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RESUMO

A butirlcolinesterase humana (BChE; EC 3.1.1.8), enzima produzida no figado, presente
no plasma e principais sistemas do organismo, ainda nio teve sua funciio bioldgica esclarecida. E
codificada pelo gene BCHE, cuja variante K confere redugdo de cerca de 33% na atividade, em
relagdo a enzima usual. O objetivo deste trabalho foi mvestigar associagio da vaniante X com o
diabetes mellitus dos tipos 1 € 2. A amostra de 249 pacientes (103 do tipo 1 e 146 do tipo 2) foi
genotipada quanto 3 variante K por PCR-RFLP e PCR-SSCA. Analisaram-se variaveis
antropométricas, bioquimicas, fendtipos do gene CHE2, pressdes arteriais, idade de aparecimento
da doenga, sexo ¢ origem étnica. Uma amostra de 944 doadores de sangue serviu de confrole para
as comparagdes das freqiiéncias alélicas e genotipicas. Em DM do tipo 1, os principais resultados
foram: 1) As freqiiéncias alélicas e genotipicas (K = 21.84% + 2. 88%: 61,17% UU, 33.98% UK ¢
4.85% KK} ndo diferem daguelas dos controles; 2) Nos pacientes, o grupo UK+KXK mostrou
menor idade média de aparecimento da doenga (11,67 £ 1,00) do que o grupo usual (1525 +
0.96: p = 0,015) e menor atividade média da BChE {4,62? 0,16 KU/L) do que o usual {542 £
0,16 KUL;p<9x10%:3)A freqii€ncia do alelo K (30,61% =+ 4,66%) nos diabéticos com idade
de aparecimenio da doenga antes dos 13 anos (mediana) € significativamente mais alta do que
naqueles com essa idade maior ou rgual a 13 anos (12,75% = 3,30%; p = 0,002)}) e do que nos
controles (17,53 + 0,88%; p = 0.0011). Individuos com o alelo K parecem apresentar maior
susceptibilidade ao aparecimento do DM do tipo 1 antes dos 13 anos (odds ratio = 2,40; de 1,35
a 4,28, com IC de 95%). Esses dados sfo refor¢ados pelos que relacionam atividade baxa da
BChE e auto-imunidade. Em DM do tipo 2, os principais resultados foram: 1) As fregtiéncias

alélicas e genotipicas (K = 17,12% % 2,20%; 69,18% UU, 27 40% UK e 3.42% KK nio diferem



XV

daquelas dos controles, contrariando resultados de HASHIM e cols. ( 2001) e estando de acordo
com os de JOHANSEN e cols. (2003); 2) Nesses pacientes, 0 grupo com a variante K mostrou
maior média de razio cmtura-quadrl (RCQ = 0,97 + 0.01) do que o wsual (093 £ 001; p =
0,023) e menor atividade média da BChE (5,68 + 0,18 KU/L) do que o usual (6,33 + 0,15 KU/L;
p < 0,02); 3) A RCQ, em média, aumenta com os triglicerideos, o indice de massa corporal
(IMC), em homens e diabéticos com a vaniante K; 4) A freqiiéncia dessa variante no grupo com
Sindrome Metabdlica (22,02% + 3,20%) & maior (p = 0,027} que naquele sem SM (11,22% +
3,19%), sugerindo que, em DM do tipo 2, a variante ¥ predispde para maior RCQ e, em
conseqiiéncia, para maior risco de Sindrome Metabolica, ja que a RCQ € usada no diagndstico

dessa sindrome.
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ABSTRACT

The buman butyrylchohnesterase (BChE; EC 3.1.1.8) - enzyme produced i hver and
found m plasma and in the mam body systems - has not yet had its biological function defined. It
1s coded by the BCHE gene whose K vaniant leads to approximately 33% reduction in activity in
relation to the usnal enzyme. The purpose of this work was to investigate associations between
the K vartant and diabetes mellitus (types 1 and 2). The 249 patient sample (103 type 1 and 146
type 2) was genotvped for the K vaniant by PCR-RFLP and PCR-SSCA. Many variables were
analyzed (anthropometric, biochemical, CHE2 gene phenotypes, arterial pressures, age of disease
appearance, sex and ethnic origin). A sample of 944 blood donors served as control for
comparing allele and genotype frequencies. The main results for type 1 DM were: 1) The allele
and genotype frequencies (K = 21.84% + 2 88%; 61.17% UU, 33.98% UK and 4 85% KK) did
not differ from those of the controls; 2} In these patients, the UK+KK group showed lower mean
age of disease onset (11.67 £ 1.00) than the usual group (15.25 * 0.96; p = 0.015) and lower
mean BChE activity (4.62 + 0.16 KU/L) than the usual group (542 + 0.16 KU/L; p < 9 x 107%);
3) The K allele frequency (30.61% + 4.66%) in diabetics with age of disease onset less than 13
years {(median value) is significantly higher than in those with this age greater than or equal io 13
vears (12.75% + 3.30%; p = 0.002) and than in the comtrols (17.53 + 0.88; p = G.0011).
Individuals with the K variant seem to have greater susceptibility to type 1 DM onset previous to
13 years of age (odds ratio = 2.40, from 1.35 to 4.28, with 95% of CI). These data are remforced
by those that relate low BChE activity and auto-mmmunity. In type 2 DM, the main results were:

1) The allele and genotype frequencies (K = 17.12% + 2.20%; 69.18% UU, 27 40% UK and
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3.42% KK) do not differ from those of the controls, disagreeing with results from HASHIM ef al.
(2001) and m accordance with those from JOHANSEN et ol (2003); 2) In these patients, the
group with the K variant showed greater mean waist-hip ratioc (WHR = 0.97 + 0.01} than the
usual group {0.93 £ 0.01; p = 0.023) and lower mean BChE activity {5.68 £ 0.18 KU/L) than the
usual group (6.33 £ 0.15 KU/L; p < 0.02); 3) The mean WEfR raises with tniglycerides, body
mass index {BMI), in men and in diabetics with the X variant; 4) The frequency of this variant in
the group with the Metabolic Syndrome (22.02% + 3.20%; is higher (p = 0.027) than i those
without 1 (11.22% + 3.19%). suggesting that the K variant predisposes to higher WHR in type 2
DM and, consequently, to higher nisk of Metabolic Syndrome, since WHR is used for the

diagnosss of this syndrome.



1. INTROBUCAQO

A butirilcolinesterase humana € uma enzima produzida no figado, presente no
plasma e nos principais sistemas do organismo. Juntamente com a acetilcolineterase,
presente nos eritrocitos, forma a classe das colinesterases. Embora seja capaz de
hidrolisar diversos ésteres de colina, seu substrato natural e funcio sio desconhecidos.

Estudos bioquimicos mostram que a forma globular tetramérica, de subunidades
idénticas, € a mais estavel ¢ predominante em amostras de soro, parecendo ser a forma
em que essa enzima € secretada. Entretanto, € possivel evidenciar em eletroforese até 12
bandas, o que demonstra a existéncia de diferentes formas moleculares, homologas ¢
heterologas.

A BChE (butirilcolinesterase) ¢ codificada por um gene localizado no brago
longo do cromossomo 3, que existe como entidade Gnica no genoma. Este gene possut
pelo menos 73Kb, ¢ é composto por 4 exons, sendo que o exon 2 contém 83% da
seqii€ncia que codifica a proteina e inclui o sitio serino-ativo.

A variabilidade do loco BCHE comegou a ser investigada na década de 50, a
partir da ocorréncia de casos de apnéia prolongada em pacientes submetidos a
succinilcolina. Mostrou-se que fais pacientes possuiam uma forma vanante da enzima,
chamada “atipica", incapaz de degradar adequadamente aquele relaxante muscular
pré-anestésico, em doses fisioldgicas. Desde entlio, diversas variantes foram sendo
descobertas, a partir de técnicas bioquimicas, estudos familiares e, mais recentemente,
por técnicas moleculares.

Condigdes associadas com metabolismo anormal de lipides, como por exemplo:

obesidade, hiperlipoproteinemias, hipertensio ¢ diabetes mellitus, mostram atividade



média aumentada da butirilcolinesterase. Esses dados tém mostrado um envolvimento
desta enzima no metabolismo de lipides.

Alguns estudos mostraram associa¢io positiva entre uma vanante genética da
BChE, chamada K, e doenga de Alzheimer e um estudo (HASHIM e cols., 2001)
mostrou esse fipo de associagdo com o diabetes do tipo II. Ambas sdo doengas
degenerativas, de causas complexas e relacionadas com a idade. Considerando-se a
regido codificadora, o alelo que condiciona a variante K € o mais fregiiente entre os
chamados "nfio usuais”, em vérios grupos étnicos estudados. Em Curitiba, sua
freqgiiéncia € aproximadamente 17%. No presente trabalho, a fregiiéncia desse alelo
sera determinada em uma amostra de diabéticos, procurando-se investigar se existe
associacio entre essa varniante e o diabetes mellitus.

Este estudo ¢, também, parte integramte do projeto “Variabilidade da
Butinlcolinesterase no Diabetes Mellitus”, registrado no sistema Thales sob o nitmero
2000007694, coordenado pela Dra. Vamia M. de Alcdntara (Departamento de
Patologia Médica) e que tem os seguintes objetivos principais: relacionar as variantes
da butirtlcolinesterase com o metabolismo geral dos pacientes diabéticos; verificar a
variabilidade fenotipica dos locos BCHE e (CHEZ2 nestes pacientes; estudar as varniantes
ao nivel do DNA, comparando suas fregiéncias com as da populagdo geral de

Curitiba.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 NOMENCLATURA

Adotamos a nomenclatura proposta por LA DU e cols. (1991). A
butirilcolinesterase € designada por BChE e o gene que a condiciona por BCHE. Um
asterisco € acrescido ao simbolo do gene para referir-se ao alelo, seguido da posi¢do e do
simbolo do aminoacido que substitui a forma usual. Por exemplo, em BCHE*70G a
variante apresenta uma glicina na posigio 70 no lugar de icido aspartico da forma usual.
Uma barra separa alelos e indica cromossomos homologos. No mesmo trabatho os autores
sugerem a utilizacdo, sempre que possivel, dos nomes comuns das principais variantes,
estabelecidos na hiteratura.

Alguns exemplos s3o mostrades na tabela 1.

Tabela 1 — Exemplos da nomenclatura proposta por LA DU e cols. (1991)

Fenétipo Genétipo Abreviatura
Usual BCHE uu
Atipico BCHE*70G/'BCHE*70G AA
Atipico BCHE*70G/BCHE*70G539T A/AK
Intermediario BCHE/BCHE*70G UA

Neste trabalho serfic utilizadas as segumtes abreviaturas: KK, UK ¢ UU,
respeciivamente, para os individuos que apresentam a mutagio K em homozigoze, em

heterozigoze e para os que nfio a apresentam.



2.2 ESTERASES

As esterases compreendem uma ampla variedade de enzimas presentes nos
vertebrados. De acordo com a Unifio Internacional de Bioguimica, sdo enzimas capazes de
realizar a hidrolise de ligagdes éster e, em humanos, sio divididas em trés classes,
conforme o substrato sobre o qual preferencialmente atuam. As arilesterases ou esterases
aromaficas lidrolisam ésteres aromaticos. As aliesterases apresentam maior afinidade por
ésteres alifaticos; e as colinesterases sdo mais eficientes na hidrolise de ésteres de colina
(SOMORIN E SKOREPA, 1978). As colinesterases sfio mibidas pela fisostigmina na
concentragdo de 10° M, o que as diferencia das demais esterases (AUGUSTINSSON,
1963). Ha dois tipos de colinesterases humanas: a butirilcolinesterase (EC 3.1.1.8)) ou
colinesterase do soro, que age sobre diverses ¢steres de coling, mas € mais eficiente sobre
a butirilcolina, e a acetilcolinesterase (EC 3.1.1.7.), presente principalmente nos eritfrocitos

€ Jjungdes neuromusculares, nas quais regula os niveis de acetilcolina.
2.3 ESTRUTURA E FORMAS MOLECULARES DA BChE

HARRIS e cols. (1962) encontraram quatro bandas com atividade da BChE
humana em eletroforese de gel de amido, gue foram chamadas de C; a C,. Estudos
posteriores mostraram que C; corresponde ac mondmero, C; ao dimero e C, ao tetrdmero
(MUENSCHE ¢ cols., 1976}. A banda C, ¢€ resultado da ligagBio do monSmers 3 albumina
(MASSON, 1989). HARRIS e cols. (1962} observaram que alguns individuos exibiam
uma banda adicional da BChE, quando utilizaram eletroforese bidimensional em papel e
em gel de amido. A presencga dessa banda adicional, chamada de Cs, caracteriza ¢ fenétipo
CHE2 C5+ e a sua auséncia, o fendtipo CHE2 C5-. Essa caracteristica € controlada pelo

loco CHEZ, que apresenta dois alelos: CHE2*(C5+ e CHE2¥(5-. Individuos CHE2 C5+



representam cerca de 10% da populagio brasileira (CHAUTARD-FREIRE-MAIA ¢ cols.,
1991) e apresentam atividade enzimatica da BChE supenior & de individuos CHE2 C5-
(HARRIS, 1980). Admite-se que o loco (HE2 codifica uma substincia que se liga a
BChE e forma o complexo Cs (MASSON;, 1991).

