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RESUMO

A hiperglicemia caracteristica do diabetes resulta em um aumento na produgdo dos
produtos finais de glicagdo avangada (AGEs) que liga-se a receptores especificos,
particularmente o receptor para produtos finais de glicagdo avangada (RAGE). Esta
interagdo AGE-RAGE ativa a transcrigdo de outros genes, resultando assim no aumento
da resposta inflamatoria, e de moléculas associadas a aterogénese e trombogénese.
Mais de 30 polirmosfismos ja foram descritos para o gene RAGE, entre eles estao dois
polirmosfismos funcionais da regidao promotora de RAGE, o -429T>C e o -374T>A. A
presenca destes polimorfismos acarreta na alteragdo dos niveis de expressao desta
proteina, tornando-os interessantes em estudos associados a patologias. O objetivo
deste estudo foi investigar se ha associagao entre a presen¢a destes polimorfismos
com marcadores de risco para doenga arterial coronariana (DAC) em 98 pacientes com
Diabettes mellitus tipo 1 (DM1) (38,8% homens) com idade de 24,2+6,9 anos
(médiatDP) e composi¢do étnica de Euro-Brasileiros (72,5%) e Afro-Brasileiros
(27,5%). A genotipagem foi realizada por PCR-RFLP utilizando as enzimas Alul e
Tsp509l. A hemoglobina glicada (HbAc) foi quantificada por HPLC e o peffil lipidico
determinado em sistema automatizado com quimica seca. Os produtos de glicagdo
avang¢ada foram quantificados por fluorescéncia (F-AGEs) com Ex370nm/Em440nm.
Para o polimorfismo -429T>C os parametros bioquimicos foram comparados quanto a
auséncia do alelo C (gendtipo TT, n=66), contra a presenca do alelo C (genétipos
TC+CC, n=32), sendo os valores de p (p > 0,05) respectivamente: HbA:c (%) p = 0,383,
Colesterol (mg/dL) p = 0,878, HDL-C (mg/dL) p = 0,576, LDL-C (mg/dL) p = 0,827,
Triglicérides (mg/dL) p = 0,601, F-AGEs (UA x10%) p = 0,997. Para o polimorfismo -
374T>A os parametros bioquimicos foram comparados quanto a auséncia do alelo A
(gendtipo TT, n=43), contra a presencga do alelo A (genétipos TA+AA, n=55), sendo os
valores de p (p > 0,05) respectivamente: HbAc (%) p = 0,675, Colesterol (mg/dL) p =
0,336, HDL-C (mg/dL) p = 0,381, LDL-C (mg/dL) p = 0,361, Triglicérides (mg/dL) p =
0,593, F-AGEs (UA x10%) p = 0,131. Outra associagao feita entre os genétipos e o
controle glicemico destes pacientes teve como resultados -429T>C (p = 0,359) e -374
T>A (p = 0,229). Concluimos que, ndo foi observada associa¢do (P>0,05) entre os
polimorfismos -429T>C e -374T>A da regido promotora do gene RAGE com as
concentragdes séricas de marcadores de risco para DAC ou com o controle glicémico
(HbAc) em diabéticos tipo 1.

Palavras-chave: receptor RAGE;SNP, Diabetes mellitus tipo
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ABSTRACT

The hyperglycemic characteristics from diabetes results in a increase production of the
advanced glycation end products (AGEs) that bind to specifics receptors, particularly the
receptor for advanced glycation end products (RAGE). This interaction AGE-RAGE
activates the transcription of other genes, thus resulting in the increase of inflammatory
response, and molecules associated with aterogenesis and trombogenesis. More than
30 polymorphisms has been describe for the RAGE gene, among them there are two
functional polymorphism of the promoter region of RAGE, the -429T>C and the -
374T>A. The presence of this polymorphisms results in an alteration of the expression
levels of this protein, making them interesting in studies with diseases. The aim of this
study was investigate whether there is relationship between the presence of this
polymorphisms with risk factors for coronary artery disease in 98 patients with Diabetes
mellitus type 1 (DM1) (38,8% man), 24,246,9 years old (average+DP) and ethnic
composition of Euro-Brazilian (72,5%) and Afro-Brazilian (27,5%). The genotyping was
performed by PCR-RFLP using the enzymes Alul and Tsp509l. The glycated
hemoglobin (HbA:c) was quantified by HPLC and the lipid profile determinated in
automatizated system with dry chemistry. The Glycation end products were quantified by
fluorescence (F-AGEs) with Ex370nm/Em440nm. For the polymorphism -429T>C the
biochesmitry parameters were compared on the absence of the C allele (genotype TT, n
= 66), against the presence of the C allele (genotypes CT+CC , n = 32), the values of p (
p> 0.05) respectively: HbA1C (%) p = 0383, Cholesterol (mg / dL) p = 0878, HDL-C (mg
/dL) p = 0576, LDL-C (mg / dL) p = 0827, Triglicérides (mg / dL) p = 0601, F-AGEs (AU
x103) p = 0997. For the polymorphism - 374T> The biochemical parameters were
compared on the absence of the A allele (genotype TT, n = 43), against the presence of
the A allele (genotypes TA +AA, n = 55), the values of p ( p> 0.05) respectively: HbA1C
(%) p = 0675, Cholesterol (mg / dL) p = 0336, HDL-C (mg / dL) p = 0381, LDL-C (mg /
dL) p = 0361, Triglicérides (mg / dL) p = 0593, F-AGEs (AU x103) p = 0131. Another
association made between genotypes and glicemic control of these patients had the
results -429T> C (p = 0359) and -374 T> A (p = 0229). In brief, no association was
observed (P> 0.05) between the polymorphism - 429T> C-374T> of the promoter region
of RAGE gene with the serum concentrations of risk markers for DAC or the glycemic
control (HbA1C) in diabetes type 1.

Keywords: receptor RAGE; SNP, Diabetes mellitus type 1.



1. INTRODUGAO

Existem mais de 100 milhdes de pessoas com diabetes no mundo (1% a 8%
da populagao total), e as projecoes apontam para um aumento significativamente
deste numero em futuro préximo (GIUSEPPE et al., 2003). O Diabetes mellitus tipo 1
(DM1) corresponde a cerca de 10% dos casos de diabetes e caracteriza-se por um
déficit de insulina, isso devido a destruigdo da célula beta do pancreas, o que leva a
necessidade de injecbes diarias de insulina exégena para o controle da doenca
(American Diabetes Association, 2007). O Diabetes mellitus é reconhecido como um
importante fator independente para o risco cardiovascular desde a publicacdo da
primeira investigacao epidemiolégica de larga escala nos anos 70 (KANNEL E
MCGEE, 1979; AUSTIN et al 1998). Esta patologia promove, além de alteragbes nos
metabolismos de carboidratos e lipides, 0 aumento da concentracdo sérica dos
produtos de glicacao avancgada (AGEs, Advanced Glycation End products).

Os AGEs sao um grupo heterogéneo de compostos que podem ser
responsaveis por diversos efeitos fisiopatologicos (HUDSON et al., 1998). A
formagéo de AGEs ocorre pela natureza reativa de agticares redutores, que reagem
de forma n&o-enzimatica com grupos amino de proteinas, produzindo uma ligagao
irreversivel (HUDSON et al.,, 2002); a velocidade desta reagdo & diretamente
proporcional & concentracao e ao tempo de exposicao a glucose.

