCTGGCAGACATGGA
GCTCCAGCTGGGGGCTGTGAAGCGCATCCATGGGCTCCTGAAAACCG
AGGCAGAGAGCTACGAGGGGCTCCTGG
GTGAGAGGCTCAGGGAGAGGGGTGGGGAAGAGTCCAAGGAGGAGTGT
GTCTGGGTTGGGGGCCACAAGGGAGCCTGGGGATGGGGTGGCACTTT
CGGATACTAGCTGTGGCCCATGCCTGGTGGCTGAGCCCAGCCCGGCC
CCCAG

EXON 34

CACCATCGCTGATCCCAAAGAACTGGCCAGACCAAGGGAAGATCCAG
ATCCAGAACCTGAGCGTGCGCTACGACAGCTCCCTGAAGCCGGTGCT
GAAGCACGTCAATGCCCTCATCGCCCCTGGACAGAAG
GTCAGAGCACGGGCCCAACCCAATGCTGCAGGACAGGCGTGAGCAGG
GGATGGGGCATGCACGGAGCTGGATGGCTTCGCAGTCACCTCGTGGC
CCTCCAGGGCCGAGGCCTCTCACTATTCAGACATCGCAGTCTCCTGCC
CTGGGCCTGTGGGGGCCCATCTTTCCTCTCCTTCTATTGCCTTCCCCCA
GTGCTGCCCTCAGGCCTTGTCTTCTCACTCATCCACCAAGGAGACCGAC
ACTCTGGACTCCCCCAGCTCACACGGGCTTTGTCAGGGCCTCCCTCTC
TGCGAATGGTCAGGGGCTTTCCCTAGGGCACTGCCCCGAGCTTCAGGG
CAGGGACCTGGGGGCAGACAGCGAGGCCACCCTTGTATTGAGGGTGA
GCCCCTGCCTATGGCCCTGGCCCAGCTCTCCTCTCGTTTCCCACTCTGT
CTCTTTGTCTCTGTCTCACTTTGCTGTGGCTGTCCATGTCATTCTCTGAC
CTTGGGATGTACCTCTGTCCCTGCCTCTCTCATCCTTCTATGTCACTATC
TGTCTCCGTATTGTAATTTCTGTTGGTACCCAAGTGCCAGGAAGCAACG
GGATCAGAGGTGGCTCCATTGTAGGGCGGGGCACACAGACACATCCAT
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GCATACCACTCTCAGCTGCCCCTGTGTCCTCCTGCCACACCCATGCCCA
TAGAGACACACCACTGCCCCCCAGCTCTCCTTCAGCCAAGTACCCGGC
ACACCCAGACCCACACCAAGGCCCAGGCAAATGGACATCCATGCCTGC
ACTTGCGTGCCGGTCCCTGTGTAAGCCCTCTCTGGACCCACTGCAGGA
AACAAGCCCAAACCTGTGGTGTCCAAAGAGAAACTAGTCAGAAAACCAG
GCCAAAAAGATACCCTGTGACCTCCCACACCTGCACACACACCCAGAG

CTACGCATACACECTATTCCECAGEAGECCCAGAGTCCCAGTGGCGGTGC

CTGCTTCTCTCTTTCCAG

EXON 35

ATCGGGATCTGCGGCCGCACCGGCAGTGGGAAGTCCTCCTTCTCTCTT
GCCTTCTTCCGCATGGTGGACACGTTCGAAG
GTGAGTTCTAACECEECECACEEEACGTGTACCCACAGCCACCAGATGA
GGCCTCAGCCCTGGCACGTGGTCAGACATGACAGGAGGCCCAGCAGT
CACCGCCTTCCCCTEGCACCCTCACTGGGACCCATGCAG

EXON 36

GGCACATCATCATTGATGGCATTGACATCGCCAAACTGCCGCTGCACA
CCCTGCGCTCACGCCTCTCCATCATCCTGCAGGACCCCGTCCTCTTCA
GCGGCACCATCCG
GTGAGCCCCACCACCCCTCAGGCCCACCCAGCCCCAGGCCGGETCAG
TTCCATCAGATCTGGAGCACAAAGAGGAGGGGGTTGGGGGAGACCAG
GATCCCAGAGGTGTTTCCTGCTCATGCCCTTCTCCATCCCATCAGGCCC
AGGCAGCCTCTGGAAGGGGATCCCCCACCCATGGGTCTAAGATGCTGT
CCCCCACCCACTGCCACCACCTCGGTGCTTCTCCCAGCCAGACCTCCA
ACTCAGTCTGCTCTCGCTCACTGCCCTCTTTGCCGCCTGGGGATGCAG
GCAGGACCCTGCTCCCTCCCTACTGGGGCTTTCTGTGCCACTTCCAG
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EXON 37