A forma predominante ¢ de maior atividade no plasma € o tetrdmero, constituido
por um dimero de dimeros de subunidades idénticas. As subumidades de cada dimero estio
unidas por uma ligacio dissuifeto e os dimeros unem-se através de forgas hidrofobicas ndo
covalentes. Cada mondmero se constitui em uma cadeia de 574 residuos de aminoécidos,
com 9 cadeias de carboidratos ligadas a 9 asparaginas (LOCKRIDGE e cols., 1987). As
cadeias de carboidratos parecem ndo interagir com moléculas do substrato pois estariam
distantes da entrada do sitio esterasico (MILLARD ¢ BROOMFIELD, 1992). Modelos
teoricos da estrutura tridimensional da BChE, baseados na sua similaridade com a AChE,
sugerem que O sifio esterasico estaria localizado no interior da molécula e higado ao
exterior por um tinel, cuja triade catalitica seria formada por serina na posicio 198, &cido
glutdmico em 325 e histidina em 438 (SHAFFERMAN e cols., 1992). NICOLET e cols.
(2003) obtiveram cristalizagdo da BChE e através da analise de difragio de raios-X,
obtiveram resultados que, basicamente, confirmaram a estrutura proposta nos meodelos
teoricos.

ALCANTARA (2000), utilizando gel de poliacrilamida, confirmou o aparecimento
de 12 bandas de atividade da BChE em eletroforese, mostradas inicialmente por JUUL
(1968), o que sugere a existéncia de outras formas moleculares heterdlogas da

butirilcolinesterase, além de C; e de Cs.



2.4 0 GENE BCHE LOCALIZACAQ E ESTRUTURA

YANG e cols. (1984) atribuiram a localizacdo de loco da transferrina (7F) ao
cromossomo 3. A ligagio entre os locos BCHE e TF ja havia sido demonstrada por
ROBSON e HARRIS (1966}, Posteriormente, SOREQ e cols. (1987) utthizando DNAc
como sonda para hibridizagio in situ mapearam o loco BCHE em 3g21-26 e GAUGHAN
e cols. (1991), ao utilizarem uma sonda amplificada por PCR e contendo a regido do sitio
ativo, obtiveram um sinal Gnico de hibridizaglio ¢ refinaram a localizagio para 3g26.1-
q26.2.

ARPAGAUS e cols. (1990), utilizando DNAc da butirilcolinesterase humana,
150laram clones de uma biblioteca gendmica contendo o gene BCHE e, através da analise
de mapas de restrigio, puderam delinear sua estrutura. Esse gene ¢ composto por 4 exons,
intercalados por 3 introns. A regido que codifica a proteina madura abrange parte do exon

2, todo o exon 3 ¢ parte do exon 4, conforme mostrado na figura 1.

FIGURA 1. Desenhio esquemdtico do gene BCHE. A area escura {1722 pb) representa a
regido que codifica a proteina.

EXON 1 EXONZ2 EXON3 EXON 4
(120 pb) {1525 pb} {167 pby {604 pb)

[ = = [ s - ~ ~ ~ ~ W~ ~ ~ -~ N ]

>6,5Kb >32 Kb >32 Kb



2.5 VARIABILIDADE GENETICA

Diversos alelos sio responsaveis pela vanabilidade da butiniicolinesterase, muitos
deles descobertos a partir de pacientes com resposta incomum 3 succinilcolina. As
técnicas classicas de fenotipagem baseiam-se na quantificacdo da atividade enzimitica
sobre substratos como a benzotlcolina ¢ o-alfa-naftil acetato e na resisténcia diferencial a
inibidores como a dibucaina e o fluoreto de sodio.

O aperfeicoamento das técnicas de andlise do DNA permitin a determinagio da
base molecular de variantes conhecidas e a descoberta de novas mutagdes.

KALOW e GENEST (1957) demonstraram, pela primeira vez, a existéncia de uma
enzima qualitativamente diferente da “usual”, denominada “atipica™ McGUIRE e cols.
(1989) mostraram que esta diferenca deve-se a uma mutagio de ponto no nucleotideo 209,
alterando o codon 70 de GAT para GGT. Os mesmos autores sugeriram que a substifuicio
de um éacido aspartico por uma glicina geraria uma modificagio no sitio amdnico da
enzima, o que explicaria sua afinidade reduzida por ésteres de colina. A freq@éncia do
alelo “atipico”™, BCHE*70(C, foi estimada em cerca de 2% em populagdes caucasoides
(WHITTAKER, 1986).

HARRIS e WHITTAKER (1961) utilizaram o fluoreto de sodio come imibidor
diferencial ¢ descreveram uma outra variante, chamada “resistente ao fluoreto™. A
frequéncia desse alelo fo1 estimada em 0,49 % em nordestinos {SIMPSON E KALOW,
1965) € 0,51% € 0,61% em amostras da populagiio de Curitiba, por ALCANTARA e cols.
(1988) e FADEL-PICHETH (1991), respectivamente. Postenormente, NOGUEIRA e
cols. (1992) mostraram que esse fendtipo ¢ heterogéneo, distinguindo dois grupos:
“fluoreto 17, condicionado pelo alelo BCHE*243A1 e “fluoreto 27 condicionado pelo

alelo BCHE*390V. SOUZA (2001) estudou uma amostra da populagio de Curitiba



através da analise direta do DNA e encontrou wma fregii€ncia de 0,07% do alelo
BCHE*243M e de 0,34% do alelo BCHE*390V.

A variante K (em homenagem a Wemer Kalow) da butirilcolinesterase foi descrita
pela primetra vez por RUBINSTEIN e cols. (1978). Estudaram duas familias nas quais
individuos heterozigotos para a variante “atipica” apresentavam inibigio diminuida pela
dibucaina e reduc@o de 33% na atividade enzimatica, quando comparada com a enzima
usual. Essa redugio deve-se ao nimero menor de moléculas circulantes, por degradagio
acelerada da enzima ou sintese diminuida. A mutacio K causa a substituicio de uma
alanina por treonina na posicio 539. Em cerca de 89% dos casos da mutagio “atipica”, ela
esta em cis com a mutagdo K {(BARTELS e cols., 1992a).

O alelo BCHE*339T (mutagio K) € o mais fregiiente entre os alelos nio usuais da
regido codificadora do loco BCHE. As freqiéncias desse alelo, estimadas por SOUZA e
cols. (1998), foram de 18.4% em euro-brasileiros (N = 190} ¢ de 17,1% em miscigenados
oriundos de europeus e africanos (N = 82), em amostras coletadas em Curitiba.
Posteriormente, SOUZA (2001), ao amphar a amostra de ewro-brasileiros (N = 898),
encontrou uma freqiiéncia de 17 8%.

A variante J da BChE, relatada em membros de uma familia estudada por GARY ¢
cols. (1976), produz uvma redugio de aproximadamente dois tercos no nimero de
moléculas circulantes da enzima ¢ é causada por uma mutacio que substiti o acido
glutdmico, na posicio 497, por uma valina { BARTELS e cols., 1992b).

Os fendtipos silenciosos sfo caracterizados por redugdes maiores que 90% na
atividade enzimatica. SAo muito raros ¢ mostram grande heterogeneidade genética. Varios
alelos determinantes desta condigdo ja foram descritos ¢ s3o apresentados na tabela 2,

Jjuntamenie com outras varianies genéticas do loco BCHE.



Tabela 2 - Lista de vanantes ja descritas do gene BCHE, incluindo nome, fendtipo, alteracio
de aminoacido, alteragio de DNA, nome do alelo e referéncias bibliograficas.

NOME FENOTIPO ALTERACAO ALTERACAQO ALFLO REFERENCIA
DE AA DE DNA

Usual Normal Nenhuma Nenhuma BCHE

Neutra rara Normat 255Glu->Asp ni764 BCHETIIED Pramo-Parmo ¢
GAG->GAT cols 1996

RESISTENTES A INIBIDORES

Atipica dibucaina 70Asp->Gly n20% BOUHE*79G MeGurre e cols.
GAT-GGT 1989

Fluoreto-1 fluoreta 243 Thr->Met nt728 BUHE*2430  Nogusgira e cols.
ACG->ATG 1992

Fluoreto-2 fluoreto 390Gly->Val ntl1169 BCHE®390F  Noguetms e cols.
GGT->GIT 1992

ATIVIDADE DIMINUIDA, EM RELACAQ A USUAL, FRENTE A DETERMINADO SUBSTRATO

SC Succinil-oolina  184Ala—>Val n§S5} BOHESISS4Y Greenberg e
GCC»GEC cols. 1995
ATIVIDADE GERAL DIMINUIDA, EM RELACAQ A USUAL
I 3% 497Gh->Val 490 BCHE9TY Barrds e cols
(James) GAA->GTA 1992b
H 10% 142Val->Met ntd24 BCHE*IIRS Jensen e cols.
{(Hamersmth) GTG>ATG 1992
ATIVIBADE MENOR QUE 10% DA USUAL QU AUSENTE
Silenciosa Expressgo 4 Delegio Tie Nt 9-1% BOUHE*FS4 Mackawa ¢
reduzida CATCAT- cols. 1997
=CAT
Silenciosa Truncada Desloc. no eddon it 16 BCHE®FS6 Prmo-Pammo e
3 ATT>TT cols. 1996
Silenciosa Expressio 24Thr->Met nt 71 BCFE*240  Magkawa e cols.
reduzida ACG-=ATG 1997
Silenciosa Enzima inativa  331yr->Cys nt 98 BCHE*33C  Prmo-Parmoe
TAT>TGT colz 1996
Silenciosa Expressio 37Pro->Ser nt109 BOHE®37S Prmo-Parmo e
reduzida CCT->TCT cols. §996
Silenciosa Expressio 100Pro->Ser nt 298 BCHE#100S  Masgkawa e cols.
reduzida CCA>TCA 1997

continua



NOME FENOTIPO ALTERACAQ ALTERACAO ALELO REFERENCIA
DE AA DE ADN
Silenciosa Ausente 117Gly-> nt 351 BCHE*FS117  Nogueira e cols.
Codon stop no  GCT->GGAG 1990
aa 129
Silenciosa 119GIn->stop nt 355 BOCHE*119STOP Sudo e cols. 1996
CAA>TAA
Silenciosa Expressio 125Leu->Phe nt 375 BOHE®*25F Pamo-Parmoe
reduzida TTA->TTT o018.1996
Silenciosa 128Tyr—>Cys nt 383 BCHE*I28C  Hidaka e Tuchi,
TAT->TGE 1995
Silenciosa Expressic 170Asp->Gln nt 510 BOHE®I70E  Pamo-Parmoe
reduzida GAT->GAG cols 1996
Silenciosa Ausente 172Gin->8TOP nt 514 BCHE#I728TOP  Gatke e cols.
CAG->TAG 2001
Silenciosa Enzima inativa  1988er—>Gly nt 592 BOHE*I98  Pome-Pamoe
AGT->GGT cols 1996
Silenciosa Expressio 199Ala->Val nt 596 BCHE®I99Y  Sakamoto e cols.
reduzida GCA->GTA 1998
Silenciosa Enzima inativa  201Ala->Thr nt 601 BUBE*200T  Pomo-Parmoe
GCA>ACA cols 1996
Silenciosa Expressio 203Ser->Pro ot 607 BUCHE203P Hidaka ¢ cols.
reduzida TCA>CCA 2001
Silenciosa 250Thr->Pro nt 748 BCHE*250P  Maskawa e cols.
ACT->CCY 1995
Silenciosa Expressio 267Lys->Arg nt 800 BUHE*267R Magkawa ¢ cols.
reduzida AAA->AGA 1997
Silenciosa Truncada 271Glu->stop nt 811 BCHEZ7I*STOP  Primo-Parmoe
GAA->TAA cols 1996
Silenciosa Sem atividade  315Thr->stop ACC > AACC  BCHE®FS3/5  Hadakae cols.
aa 3304 1992
Silenciosa 315Cys->stop nt 944 BOHE*3I58TOP  Hidska e Tuchs,
ACCAACC 1985
Silencicsa Reduzida® 330Leu>1le nt 988 BCHE*330] Sudo & cols.
TTA->ATA 1997
Silenciosa Sem atividade  355Lys->Alun 0t 1062 - 1076 BCHE*3554ALL Muratan ¢ cols.
Silenciosa 365Gly-=Arg nt 1093 BCHE*365R Hada e cols.
GGA->CGA 1992
Silenciosa Ausente 400Cys->stop nt 1200 BUHERMOSTOP  Hidska e Tuchi,
TGC>TGA 1995