O receptor mais estudado para os produtos finais de glicagdo avangada —
RAGE (Receptor for Advanced Glycation End products) € uma proteina multiligante
que ao interagir com AGEs promove uma transducao de sinal, ativando a transcricao
de varias proteinas intracelulares, resultando no aumento da resposta inflamatéria e
de moléculas associadas a aterogénese e trombogénese (SCHMIDT et al., 2000;
HUDSON et al. 2002) .

O gene RAGE esta localizado no cromossomo 6p21.3muito proximo ao
complexo principal de histocompatibilidade (SUGAYA et al., 1994; GenBank/EMBL
Data Bank Accession Number D28769) e, até o momento, ja foram identificados
cerca de 50 polimorfismos deste gene. Os polimorfismos -429T>C e -374T>A e uma

delecao de 63 pb (-407 a -345) sdo funcionais e estdo localizados na regido
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promotora do gene RAGE, e a presenga do alelo -429C, -374A e -a 63Del resuitam
em aumento significativo da transcri¢ao in vitro de RAGE (HUDSON et al., 2001).

Os citados polimorfismos funcionais de RAGE s&o de particular interesse no
estudo de associa¢do entre estes SNPs e o diabetes tipo 1, desde que podem estar

envolvidos no aumento de risco das complicacées do diabetes ou mesmo como
fatores de protecao a estes.



2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

¢ Investigar a possivel associacdo dos polimorfismos da regiao promotora
do gene do receptor para produtos de glicagdo avancada (RAGE) -
429T7>C e -374T>A com marcadores de risco para a doencga arterial
coronariana e controle glicémico em pacientes com diabetes tipo 1 (DM1).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Amplificar através da reacdo em cadeia de polimerase (PCR) a regido
promotora do gene RAGE;

e Caracterizar genotipicamente os polimorfismos -429T>C e -374 T>A da regiao
promotora do gene RAGE através da reacdo de PCR-RFLP utilizando as
enzimas de restricdo Afu | e Tsp 509 I, respectivamente;

o l|dentificar os fragmentos de restricdo dos polimorfismos -429T>C e -374 T>A
através de eletroforese em gel poliacrilamida;

¢ Quantificar as concentragoes dos produtos de glicagao avangada séricos por

fluorescéncia (F-AGEs);



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 DIABETES MELLITUS

O Diabetes mellitus (DM) é definido como um grupo de doeng¢as metabdlicas
caracterizadas por uma rapida elevacdao da concentracdo de glicose no plasma
sanguineo causada por uma relativa ou absoluta deficiéncia no horménio insulina
(VIGNESHWARAN et al., 2005). O Diabetes mellitus tipo 1 (DM1) corresponde a
cerca de 10% dos casos totais de diabetes, € uma condicdo na qual a destruicéo
das células beta pancreaticas geraimente conduz a uma deficiéncia absoluta de
insulina (DEVENDRA et al., 2004). Esta patologia é caracterizada também pela
necessidade de injecbes diarias de insulina em seus acometidos .

O DM é uma patologia que esta em primeiro plano no planejamento de
politicas de saude publica, quer pelo nimero de doentes, quanto pela possibilidade
de melhora na expectativa e qualidade de vida dos afetados quando tém suporte no
diagnéstico precoce, indicadores da evolugdo da doenga e tratamento. Os custos
relacionados ao diabetes foram estimados em 98 bilhGes de délares por ano nos
Estados Unidos, com valores similares para o Reino Unido, quando se considera
fatores que envolvem a perda de produtividade, a internagées prolongadas, cirurgias
e tratamentos complexos. O sistema de satide norte americano prevé que os custos
para um individuo com diabetes é quatro vezes maior que aquele ndo diabético, e o
Reino Unido gasta cerca de 10% do seu orgcamento nacional para saude com o
diabetes. Dados para comparag¢ao com a situagao brasileira nao foram encontrados
(SACKS at al., 2002). A primeira campanha nacional de triagem para diabetes
realizada em 2001 e patrocinada pelo governo Brasileiro identificou 2,9 mithdes de
suspeitos de DM, 14,6% da populagao.

O diagnéstico laboratorial do paciente com diabetes é realizado pela
quantificagcao da concentracéo de glicose sérica em jejum ou apdés uma sobrecarga
de glicose, também designada curva glicémica (ADA., 2005). A glicemia em jejum
como parametro diagnéstico para diabetes (> 126 mg/dL em mais de uma ocasiao) &
referendado, entre outros, pela Associacao Americana de Diabetes e Sociedade
Brasileira de Diabetes (American Diabetes Association, 2007).
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A gravidade e precocidade das complicagdes cardiovasculares,
particularmente das artérias coronarias, sdo significativamente aumentadas nos
pacientes diabéticos (LAAKSO et al., 1999). O DM representa um fator de risco
cardiovascular independente e a macroangiopatia €& responsavel por 80% da
mortalidade na populagao diabética (AUSTIN et al., 1998). A aterosclerose é a mais
freqiiente causa de morte prematura nesse grupo de pacientes, duplicando o risco
de doenga coronaria, triplicando o de acidente vascular cerebral e quadruplicando a
possibilidade de ocorréncia de insuficiéncia vascular periférica sintomatica. A
associacdo entre doenga aterosclerética e DM pode ser atribuida a uma série de
caracteristicas, que facilitam a aterogénese nesse grupo de pacientes, como a
concomitancia de outros fatores de risco, dos quais a obesidade, hipertensio arterial
sistémica, os niveis mais elevados de fibrinogénio e as dislipidemias sao os mais
importantes.

Uma relagéo entre o diagnéstico de DM e alteragdes no perfil lipidico & muito

frequente, em especial com os niveis de triglicérides.

3.2 DIABETES E DOENGA ARTERIAL CORONARIANA

O DM é associado a inumeras complicagdes clinicas de longo prazo que
contribuem para o aumento da morbilidade e mortalidade da doenc¢a, apesar das
medidas disponiveis para seu controle metabélico (BAYNES et al 2000). Estas
complicacbes podem ser divididas em complicagbes macro-vasculares, que incluem
a doenca arterial coronariana, aterosclerose e doenca vascular periférica; e
complicagées micro-vasculares que incluem retinopatia, nefropatia, e defeitos
neurovasculares associados a neuropatia autonémica. Tais complicagdes podem
manifestar-se clinicamente como enfarte do miocardio, angina, cegueira,
insuficiéncia renal em fase terminal, insuficiéncia cardiaca congestiva, condugao
defeituosa nos nervos e dificuldade na cicatrizagao de feridas (WAY et al., 2001). O
Diabetes tem sido reconhecido por muito tempo como um fator de risco
independente para a doenca arterial coronariana (DAC), sendo a morbidade e a



mortalidade devido a DAC duas a quatro vezes maior do que nos sujeitos nao-
diabéticos. (JACOBY e NESTO., 1992; KANNEL e MC GEE., 1979).

3.3 PRODUTOS FINAIS DE GLICAGAO AVANGCADA (AGES)

Os agucares redutores como a glicose, sdo capazes de reagir com proteinas
de forma ndo enzimatica em reagdes denominadas de glicacao, glucosilagao ou
glicosilagdo (MIYATA et al., 1997). Esta reacado tem inicio com a formagéo reversivel
de uma base de Shiff entre 0 aglcar e o aminogrupo da proteina que evolui para
formar um intermediario estavel, este designado de produto de Amadori. Apés uma
cascata de condensacgdes, rearranjos, fragmentagdes, modificagdes oxidativas e
reacoes através de intermediarios dicarbonilas, que podem demandar meses,
formam-se os produtos de glicacao avan¢ados ou AGEs (Advanced Glycation End
products), também conhecidos como produtos avancados de Maillard (NAGARAJ et
al., 1996, BOOTH, et al., 1997).