ATTTAACCTGGACCCTGAGAGGAAGTGCTCAGATAGCACACTGTGGG
AGGCCCTGGAAATCGCCCAGCTGAAGCTGGTGGTGAAGGCACTGCCA
GGAGGCCTCG
GTAACTACTCCTGGCTATGCAGCTGGGTTGGTTGGGCACTCAAGGACC
CTGTAAGGATGGCAGACAGAAGCCCGTGTCTCAGGTTTGCCCCAAGTTT
GGAGTCTGAAGCCTGGCAGGACCATTTAGTCCTACTTCTCACTATACGG
GGGCCCAGAGAGGTCAGGTGTCTTGCCCCAGGTCACACAACTGGTCAG
TTCAGGGTCTGGCTCCTCCTGCAGGGTACAGCGGGTACAGTCAGGGAT
CCTTGTGAGACAGAGATTGCGAGTCCCCCATGCCAAGGGGGCATCTTC
AGCCCTGCCCTGCCCCATCCACCTGCATGCCCAGTTCTGCCTTAGGGG
AGGAGAAGATGGACTGGGCAATCATAGACACGGGTCACTCATCAAGGC
CACCGGTGATTGGCAAAGCCTTGGTATATTTGCTGCAGCTCCTGGAGCA
TTGGGGGTGGCCAAGCCTTGGTTTCAATGAATCACCCTACCAAGGCCCT
ACATACACACTCAGTGCACCCCTCAGTGCACACGCCCCCTCCCAGAACT
GCCCAGGGCCACAGCAGCACACACCTCCAGGGGTGCCCTTCTCGTTGC
AGTCCTTGCAGACGGCCTCCACATTGTTGTGTCAGGTGCACCAGCCCT
GCACACGCCTGTGCTCTTGGACACACACCCACCTATTTGCCCCCATGCA
CACATTTTCCAACAGCCCCCCAAGCCATCCCATCTGCTCCACTCACAGC
ACAAGATTAACTCAGTCCTACTTCATCTCCCCGGGCTGTTTTCAG

Exon 33 Exon 34 Exon 35 . Exon 36 Exon 37
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Abstract

Congenital hyperinsulinism (CHI) is a rare pancreatic endocrine cell disease, and
pancreatic histology remains questionable to explain its dramatic clinical features.
The most severe cases of CHI, which are unresponsive to diazoxide, are found to be
associated with genetic defects in the B-cell K*'" channels in at least in half of the
patients. The aim of this study was to examine pancreatic histology, [B-cell
proliferation (IHC Ki-67 / insulin) and B-cell K*'* channels gene mutations in blood
samples from eleven Brazilian patients who were diagnosed with non responsive
CHI and who underwent a pancreatectomy. Pancreatic histology and [-cell
proliferation in CHI patients were compared to pancreatic samples from 19 patients
without CHI. Ten of the CHI cases were classified as diffuse, and one, as focal form.
Nucleomegaly and B-cells with abundant cytoplasm were absent in controls and were
observed only in patients with the diffuse form of CHI. Ki-67-L1 was used to
differentiate the adenomatous areas of the focal form CHI neonate from “loose
clusters of islets” found in two diffuse form samples and one control sample. Ki-67-
LI was higher in the focal CHI adenomatous areas, but diffuse CHI patients also had
statistically higher Ki-67-LI than controls. This is the first genetic study of CHI
patients in Brazil, and no mutations or new polymorphisms were found in the
ABCC8 gene (SURI, exons 33-37) or in the single exon of the KCNJ11 gene (Kir
6.2) in 4/4 patients evaluated. On the other hand, enhanced B-cell proliferation seems

to be a constant feature in CHI patients, both in diffuse and focal forms.

Keywords: congenital hyperinsulinism, K*'" channel mutations, Kir 6.2, Ki-67 /

insulin double immunostaining, pancreatic -cells proliferation index, SUR 1.
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Abbreviations used in this paper: CHI, congenital hyperinsulinism; K*'* channel,
adenosine triphosphate-sensitive potassium channel; SURI1, sulfonylurea receptor 1
channel subunit; Kir 6.2, potassium inward rectifying 6.2 channel subunit; IGF-2,
insulin growth factor 2; LOH, loss of heterozygosity; H&E, hematoxylin and eosin;

Ki-67-LI, Ki-67 Labeling Index; THC, immunohistochemical.