continua
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NOME FENOTIPO ALTERACAOQ ALTERACAO REFERENCIA
DE AA DE ADN
Silenciosa 418Phe->Ser nt 1253 BCHE*418S  Maekawae cols.
TTC>TCC 1995
Silenciosa Sem atividade  465Arg->stop nt 1393 BOCHE®65STOF  Mackawa e cols.
AGA->TGA 1995
Silenciosa Expressio 471 Trp->Arg nt (41} BCHE®47IR Pnmo-Parmo e
reduzida TIGG->CGG onls. 1996
Silenciosa Troncada Process. alterado nt 87 BUHE*IZE3- Pomo-Parmo e
T>G cols. 1996
Silenciosa Truncada 500Tyr->stop at 1500 BCHE*00STOP  Pnmo-Parmo e
TAT >TAA cols. 1996
Silenciosa 515Arg->Cys nt 1543 BCHE*315C  Mackawa e cols.
CGT->TGT 1995
Silenciosa Expressio 518Gin->Leu nt 1553 BCHE*SISL  Promo-Parmoe
reduzida CAA>CTA cols 1996
MUTACAQ COM EXPRESSAQ NAO DESCRITA
ND Nio descrita 4258er->Pro ot 1273 BCHE®25P Gnatt e
TCC>CCC cols. 1990
MUTACAO SINONIMA
SinOnima Usual 470Arg->Arg at 1410 Mackawa e
CGT->CGG cols 1995
MUTACOES EM REGIOES NAO CODIFICADORAS
Exon 1 Usual® nt-116 Bartels e cols.
G>A 1992a
Exon 4 Usual® nt 1914 Bartels 2 cols.
A>G 1992a

Nota: Exon 1 (uts —212 a —9371; Exon 2 (uts —92 a 1433 Exon 3 (uts 1434 a 1604 Exan 4 (nis 1601 a 2 205)
1. alelo BCHE*FS6 apresenta delegdo do micleotideo 16, 2 BChE é produzida em quantidade normal. ¥ Desfocamento na
matriz de leitura (frameshifi mutation). 4 Deslocamento na matriz de leitara. Cadon de {eominagio no aa 330 5 0 alelo
silencioso BCHE*3301 ¢ condicionador de resisténcia ao fluoreto. § Inserclio de Aln {vodon de terminagiio). 7 Sitio aceptor
do intron 2. 8 Frequéncia de 8%. 2 Freqiéncia de 26%.

11
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2.6 FUNCAO DA BChE

Apesar da butirilcolinesterase apresentar uma ampla distribuigdio em diferentes
tecidos humanos, a sua fungdo bioldgica ainda ndo esta esclarecida.

Desde a verificacio de uma correlagdo positiva entre a atividade da BChE e o teor
de gordura subcutdnea (BERRY e cols, 1954), vérios trabalhos t8m indicado algum
envolvimento desta enzima com o metabolismo de lipides. A atividade da BChE esta
aumentada em disturbios como diabetes (ANTOPOL e cols, 1937), obesidade
(CUCUIANU e cols., 1968), hiperlipoproteinemia (CUCUIANU e cols, 1975) e
correlacionada com os nivers de triglicerideos (MAGARIAN e DIETZ, 1987), VLDL e
LDL (CHU e cols., 1978). Ha evidéncias de que a BChE formaria, por meio de uma
ligacdo fisica, um complexo com LDI e participaria na origem da LDL (KUTTY, 1980).
Além disso, for mostrado que individuos CHEZ C5+ com banda Cs forte tém, em média,
menor pese que seus controles CHEZ C5- (CHAUTARD-FREIRE-MAIA e cols., 1991),
IMC menor que os CHE2 C5- e que os CHEZ C53+ de banda Cs fraca
(ALCANTARA e cols., 2001).

LAYER (1983), estudando cérebro de embrides de galinha, observou que tanto a
BChE como a AChE s8c expressas bem antes da sinaptogénese ¢ que existe uma relagdo
espago-temporal entre essas duas enzimas. Isto levou a propor um papel ndo sindptico das
duas enzimas € que a butirtlcolinesterase regularia a expressfio da acetilcolinesterase.
Levando em conta a intima associa¢3o da BChE com a proliferacdo celular no tubo neural
de embribes de galinha, LAYER (1983) sugerin uma fungio para a BChE no crescimento
celular. O mesmo autor (LAYER, 1991) mostrou uma acfio mitogénica da BChE

purificada em células newrais in vitro, e que intbidores da BChE afetam a proliferaggo
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celular. SOREQ E ZAKUT (1993) mostraram uma elevada atividade da BChE em
sistemas proliferativos como o hematopoético e em tumores.

Além de hidrolisar ésteres de colina, a BChE apresenta atividade de aril
actlamidase amino sensitiva (AAA), frente ao substrato o-nitroacetanilato
(BALASUBRAMANIAN ¢ BHANUMATHY, 1993). Os mesmos autores especulam a
possibilidade da BChE degradar anaigésicos endégenos, possivelmente existentes no
organismo. Argumentam que o paracetamol ¢ o fenacetin apresentam na sua estrutura a
ponte acii-amida, semelhante dquela clivada pela AAA e que pacientes com enxaqueca
apresentam excesso de tramina, uma das substincias que estimulam # atividade de AAA

da BChE.

2.7 DIABETES MELLITUS

As informagles a seguir, referentes a definigiio e a classificagdo do diabetes
mellitus, sdo baseadas em documento da Organizagio Mundial de Saide {WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 1999).

O diabetes mellitus (DM) € uma doenga crénica ¢ degenerativa, caracterizada por
concentragdo clevada de glicose no sangue, decorrente da deficiéncia na produg@o de
insulina pelo péncreas ou de um contexto metabolico no qual a insulina ¢ mncapaz de
exercer adequadamente seu papel.

A glicotoxicidade instalada € acompanhada de distirbios no metabolismo de
lipides, carboidratos e proteinas, o que pode comprometer seriamente varios Orgdos,
principalmente os rins, olhos, nervos e vasos sangiiineos. As doengas cardiovasculares
representam a principal causa de mortalidade em pacientes diabéticos, os quais

freqientemente apresentam fatores de risco para essas doengas, como obesidade,
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hipertensdo e dislipidemias. A hipertrigliceridemia, o nivel baixo de HDL e a formacio de
particulas de LDL pequenas e densas, sdo as alteragdes lipidicas mais freqgiientes nesses
pacientes.

A classificagio mais atual é baseada na etiologia da doenca e ndo mais na
dependéncia ou ndo de insulina por parte do doente. Pacientes com qualquer forma de
diabetes podem necessitar de tratamento com insulina em algum estagio da doenca.

O DM tipo 1 caracteriza-se pela destruigio das células beta do pancreas. Na
maloria das vezes, esse processo de destruigio ¢ decorrente de doenga auto-imune ¢ pode
ser detectado antes mesmo da doenga manifestar-se clinicamente. Quando anticorpos anti-
GAD (descarboxilase do acido glutdmico), anticoipos anti-insulina ou anti-células beta
das ilhotas de Langerhans ¢stdo presentes, a existéncia desse processo ¢ identificada.
Principalmente criancas e adolescentes podem apresentar cetoacidose come primeira
manifestagio da doenga. Alguns individuos mostram hiperghicemia leve apoés iejum, que
pode evoluir rapidamente para hiperglicemia severa e ou cetoacidose, na presenca de
infecc@io ou de alguma forma de estresse orginico. Outros, geralmente adultos, podem
apresentar funcio residual das células beta, suficiente para prevenir cetoacidose por
muitos anos.

O DM tipo 2 ¢ a forma mais comum, abrange cerca de 90% dos casos e aparece
geralmente na idade adulta. Resulta, em geral, de graus vanidveis de resisténcia a insulina
e deficiéncia relativa de secregdo de insulina. Freqentemente, esta forma de diabetes
deixa de ser diagnosticada por muitos anos, pois 2 hiperglicemia nfio ¢ severa o suficiente
para provocar sintomas evidentes de diabetes. Mesmo assim, neste estagio, hd um risco
aumentado de desenvolver complicacdes micro € macrovasculares. Ha, provavelmente,

diversos mecanismos diferentes que podem resultar nesta forma de diabetes e € provavel



que o nimero de pessoas, nesta categoria, diminua no futuro, guando a identificagio de
defeitos genéticos e processos patogénicos especificos, permita uma melhor diferenciacio
¢ uma classificagio mais definitiva. Dessa forma, esses cases migrariam para a categoria
“outros tipos especificos”, descrita mais adiante. Embora a etiologia especifica do diabetes
tipo 2 ndo seja conhecida, por defini¢do, ndo ocorre destruigdo autoimune de células
pancreaticas e tais pacientes ndo apresentam nenhuma das causas da categoria “outros
tipos especificos”. A maioria dos pacientes com o diabetes tipo 2 € obesa, 0 que pode
causar ou agravar a resisténcia a msulina. A cetoacidose ndo ¢ freqiente neste tipo de
diabetes. Alguns pacientes podem apresentar, ao mesmo tempo, hiperglicemia € niveis
normais ou at€ elevados de insulina o que caracteriza a resisténcia & insulina. Por outro
lado, alguns individuos t€m acfio normal da insulina, mas secre¢fio marcadamente
diminuida.

A categonia “outros tipos especificos™ inclul causas menes comuns de diabetes
mellitus, mas cujo defeito subjacente ou processo de doenga pode ser identificado de uma
maneira relativamente especifica. A tabela 3 lista estes tipos especificos.

O diabetes gestacional € a intolerincia a carboidratos, que resulta em hiperglicemia
de severidade variavel, reconhecida pela primeira vez durante a gestagfo. Isto ndo exclui,
entretanto, que a intolerdncia a glicose anteceda a gravidez e gue possa nio ter sido
reconhecida. A definicdo de diabetes gestacional independe da utilizagio ou nio de
insulina no tratamento, ou se a condi¢io persistirdA ou nfio apés a gravidez {WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 1999).

Os sintomas classicos do diabetes sdo a sede e fome excessiva, polifiria e perda de

peso, mas variam muito em grau, podendo até estar ausentes em muitos casos.



Tabela 3. Outros tipos especificos de diabetes.
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Defeitos funcionais das células beta *
Cromossomo 20, HNF 4o (MODY1)
Cromossomo 7, glucoquinase {IMODY2)
Cromossomo 12, HNFIa (MODY3)
Cromossomo 13, /PF-1 (MODY4)
Mutacdo 3243, DNA mitocondrial
QOutros

Defeitos genéticos na acfio da insuling
Resisténcia tipo A a insulina
Leprechaunismo
Sindrome de Rabson-Mendenhall
Diabetes Lipoatréfica
Outros

Doengas do pincreas exécrine
Pancreopatia de calculo fibroso
Pancreatites
Trauma/ pancreatotomia
Neoplasia
Fibrose cistica
Hemocromatose
Outras

Endocrinopatias
Sindrome de Cushing
Acromegalia
Feocromocitoma
Glucagonoma
Hipertireoidismo
Somatostatinoma
Outras

Induzidos por fairmacos ou agentes quimicos

Infecgbes
Rubéola congénita
Citomegalovirus
Outras
Formas incomuns de diabetes imuno-mediade
Sindrome da insulina autoimune (anticorpos para insulina}
Receptor de anticorpos anti-insulina
Sindrome"“Stiff Man™
Outras
Qutras sindromes genéticas

* MODY: maturity-onset diabetes of the young
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As informacdes a seguir, referentes aos procedimentos diagnosticos, sdo
recomendacdes da Sociedade Brasileira de Diabetes.