Os produtos finais de glicagdo avangada s&o um grupo heterogéneo de
compostos responsaveis por efeitos adversos, incluindo reducdo de atividade
enzimatica, danos a acidos nucléicos, formagdo de pontes (cross-linking) entre
proteinas, além de indugao de vias citotdéxicas (HUDSON et al., 1998).

A taxa de formagdo de produtos de Amadori € diretamente proporcional a
concentragdo e ao tempo de exposicdo a glucose, por isso, as complicagées
associadas ao diabetes (doengas micro-vasculares e macro-vasculares) tém sido
relacionadas a formacao dos AGEs (HUDSON et al., 2001). Esta seqiiéncia de
reacoes é lenta e espontanea, podendo demorar semanas ou meses (HARDING,
1985; HUTTUNEN, 1996). A glucose é o acglcar preferencial para o processo de
glicagao in vivo por ser o carboidrato mais abundante no plasma, no entanto, outros
aclcares também podem levar a formacdo de produtos de glicagdo. Evidéncias
sugerem que as aldoses intracelulares (precursores de AGEs como frutose, glucose-
6-fosfato e gliceraldeido-3-fosfato), reagem mais rapidamente com proteinas que a
glucose, reduzindo o tempo de formagéo. In vitro, o nivel de AGEs derivados de
frutose depois de cinco dias de reagao é dez vezes maior que o de AGEs derivados
de glucose (MCPHERSON, 1988).



Um grande numero de AGEs (Figura 1) tém sido isolado ou sintetizado de
novo. Os AGEs mais representativos sao: N°-carboximetil-lisina (CML), de maior
concentragdo no soro, pentosidina, pirralina, AFGP (1-alquil-2-formil-3,4-diglicosil
pirrol) e FFI (2-(2-fluoril)-4,5-furanil-1-H-imidazol). |

FIGURA 1 — ESTRUTURA QUIMICA DE AGES.
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FFi:  2-2(furoil)-4(5)-(2furanil)-1H-imidazol;, AFGP: 1-alquil-2-formil-3,4-diglicosil pirrol; CML:
carboximetil lisina; pyrraline: pirralina e pentosidine: pentosidina (HUTTUNEN, 1996).
Fonte: HUTTUNEN, 1996

A formacado de reagdes cruzadas entre os AGEs produz estruturas que
tendem a gerar intermediarios reativos de oxigénio que interagem com estruturas
presentes na superficie celular (BROWNLEE et al., 1988; VLASSARA et al., 1994).
Proteinas glicadas, portanto, podem participar destas reagdes cruzadas, sendo que
este processo de polimerizagdo ocorre mesmo na auséncia de glucose livre (EBLE
et al., 1983). A Figura 2 mostra esquematicamente o processo de reagdes cruzadas
com proteinas ligadas a AGEs.




FIGURA 2 - MODELO ESQUEMATICO DA GLICACAO DE PROTEINAS,
FORMACAO DE AGES E REACAO DE CROSS-LINK ENTRE
PROTEINAS.

proteina
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Fonte: LAPOLLA et at. (2005).

Os produtos de glicacdo avancados (AGEs) estdo intimamente relacionados
as complicagcdes do paciente com diabetes como o desenvolvimento da doenca

arterial coronéaria e a insuficiéncia renal.

3.4 AGEs E EFEITOS ASSOCIADOS

A formacdo de AGEs causa alteracfes fisiopatolégicas via trés mecanismos
(HUDSON et al., 2002); (1) a formacdo de AGEs na matriz extracelular prendendo
proteinas, e eventualmente, estreitando o limen; (2) a formacdo de AGEs
intracelularmente, alterando estrutura e funcdo de proteinas e; (3) AGEs interagem

com receptores especificos, ativando vias pré-inflamatorias e pro-trombaticas.



A ligacdo de AGEs com o receptor RAGE tem demonstrado em varios

trabalhos resultar em multiplos efeitos como (adaptado de Hudson et al. 1998):

Disfungao celular do subendotélio e agdo proinflamatéria (HOFMANN, et al,
1999)

Estresse oxidativo e geracao de radicais livres de Oxigénio( CHAPPEY et al.
1996),

Ativagao celular do Fator Nuclear k-B (NF-xB) um marcador de estresse
oxidativo. Esta ativagdo por sua vez induz a expressao de:

Fator tecidual procoagulante (YAMAGISHI et al., 1998),

Endotelina-1 vasoconstritiva, e

Aumento nos niveis da molécula-1 de ades&o celular vascular (vascular
cellular adhesion molecule-1 (VCAM-1), um marcador de aterosclerose.

Todos os fatores citados podem estar relacionados aos eventos micro e

macrovasculares apresentados pelo paciente com diabetes (BONNARDEL-PHU et

al., 1999). Varios trabalhos tem relacionados os RAGE como apresentando um

papel central nas alteragbes vasculares e inflamatérias do paciente com diabetes
(SCHMIDT & STERN, 2000).

A Figura 3 esquematiza os principais efeitos da interacdo AGE-RAGE.
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FIGURA 3 - PRINCIPAIS EFEITOS DA INTERACAO AGE-RAGE RELACIONADAS
COM COMPLICAGOES DO DIABETES MELLITUS.
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Fonte: LAPOLLA et ai. (2005).

3.5 RECEPTOR PARA PRODUTOS FINAIS DE GLICACAO AVANCADA

3.5.1 Estrutura do Receptor RAGE

O receptor para os produtos finais de glicacdo avancada - RAGE - é uma
proteina de aproximadamente 45 kDa originalmente isolada do endotélio pulmonar
bovino (SCHMIDT et ai, 1992). O RAGE é um membro da superfamilia das
imunoglobulinas da superficie celular, cuja expressdo é ativada em diversas
patologias, da aterosclerose a doenca de Alzheimer (revisdo em SCHIMIDT et al,
1999).

O RAGE é expresso em uma variedade de tipos celulares, mas em baixos
niveis em homeostase. Em situagdes de aumento da ativacdo celular ou estresse
como no desenvolvimento normal, diabetes, inflamacdo e doenca de Alzheimer, a
expressdo do RAGE ¢é extraordinariamente aumentada nas células afetadas
(SCHMIDT & STERN, 2000).
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A regido extracelular do RAGE consiste de um dominio de imunoglobuHna
do tipo V (variavel) seguido por dois dominios de imunoglobulina do tipo C
(constante) estabilizados por pontes de enxofre internas entre residuos de cisteina.
O dominio V inclui dois supostos sitios para produtos de glicacdo N-ligados
(Huttunen, 1996). A figura 4 mostra uma descricdo esquematica do RAGE e sua
interacdo com os AGEs no dominio V (SCHMIDT & STERN, 2000).

Outras proteinas que ligam AGEs, como os receptores de scavenger de
macroéfagos, as proteinas P60 e P90 e a galectina-3 apresentam uma interagado com
os AGEs bem menos caracterizada. Além disto nenhuma das proteinas citadas foi
identificada como um receptor com traducdo de sinal para estas estruturas
modificadas (SCHMIDT & STERN, 2000).

Embora o RAGE foi caracterizado como receptor para AGEs heterogéneos,
obtidos de preparacdo in vitro ou isolados a partir de humanos, estudos recentes
tem identificado que o RAGE é um receptor com traducdo de sinal para aductos
carboxi(metil)lisina (CML, N®-(carboximetil)lisina), o mais prevalente dos AGEs
identificado até o presente in vivo (SCHMIDT et al. 2000; SCHMIDT E STERN,
2000).