Introduction

Congenital hyperinsulinism (CHI) is a life-threatening disorder of glucose
metabolism that occurs in neonates and infants. CHI is characterized by an
inappropriate, continuous serum insulin level that does not respond to changes in
blood glucose concentrations. These consistently elevated serum insulin levels are
associated with hypo-fattyacidemia, hypo-ketonemia, a positive response to the
glucagon test, and persistent hypoglycemia associated with a high mortality and
morbidity (seizures, permanent brain damage and developmental delay) if not
recognized early in life. The incidence of CHI ranges from 1:50000 live births in
sporadic cases in to 1:2500 in consanguineous families [1]. There are many causes of
neonatal hypoglycemia, and, although rare, CHI is the most common cause of
persistent severe hypoglycemia in neonates [1,2]. Correct diagnosis is imperative,
and the goal of treatment of these patients is to prevent brain damage from
hypoglycemia by maintaining plasma glucose at normal levels through
pharmacologic or surgical therapy [2].

To regulate insulin secretion, pancreatic B-cells possess a signal transduction

system that links intracellular metabolic changes in the B-cell to ATP sensitive
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ATP
K

potassium channels ( ) in the cell membrane surface. Under normal physiological

K*™ channels maintain the electrical potential of the p-cell membrane.

conditions, the
Following both the uptake and the metabolism of glucose into B-cells, the ATP/ADP
ratio increases, and the KA channels close.  This channel closure causes
depolarization of the cell membrane, which opens voltage-gated calcium channels that
regulate the entry of calcium into the B-cell. The subsequent rise in intracellular
calcium concentration triggers the exocytosis of insulin granules [3].

The genetic pathogenesis of CHI can be classified into two groups: 1) K™
channel-dependent CHI, which is treated by partial or near-total pancreatectomy,
and 2) CHI that is caused by various metabolic abnormalities and that responds to
diazoxide. The most common form of CHI is classically associated with loss-of-
function mutations in the B-cell membrane surface ATP-sensitive potassium

channels. Each K™

channel is organized as an octameric complex of four SURI1
(sulfonylurea receptor 1) subunits and four Kir 6.2 (potassium inward rectifying 6.2)
subunits. These subunits of the K*™ channels are coded by two adjacent genes on
the short arm of chromosome 11 (locus 11p15): the ABCC8 gene that encodes SUR1
and the KCNJ11 gene that encodes a rectifying ion pore, Kir 6.2 [4-9]. Mutations in
the ABCC8 and KCNJ11 genes are inherited in an autosomal recessive manner in the
majority of severe CHI cases occurring at birth, and these mutations impair the

ATP
K

function of the channels by affecting channel density, channel expression,

channel trafficking from the endoplasmic reticulum, channel gating properties, and
channel activity in response to changes in the concentrations of intracellular ATP and

ATP

ADP. Functional studies on K™ channels isolated from CHI patients with ABCC8

or KCNJ11 mutations have demonstrated that the loss of operational channels results
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in depolarized B-cells with unregulated calcium channel activity and inappropriate

KA™ channels that are

insulin secretion [10-12]. Most mutations result in inactive
unresponsive to diazoxide treatment, which opens potassium channels, inhibiting
insulin secretion. Thus, the mutated potassium channels are always closed,
stimulating constant insulin secretion from [-cells. Neonates with this form of
mutation must be surgically treated.

Pathological examination of these pancreases reveals two basic types of
histological p-cell changes associated with K*'*-CHI: focal changes (25-50% of the
cases) and diffuse changes (50-75% of the cases) [13-18] .

The focal form of CHI consists of focal adenomatous hyperplasia of B-cells
within a limited region of the pancreas, with the accumulation of islet cell clusters
occupying more than 40% of the lobule [19]. It is caused by a non-Mendelian mode
of inheritance which involves: 1) loss of heterozygosity (LOH) with somatic deletion
of the maternal allele of the imprinted chromosome region 11p15 in the B-cells of the
adenomatous area, but not in normal pancreatic areas [20], and 2) a germline
mutation of SURI1 or Kir6.2 subunit genes in the paternal allele [20-22]. Thus, the
acquired event results in expression of the mutated paternal allele with functional
loss of the K*'F channels. Because K*'" channel mutations have been identified in
only 60-70% of the focal form CHI patients, a recent study [23] questioned whether
all cases of focal CHI have the same pathogenesis. This study demonstrated that
focal islet cell adenomatous proliferation is caused by loss of maternally imprinted
genes, even in patients with no identifiable mutations. Another recent study [24]
demonstrated that some patients with the focal form who lose the maternal allele also

have a duplication of the paternal allele on chromosome 11. This isodisomy renders
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the B-cell homozygous for the ABCC8 gene mutation, causing a K*'" channel defect
in the focal lesion similar to that observed in the diffuse form of CHI.