O diagnostico utiliza os valores de dosagem de glicose no plasma, apos jejum de 8a 12
horas e do TTG (teste de tolerdncia a glicose) apds admimstragio de 75g de glicose por via
oral. Os estagios clinicos variam desde a normalidade, passando para a glicemia de jejum
alterada e ou tolerdncia diminuida a ghicose, até o DM propniamente dito.  Os valores de
referéncia, atualmente utilizados, s3o mostrados na tabela 4. Os testes devem ser sempre

repetidos para a confirmagdo do diagndstico.

Tabela 4. Valores de glicose plasmatica em mg/dl, para diagndstico do diabetes mellitus e
seus estagios pré-clinicos.

Estagio Jejum 2h apts administracio Casual
de 75 g de glicose
Glicemia de jejum >110e< 126 < 140 {se realizada)
alterada
Tolerdncia diminuidad < 126e > 140 e <200
glicose
DM > 126 ou > 200 ou > 200 (com sintomas
classicos do DM)

Valor “casual” ¢ a glicemia medida sem observar jejum. Quando este valor é >
200mg/dl, acompanhade dos sintomas classicos, € indicador de DM
A realizacdo do teste de sobrecarga de 75 gramas de glicose é indicada quando a

glicose plasmatica de jejum € > 110mgfdl e < 126 mg/dl ou quando € < 110 mg/dl mas o
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paciente apresenta dois ou mais fatores de risco para DM e idade > 45 anos. Os fatores de
risco para o diabetes mellitus s3o os seguintes: idade > 45 anos, histona famihar de DM (pais,
filhos e 1rmdos), excesso de peso (IMC > 25Kg/m?), sedemtarismo, HDL-C baixo ou
trighicerideos elevados, hipertensfo arterial, doenga coronariana, DM gestacional prévio,
historia de abortos de repetigdo ou mortalidade perinatal ou macrossomia, usc de medicagio

hiperglicemiante (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 20003,

2.8 BChE ¢ DIABETES

O primeiro relato de atividade aumentada da BChE em diabéticos foi feito por ANTOPOL
e cols. (1937). Viarios estudos mais recentes t€m mostrado alguma refagio da butirilcolinesterase
com o metabolismo alterado de lipoproteinas em pacientes diabéticos ¢ também em modelos
animais.

ABBOT ¢ cols. (1993) encontraram valores elevados de atividade da BChE em pacientes
diabéticos com hipertrigliceridemia. Os niveis de BChE e triglicerideos mostraram-se
positivamente correlacionados em criangas diabéticas e obesas (RANDELL e cols, 1996). A
atividade da BChE correlaciona-se positivamente com os niveis de insulina e do peptidio-C, no
soro de individuos portadores de diabetes mellitus do tipo 2 (NISTOR e cols., 1998} O peptidio-
C ¢é secretado na circulagio juntamente com a insulina em resposta a estiznulacgio das células beta
pancredticas e sua fungiio biolégica tem sido relacionada ao estabelecimento da estrutura tercidria
e quaternaria da pré-insulina (R1IZK e DUNBAR, 2004).

Ratos hiperglicémicos mostraram niveis elevados de BChE no plasma e no figado ¢
apresentaram metabolismo alterado de VLDL (KUTTY e cols., 1981). Diabetes induzida por
estreptozotocina (substincia antitumoral}, em ratos, resultou em aumento nos niveis de BChE,

triglicerideos, VLDL ¢ glicerol. O controle deste estado com msulina provocou a nonmalizagdo



19

destes niveis. A administracdo de um inibidor especifico da BChE também reverteu os niveis
elevados de TG, VLDL e glicerol (ANNAPURNA e cols., 1991}

Algumas evidéncias sugerem uma relagdo fisiologica diferenciada da insulina, nos
fenétipos do loco CHE2 (ALCANTARA e cols., 2003). Os autores mostraram gue obesos de
fenétipo CHE2 C5+ apresentaram, em média, niveis significaivamente maiores de insulina no
sangue, quando estavam com mator peso, do que quando apresentavam menor peso. Isto,
entretanto, ndo se verificou em individuos com o fendtipo CHE2 C5—. Quando foi quantificada a
atividade relativa do complexo Cs, encontrou-se uma correlacio negativa entre essa variavel e o
nivel de insulina.

WELTER e cols. (2002) observaram que a intensidade do complexo Cs entre diabéticos do
tipo I € significativamente maior que em diabétices tipo 2.

HASHIM e cols. (2001} estudaram uma amostra de pacientes diabéticos do tipo 2 ¢
encontraram uma associacio positiva entre este distiirbio e a variante K da BChE. A fregiiéncia
do alelo BCHE*339T foi de 22,8% em 276 desses pacientes conira 15,8% em um grupo controle
de 348 ndo diabéticos (p = 0,00017). As fregiiéncias genotipicas também diferiram
significativamente entre os dois grupos. O aumento no risco de desenvolver diabetes, associado &
presenga de K, foi estimado em 44%. Esses mesmos pacientes foram divididos em dots grupos,
segundo a necessidade ou nfo de tratamento com insuling, 6 anos apds © ingresso na pesquisa. O
objetivo foi investigar uma possivel associagio entre a variante K e uma disfuncdo das células
beta pancreaticas. Para tanto, compararam a distribui¢io das fregiiéncias alélicas e genotipicas
nestes grupos e ndo encontraram nenhuma diferenga estatisticamente significativa. Dessa forma,
0s autores sugerem que a associagdo encontrada entre a vanante K e o diabetes mellitus tipo 2
seria. mais provavelmente, devida a um desequiiibrio de ligacdo desta mutagio com genes de

susceptibilidade, j4 identificados na regido 3q27-ter, cerca de 25c¢M distante do loco BCHE.
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Entretanto, no presente trabalho, considerou-se que um fator de risco para a predisposicio a uma

doenca, ndo estd, necessariamente, associado a sua sevendade.

2.9. SINDROME METABOLICA

Fregientemente pessoas com DM, ou mesmo com tolerfncia diminuida a glicose,
apresentam, concomitantemente, outros fatores de risce para doenga cardiovascular. Esta
condigdo, caracterizada por uma agravante combinacio de diferentes anormalidades
metabolicas, € comum em uma ampla variedade de grupos étnicos e tem  side chamada, mais
comumente, de Sindrome Metabdlica (SM). Mesmo em individuos com tolerdncia normal a
glicose, a SM representa um fator misco para DM de tipo 2 {WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 1999).

A SM tem mostrado um grande avango na sua incidéncia, por conta de alteracdes
implementadas por habitos de vida modernos: sedentarismo, dicta com alto teor de
carboidratos refinados, gordura saturada e baixo teor de fibmas, que mmplicam em (ltima
analise em ganho progressivo de peso, com especial atengdc ac aumento da gordura intra-
abdominal ou visceral {GRUNDY, 1999). Em vista disso, a Orgamizagio Mundial de Saitde
propds uma definigiio pratica para a sindrome metabdlica (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 1999), baseada na presenca dos seguintes componentes:

a) Hipertensdo: pressdo arterial = 140/90 mmHg

b) Dishipidemia: triglicerideos > 150 mg/dL e ou HDL-C < 35mg/dL para homens ou <
39 mg/dL para mulheres.

c) Obesidade: razdo cintura-quadril (RCQ) > 0,85 para mutheres ¢ > 0,90 para homens ¢

ou indice de massa corporal (IMC) > 30 Kg/m™.
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d) Microalbumindria: taxa de excregdo de albumina na urina > 20 ug/min ou proporgio
albumina:creatinina > 30 mg/g.
Individuos com DM do tipo 2, que apresentam dois ou mais desses fatores, sdo

dragnosticados como apresentando Sindrome Metabélica.

2.10. HERANCA GENETICA DO DIABETES MELLITUS

O diabetes mellitus € uma doenga complexa gue pode ser determinada por uma ampla
variedade de fatores genéticos e ambientais. A influéneia genética, no desencadeamento de
anormalidades metabdlicas gue levam ao estado diabético e suas complicacles, varia desde a
acdo monogénica, caracteristica de algumas formas mais raras, até a poligénica, responsavel

pelas formas mais comuns.

A identificacdo de genes que, de alguma forma, influenciam o grau de susceptibilidade
a doenga, tem utilizado os métodos clissicos de higag@io, com mmformagdes de familias, e os
estudos de associaclio em amostras populacionais. Mals recentemente, as técnicas de estudo

com marcadores moleculares t€m sido utilizadas em amplos rastreamentos do genoma.
a) DM do tipo 1

Os genes do sistema HLA apresentam uma associagio bastante forte com DM do tipo
1 e sfo responsaveis por uma parcela considerdvel (44%} do risco genético para essa doencga.
Os genes mais relacionados sfo os da classe 11, regifie D (DRB, D04 e DOB), especialmente
os alelos DRBI*0401, DRBI*0402, DRBI*04035 ¢ DRRBI*0301 {aumentam o risco) e
DRBI*]501 (efeito protetor). Come muitos alelos na regido HLA apresentam forte

desequilibrio de ligagao, como por exemplo, os alelos no loco DRB com alelos em DB, é



muito provavel que, no nivel populacional, existam haplétipos de risco da regido D do sistema

HLA (revisio em FLOREZ e cols_, 2003).

Uma regifio polimoérfica de VNTR, localizada préxima ao sitio de inicio de transcri¢io
do gene da insulina (11p15), representa um outro fator de risco bem estudado para o DM do
tipo 1 e que afeta a expressdo desse gene no timo, sugerindo uma importante participagdo da
msulina no processo de tolerdncia ¢ iniciagio do processe de ataque autoimune na destruigio

das células beta (PUGLIESE ¢ cols., 1997).

e ]

Pelo menos 20 locos, distribuidos em varios cromossomeos (1,2, 3,5, 6,10, 11, 14, 15,
16 ¢ 18), mostraram liga¢dio com o DM do tipo 1 em estudos de rastreamento do genoma, que
utilizaram genes ou segmentos de DNA ndo codificadores, polimorficos, nio necessariamente
com alguma relacdo conhecida com a doenca. Muitos desses estudos concordaram com
resultados prévios, obtidos por estudos familiares ou de associagiio, ou os reforgaram. A
maior parte dos locos foi nomeada como /DDA (insulin-dependent diabetes mellitus) e
numerados de 1 a 18 por ordem de descoberta. Muitos desses locos esifio fisicamente muito
préximos, como por exemplo IDDM7, IDDMI2 ¢ IDDAMI 3, localizados em 2g31-35, uma

regiio do cromossomo que contém o gene C7TLA4, cuja relagio com o DM do tipo 1 fol

confirmada por véarios estudos de assoctagio (revisdo em FLOREZ ¢ cols | 2003

Sorom
b

b) DM do tipo 2

Uma grande quantidade de genes candidatos, cuja influéncia como fator de risco ao
DM do tipo 2 foi investigada por estudos de associago, apresentou resultados significativos.
Entretanto, a grande matoria desses estudos néo pdde ser confirmada em trabathos com outras

populagdes (LOHMUELLER ¢ cols., 2003).

Os polimorfismos que apresentaram as assoclacdes mais consistentes foram:



1) PPARCG (peroxisome proliferator-activated receptor v), localizado no cromossomo
3 (3p25), condiciona um fator de transcrigio que desempenha papel central no
desenvolvimento de adipocitos, sendo alve da tiazohdinedione, droga usada no
tratamento do DM do tipo 2. O alelo Pro (2 confere um acréscimo de risco relativo
de cerca de 25%, quando no estado homozigoto. Sua importincia cresce na medida
em que ficou demonstrado ser um alelo bastante freqiente em populagdes

europeias e japonesas {DEEB ¢ cols., 1998).