FIGURA 4 - REPRESENTAGCAO ESQUEMATICA DA ESTRUTURA DO RECEPTOR
RAGE.



Trés formas do receptor RAGE resultantes de splicing alternativo séo
conhecidas (DING et al., 2005). Duas isoformas de RAGE foram detectadas, uma de
45 kDa (RAGE) e outra de 35 kDa (NEEPER et al., 1992). Esta ultima forma nédo
apresenta a regido transmembrana e € o chamado RAGE soluvel (sRAGE)
(SCHMIDT et al., 1994). A proteina SRAGE é uma provavel supressora da ativacéo e
sinalizacdo de RAGE, visto que sequestra seus ligantes, evitando a interacéo
ligante-RAGE e seus efeitos (DING et al., 2005).

Segundo SCHMIDT et al. (2000) existe ainda uma forma truncada de RAGE
que nao apresenta a cauda citosolica (DN-RAGE, dominant negative). Da mesma
forma que o RAGE nativo, a forma truncada interage normalmente com os ligantes,
porém ndo induz ativacdo celular e, portanto, compete com RAGE pelos ligantes,
reduzindo seus efeitos deletérios.

O receptor para os produtos finais de glicacdo avancada (RAGE) humano foi
mapeado no cromossomo 6p21.3 (Figura 5), e uma andlise da &rea proxima
determinou a proximidade deste gene com o0 complexo maior de
histocompatibilidade classe Il e classe Illl (SUGAYA et. al., 1994, GenBank/EMBL
Data Bank Accession Number D28769). Este gene é composto de 11 exons e 10
introns, sendo o dominio de imunoglobulina do tipo V codificado pelos segundo e

terceiro exons (HUTTUNEN, 1996).

FIGURA 5 - REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA LOCALIZACAO DO GENE
RAGE.
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Fonte; SCHMIDT e STERN, 2000.



3.5.2 Polimorfismos do gene RAGE e relagdo com o Diabetes mellitus.

O tipo mais comum de variagio no DNA genbémico é chamado de
polimorfismo de um Unico nucleotideo ou SNP {single-nucleotide polymorphism) é
muito abundante e esta associado com a diversidade populacional, individualidade,
susceptibilidade a doencas e a resposta individual a medicamentos (SHASTRY,

2002). A figura 6 ilustra os principais polimorfismos encontrados no gene RAGE.

FIGURA 6 - MAPA DE POLIMORFISMOS DO GENE RAGE.

Variantes mais comuns marcadas em negrito; polimorfismos analisados neste estudo circulados em
vermelho.
Fonte: Adaptado de KANKOVA et ai, 2005

Uma regido do gene RAGE cujas mutagdes estdo sendo associadas a
patologias € a regido promotora. HUDSON et al. (2001) descreveram o0ito novos
polimorfismos na regido promotora, sendo que o mais frequente, o polimorfismo -429
T/C, mostrou o alelo C aumentado no grupo de diabéticos tipo 2 com retinopatia
comparado a controles normais. HUDSON et al. (2001) demonstraram também o
efeito dos polimorfismos -429T>C, -374T>A e 63pb Del na regulacdo da expressao
do gene RAGE, ao qual indicou que a presenca dos alelos -429C, -374A e a delecéo
de 63 pares de base aumentou significativamente a transcricdo do gene RAGE in
vitro.

PETTERSSON-FERNHOLM et al. (2003) examinaram a associacdo entre os
polimorfismos -429T>C e -374T>A da regido promotora de RAGE e DAC em 996
pacientes terminais com DM1. Pacientes com o genétipo AJA do polimorfismo -
374T>A tiveram uma menor frequéncia de DAC, infarto agudo do miocéardio e de

doenca vascular periférica, do que naqueles com gendétipo T/A + T/T indicando
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assim um possivel papel de protecido do genétipo -374 A/A em relagao ao
desenvolvimento destas patologias.

FALCONE et al. (2005) analisaram a relacdo entre o polimorfismo -374T>A
contra a severidade da aterosclerose coronaria em pacientes caucasianos que
possuiam histérico comprovado angiograficamente de doenga arterial coronariana,
este estudo sugere que o polimorfismo -374T>A de RAGE é um dos provaveis
candidatos genotipicos determinantes em aterosclerose coronariana.

FALCONE et al. (2004) analisaram a relagdo entre o polimorfismo -374T>A e
doenga arterial coronariana e os resultados indicaram que o polimorfismo -374T>A
pode reduzir a susceptibilidade para DAC, exercendo assim um efeito protetor contra
NO riSCO COronario.

JIXIONG et al. (2003) analisaram a associagao dos polimorfismos -429T7>C, e
-374T>A da regiao promotora de RAGE com retinopatia ligada ao diabetes,
indicando n&o haver associagdo entre os polimorfismos -429T>C, e -374T>A com a
retinopatia ligada ao diabetes em pacientes chineses com diabetes do tipo 2.

KIRBIS et al. (2004) analisaram a associagdo dos polimorfismos -429T>C, e
-374T>A da regido promotora de RAGE com DAC, nao encontrando relagao tanto do
polimorfismo -429T>C quanto do polimorfismo -374T>A com a DAC em populagédo
eslovena com diabetes do tipo 2.

SANTOS et al., (2005) investigou a relagao entre os polimorfismos -429T>C,
-374T>A além da delegdo de 63pb insercao/delecao (I/D) pares de base da regido
promotora de RAGE com as patologias: retinopatia e nefropatia do diabetes e
cardiopatia isquémica. Nenhuma associacao foi feita entre os alelos -429C, -374A e
63pb Del e as patologias retinopatia e nefropatia do diabetes e cardiopatia isquémica
em Euro-Brasileiros com diabetes do tipo 2. Entretanto, o alelo -374A foi associado
com a diminuicdo de se desenvolver cardiopatia isquémica em populagédo de Afro-
Brasileiros com diabetes do tipo 2.

SULLIVAN et al. (2005) estudou a relacdo dos polimorfismos -429T>C,
-374T>A e a delecao de 63pb da regido promotora de RAGE mais o polimorfismo
G82S do exon 3, com a herdabilidade de resisténcia a insulina, indicando que o
gene RAGE pode afetar o desenvolvimento da resisténcia a insulina, ou esta em

desequilibrio de ligagdo com algum lécus envolvido neste processo.
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Pelo exposto, a investigagdo dos polimorfismos da regido promotora de
RAGE em diabéticos tipo 1 pode propiciar a deteccdo do envolvimento deste
receptor com as complicagdes clinicas associadas a patologia ou mesmo fornecer
informacao sobre um efeito protetor. Também, o estudo proposto podera ampliar a

compreenséao da funcdo do gene RAGE em humanos.
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4. MATERIAL E METODOS

4 1AMOSTRA

Foram estudados 98 pacientes com Diabetes mellitus tipo 1
provenientes do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana, em
amostra cedida pela Prof. Dra Vania M. Alcantara do Departamento de Patologia
Médica da UFPR. Foram excluidos do estudo dois pacientes que apresentaram a
delecdo de 63 pb (63Del) devido a esta mutagcdo se sobrepor ao polimorfismo -
374T>A. Este estudo tem aprovacdo do Comité de Etica em Seres Humanos do
Hospital de Clinicas — UFPR-CEP-HC n° 071.EXT.025/2003-02.