The diffuse form of CHI is characterized by cell hyper function of B-cells
throughout the entire pancreas, and it is represented by distinct nuclear enlargement,
up to three times the diameter of the adjacent endocrine cell nuclei [19,27], often
resulting in giant and hyperchromatic nuclei, which are found to be polyploid by
image analysis [28]; other findings include irregularly sized and poorly defined
smaller endocrine cell clusters scattered in the acinar parenchyma or intimately
connected with small or large ducts with budding-off of B-cells from duct epithelium
(ductulo-insular complexes) [29]. Autosomal recessive mutations of the K™
channel genes ABCC8 and KCNJ11, which code for the subunits SUR 1 and Kir 6.2,
respectively, are found in approximately 50% of patients without a family history of
CHI [5,31,32,34]. Mutations in ABCC8 (SUR 1), which are more common than in
KCNJ11 (Kir 6.2), are distributed throughout the entire molecule, which has 39
exons, but are located predominantly within the region of exons 33-39 that codes for
the NBF-2 (Nucleotide Binding Fold 2), one of the two ATP molecule binding site
regions of the protein SUR 1 [3,31,34], which is crucial for channel function.

B-cell proliferation in the diffuse form is controversial. One study [16]
found no significant difference of Ki-67-LI between patients with diffuse CHI and
age-matched controls. Otherwise, Kassem et al. [26], who studied CHI patients
grouped according to age (< 3 months and > 3 months), found that B-cell Ki-67-LI
from diffuse CHI neonates was significantly greater than in the age-matched controls
in both age groups, although proliferation was more intense in the younger group.

Differential diagnosis between diffuse and focal forms of CHI is very important for
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practical purposes because, in the diffuse disease, a near-total pancreatectomy is
indicated, and in the focal disease, only partial pancreatectomy, limited to the lesion,
should be performed, avoiding iatrogenic diabetes caused by an extensive surgery
[22,29].

The aim of this study was to examine Brazilian neonates with CHI,

ATP
K

regarding pancreatic histology, proliferation of B-cells, and channel genes

mutations.

Methods

Subjects:

This study was approved by the Ethics Committee of Clinical Hospital,
University of Sao Paulo Medical School, and written informed consent was obtained
from all patients and their mothers submitted to blood genetic exams.

Archival pancreatic paraffin tissue samples from 11 neonates with CHI, who
underwent partial or near-total pancreatectomy during a 20 year period (1987-2007),
were obtained from the Division of Anatomic Pathology, Clinical Hospital,
University of Sao Paulo Medical School. From these patients, peripheral blood
samples were obtained from four cases. In all children, the clinical diagnosis of CHI
was made according to accepted criteria [1,2,3]. A detailed description of clinical
data is present in TABLE 1. In summary, a total of 7 female and 4 male patients were
included in the study, their age at the time of initial surgery ranged from 26 days to
13 months. Consanguinity of the parents was present in 5 cases (45.4%), 2 were

twins, 3 were born prematurely, and 3 were macrosomic (> 4000 grams). For
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histological parameters and % Ki-67-LI analysis, patients were divided into two age
groups (< 3 months and > 3 months) according to data pointing to this cut off as
representative of changes in maturation of the endocrine pancreas [14-16,22,26,33].

Controls: For comparison of histology and Ki-67-LI of B-cells, a total of 19
control pancreatic samples were included in the study. These were obtained from
autopsies of 10 females and 9 males ranging in age from 1 day to 12 months. All
infants died of diseases not related to the pancreas and there was no history of
maternal diabetes.

Light Microscopy: Surgical specimens from CHI patients and autopsy
specimens from controls were fixed in 10% formalin and processed by the standard
protocols for morphologic analysis. H&E sections and insulin immunostained slides of
each case of the diffuse form were reviewed by two pathologists (SML and MCZ)
regarding maturation features (ductulo-insular complexes defined as budding-off of -
cells, isolated or in clusters, from the exocrine duct epithelium, septal islets, centro-
acinar small B-cell clusters, and spreading isolated B-cells) and functional features
(nucleomegaly, defined as > 3 times the adjacent endocrine nuclei, and B-cells with
abundant cytoplasm). The intensity of each parameter was visually estimated as mild
(+), moderate (++), and marked (+++). The focal form of CHI was defined as area(s)

of focal adenomatous hyperplasia of B-cells (> 40% of the lobule) [19,27].