2) O gene ABCCS, localizado no cromossome 6, codifica uma proteina que € alvo de
uma ampla classe de medicamentos hipoglicemiantes ¢ apresenta polimorfismos

importantes no exon 18 (C—Tnt 759) ¢ no intron 24 (C—T nt-3).
3} O gene KCNJI I, adjacente ao ABCCS no cromossomo 6, apresenta uma variante
(E23K) que confere risco aumentado para DM do tipo 2.

Varios estudos de rastreamento do genoma, com o uso de marcadores genéticos,
tém identificado locos importantes, cujo polimorfismo pode conferir algum risco no
desenvolvimento do DM do tipo 2. As regides que apresentaram um LOD escore maior que
3,6, em pelo menos um estudo, ¢ cuja higagdo tem sido apoiada por outros frabalhos, sdo as
seguintes: 1g25.3, 2g937.3, 3p24.1, 3g27 - gter, 10g26.13, 12q24.31 ¢ 18p11.22. Pelo menos
17 outras regides apresentaram resultados sugestivos de ligagio {(LOD escore entre 2,0 € 3,6),
muitas delas também foram investigadas por outros laboratérios ¢ os resultados foram

confirmados.
¢) Outras formas de diabetes

Algumas formas de diabetes comumente chamadas de MODY {maturity-onset diabetes

of the young) e que afetam a fun¢do normal das células beta pancredticas, levando a secregio
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diminuida de insulina, apresentam heranga monogénica com padrio autossdmico dominante.
Seus locos estdo localizados nos cromossomos 7p, 12q, 13 ¢ 20g. Duas outras formas, uma
que afeta a conversdo de pré-insulina em insulina, e outra, que resulta de um niimero reduzido

de receptores de insulina, também apresentam padrdo autossdmico dominante.

Algumas mutagdes de ponto no DNA mitocondrial estdo associadas com diabetes
mellitus. A forma mais conhecida ¢ uma substiuicio no gene do tRNA da leucina, o qual
desempenha um importante papel na tradugdo de outros genes, envolvidos na fosforilagio

oxidativa.

Existem ainda vénas formas de diabetes, relativamente raras, manifestadas em
conjunto com sindromes ou anormalidades fisiologicas, que podem apresentar padrdo

monogénico de heranga.



3. OBJETIVOS

3.1. INVESTIGAR ASSOCIACAO ENTRE A VARIANTE K (BCHE*339T) DA

BUTIRILCOLINESTERASE E DIABETES MELLITUS DOS TIPOS 1 E 2.

3.2. INVESTIGAR ASSOCIACAO ENTRE A VARIANTE K E VARIAVEIS
BIOQUIMICAS, ANTROPOMETRICAS, PRESSOES ARTERIAIS E IDADE DE

APARECIMENTO DA DOENCA, EM DIABETICOS DOS TIPOS 1 E 2.

3.3. INVESTIGAR RELACAG DA VARIANTE K COM A SINDROME METABOLICA

EM DIABETICOS DO TIPO 2.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. AMOSTRAS

A amostra examinada nesta pesquisa foi coletada por intermédio do Ambulatorio
Especial de Diabetes do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parani. E
constituida de 249 pacientes, sendo 103 portadores de Diabetes Mellitus do tipo 1 e 146
portadores de Diabetes Mellitus do tipo 2.

O diagnéstico seguiu as recomendacdes da Saciedade Brasileira de Diabetes, onde sdo
considerados: os valores de glicemia em jejum, a glicemia plasmética casual (definida como
aquela realizada a qualquer hora do dia, sem observar o intervale da Gltima refeigdo), o teste
de tolerancia a ghcose (TTG) e os sintomas classicos do DM, que incluem politiria, polidipsia
¢ perda mexplicada de peso. O DM do tipo 1 é mais fregiientemente diagnosticado pela
glicemia ao acaso e pela presenca de sintomas, raramente pelo TTG. O critério de
diferenciagido entre DM do tipo 1 ¢ DM do tipo 2 € o de tempo de permanéncia sem a
necessidade de admmustragdo de imsulina apds o diagndstico. Assim, se o paciente
permaneceu sem receber msuling, por mais de um ano, € considerado do tipo 2.

Foram mcluidos na amostra, consecutivamente, todos os pacientes com diabetes tipo 1
e 2, atendidos no Ambulatério Especial de Diabetes do Hospital de Clinicas, sem critérios de
exclusdo, a excegdo do nio c@tﬁparecimenm para a coleta. Os dados clinicos foram coletados
sob a supervisio das Dras. Rosdngela R. Réa, Rilene Figueiredo, Rosa Maria Vargas ¢ Ana
Cristina R. de Almeida.

As aliquotas de sangue foram coletadas com EDTA, ap6s um jejum minimo de 12

horas e centrifugadas a 2500 rpm por 20 minutos. O creme de leucécitos, com alguns
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mililitros de hemacias, foi estocado a —20°C e, posteriormente, encaminhado ao Laboratorio
de Polimorfismos e Ligagao para extragdo do DNA e genotipagem em relagio a vanante K da
butirilcolmesterase.

O plasma fo1 utiizado para investigar os niveis de mdicadores bioguimicos, bem como
o grau de atividade da BChE e fenotipagem de outras variantes desta enzima, dentro do
projeto “Variabilidade da Butirilcolinesterase no Diabetes Mellitus™, coordenado pela Dra.
Vinia M. de Alcantara, professora do Departamento de Patologia Médica desta Universidade,
co-orientadora deste trabalho e que supervisionou ¢ processo de coleta das amostras de
sangue e analises bioguimicas.

Além disso, das informacgdes obtidas pela Dra. Vania M. de Alcintara, utilizamos as
seguintes variavels: sexo, idade, peso, altura, indice de massa corporal (IMC}, origem étunica,
razdo cintura quadnl (RCQ), pressdes arteriais sistolica e diastdhica, idade de aparecimento do
diabetes, colesterol fotal, triglicerideos (TG), HDL-C, glicemia, hemoglobina glicosilada
(HbA1c), apolipoproteina B (Apo B), insulina, glicerol, alanina-aminotransferase (ALT),
aspartato-aminotransferase (AST), atividade da butirilcolinesterase ¢ fendtipos do loco CHEZ.

A classificagdo dos individuos da amostra, quanto & origem &tmica, foi realizada
visualmente, baseando-se em caracteristicas como a cor da pele, tipo de cabelo ¢ forma dos
labios e nariz. Essa classificagdo permite indicar, de forma aproximada, a composigdo racial
da amostra.

A idade média, calculada entre os portadores de Diabetes Mellitus do tipo 1 no
momento da coleta, foi de 24,2 £ 0,7 anos {12 a 44 anos), a idade média de aparecimento do

diabetes foi de 13,9 + 0.7 anos, o IMC médio foi de 23,19 £ 033 (vaniando de 15,86 a
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33,75). Predominam, neste grupo, os de origem euro-brasileira (71,8% + 4,4 %) ¢ os do sexo
feminino (60,2% + 4,8%). A freqiiéncia do fenotipo CHE2 C5+ foi de 13,59% + 3,37%.

Entre os portadores de Diabetes Mellitus do tipo 2 observamos o seguinte: idade
média de 552 £ 0,9 (19 a 77 anos), idade média de aparecimento do diabetes de 46,2 + 0.9
anos (16,5 a 73 anos), IMC médio de 30,29 + 0,44 {1949 a 44 89), 60.9% + 4 2% de origem
euro-brasileira, e 65,8% + 3,9% do sexo femmino. A fregiiéncia do fendtipo CHE2 C5+ foi
de 14,38% + 2,90%.

Uma amostra de 944 doadores de sangue obtida do Centro de Hematologia do Parana
(HEMEPAR) em Curitiba, foi mvestigada em relagdo & vanamte K por Souza (2001) em
nosso laboratorio. As freqii€ncias al¢licas ¢ genotipicas determinadas por esse autor em
relagdo ao alelo BCHE*3397, foram usadas como controle para as comparagdes com as
amostras de diabéticos. A idade média na amostra de doadores de sangue ¢ de 308 + 03
anos, predomimnando os de origem euro-brasileira (95,1% + 0,7 %) e os do sexo masculino
(84,2% + 1,2%).

Além disso, foram criadas a partir da amostra total de doadores de sangue (N = 944),
duas sub-amostras controle, pareadas com os diabéticos dos tipos 1 e 2, pelo critério origem

émica, com N = 103 ¢ N =146, respectivamente.

4.2. METODOS LABORATORIAIS

No Laboratério de Pobmorfismos e Ligacdo da Universidade Federal do Parana a
extragdo do DNA foi feita de acordo com o método de LAHIRI ¢ NURNBERGER (1991).

A presenga da variante K foi mvestigada por PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction-
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Restriction Fragment Lenght Polymorhism) através da técnica desenvolvida por SHIBUTA ¢
cols. {1994), denommada PCR-PIRA (Primer Introduced Restriction Analysis).
Adicionalmente, individuos classificados como “nio usuais™ por essa técnica, tiveram o DNA
testado por SSCA (Single Strand Conformation Analysis). Uma amostra, cuja tipagem ficou
duvidosa, foi submetida a seqiienciamento do DNA.

As demais andlises foram realizadas pelo Laboratorio de Bioguimica do Hospital de
Clinicas da Universidade Federal do Parana (colesterol total, trglicerideos, HDL-C, glicemia,
msulina, AST e ALT), pelo Laboratério Frischmann Aisengart (HbAjc ¢ Apo B) e pelo
Laboratorio de Bioquimica Clinica da Universidade Federal do Parana {glicerol, atividade da

butirilcolinesterase e fenotipagem do loce CHEZ).

4.2.1. Extraciio do DNA

A exirac3o do DNA de amostras de leucéeitos de sangue periférico foi realizada de acordo
com a técnica de LAHIRI e NURNBERGER (1991). Esta técnica caracteriza-se pelo vso de uma
solugéo saturada de cloreto de sédio para promover a desidratagdo ¢ a precipitagdo de proteinas,
sem a necessidade de ufihizar solventes orginicos. Para promover a lise celular foi usado o
Igepal-CA630 (Octilfenoxi-polietoxietanol; Sigma), em substituicio ao Nonidet-P40 (Sigma).

Reagentes:
Tampdo TKM]1: 5 mL de tampéo Tris-HCil-pH 7.6 1M, S mL de KCi 1M, § ml de Mg(Cl,, 10 mL

de EDTA 0,IM e 475 mL de dgua destilada.
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Tampao TKM2: 0,5 ml. de tampdo Tris-HCl-pH 7.6 1M, 0,5 mL de KCL 1M, 0,5 mL de MgCh

1M, TmL de EDTA 0,1M, 20 mL de NaCl 1M e 27,5 mL de 4gua destilada.

Tampao TE: 0,5 mL de tampdo Tris-HCI-pH 8,0 1M, 0,5 mL de EDTA-pH 8,0 0,1M e 49 ml. de

dgua bidestilada.

Tampdo Tris-HCIL: 121,1 g de Tris, 700 ml de agua destilada e HCI até alcangar o pH desejado.

O procedmmento de extragdo segue 0s seguintes passos:

1.

2.

10.

11.

12.

Descongelar o creme leucocitario e transferi-lo para tubos de centrifugacio de 15 mL.

.....

membranas.

. Acrescentar 125 pl de IGEPAL ¢ musturar bem o contendo, mvertendo o tubo varias

vezes.

Centrifugar a 2500 rpm por 20 minutos.

Desprezar o sobrenandante com cuidado e completar para 10 mL com tampao TKM].
Ressuspender o precipitado utilizando pipeta Pasteur e em seguida agitar com o Vértex.
Centrifugar a 2500 rpm por 20 minutos.

Repetir os passos 5, 6 ¢ 7 para lavar bem o precipitado.

Desprezar o sobrenadante e adicionar 800 pl. de tampdo TKM2.

Ressuspender delicadamente o precipitado utilizando micropipeta com ponteira de 1000
ulL, e transferir todo o conteido para tubo eppendorfde 1,5 mk..

Acrescentar 50 ul. de SDS (10%), misturar bem e mcubar a 55°C por 16 horas.

Adicionar 300 pL de solugdo saturada de NaCl (6M}, misturar bem e centrifugar a 12000

rpm por 2 minutos.



13. Transferir o sobrenadante para tubos de ensaio e acrescentar etanol absoluto gelado na
proporgdo de 2 volumes de etanol para 1 volume do sobrenadante. Inverter delicadamente
o tubo algumas vezes.