4.2 AMPLIFICACAO DE FRAGMENTOS DA REGIAO PROMOTORA DO GENE
RAGE ATRAVES DA REAGCAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foi realizada em termociclador
Mastercycler Gradient (Eppendorf). O fragmento da regido promotora do gene RAGE
contendo os polimorfismos em estudo (-429T>C e —-374T>A), foi amplificado através
de PCR utilizando como oligonucleotideos iniciadores os descritos por HUDSON et
al. (2001) que geram um amplicon de 344 pb, correspondente a regido -590 a -246
da regiao promotora de RAGE:

e Prom F: 5-GGG GGC AGT TCT CTC CTC-3;;
e PromR:5-TCA GAG CCC CCGATC CTATTT-3".

As condigbes da reagdo de PCR para amplificagdo do fragmento da regido
promotora do gene RAGE estado descritas nas Tabelas 1 e 2.
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TABELA 1 - CONDICOES DE AMPLIFICACAO DO FRAGMENTO DA -REGIAO

PROMOTORA.
REAGENTES E DNA Concentracio Volume
na reacio (L)
DNA molde (~100 ng/uL) ~ 100 ng 1,0
Tampéo Taq (10X) 1 X 1,0
MgCl, (50 mM) 1,5 mmol/L 0,3
dNTP (5mM) 0,2 mmol/L 0,4
Oligonucleotideos Iniciadores (5 pmol/uL cada) 10 pmol (cada) 2,0
Taq DNA polimerase (5U/ uL.) 2,5U 0,5
Agua Reagente tipo 1 estéril — 4,8
Volume final 10 ul

Tampéo Taq 10X concentrado: 200 mM Tris-HCI (pH 8,4); 500 mM KCl

TABELA 2 - PROGRAMA DO TERMOCICLADOR UTILIZADO PARA
AMPLIFICACAO DO FRAGMENTO DA REGIAO PROMOTORA.

NUMERO DE ‘ '
CICLOS ETAPAS TEMPERATURA (°C) TEMPO
1x Desnaturacao 94 2 minutos
Desnaturagao 94 40 segundos
34x Anelamento 60 40 segundos
Extensao 72 45 segundos
1x Extenséo Final 72 10 minutos

4.2.1 Eletroforese em gel de agarose

A quantidade e a qualidade do produto de PCR obtido foram determinadas

através de eletroforese submarina em gel de agarose a 1,5% (cuba Horizon 58, Life
Technologies a 60 Volts e 36 mA durante 1 hora) em tampao TBE 1X (Tris-
hidroximetilaminometano 89 mmol/L; acido bérico 89 mmol/L e EDTA 1 mmol/L, pH
8,2). Foram aplicados no gel de eletroforese 2 pL (~20ng) de produto de PCR
misturados com 3 pL de solugédo corante (glicerol 30%, azul de bromofenol 0,05% e
xilenocianol 0,05%). O DNA foi corado com solucéao de brometo de etideo 0,5 pg/mL
e visualizado em transiluminador sob luz ultravioleta (302 nm). As imagens foram

obtidas com camara CCD (Sistema Biochemi, UVP).
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4.3 GENOTIPAGEM DOS POLIMORFISMOS DA REGIAO PROMOTORA DO GENE
RAGE

A genotipagem foi realizada por PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction -
Restriction Fragment Length Polymorphisms) apos a obtengdo dos produtos de
amplificagdo gerados pela PCR com o intuito de determinar os genétipos dos
polimorfismos. Para isso s@o utilizadas enzimas de restricao que cortam em sitios
especificos do DNA gerando diferentes padrées de bandas para os fragmentos com

ou sem o polimorfismo.

4.3.1 Genotipagem dos polimorfismos da regido promotora do gene RAGE com a
enzima Tsp5091 para restricdo da regido promotora de RAGE

Para a determinagédo do polimorfismo —374T>A da regiao promotora do gene
RAGE, o produto de PCR, contendo essa regido, foi submetido a digestdo pela
enzima de restricdo Tsp5091 (New England Biolabs), conforme descrito na Tabela 3.
Para o polimorfismo -374T>A, nao foram analisadas as amostras que apresentaram

a 63 Del, porque estes polimorfismos ocorrem na mesma regiao do DNA.

TABELA 3 - CONDICOES DA REACAO DE RESTRICAO PARA O PRODUTO DE
PCR DA REGIAO PROMOTORA COM A ENZIMA TspS509I.

REAGENTES Volume (uL) Concentragdo na reagao
Produto de PCR 1,25 ~12 ng
NEBuffer 1 [10X] 0,5 1X

Tsp 509 1 [10 U/uL] 0,125 1,25U
Agua Reagente Tipo 1 estéril 3,125 -
Volume final 5 —

Homogeneizar e deixar em banho-maria a 65°C por 16 horas.

Tampao NEBuffer 1 [10X]: 100 mM Bis-Tris propano-HCI; 100 mM MgCl,; 10 mM ditiotreitol, pH 7,0 a
25°C.
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4.3.2 Genotipagem dos polimorfismos da regido promotora do gene RAGE com a
enzima Alul para restricdo da regiao promotora de RAGE

Para a determinacdo dos genétipos do polimorfismo —429T>C da regido
promotora, o produto de PCR dessa regido foi submetido a digestdo com a enzima
de restricdo Alu | (Invitrogen), conforme descrito na Tabela 4 (promotor).

TABELA 4 - CONDICOES DA REAGAO DE RESTRICAO PARA O PRODUTO DE
PCR DA REGIAO PROMOTORA COM A ENZIMA Alul.

REAGENTES Volume (pL) Concentragdo no ensaio
Produto de PCR 1,25 ~12 ng
Tampéao React 1 [10X] 0,5 1X
Alu 1 [10 U/uL} 0,125 125U
Agua Reagente Tipo 1 estéril 3,125
Volume final 5 —-

Homogeneizar e incubar a 37°C por 16 horas

Tampéo NEBuffer 1 {10X}: 100 mM Bis-Tris propano-HCI; 100 mM MgCl,; 10 mM ditiotreitol, pH 7,0 a
25°C.

4.3.3 Identificacdo dos tamanhos dos fragmentos de restrigao

Os produtos de restricdo foram analisados utilizando eletroforese em gel de
poliacrilamida 29:1 (10%) em tampao TBE 1X (Sistema Rubi, Amersham). As
eletroforeses foram realizadas com 5 pL (~12ng) do produto de restricao misturados
a 3 pL de solugao corante (glicerol 30%, azul de bromofenol 0,05% e xilenociano}
0,05%), em tampao de corrida TBE 1X, 150V, 35 mA e 5W, por aproximadamente 4
horas a temperatura de 6 — 8 °C. Apés a corrida eletroforética o DNA foi corado em
brometo de etideo 0,5 pg/mL e visualizado sob luz ultravioleta (302nm). As imagens

foram capturadas Sistema Biochemi (UVP).

4.4 QUANTIFICACOES DE PARAMETROS BIOQUIMICOS.

As determinagdes séricas de colesterol total, HDL-colesterol, triglicérides e

glicemia foram realizadas em sistema automatizado (Vitros 950) de quimica seca
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(Johnson & Johnson) utilizando reagentes, calibradores e controles fornecidos pelo
fabricante do equipamento. As determinacdes foram realizadas no laboratério
Frischmann Aisengart de Curitiba.