Immunohistochemistry
Insulin and Ki-67 double immunohistochemistry: For double immunostaining
with insulin (polyclonal, 1:300, Dako, Carpinteria, CA) and Ki-67 (KiS5, 1:1000,

Dako, Carpinteria, CA) the kit EnVision" G\2 Double Stain System (K5361, Dako,
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Carpinteria, CA) was used, according to the manufacturer’s protocol, except by using
NOVOLINK™  (Novocastra, Newcastle upon Tyne, England) as amplification
system for Ki-67.

Quantification: Ki-67 positive nuclei in 1000 insulin positive cells were
counted in both, cases and controls, under high magnification (400 X) in random
successive fields using the software Image Pro-Plus 4.1 for Windows (Media
Cybernetics, Silver Spring, MD, USA), a microcomputer IBM connected to a digital
camera (JVC TK-C1380 Color Video Camera, Victor Company of Japan Limited,
Japan) and an optical microscope (Leica DMR, Leica Microsystems, Wetzlar GmbH,
Germany). The Ki-67-LI (number of Ki-67-labeled B-cell nuclei / 1000 B-cells) was
determined and expressed as a percentage.

Statistical Analysis: For comparison of Ki-67-LI between patients and
controls, a generalized linear statistical model was used, where Ki-67-LI was
considered to be the dependent variable, and age (< 3 months vs. > 3 months) and the
disease status (CHI patients vs. controls) were the predictive variables. The analysis
was performed using SPSS v.13.0® software. A P value < 0.05 was considered

statistically significant.

Molecular-Genetic Methods

K+/ATP Mutation Analysis: Genomic DNA of 4 patients was extracted
from peripheral blood using the salting out method [30]. Mutational screening was
performed for exons 33 to 37 of the ABCC8 gene (SUR-1 SULFONYLUREA
RECEPTOR - ENST00000302539) and for the single exon of the KCNJ11 gene

(ATP-SENSITIVE INWARD RECTIFIER POTASSIUM CHANNEL 11 -
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ENSG00000187486) throughout PCR amplification. Primer description and
annealing temperature used for PCR are presented in TABLES 2-3. The amplification
products were directly sequenced using the BigDye Terminator Cycle Sequencing
Ready Reaction kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) in an ABI PRISM

3100 Automatic Sequencer (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA ).

Results

Histology

Results of the analysis of histological parameters, based on H&E and insulin
immunostaining are presented in TABLE 4 (CHI patients) and TABLES 5-6 (controls)
and are illustrated in FIGS. 1 A-E.

In diffuse CHI, the following histological findings were present in more than 50% of
the cases: ductulo-insular complexes (63.6%) and nucleomegaly (54.5%). The other
histological parameters were present in less than half of patients with great
variability (9.0% to 36.3%). Functional criteria (nucleomegaly and enlarged insulin
cytoplasm) were not observed in any of the control patients and were present in 54.5
% and 27.2 % of CHI patients, respectively. Maturation features, specially “septal
islets” and “spreading isolated -cells,” were present mainly in control neonates < 3
months of age. Otherwise, in CHI patients, although not so frequent, these features
were somehow marked in patients older than 3 months. In the focal CHI patient,
three adenomatous areas of B-cells were observed in the head of the pancreas (FIGS. 2
A-B ). Furthermore, in two diffuse CHI patients (FIGS. 2 Cc-D) and in one control

neonate, (FIG. 2 E) areas of “loose cluster of islets” were observed, and these were
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histologically very similar to the adenomatous areas of the focal CHI patients, but

more loosely arranged.

Proliferation of g - cells

Double immunostaining for insulin and Ki-67 is illustrated in FIG. 1F, and
results of Ki-67-LI are presented in TABLE 7 and in FIGS.1 F and 2 B. The
adenomatous area of the focal form presented a very high % Ki-67-L1 (10.15%) as
compared to controls (mean = 1.87 % + 0.44) (FIG. 2 B). The uninvolved regions of
the pancreas of the focal CHI patients presented a proliferation index similar to the
control group. On the other hand, the “loose cluster of islets” observed in the diffuse
CHI patients #3 and #4 (FIGS. 2 B-C) and in control #17 (FIG. 2 A) presented a low
% Ki-67-LI ( 2.29 % in case 3, 2.43 % in case 4, and 1.54 % in control 17). These
results point to the utility of B-cell Ki-67-LI to differentiate focal adenomatous
hyperplasia from “loose cluster of islets” in the diffuse form of CHI, which can be
misinterpreted by histology and insulin immunostaining alone.
In diffuse CHI patients, B-cell proliferation was greater than in the control group (P
=0.009) ( TABLE 7). However, our results were not different in the two age groups
(£ 3 and > 3 months). No correlation between proliferative rate and age was

observed, either in patients or in controls (P = 0.796).