14. Pescar o DNA com micropipeta ¢ fransfert-lo para um tubo eppendorf.

15. Acrescentar etanol 70% para lavar o DNA. Esgotar o etanol e manter o tubo aberto em
estufa a 37°C para permitir a evaporagio completa do alcool

16. Ressuspender o DNA em 200 uL. de tampao TE e incubar em banho-maria a 55°C por trés
dias.

17. Manter em geladerra por irés dias. Neste ponto 0 DNA 3a pode ser utilizado ou entdo

estocado a -20°C.

4.2.2. Genotipagem da variante K por PCR-RFLP

Principio da técnica

A mutagdo K ¢ uma tramsigio G/A, que altera a prmewa base da seqiéncia de
nucleotideos que corresponde ao codon 539. Sua presenca, entretanto, ndo cria nem destroi
qualquer sitio de restrigdo. Dessa forma, a técnica desenvolvida por SHIBUTA e cols. (1994)
preve uma estratégia que resulta na construgio de um sitio de restrigdo apropriado. A PCR utiliza
dois iniciadores criados especificamente para amplificar parte do exon 4. O imiciador 3 (5
CCTGCTTTCCACTCCCATGCTG 3Y) higa-se a seqiéncia de nucleotideos que corresponde as
duas ultimas bases do codon 539, aos codons 540 a 345 e as duas primeiras bases do eodon 546,
Esse iniciador, projetado por SHIBUTA e cols. (1994} apresenta uma substituigio na quarta

posigao a partir da terminagdo 3' e foi denominado de K13 em nosso laboratdrio.
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O iniciador APS (BARTELS e cols., 1992a): 5 {5
CGAAATTATTITICAGTTATTGAAACAGATAAAAATIT 31 liga-se do nucleotideo 32 ao
69, 4 montante da jungido do exon 3 com © exon 4.

Os segmentos de DNA produzidos pela PCR apresentam 106 pb. Se forem denvados da
amplificagio da seqii€ncia usnal exibem um sitio de restrigdo {GCAGC) identificado pela enzima
FrnudHI (figura 2) e, quando digeridos, geram dois fragmentos, wm de 85 pb e outro de 21 pb.
Entretanto, se os segmentos de DNA produzidos pela PCR derivam da segii€ncia ndo usual, sfio
resistentes 4 aco da enzima e, MESMO na Sua presenca, permanecem malterados, ou seja, com

106 pb.

Figura 2. O esquema mostra o principio da técnica de PCR-PIRA. a) o segmento amplificade a
particr da seqgii€ncta “usual” apresenta um sitio de identificagiio ¢ corte da enzima FrudHI,
gerando apds digestdo, dois fragmentos, um de 85 pb ¢ ocutro de 21 pb. b} O segmento
amplificado a partir da seqiiéncia “variante” nio apresenta tal sitio, ¢ sera resistente 4 agio da
FrnuH4l.

539
5. ?GAAHGCAE éAﬂTGGﬁ .. 3 Sequéncia usual
a) GT & T ACC... Imiciador
5.6 AAKE {:‘4;, € AT G G... 3 ProdutodaPCR do alelo usual
sitio de restrigio
da FrudHI
5. GAAAC AG & AT G G... 3 Sequéncia variante
b) GT C & TACC... buciador
5. . GAATCAIG C AT G G... 3 ProdutodaPCR doalelo K

auséncia do sttio
de restrigdo de FrudHl
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PCR {Polymerase Chain Reaction)
O volume total da PCR fot de 20 ul, sendo lul. de DNA gendmico (aproximadamente
100 ng) e 19 ul de Supermix (Invitrogen- 22mM Trs-HCI pH .4, 55mM KCI, 1,65mM MgCl,,

220pM dGTP, 220uM dATP, 220uM dTTP, 220uM dCTP, 22 U Tag DNA-polimerase/mi), aos
quais ja haviam sido adicionados os iniciadores. A amplificagio opera por 35 ciclos e foi feita em
um termociclador Techgene-Figene2D. Cada ciclo consiste de 30 segundos a 94°C para
desnaturagfo, 30 segundos a 58°C para aneclamento e 30 segundos a 72°C para extensdo do
mictador. A extensfo final fot a 72°C por 10 minutos.

Digestio enzimitica

Para promover a digestdo dos segmentos amphiicados foram acrescentados a cada
amostra, 10 ul de uma solugfio que contha: 0,2 ul da enzoma FredHI (equivalente a 1 U), 1,65
pl de tampéo fornecido pelo fabncante {Biolabs-New England), 0.35 pl. de BSA ¢ 78 pul de
agua bidestitada. A mcubagio se deu a 37°C por cerca de 16 horas. Para evitar a evaporagio do
confefndo durante a incubagio, foram acrescentadas a cada b duas gotas de oleo mineral.

Eletroforese em gel de poliacrilamida

Para a separacfo dos fragmentos de DNA fot procedida uma eletroforese coutinuz em gel
de poliacnlamida (8%}, cuja solucfo estogue foi preparada da seguinte forma: 29 g de acrilamida,
1 g de bisacritamida, Sml. de glicerol e dgua bidestilada até completar 100 ml..

A solugao para o gel foi preparada nas seguintes proporgdes: 8 ml da solugdo estoque de
poliacrilamida, 22 ml de tampdc TBE 1X, 250 uL de persulfato de amdnia 10% (agente
polimerizador da acrilaniida) e 30 ul. de TEMED (agente catalisador da polimerizagdo).

Nas cubas foi utitizado tampdo TBE 1X.
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O tampido TBE 5X estoque foi preparado da segumte forma: 34 g de Tris, 27,5 g de acido
borico, 20 mL de EDTA 0,5M - pH 8.0 e q.s.p. 1000 mL de agua destilada.

O corante xileno cianol for misturado ao produtc da digestdo pa proporgao de 1:1.
Aplicaram-se 10 plL desta mistura em cada ponto de origem. A cormida deu-se & 160 V por 1 hora
e 15 manutos em temperatura de 4°C.

Coloracis de gel (BUDOWLE e cols., 1991}

O gel, apos ser retirado das placas, foi colocade em um recipiente de vidro e submetido ao
segunfe tratamento:

1. Acido nitrico (1%) por 3 minutos.

2. Nitrato de prata 0,01 M por 20 nunutos.

ta

Solucdo contendo 170 mi de carbonato de sddio 0.28M ¢ 92 ul de formaldeido, até ser

possivel uma boa visualizagdo das bandas. Esta solugio deve ser preparada cerca de 5

4. Acide acético (10%) por 5 minutos.

4

Ghicerol (5% por, pelo menos, 10 minutos.

Todo o processo foi feito sob agitacdo constante em apareiho apropriado e entre cada
etapa era procedida a lavagem do gel com agua destilada. Para a comservagdo, o gei for
embebido em uma solugic contendo metanol {(30% ) ¢ ghicerol {1%) ¢ prensado enire papel

de filtro e papel celofane por alguns dias. A secagem fui feita a vacuo, sob aquecinenio.

Individuos que n3c apresentam a mutagio K, exthem apenas uma banda, (figura 3-a)

referente ao fragmento de 85 pb, uma vez que o fragmento de 2ipb, nas condigdes em que a
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eletroforese se processou, migra para fora do gel. Amostras de homozigotos para a mutagio K
sdc totalmente resistentes a digestdo pela FnudHl e exibem apenas a banda relativa ao
fragmento de 106 pb (figura 3-c). Heterozigotos, portanto, exibem as duas bandas, a de 85 pb
e a de 106 pb (figura 3-b).

4.2.3. Genotipagem da variante K por PCR-SSCA

Principio da técnica

A técnica baseta-se no fato de que uma alteragdo em Gnico nucleotideo pode provocar

mudangas na conformagdo assumida por fitas simples de DNA, determinando uma mobilidade

eletroforética caracteristica.

FIGURA 3. Padrdes de gendtipos obtidos por PCR-RFLP, apas eletroforese em gel de
poliacrilamida: a. UU; b. UK ¢. KK.

PCR (Polymerase Chain Redction)

Essa reagdo foi feita segundo o item 4.2.2 | resultando na produgio de segmentos de 189
pares de bases. Os iniciadores utilizados (HOHLER e cols., 1995) foram os seguintes: 5' (5'

TGATTAATACAACTTATTCC 37), denominado em nosso laboratério de P45, ligase a



montante da juncdo do mfron 3 com o exon 4 (nf -31 a -i2} e 3 (5

GAAAATATOGTTCTATAAAGGG 39, denominado em nosso laboratoric de P43, liga-se do
nucieotideo 1738 ao 1758.
Eletroforese em gel de poliacrilamida

A soluglo usada para a preparagfo desse gel foi de composiciio idéntica aquela descrita no

item 4.22.

Antes da aplicacio das amostras, o gel foi submetido a uma pré-corrida de S0 minutos a

250 volis. Nas cubas us~u-se o tampio TBE 1X.

U volume total apiicado em cada ponto de origem foi de iZ gL, sendo 5 ul. do produto da

PCR acrescidos de 7 uL de corante {95% de formamida, §.25% de azul de bromofenct, $.25% de

A e 10mM de NaQil). Dssa vostura cra submctida, antes da
aplicagBo, & desnaturagBc do DNA pelo calor a 94°C, dursate 5 minutos, e wutilizada
imediatamente_ evitando assim a renaturacio do DNA,

A corrida deu-se a 250 volts por 4 horas e 30 minutos sob uma temperatura de 4°C.
Coloracio do gel

O processo de coloragdo do gel foi o mesmio ja descrito no gem 42 2.
interpretacio dos resuftados

A figura 4-a mostra a posigio asswnida no gel pelos fragmentos de DNA de Gia sinples

3 o
{189 pb) gque n3c apresentam a mufagio K. Em 4-h pede-se ver a banda formada pelos

fragmentos com a mutagdo K e em 4-¢ as duas bandas que caracterizam o heterozigoto.



4.2.4. Seqiienciamento do DNA

Dois seqiienciamentos da amostra 227 foram realizados a partic dos produtos de
amplificagdo de PCR, utilizando-se, no prumeiro, os iniciadores P45 e P43 e, no segundo, N43
(projetado no Laboratério de Polimorfismos e Ligagdo: I’CTGTGTAGTTAGAGAAAAS ) ¢
P43. O material amplificado, depois de ser purificado com acetato de amdnia e etanol, foi

submetido & reagdo de seqiienciamenta (ET-dye-terminator). A leitura foi procedida no

seqitienciador MegaBACE.

B

FIGURA 4. Padroes de gendtipos obtidos por PCR-SSCA, apas eletroforese em gel de

poliacriamuda: a. UU: b. KK ¢. UK

4.2.5, Exames realizados em outras lahoratarios

Para as quantificagdes efetuadas pelo Laboratdrio do Hospital de Clinicas da Universidade
Federal do Parana utilizaram-se os seguintes métodos:
a) Colesterol Total — método enzimdtico colorimétrico — Merck SMT.

b) Trglicerideos — método enzimatico colorimétrice — Merck SMT.



¢} HDL-C - método direfo homogéneo — Roche.
d) Glicerma — método da glicose-hexoquinase — Merck Mega.
¢} Insulina -tmunoensaio — Abbott Diagnostics
) AST — método cindtico U V. - Advia Bayer
g) ALT - método omético UV, - Adviza Bayer
As quantificagles de HbA;- e da apolipoproteina B {Apc B} foram realizadas pelo
laboratorio Frischmann Aisengart por cromatografia de alta precisio {HPLC) BIO-RAD e por
turbidunetria — ROCHE, respectivamente.
A quaniificacdo do glicerol foi realizada por uwtodo euwzundtico  colotinétrico

desenvolvide no Laboratério de Bioquimmca Clinica da Uwversidade Federal do Parand. Nesse

laboratério foram determnados tambdém: os fendtipos do loco CHEZ (VAN ROS e VERVOORT,
1973} e a atrvidade da butirilcolinesterase (DIETZ e cols, 1973; modificade por EVANS ¢

WROE, 1978).