A determinacdo de Hemoglobina glicada (HbAic) foi realizada por
cromatografia liquida de alta performance (HPLC) utilizando coluna de troca i6nica
em sistema automatizado D-10 (Bio Rad, Bio-Oxford). As determinacfes foram
realizadas no laboratério Frischmann Aisengart de Curitiba.

A determinacdo dos AGEs fluorescentes foram realizadas como descrito por
ZILIN et al 2001. Resumidamente, as amostras de soro foram diluidas 1:51 (60 pL
soro + 3,0 mL diluente) com PBS (tampdo fosfato salina, pH 7,4). O
espectrofiuorimetro (Spectrofiuorophotometer, RF 5301 PC, Shimadzu) foi ajustado
nos comprimentos de onda de 350 nm (excitacdo) e 440 nm (emissdo) com abertura
de fenda de 5 nm. As medidas foram realizadas a temperatura ambiente (20 - 25°C)
em cubeta de 1 cm de caminho 6tico. Os resultados foram obtidos em intensidade
de fluorescéncia relativa expresso em unidade arbitraria (DA) corrigida pela diluicdo.

Para facilitar a leitura os resultados sdo apresentados como UA x 10™

4.5 ANALISES ESTATISTICAS

Para comparacdes entre varidveis continuas com distribuicdo normal foi
utilizado o teste ‘t” para amostras ndo pareadas. Varidveis continuas que nao
apresentaram distribuicdo normal (triglicérides e AGEs fluorescentes) foram
comparadas pelo teste U de Mann-Whitney.

Para as comparacdes entre varidveis ndo continuas foram utilizadas os testes
de Chi-quadrado (x) ou o teste exato de Fischer bidirecional (RxC , MILLER, 1997).

As andlises foram processadas utilizando o software Statistica para Windows
versdo 5.5 (StatSoft, 2001).

As frequéncias genotipicas e alélicas observadas para todos os polimorfismos
investigados foram comparadas com as frequéncias esperadas, de acordo com o
Teorema de Hardy-Weinberg, através do software disponivel no seguinte endereco

eletrénico

Para todas as andlises, foi considerada significativa probabilidade P < 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

Foram estudados 98 pacientes com Diabetes mellitus tipo 1 (DM1) todos em
tratamento com insulinoterapia. Os dados antropométricos da amostra encontram-se

na Tabela 5.

Tabela 5- DADOS ANTROPOMETRICOS DA AMOSTRA EM ESTUDO

Parametro Caracteristicas
Sexo Homens: 37 (37;8%)
Mulheres: 61 (62,2%)
Idade (anos) Média (xtDP): 24,3+6,96
Mediana: 23,0
Amplitude de variagao: 11 - 44
Etnia Euro-Brasileiros: 70 (71,4%)
Afro-Brasileiros: 28 (28,6%)
IMC (kg/m?) Média (+DP): 23,1+3,32
Mediana: 23,0
Amplitude de variagao: 12,8 - 33,7
RCQ Média (+tDP): 0,80+0,07
Mediana: 0,81
Amplitude de variacéo: 0,66 - 1,0

IMC: Indice de massa corporea, RCQ: raz&o cintura-quadrif; DP: desvio padrao



Os valores dos parametros bioquimicos marcadores de risco para a doenca
cardiovascular (colesterol total, HDL-colesterol, LDL-colesterol e triglicérides),
controle glicémico (hemoglobina glicada A1C) e AGEs fluorescentes, para a amostra
em estudo encontram-se na Tabela 6.

TABELA 6. VALORES DOS PARAMETROS BIOQUIMICOS PARA A AMOSTRA EM

ESTUDO
Parametros Média DP Mediana AV

Glicemia (mg/dL) 218,7 1 14,6 201,0 43-496
HbAc (%) 10,0 2,36 9,6 5,1-17,9
Colesterol total (mg/dL) | 186,8 454 179,0 100-340
HDL-C (mg/dL) 50,1 9,8 48,0 32-77
LDL-C (mg/dL) 1171 38,5 111,4 50-251
Triglicérides (mg/dL) 98,2 53,9 81,5 39-290
F-AGEs (UA x10°) 102,9 48,9 89,7 |47,7-4229

AV: amplitude de variagao
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5.2 AMPLIFICACAO DA REGIAO PROMOTORA DO GENE RAGE

A Figura 7 mostra eletroforetrograma em gel de agarose 1,5% tipico dos
produtos de amplificagdo com tamanho de 344 bp do fragmento contendo o

promotor.

FIGURA 7. PERFIL ELETROFORETICO DO PRODUTO DE PCR DA REGIAO
PROMOTORA DE RAGE.

1 2 03 4 5

492 pb —

369 pb — — 344 pb
246 pb — — 281 pb
123 pb —

Eletroforese em gel de agarose 15 %, em tampdo TBE 1X, 60V, 36 mA. O
DNA foi corado com brometo de etideo 0,5 pg/mL e visualizado sob luz
ultravioleta (302nm). Imagem capturada pelo sistema de captacdo digital
CCD Biochemi (UVP). Na linha 1 0 marcador de massa molecular de 123
Bb ISGlbco). As linhas 3 ¢ 4 mostram o perfil eletroforético do produto de
CR. As linhas 2 e 5 mostram amostras com a delecao de 63ph. A direita do
gel estdo mostrados os tamanhos esperados para os fragmentos amplificados
e a esquerda os tamanhos do marcador de massa molecular.



24

5.3 ANALISE DA VARIABILIDADE DO POLIMORFISMO -429T>C

A Figura 8 mostra o perfil eletroforético dos apds reacdo de PCR-RFLP e
digestdo do amplicom da regido promotorar com a enzima Alu\. A resolucdo das
bandas permitiu evidenciar e diferenciar satisfatoriamente o padrdo de bandas dos

fragmentos digeridos.

FIGURA 8 - PERFIL ELETROFORETICO DA PCR-RFLP PARA O POLIMORFISMO
-429T>C DA REGIAO PROMOTORA DO GENE RAGE.

12 3 4

Eletroforese em gel de poliacrilamida 10% (29:1) com tampdo
TBE IX, corada com brometo de etideo e visualizada sob luz
ultra-violeta (302 nm). Imagem capturada pelo Sistema
Biochemi (UVP). Linhas 1, 2 e 3: gendtipos TC, CC e TT,
respectivamente; Linha 4: marcador de massa molecular de 25
bp.
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5.4 ANALISE DA VARIABILIDADE DO POLIMORFISMO -374T>A

A Figura 9 mostra o perfil eletroforético dos gendétipos apds reacdo de PCR-
RFLP e digestdo do amplicom da regido promotora com a enzima Tsp509l. A
resolucdo das bandas permitiu evidenciar e diferenciar satisfatoriamente o padréo de

bandas dos fragmentos digeridos.

FIGURA 9 - PERFIL ELETROFORETICO DA PCR-RFLP PARA O POLIMORFISMO
-374T>A DA REGIAO PROMOTORA DO GENE RAGE

Eletroforese em gel'de poliacrilamida 10% (29 i) com
tampao TBE |IX, corada com brometo de etideo e
visualizada sob Iluz ultra-violeta (302 nm). Imagem
capturada pelo Sistema Biochemi (UVP). Linha T

marcador de massa molecular de 25 bp ; Linhas 2 3e 4
genotipos TT, TA e AA, respectivamente.
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5.5 ANALISE DA DISTRIBUICAO GENOTIPICA DOS POLIMORFISMOS -429T>C E
-374T>A DA REGIAO PROMOTORA DE RAGE COM MARCADORES DE
RISCO PARA DAC

A comparagao foi realizada comparando-se o genétipo usual contra o
gendtipo raro somado ao heterozigoto, devido a baixa freqiiéncia do homozigoto
raro. Para o polimorfismos -429T>C as comparagdes foram TT versus TC+CC e
para o polimorfismos -374T>A foram TT versus TA+AA. Os resultados encontram-se
na Tabela 7.