K+/ATP channels:
Molecular analysis
No mutations or new polymorphisms were found in exons 33-37 of the ABCC8

(SUR1) gene or at the single exon of KCNJ11 (Kir 6.2) gene in the analysis of
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genomic DNA from peripheral blood of 4 patients, 3 with the diffuse form and 1
with the focal form of CHI. However, four polymorphisms have already been
described in this region of the SUR1 gene (exons 33-37) and 14 polymorphisms in
the whole Kir6.2 gene (www.ensenbl.org). Brazilian children have the same
polymorphisms previously identified (Tables 8-9). Genetic analysis of the remaining
seven patients and of the microdissected adenomatous area of the focal CHI
pancreas, which had only paraffin-embedded samples for the DNA extraction, were

considered not adequate for testing.

Discussion

It is now clear that CHI is a heterogeneous pancreatic endocrine cell disorder for
which a diagnosis is made based on clinical, laboratorial, molecular-genetic findings,
and histopathological parameters. Because of the completely different extents of
surgical excision (near-total for diffuse form and only partial and localized for the
focal form) and the consequent prognostic implications for cure (persistent
hypoglycemia versus frank diabetes mellitus), the ability to distinguish the focal
form from the diffuse form is of critical importance. In Brazil, the genetic screening
and the ['®F]-L-dopa positron emission tomography are not yet available for
diagnostic purposes, so intraoperative distinction between the two forms may guide
the extent of needed pancreatectomy.

Our morphologic findings confirm earlier reports that nucleomegaly is the most
specific marker of the diffuse form of CHI [19,27]. We found that nucleomegaly is

present in half of the diffuse cases, but in none of the controls. This finding was
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determined by DNA polyploidization [28] and has been associated with [-cell
hyperfunction. It is not known whether this is a primary or secondary event in the
pathogenesis of hyperinsulinism in the CHI. All other histological parameters were
found in both, patients and controls, indicating that they more likely represent the
process of maturation of the pancreatic endocrine system, which involves the
differentiation of B-cells from epithelial ductal cells and migration of these newly
formed B-cells to the centro-acinar region, as previously stated [33]. In the past,
infants with CHI were believed to have abnormal pancreatic development associated
with the persistence of packets of islet cells budding off the epithelial ducts (ductulo-
insular complexes, also known as nesidioblastosis), but immunohistochemical
investigations have shown that it is a common pancreatic feature of normoglycemic
neonates and infants and that nesidioblastosis, by itself, cannot be considered the
underlying histologic basis of CHI [14, 15]. However, in our study, while the
presence of septal islets and spreading isolated S-cells (representing this migration
phenomenon) was more frequently observed in controls in the first 3 months of age,
both parameters occurred with a high frequency in diffuse CHI patients older than 3
months of age, reflecting a true retardation in the maturation of pB-cells, at least in a
subgroup of these patients.

Two previous studies evaluated B-cell proliferation using insulin and Ki-67 double
staining [16, 26], but only one of these studies reported a significantly higher -cell
proliferation in the diffuse form of CHI [26]. In our study, increased P-cell
proliferation was observed in patients with either focal or diffuse forms of CHI
when compared to normal controls (P < 0.05). These results confirm the findings of

Kassem et al. [26]. No differences in B-cell proliferation were observed between
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the two age groups (< 3 and > 3 months). In our patient with focal disease, the
proportion of proliferating B-cells within the adenomatous area was disproportionally
higher (10.15%) than in the adjacent pancreas (1.59%), where the proliferation index
was similar to the control group. This finding could be an important tool to
distinguish focal adenomatosis from the loose cluster of islets, identified in two
diffuse CHI patients and in one control sample; in the loose cluster of islets, B-cells
Ki-67-LI was much lower, similar to levels found in the diffuse areas of CHI.
In the focal form of CHI, the somatic deletion of the 11pl15 maternal allele, which
may be associated with the duplication of the 11pl5 paternal allele [20, 21, 24, 25],
is consistent with a proliferative monoclonal lesion caused by the imbalance of
expression of imprinted genes located at 11p15, including H19, p574"? (CDKN1C),
and IGF-2 (Insulin Growth Factor 2), whose products are involved in the regulation
of cell proliferation [23,25]. p57"P2 and H19 are tumor suppressor genes that lead to
cell cycle arrest. They are expressed on the maternal allele, whereas IGF-2, a growth
factor gene, is expressed on the paternal allele [15,16]. This genetic event can
explain, at least in part, our observation that proliferation rate of B-cells, is increased
in the focal adenomatous area when compared with B-cells of normal age-matched
controls. In the diffuse form, an increase of proliferation was less pronounced, but
still statistically higher than controls. The mechanism underlying B-cell proliferation
in the diffuse CHI is not well understood, as it is in the focal CHI.