4.3. METODOS ESTATISTICOS

Uthzou-se o programa STATISTICA for Wimdows {STATSOFT, Inc., 1996) pama
calculo de médias, emos padrbes, varifncia, amplitudes de variagic e coeficientes de
corrclagdo, bom como para as comparagdos por moio de festes ¥ o f de Student. Com o uso
desse mesmo programa foram realizadas andlises de regressfo mslipla escalonada. Nessas
anslises, as vanaveis incluidas estavam codificadas da seguinte forma: sexo (1 = masculmo; 2

= feminino), origem étnica {1 = euro-brasileira; 2 = afro-brasilewra), fendtipos do loco CHFE2
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(1 = CHE2 C5—; 2 = CHE2 C3+), genoftipos em relagdo a varante K (1 = UU; 2 = UK; 3

KK) e classes em relagio 4 presenca ou ndo da vanante K (1 = UU; 2 = UK+KK).

Nos casos de x° com mais de duas classes, utilizou-se o programa CLUMP {SHAM e

CURTIS, 1995).
As estimativas de freqifncias genotipicas ¢ aléhcas foram feiias por contagem direta.

de “odds ratio”, pela aplicagio do

>>
7]
[72]

TG, AST, ALT e insuiina da amostra de DM do fipo 1.

by TG, AST, ALT, insulina e ghcose da amostra de DM do tipo



5. RESULTADOS

5.1. METODOLOGICOS

De um total de 251 amostras de sangue, coletadas no Hospital de Clinicas da
Universidade Federal do Parana. foi possivel a extracdo do DNA de 249 amostras (99.2%).
Todas as amostras de DNA obudas foram amplificadas com sucesso, tanto na PCR para
analise de RFLP, como na PCR para SSCA.

Inicialmente fot aplicada a técmica de andlise de RFLP ¢ gue resuliou em: 161
individuos classificados como usuais ¢ 88 individuos classificados como niio usuais. Os nfo
usuais foram divididos provisoriamente em dois grupos: 79 possiveis heterozigotos
(BCHE/BCHE®339T para a vanante K e 9 possiveis homozigotos
(BCHE*539T/BCHE*339T). Estas 88 amostras foram entfio submetidas a genotipagem pela
técnica de SSCA, sendo que 83 testes concordaram com a classiicacio provisoria de
anahse por RFLP e 035 apresentaram resuliado discordante, sendo seus testes repetidos.

A amostra de DNA do diabétice do tipo 2 de ntmero 227, cujo gendtipe manteve-se
duvidoso, foi seqiienciada, submetida a uma andlise de RFLP com concentragio modificada
do gel de poliacrilamida ¢ a uma SSCA com os imiciadores usados no teste de RFLP.
Apenas apos esses testes, seu gendtipo pode ser estabelecido. A tabela 5 mostra esses

resultados.

5.2. FREQUENCIAS ALELICAS E GENOTIPICAS

A tabela 6 mostra os resultados obtides com a amwostra de 103 pacientes portadores

de Diabetes Mellitus do tipo 1, investigados em relagfio & presenca da variante K da BChE.

40



Tabela 5. Quadro demonstrativo dos resultados obtidos nas genotipagens quanto & variante K (BCHE*35397), por meio das téenicas de
PCR-RFLP, PCR-S8CA e seqiienciamento,

RESULTADOS GENOTIPAGENS
] i, 2&1' 31\ *'1*3. 51"‘ C)L( 7”'

RFLP  S8CA RFLP SSCA  RFLP"  SEQ SSCA® N GENOTIPO

UuU 161 uU
Concordantes UK UK - eim - — 74 UK
KK KK e . 09 KK
UK 819} uu uu uu e 03 Ut
Discordantes UK KK KK KK K o 01 KK
UK KK UK KK UK KK UK 01 UK

* RFLP com concentragiio do gel de poliacrilamida modificada.
® Seqiienciamentos do DNA.
¢ SSCA com iniciadores da RFLP,

184



A distribuicio dos gendtipos nlio difere estatisticamente da esperada pelo equlibno de

Hardy-Weinberg ( x’,= 0,0026:p >0

Tabela 6. Freqiéncias alélicas e genotipicas (%), referentes a variante K da
butirilcolinesterase, observadas em pacientes com Diabetes Mellitus do tipe 1

N %Wt EP
GENOTIPOS
1818 63 6117 £480
UK 35 3398 £ 467
KK 05 485+212
TOTAL 103
ALELOS
U 161 78.16 £ 2 88
K 45 2184 +288
TOTAL 206

a 3

Os resuitados dos 146 diabéiicos do tipo 2 sfo mostrados na tabela 7. A distribuicio
desses gendtipos ndo difere significativamente da esperada pelo equitibrio de Hardy-
Weinberg (3 o= 0,1755; p > 0,50).

Verificou-se que, no total de pacientes diabéticos (N = 249}, independentemente do
tipe de diabetes que apresentam, 2 distnibuigBo genotipicz tambdm esid em equlibnio de
Hardy-Weinberg ( o = 0,1495; p =~ 0,530}

Ao compararmos, por tesies ¥, as fregiéncias 2icheas ¢ genotipicas
encontradas em diabéticos do tpo 1, com as freqiiéncias enconfradas em diabéticos do tipo

2, observamos que as diferengas ndo sdo estatisticamente significativas. Esses resultados

sdo apresentados na tabela 8.
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Tabela 7. Frequénoas alébicas ¢ genotipieas (%), reforentes & vanante K da
butirilcolinesterase, observadas em pacientes com Diabetes Metitus do tipo 2.

N %+ EP.
GENOTIPOS
Uu 101 65183382
UK 40 27 40 + 3,69
KK 05 342 4 1.5
TOTAL 146
ALELOS
U 242 82 88 £ 220
K 50 17.12£220
TOTAL 292

5.3. DIABETES MELLITUS, VARIANTE K E ORIGEM ETNICA

Ao analisar a composicio éimica das amostras, verificou-se gue 71,84% dos
diabéticos do tipo 1 sfo ewro-brasileiros (N = 74) e 28 16% sfc afro-brasilerros (N =29).

Do total de 146 pacientes diabéticos do tipo 2, 138 foram classificados gunanto a
origem efmca e a distnbuicdo enconfrada foi a segnte: 63.87% de euro-brasilemos (N =
84}, 37.68% de afro-brasileiros (N = 52) e 1.45% de orientais (N =2},

A distribuigdo &tmica encontrada em diabétives do tipo 1 for comparada com a
encontrada em diabéticos do tipo 2. Nesta comparagio fowram excluidos os mdividnos
classificados como orientais (N = 2). Observa-se que as fregiéacias de afro-brasileiros
entre diabéticos do tipo 2 (3824%) e entre diabéticos do tipo 1 (28.16%) nio diferem
estatisticamente (13 ay =266.p>0,10)

A tabela 9 mostra a distnbuicio genotipica e as fregiéncias da vanante K, em

diabéticos do fipo 1 classificados por origem étnica. Ndo foram observadas diferencas



Tabela 8, Comparagiio das freqiiéneias alélicas ¢ genotipicas (%) em relagiio & variante K entre diabéticos do tipo 1 e do tipo 2.

GENOTIPOS (%)

xzczi) (p)

ALELOS (%)

u K Lo (p)

DIABETICOS N UU UK KK
Tipo 1 103 61,17 3398 4,85

Tipo 2 146 69,18 27,40 342

1,77 (> 0,40)

78,16 2184
1,74 (> 0,15)

82,38 17,12




Tabela 9, Distribuigio dos gendtipos e das freqiéneias alélicas em relagfio 4 variante K, am pacientes diabéticos do tipo 1,
classificados por origem émica,

GENOTIPOS (%) ALELOS (%)
ORIGEM ETNICA N UU UK KK *a (p) U K o (p)
Euro-brasileiros 74 64,86 2838 6,76 79,05 20,95
4,98 (>0,05 ) 0,25 (> 0,60 )
Afro-brasileiros 29 51,72 4828 0 75,86 24,14

4 4



estatisticamente significativas guande se comparou ¢ grepo de ewro-brasileros com o de
afro-brasilerros, tanto em relagio as freqiiocias alélica {,;ﬁ’g 3y = 8,25, p > 0,60) como
genotipicas (x° (y=498,p>005)

O dados referentes aos pacientes do tipo 2 sdo mostrados na tabela 10, Também
neste caso, ndo foram encontradas diferencas significativas ao se comparar o grupe de euro-
brasileiros com o grupe de afro-brasileiros, tanto quento 3s freqiéncias alélicas (¥ =
0.42; p>0,50) como genotipicas ( ;z:ziz; = 076;p>070}.

A tabela 11 mostra a distribuicio genotipica ¢ as fregiidncias da variante X em
pacientes euro-brasilewos, classificados por tipo de diabetes. Nio foram observadas
diferencas estatisticamente significativas quando se compararam os dois grupos, tanfo para

£

freqiéncias alélicas { 1"y = 0,31 ;p > 0,50 ) como para as fregiiacias genotipicas ( @

H

0,34 ;p>6,80).

A distribuic3o genotipica ¢ as freqiéncias da vananic K eom paciestes afro-
brasileiros, classificados por fipo de diabetes, sfo mostradas pa tabela 12. Nio foram
observadas diferengas ¢statisticamente significativas guando se compararam os dois

{3 } como para as fregiiéncias

5.4. FREQUENCIAS ALELICAS E GENOTIPICAS DA VARIANTE K EM

DIABETICOS E DOADORES DE SANGUE DE CURITIBA,

A tabela 13 mostra as freqiéncias alélicas e genotipicas em relacio & variante K em

diabéticos {tipos 1 € 2} e em doadores de sangue de Caritiba.
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Tabela 10, Distribui¢do dos gendtipos e das freqiiéncias alélicas em relagdo 4 variante K, em pacientes diabéticos do tipo 2,
classificados por origem étnica,

GENOTIPOS (%) ALELOS (%)
ORIGEM ETNICA N UU UK KK v () U K 2 (p)
Euro-brasileiros B4 67.86 27,38 4,76 B1,55 18,45
‘ 0,76 (= 0,70) 0,42 (> 0,50)
Afro-brasileiros 52 71,16 2692 1,92 84,62 15,38

iy



Tabela 11, Distribuigfio dos gendtipos e das freqliéneias alélicas em relagio 4 variante K, em pacientes euro-brasileiros, classificados
por tipo de diabetes,

GENOTIPOS (%) ALELOS (%)

DIABETES N UU UK KK o (p) U K Y (p)

Tipo 1 74 64,86 2838 6,76 79,08 20,95

0,34 (> 0,80 ) 0,31 (»0.350)
Tipo 2 84 67.86 27,38 4,76 81,55 18,43

P
.
L

8¥



Tabela 12. Distribuigiio dos gendtipos e freqiéneias alélicas em relagdo a vaviante K, em pacientes afro-brasileiros, classificados por
tipo de diabetes

GENOTIPOS (%)

o (p)

ALELOS (%)

DIABETES N uu UK KK
Tipo | 29 51,72 48,28 0
Tipo 2 52 71,16 2692 1,92

4,11 (> 0,10

U K ¥ (p)
75.86 24,14

1,89 (> 0,15)
84,62 15,38

6F



Tabela 13, Comparagio das freqiiéncias alélicas e genotipicas em relagao & variante K, em diabéticos dos tipos 1 e 2 ¢ em doadores de
sangue de Curitiba,

GENOTIPOS ALELOS
AMOSTRAS uu UK KK o () U K a(p)
103 doadores de sangue " 66.02%  31,07%  2,91% - B1,55%, 18,45%
N 68 32 03 168 38
0,83 (> 0,65 0,74 (= 0,35)
103 diabéticos do tipo 1 61,17%  33,98%  4,85% 78,16% 21,84%
N 63 33 05 161 45
236 (> 0,30) 2,35(>0,10)
944 doadores de sangue 68,01%  28,92%  3,07% 82.47% 17,53%
N 642 273 29 1557 331
0,18 (090 0,03 (=085
146 diabéticos do tipo 2 69,18%  27.40%  3,42% 82,88% 17,12%
N 101 40 05 242 50
2,80 (= 0,25) 1,31 (»0,25)
146 doadores de sangue:b 73,29%  26,03% 0,68% 86,30% 13,70%
N 107 38 01 252 40

submammtm de doadores de sangue, pareada com os DM do tipo 1, na prcapuu;;ica 111, por mg,mn étnica.
® sub-amostra de doadores de sangue, pareada com os DM do tipo 2, na proporgao 1:1, por origem étnica.

0<



Nzo foram observadas diferencas estatisbeamente sipmficativas  guando se
comparou o grupo de diabéticos do tipe 1 com o de doadores de sangue, tanto quanto as
R - ry- 3 z K < - S b L4 - 2
freqiiéncias alélicas ("4, =2.36 ; p > 0.30 ) como quanto as freqiiéncias genotipicas (Y )=

235:p>0.10).