TABELA 7 - DISTRIBUICAO GENOT:iPICA E MARCADORES DE RISCO PARA
DAC, CONTROLE GLICEMICO E AGEs FLUORESCENTES PARA OS
POLIMORFISMOS -429T>C E -374T>A DO GENE RAGE.

Polimorfismos 429T>C -374T>A
(n=98)
Parametros 1T TC+CC TT TA+AA
laboratoriais (n=66) (n=32) P (n=43) (n=55) P
HbA1C 9,8+2.2 10,4+£2,7 0,383 10,1+2,6 9,9+2,2 0,675

(%)

Colesterol 186,4144,9 | 191,0+480 | 0,878 | 193,0+48,8 | 184,1+43,3 | 0,336
(mg/dL)

(mg/dL)

LDL-C 116,5+37,9 | 120,4+41,3 | 0,827 | 121,8142,5 | 114,6+35,9 0,361
(mgfdL)

Triglicérides | 100,8+54,2 | 95,4+52,0 | 0,6011 | 99,1+47,8 | 99,0+57,6 | 0,593'
(mg/dL)

F-AGEs 98,5+30,2 113,1£74,9 | 0,997t | 113,7+66,3 | 95,1+28,4 0,1317
(UA x10%)

T teste U de Mann-Whitney. Demais comparagdes pelo teste “t*
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5.6 ASSOCIACAO ENTRE O POLIMORFISMO -429T>C E A CONCENTRAGAO DA
HEMOGLOBINA GLICADA (HBAic)

As frequéncias dos gendtipos TT e TC+CC do polimorfismo -429T>C da
regido promotora do gene RAGE foram comparadas com concentracbes de
hemoglobina glicada (HbAIc) que estdo associadas ao controle glicémico.
Concentragdes de HbAic <7% indicam controle adequado, entre 7 e 8% controle
apenas satisfatério e acima de 8% controle inadequado da glicemia. Quando as
distribuicbes observada foram analisadas pelo teste do chi-quadrado nao foram
observadas diferencas significativas entre os genotipos e o controle glicémico (X,
P=0,359).

FIGURA 10. DISTRIBUICAO DAS FREQUENCIAS GENOTIPICAS DO
POLIMORFISMO -429T>C E CONCENTRACOES DE HBAic

60
-429TT
o K 3 -429TC+CC
A 40
H
S
20

>7<8 >8
HbAic M

Frequéncias genotipicas em porcentagem (%)
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5.7 ASSOCIACAO ENTRE O POLIMORFISMO -374T>A E A CONCENTRACAO DA
HEMOGLOBINA GLICADA (HBAic)

As frequéncias dos genétipos TT e TA+AAC do polimorfismo -374T>A da
regido promotora do gene RAGE foram comparadas com concentragcfes de
hemoglobina glicada (HbAIic) que estdo associadas ao controle glicémico.
Concentragcbes de HbAic <7% indicam controle adequado, entre 7 e 8% controle
apenas satisfatério e acima de 8% controle inadequado da glicemia. Quando as
distribuicbes observada foram analisadas pelo teste do chi-quadrado nao foram
observadas diferencas significativas entre os genétipos e o controle glicémico (x=

0,75).

FIGURA 11. DISTRIBUICAO DAS FREQUENCIAS GENOTIPICAS DO
POLIMORFISMO -374T>A E CONCENTRACOES DE HBAic

40 -374TT
13 -374TA+AA

j‘BO
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20
)
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0 n
<7 >=7<=8 >8
HbAic M

Frequéncias genotfpicas em porcentagem (%)
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6. DISCUSSAO

As alteragbes metabdlicas geradas pelo estado de hiperglicemia cronica,
comum ao paciente diabético, duplicam o risco para a doencga arterial coronariana
(DAC). O estado hiperglicémico também aumenta a concentragao de produtos finais
de glicagdo avancada (AGEs) o que definitivamente contribui para acelerar as
complicagbes associadas ao diabetes como microangiopatia, nefropatia e
retinopatia.

A interagdo dos AGEs com o receptor RAGE desencadeia respostas celulares
que favorecem aos processos de trombogénese, aterogénese e a resposta
inflamatoria. Também esta documentado que polimorfismos do gene RAGE como os
estudados neste trabalho aumentam a expresséao da proteina RAGE.

Em pesquisas desenvolvidas no Laboratério de Fixagcdo de Nitrogénio
da UFPR, foi demonstrado que o alelo -429C esta associado com o diabetes tipo 1
(PICHETH et al, 2007a) e que o alelo -374A oferece protecdo em relagdo a
severidade da doenga cardiovascular em pacientes com diabetes tipo 2 (PICHETH
et al., 2007b). Entre as hipoteses propostas que associam os polimorfismos de
RAGE com diabetes e DAC, foi sugerido que a proteina RAGE poderia estar
interferindo indiretamente com as concentragbes séricas de parametros bioquimicos
que sdo marcadores de risco para DAC, como os componentes do perfil lipidico ou
mesmo afetando o controle glicémico, monitorado pela hemoglobina glicada.

Estes elementos em conjunto compde o racional desta pesquisa que objetiva
associar os polimorfismos da regido promotora de RAGE -429T>C e -374T>A com
as concentragdes seéricas de marcadores de risco para a DAC, a concentragao de
hemoglobina glicada (HbAc) um marcador do controle glicEmico e a concentragédo

serica de AGEs fluorescentes em pacientes com diabetes tipo 1.
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6.1 CARACTERISTICAS DA AMOSTRA

A amostra de 98 pacientes estudados, oriundos do Hospital de Clinicas da
Universidade Federal do Parana, mostra predominancia de mulheres (62,2%) e de
etnia Euro-Brasileira (71,4%) possivelmente refletindo as caracteristicas dos
pacientes do HC da UFPR (Tabela 5). A idade média de 24i6,9 anos (11-44) é
compativel com outros estudos que abordam diabéticos tipo 1, uma patologia de
manifestacdo em idade precoce, abaixo de 40 anos (American Diabetes Association
2007). Também os valores baixos do indice de massa corpora (23,1+3,3 kg/m?) e da
razao cintura/quadril (0,80+0,07) sdao compativeis com pacientes diabéticos tipo 1
aonde a reducao ponderal & fator caracteristico associado ao processo patoldgico
(Tabela 5).

Quanto aos parametros laboratoriais (Tabela 6), a amostra em estudo esta
caracterizada por paciente com controle precario da glicemia, demonstrado por
valores médios da glicose sérica (218,7+114,6 mg/dL) e HbA¢c (10,0+2,36 %). Uma
justificativa plausivel para este achado seriam as condigdes socioeconémicas da
populagdo que busca os servicos do Hospital de Clinicas da UFPR aonde a baixa
renda familiar dificulta o acesso ao tratamento adequado, recordando que diabéticos
tipo 1 necessitam obrigatoriamente do uso de insulina exégena.