In the last decade, great advances in the understanding of the genetic and
molecular pathogenesis of CHI have been achieved, especially in regard to the K*'"
channel genes ABCC8 (SUR 1) and KCNJ11 (Kir 6.2). In a recent review describing

mutations involved in CHI [34], 92 distinct mutations in CHI patients were described
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for the SUR 1 gene, and about 12 mutations were described for the Kir 6.2 gene, but
only 11 mutations of SUR 1 and 8 mutations of Kir 6.2 were registered at Ensembl
Human Gene Mutation Data Base (www.ensembl.org). ABCC8 gene mutations are
the cause of 50-60% of neonatal cases of CHI, and only 10-15% of cases are due to
KCNJ11 gene mutations. Many of these mutations, including slice-site, missense,
nonsense, insertions, and deletions, are located in the region of exons 33-39 of the
ABCCS8 gene, which codes for the NBF-2 (Nucleotide Binding Fold 2), one of the
two ATP molecule binding sites of the SUR 1 protein that activates (opens) the K™
channels. This region is of the ABCC8 gene is essential for channel function [3, 31,
32, 34, 35]. For this reason, we selected the exons 33-37 to be sequenced in this
study. No mutations or new polymorphisms were found in these exons in the 4
patients whose peripheral blood was available, although the presence of mutations in
other exons of ABCCS8 cannot be ruled out. Data in the literature show that genetic
screening of all the 39 exons of SUR 1 and of the single exon of Kir 6.2 did not find
mutations, and could not define the genetic basis of the disease in more than 50% of
patients with the diffuse form and 30% of patients with the focal form of CHI [3].
Despite the lack of recognized mutations in some patients, functional analyses of the
pancreas of these patients have demonstrated a lack of K*™" activity, and treating
these patients with diazoxide was not effective. The dysfunctional channels could be
determined by many factors, including abnormalities in proteins with a regulatory

effect on KA™F

channel expression (genes transcription factors), alterations in protein
synthesis or in the assembly mechanism of the 3-D structure of SUR 1 and Kir 6.2

proteins, trafficking abnormalities of these proteins from the endoplasmic reticulum,

conducting abnormalities of K* through the channels [3], and even changes in the



Apéndice

number of channels at the cell surface [36], as it is known that K*'" channels are
present mainly on the insulin granule membrane inside the cell [37] and are involved
in granule docking and secretion. These patients without known mutations clearly
illustrate how much remains to be discovered about factors regulating K*™" channels
in the pancreas. There is an enormous potential for studies of the molecular pathways
and the genetic mutations involved in the pathogenesis of CHI for revealing aspects
of cell biology that are directly relevant to the pathophysiology of insulin secretion in
humans. According to our literature review, this is the first genetic study of CHI
patients in Brazil, and we hope these results can be the starting point for future

prospective studies looking for a better understanding of this intriguing disease.
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TABLE 1: Clinical Data of CHI Patients

Patients 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Gender F F M F F - twin F M F - twin M F M
Consanguinity o Cousins o cousins  cousins  cousins  cousins o o
of parents 1°degree 1°degree 2°degree 2°degree 1°degree
2600g  5390g 4350g 2790g 1650g 3200g 3440g 1590g 3350g 3340g 4240g
Birth weight
premature premature premature
1° symptom birth birth birth  birth 3m 25d 4m 3m birth 5m  birth
10 me/dl 18 18.7 35 14 me/dl 50 14 13 30 17 37
Blood glucose * & mg/dl  mg/dl  mg/dl & mg/dl  mg/dl  mg/dl mg/dl mg/dl mg/dl
7.4 22 44 104 112 137 30 34 44 30 89
Insulin ** pU/ml pU/ml pU/ml pU/ml - pU/ml - pU/ml pU/ml pU/ml pU/ml pU/ml pU/ml
Incon- Incon-
Glucagon *** clusive * NP NP * clusive * * * * *
Diazoxide
administration + - + - + - + + + + +
4m 4m I3m 10m
Age at surgery 26d 50d 6d 234 6m 6m 20d 7m 10d 8m 12d 12m 54 14d
Pancreatectomy 95% 98% 95%  90% 95% 95% 95% 95% 98%  98%  98%
Follow —up death-31 .o D/ . D-ll D/ o P-11 D/ D/ b
days pmp ™ years PMD ° years PMD PMD

D:Diabetes; PMD: Psycho-Motor Delay.