Os valores médios do perfil lipidico (colesterol total, HDL-C, LDL-C e
triglicérides) nao diferiram significativamente quando comparado com os valores
desejaveis para a faixa etaria da amostra (colesterol < 200 mg/dL; HDL-C >45
mg/dL; LDL-C < 130 mg/dL e TG < 150 mg/dL) segundo o Consenso Brasileiro para
Dislipidemias (IV Diretriz Brasileira em Dislipidemia e Prevengao da Aterosclerose,
2007). E possivel inferir dos valores do perfil lipidico que, na média, estes pacientes
ainda nao manifestam risco significativo para a doencga arterial coronariana (Tabela
6).

Os valores dos AGEs fluorescentes (Tabela 6) observados nos pacientes em
estudo (102,9+48,9 UA x10°) sao significativamente maiores (p<0,05) quando
comparados a um grupo néao diabético (55,3+13,1) (PICHETH, 2007). Este dado é

esperado uma vez que a hiperglicemia cronica associada ao diabetes e o controle
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glicémico precario (elevada HbAc) observado na amostra em estudo favorecem a
glicagao nao-enzimatica (formacgéao dos AGEs).
6.2 PCR-RFLP DA REGIAO PROMOTORA DE RAGE

O procedimento da reagdo em cadeia da polimerase empregado para
amplificar um fragmento de 344 pb a regido promotora de RAGE (-590 a -246) foi
realizado com eficacia e sem produtos inespecificos, como observado na Figura 7.
Nesta figura também sado mostrados o perfil eletroforético de duas amostras que
contemplam a delegao de 63pb (-407 a -345) em heterozigose, que foram excluidas
das analises, pela baixa freqiiéncia e afetarem o sitio do polimorfismos -374T>A.

O perfil eletroforético para as reagdes de PCR-RFLP (Figuras 8 e 9) mostram
que o procedimento empregado permitiu genotipar de forma inequivoca todas as
amostras. A utilizagdo de eletroforese em gel de poliacrilamida, embora mais
trabalhoso quando comparado a agarose mostrou-se superior na identificacdo dos
gendtipos, sendo portando recomendado para futuras investigacoes.

6.3 ASSOCIACAO ENTRE OS GENOTIPOS E MARCADORES BIOQUIMICOS.

As freqliéncias genotipicas e alélicas para o polimorfismo -429T>C nao
diferem entre Euro- e Afro-Brasileiros (alelo C: 12,9% versus 12,1%) como relatado
para uma populagdo saudavel por TORRES (2006). A referida autora encontrou
diferenca significativa entre as freqiiéncias alélicas e genotipica para o polimorfismo
-374T>A em uma populacdo saudavel com predominio do alelo A em Euro-
Brasileiros comparados a Afro-Brasileiros (alelo A: 34,7% versus 23,1%,
respectivamente, p=0,041).

HEIDEMANN (2005) estudando a mesma amostra de diabéticos tipo 1, que
pertencem a este trabalho ndo observou diferenca significativa entre Euro- e Afro-
Brasileiros quanto ao polimorfismo -374T>A (alelo A: 35,6% versus 24,1%,
respectivamente, p=0,11). Embora as freqiiéncias alélicas descritas por Heidemann
sejam muito semelhantes aquelas relatadas por Torres para este polimorfismo as
divergéncias quando a significancia podem ser atribuidas, possivelmente ao
tamanho amostral. Torres estudou um tamanho amostral semelhante de Euro- e
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Afro-Brasileiros (~65 individuos em cada grupo), enquanto os grupos de Heidemann
foram dispares (73 Euro- e 29 Afro-Brasileiros).

A concentracao média da HbA4c, um marcador para o controle glicémico, nao
diferiu entre os portadores do genétipo comum em homozigose (T/T) quando
comparado ao genétipo raro somado ao heterozigoto para os polimorfismos -
429T>C e -374T>A, como mostrado na Tabela 7. Portanto, os polimorfismos de
RAGE em estudo n&o apresentaram associacdo com a concentragido sérica média
de glicose em pacientes com diabetes tipo 1. Nossos resultados sao diferentes
daqueles publicados por LAKI et al (2007) que mostraram que diabéticos tipo 1
portadores dos genodtipos -429TC+CC apresentam concentragbes de HbA1C
maiores que aqueles com genétipo -429TT. Possiveis explicagbes para esta
divergéncia podem ser atribuidas aos diferentes tamanhos amostrais e as diferentes
_caracteristicas das populagoes estudadas.

Varios estudos tem apontado a presenca do alelo -374A em homozigose
como um fator associado a protegcdo quanto ao risco para a doenca arterial
coronariana e para as complicagdes associadas ao diabetes 2 (FALCONE et al
2005; SANTOS et al 2005; PICHETH et al 2007). O Alelo -374A em homozigose
também foi associado a menor freqiiéncia de doenga cardiovascular em diabéticos
tipo 1 Finlandeses (PETTERSSON-FERNHOLM et al 2003). Os analitos que
compdem o perfil lipidico ndo apresentaram associagao com os polimorfismos em
estudo neste trabalho (Tabela 7). Diferengas nas caracteristicas étnicas e na
selecao dos pacientes podem explicar os resultados dispares com os outros estudos
anteriormente citados. Também o tamanho amostral do presente estudo,
relativamente pequeno, deve ser considerado como possivel fator que afeta a
comparacgado com outros estudos.

As concentragdes séricas de AGEs fluorescentes nao foram associadas com
os genétipos dos polimorfismos em estudo (Tabela 7). Como a concentragdo de
AGEs sérico esta relacionada ao controle glicémico era possivel que apresentasse
associagdo com polimorfismos que afetam a expressdo de RAGE, um receptor
celular para estas moléculas. KILHOVD e colaboradores (2003) observaram que a
concentracdo de AGEs séricos foi maior em diabéticos tipo 2 com doenca
cardiovascular quando comparada a um grupo controle. Neste estudo podem ter

afetado o resultado o ja mencionado tamanho amostral, mas principalmente a
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elevada variagdo na medida fluorométrica dos AGEs, observada pelo desvio padrao,
para ambos polimorfismos.

PETTERSSON-FERNHOLM et al 2003 demonstraram que o polimorfismo -
374T>A estava associado a diabéticos tipo 1 com controle inadequado da glicemia
caracterizado por HbA¢ > 9,5%. Para verificar se 0 mesmo efeito poderia ser
observado na amostra em estudo, a amostra foi subclassificada de acordo com a
concentracao da HbAic em <7% (controle glicémico adequado), 27 e <8% (controle
glicémico aceitavel) e >8% (controle glicémico inadequado). Os resultados para os
polimorfismos -429T>C e -374T>A sao mostrados, respectivamente, nas Figuras 9 e
10. Para os polimorfismos analisados nao foi observada associagao significativa (x?,
p>0,05) entre o controle glicémico, estimado pela concentracdo da HbA:c, e os
genédtipos em estudo. Diferengas étnicas entre as populagbes podem explicar os
resultados discordantes entre este trabalho e o de PETTERSSON-FERNHOLM et a/
2003.

Em sintese, este trabalho nao mostrou associagdo entre os marcadores de
risco para DAC e o controle da glicemia com os polimorfismos 429T>C e -374T>A
da regido promotora do gene RAGE. Os resultados apresentados contribuem para o
conhecimento dos efeitos do gene RAGE no diabetes tipo 1.
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7. CONCLUSOES

e Nao foram observadas associagées entre os polimorfismos estudados em
diabéticos tipo 1 com
¢ o perfil lipidico (colesterol total, HDL-C; LDL-C e triglicérides)
¢ a concentragdo sérica de AGEs fluorescentes (F-AGEs)
¢ e com o controle glicémico monitorado pela concentragdo da

Hemoglobina glicada HbA ¢
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