All patients have the diffuse form of CHI except patient 11, whoich has the focal form.

Blood samples for molecular genetic evaluation were available for patients 5, 8, 9 and 11.

Blood values:

* Hypoglycemia = blood glucose< 40 mg/dl

** Hyperinsulinemia = Insulin > 5uU/ml when blood glucose< 50 mg/dl

*#%  Test positivity = rise in blood glucose > 30 mg/dl after 0.03 mg/kg IV of glucagon

NP — not performed

TABLE 2: Primers used for amplification of exons 32 to 36 of gene ABCC8 (SUR 1)

Primer Sequence Temperature of Size of fragment

q annealing (°C) (bp)

33s GAG GAC AGA ACT AAG CGA ACC A 53 195

33° CCC TCT CCC TGA GCC TCT C

34s CCC ATG CCT GGT GGC TGA G 53 207

34 ACG CCT GTC CTG CAG CAT TG

35s GCA TAG AGC TAT TCC CAG CAG C 52 166

35° TGG GGT GCC CGC CTT ACA AC

36s TCA CCG CCT TCC CCT GCA C 52 211

36° TCC AGA TCT GAT GGA ACT GAG

37s GAC CCT GCT CCC TCC CTA C 52 197

37° AGG GTC CTT GAG TGC CCA AC
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TABLE 3: Primers used for amplification of the only exon of gene KCNJ11 (Kir 6.2

Fragment 1 GACTCTGCAGTGAGGCCCT 53 430
GTCACCAGCATCCACTCCTT

Fragment 2 GCCACACACATTGCTCATCT 50 410
CTTCATGCTACGTGTGGGTG

Fragment 3 GACCCTCATCTTCAGCAAGC 50 470
TTGTGCCCATTGTAGCTGAG

Fragment 4 ATCATCGTCATCCTGGAAGG 50 460
ATCCAGGGTGTTACAAGGCA

TABLE 4: Histopathology of Diffuse CHI Patients

* The pancreas of patient 1

histological

criteria above.

% of patients
with the
histological
criteria

272 %

** Patient 11 corresponded to the focal form of CHI

was all included for histology and was considered normal because it did not show any of the
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TABLE 5: Histology of Controls <3 months of age

10

1d

1d

3d

4d

5d

1m

1m

1m

2m

3m

% of controls
with the
histological
criteria

% of controls
with the
histological
criteria
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TABLE 7: Mean values of B-cells Ki-67-LI in controls and in diffuse form CHI
patients according to age

< 3 months
> 3 months 1.90 .52 9
Total 1.87 * 44 19
< 3 months 241 45 2
> 3 months 242 .40 8
Total 241 % 38 10

*P=0.009

TABLE 8: Results of automatic sequencing of the unique exon of KCNJ11 (Kir
6.2).Alleles found in each polymorphism. Mutations were absent.

G/C Cc Cc Cc Cc
A/G G G G G
T/C T T T T
T/C T T T T
C/T C/T C/T T T
G/A G G G G
C/G C C C C
C/G C C C C
C/A C C C C
G/A A A A A
A/G A A A A
C/- C C C C
G/A G G G G
C/G C C C C

TABLE 9: Results of automatic sequencing of the exons 33-37 of ABCC8 (SUR
1).Alleles found in each polymorphism. Mutations were absent.
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Legends to Figures

FIG. 1 A: Ductulo-insular complex (IHC insulin/Ki- 67, X1000 — case 7); B:
Ductulo-insular complex (IHC insulin, X1000 — case 6); C: Fibrous septal islets
(H&E, X100 — case 2); D: Irregular sized islets, septal islets and spreading of
isolated B-cells (H&E, X100 — case 5); E: Nucleomegaly and enlarged cytoplasm
of endocrine cells (H&E, X200 — case 5); F: Proliferating - cell - Ki-67-LI = 1,99

% (IHC insulin/Ki-67, X1000 — control 16)

F1G.2 A : Focal CHI — (IHC insulin, X 12,5 — case 11). B: Focal CHI — focal
adenomatous area with Ki-67-LI = 10.15% (IHC insulin/Ki- 67, X 100 — case 11);
C (case 3) — D (case 4) — E (control 17) : Clusters of islets (IHC insulin/Ki- 67, X

12,5 and X 40)
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FIGURE 1
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FIGURE 2
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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