Também nio foram observadas diferengas estatisticamente significativas quando se-

comparou o grupo de diabéiicos do tipo 2 com o de doadores de sangue, tanto quanfo as
- = g o 3 1 £ - £ EX R = ¢ o by [ 2

freqiiéncias alélicas (¢ oy= 0.03; p > 0.85 ) como quanto as freaiiéncias genotipicas (o) =

0,18 ;p>0,90).

Nio foram observadas diferengas estatisticamente wmigmificativas guando  se

comparou ¢ grupo de diabéticos do tipo 1 com a sub-amostra de doadores de sangue,
: : FT s g s - 1= )

pareada ¢om 08 pacienies por ongem Stmea, {anto guanio 3s Gegidooias aléhcas (o) =

0,74; p = 6,35} como quanto as freqifncias genotipicas '{f =083, p 0,65}

Da mesma forma, ndo foram observadas diferengas estatisticamente significativas
quando se comparou ¢ grupo de diabéticos do tipo 2 com a sub-amostra de doadores de
sangue, pareada com oS pacientes por origem éfmica, tanto guanto as freqiéncias aléhicas

. o s

(x"v=131; p>0,25) como guanto 2s freqiiéncias genotipicas (¥ 2,= 2.89; p > 0.25).

5.5. ATIVIDADE DA BUTIRILCOLINESTERASE

A tabela 14 mostra os resultados de andlises de varidncia das distnbuigfes de
atividades da BChE considerando-as nos geadtipos UU, UK ¢ KK, deniro dos tipos de
disbetes 1 ¢ 2. Essas andlises de vandncia mosiraram, em ambos 0s c¢asos, resultados

estatisticamente significatives.



Tabela 14, Atividades médias { & E.P, ) da butirileclinesterase (KU/L) em diabéticos dos tipos 1 e 2, classificados genotipicamente,
em relagdo 4 variante K,

DIABETES GENOTIPOS N MEDIA + EP. AV " F(p)
UU 63 5.42 w 16 3,06 - 8,48

Tipo | UK 35 4,74 40,17 2,36 - 6,80 749 (0,001 )
KK 05 3,80 + 0,37 248+ 4,71
uu 101 6,33+ 0,15 1,08 «10,05

Tipo 2 UK 40 5,66 + 0,20 197 - 8,15 3,31 (<004)
KK 05 5,78 4 0,29 4,94 - 6,44

* Amplitude de variagdo
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Na tabela 15 os genotipos da BChE foram agrupados em duas classes, de acordo
com a presenca ou auséncia da variante K| tanto em diabéticos do tipo 1 como do tipo 2. As
comparagdes das atividades médias da BChE mostraram que ¢ gendtipo usual possu
atividade média significativamente mais alta que as classes genotipicas que possuem a
varianie K, em cada um dos tipos de diabetes. Além disso. diabéticos do.tipo 2 possuem
atividades médias da BUhE superiores as encontradas ne tpe 1, tanto no que se refere a
atividade média total {tabela 15}, come em relagioc as comparagdes entre 03 mesmos
genotipos.

Os gendtipos usuais dos Gpos 1 ¢ 2 apresentam atividades médias da BChE de,

=

respectivamente 542 + 016 e 633 + 015 (t = 4.01; p =93 | 107}, enguanto os gendtipos

com a vanante K (UK + KK} apresentam atividades médias_ respectivamente, de 4,62 =

0,16 568+ 0,18 (1=433;p=4.2.167).

5.6. VARIANTE K E DEMAIS VARIAVEIS DESSE ESTUDO

5.6.1. Diabetes Metiitus de tipo 1

A tabela 16 mosira as comparactes de médias das quantificagdes bioguiinicas, dados

anfropoméiricos e idade de aparecimento da doenga, enfre o grupo de pacienies com
gendtipo usual e o grupo de pacientes com a mutaglo K (gendtipos UK ¢ KK

Na amostra de diabéticos do tipo 1, as comparacdes entre as médias, através do teste
{, ndicaram uma diferenca estatisticamente significativa, apenas para a vanidvel idade de
aparecimento da doe:dga {t=2.48; p <0,02). Enguanto no grupo usual a média é de 15,25 +
0.96 anos, no grupo com a variante K a média cai para 11,67 + 1,00 anos. Os dados das

distribuigtes da idade de aparecimenio da doecnga, nesses grupos, podem ser vistos
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Tabela 15, Atividades médias (£ E.P.) da butirilcolinesterase (KU/L) em diabéticos dos tipos 1 e 2, classificados pela presenga ou ndo

da variante K,

DIABETES ~ GENOTIPO N MEDIA % E.P. AV t(p)’
uu 63 54240,16 3,06~ 848 |
POt 343 (< 9.10%)
UK + KK 40 4,62 £0,16 2,36~ 6,80
TOTAL 103 5,1240,12 2,36~ 8,48
uu 101 6,33 +0,15 1,08 - 10,05
TIPO 2 2,58 (<0,02)
UK + KK 43 5,68 £0,18 1,97~ 8,18
TOTAL 146 6,13 40,12 1,08 - 10,08

a. Amplitude de variagdo.

b. Comparagdo entre atividades médias totais dos tipos 1 ¢ 2 (t = 5,82, p < 10™).
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Tabela 16, Médias (+ E.P.) e amplitudes de variagdo (A.V.) das varidveis bioquimicas, antropométricas e idade de aparecimento da
doenga em diabéticos do tipo 1, classificados pela presenga ou néio da variante K.

GENOTIPO USUAL

GENOTIPOS UK+ KK

VARIAVEIS * MEDIA  E.P. AV,

Bioquimicas
Colesterol Total (mg/dL) 189,56 + 5,84 115,00 - 340,00
Triglicerideos (mg/dL) 100,89 + 9,57 27,00 - 384,00
HDL-C (mg/dL) 49,17 # 1,50 28,00 - 87,00
Glicose (mg/dL) 215,13 % 14,21 43,00 ~ 473,00
Apo B (mg/dL.) 91,30 & 3,57 41,00 - 171,00
HbA ¢ (%) 10,06 4 0,30 3,70 - 16,50
Insulina (LUI/mL) 28,65 + 5,40 3,80 - 300,00
Glicerol (mg/dL) 0,47+ 0,04 0,03 - 1,49
AST (U/L) 19,00 £ 1,56 12,00 ~ 94,00
ALT (U/L) 19,11+ 2,90 7,00 ~ 159,00

Antropométricas
Peso (Kg) 62,00 + 1,33 40,10 - 82,00
Altura (m) 1,63 40,01 1,48 - 1,83
IMC (Kg/m*) 22,99 :+0,45 15,86 - 32,89
RCQ 0,82 +0,01 0,67 - 0,97

Idade de aparecimento da

doenca (anos) 15,25 4+ 0,96 1,00 - 34,00

N

62
62
63
62
63
63
61
57
53
53
63
62
60
59

61

MEDIA + E. P, AV,
182,05 47,32 100,00-330,00
86,95+ 7,68  32,00-308,00
51,43 + 2,03 24,00-83,00
2245542043 51,00-496,00
86,73 £3,92  42,00-137,00
9,72 + 0,39 5.40-17,90
28,10 4 581 1.20-160,30
0,41 £ 0,05 0,08 - 0,99
22,13+£294 10,00 - 131,00
20,53 43,76 6,00 - 159,00
62,67 + 1,62 43,60-93,00
1,63 40,01 1,49-1,85
23,51 + 0,49 18,43.33,75
0,82 + 0,01 0,66-0,99

11,67 £1,00

N

40
40
40
38
40
40
39
34
40
40

40
39
39
40

0,00-24,00 39

t(p)

0,803 (= 0,424)
0,606 (= 0,546)"
0,909 (== 0,365)
0,390 (= 0,698)
0,837 (= 0,404)
0,698 (= 0,487)
0,624 (=0,534)°
0,908 (= 0,367)
1,169 (= 0,245)"
0,336 (= 0,738)"

0,314 (= 0,754)
0,179 (= 0,858)
0,762 (= 0,448)
0,607 (= 0,546)

2,478 (= 0,015)

" IMC (indice de massa corporal); RCQ (razdo entre a medida da cintura e a do quadril); AST (aspartato-aminotransferase); ALT
(alanina-aminotransferase); " teste 7 realizado com valores de In da varidvel, * estatisticamente significativo.
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na tabela 17 e no grafico 1. Observamos também que 43 6% (N = 17), dos que possuem a
variante K, manifestaram a doencga até os 10 anos de idade. Essa proporgio cai para 26,2%
(N = 16) no grupo de diabéticos do tipo | com gendtipo usual.

A freqiéncia do alelo K (3061% + 466%; N = 49) nos diabéticos com
aparecimento da doenca antes dos 13 anos (mediana) é significativamente mais alta (Xz(y) =
9.45; p = 0,002) do que nagueles com idade de aparecimento da doenga maior ou igual a 13
anos (12,75% + 3,30%; N = 51). Esses dois grupos foram comparados também, em relagdo
a distribuicfio das freqiéncias genotipicas ¢ a diferenca foi estatisticamente significativa
( f{z, =997; p = 0,004). Esses resultados sdo mostrados na tabela 18. A fregiiéncia do alelo
K no grupo de pacientes com idade de aparecimento da doenca < 13 anos também &
significativamente mats alta { ;;3{ 1= 10,72; p = 0,001} que a observada na amostra controle
(N = 944). Esses dois grupos foram comparados também, em relagio 3 distrbuigfio das
freqiiéncias genotipicas e a diferenga foi estatisticamente significativa (3 ) = 10,72; p =
0,006).

O valor de OR (odds ratio) é de 2,40 (1,35 a 428, com mtervalo de confianga de
95%). Assun, o risco de desenvolvimento do diabetes mellitus do tipo 1 antes dos 13 anos
de idade € cerca de 2,4 vezes maior para os portadores da variante K (gendtipos UK ou KK)
do que para os homozigotos usuais (UU}

O coeficiente de correlagdo entre a idade de aparecimento da doenga e o gendtipo,
considerado em trés classes, em relagfio a vanante K € de -0.28 (p = 0,005). Quando
consideraram-se duas classes (UU e UK+KK), os resultados foram: r = -0.24; p = 0,015.
Com o eobjetivo de mvestigar melhor a relagio entre a idade de aparecimento da doenga e a

variante K, foi feita uma andlise de regressio multipla escalonada, considerando-se a idade
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Tabela 17, Idade de aparecimento do diabetes mellitus do tipo 1.

INTERVALO GENOTIPO USUAL GENOTIPOS UK + KK
DEIDADE .

(anos) N % % ACUMULADA N % % ACUMULADA

0as 4 6,5 6,5 5 12,8 12,8
>05 a 10 12 19,7 26,2 12 308 43,6
>10 a 13 23 37,7 63,9 13 33,3 76,9
>15 a 20 7 11,5 75,4 2 5,1 82,0
>20 a 25 8 13,1 88,5 7 18,0 100,0
>25 a 30 5 8,2 96,7 . - -
>30 a 35 2 33 100,0 : - .
" Total 61 100,0 39 1000

LS



Freqiiéncia (%)

58

Grifico 1. Distribuigdes das freqiéncias da idade de aparecimento da doenga em
diabéticos do tipo 1, classificados pela presenga ou ndo da variante K.

BUSUAL BUK + KK

0as >5al0 >10al5 >15a20 >20a25

Intervalos de idade (anos)




Tabela 18, Distribuigio dos genotipos e das freqliéncias alélicas em relaglio 4 variante K, em pacientes diabéticos do tipo 1,

classificados pela idade de aparecimento da doenga.

GENOTIPOS (%)

ALELOS (%)

IDADE DE
APARECIMETO DA DOENCA N UU UK KK Car(p) U K (p)
<13 ANOS 49 4694 4490 8,16 6939 30,61
9,97 ( =0,004) 9,45 (=0,002)
>13 ANOS 51 7451 2549 0 87,25 12,75
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de aparecimento da doenca como a vanidvel dependente. As vandveis independentes usadas
no modelo foram as seguintes: sexo, origem étnica, fendtipo do loco CHE2 e genotipo
relativo & vanante K (UU, UK e KK). Os resultados sdo apresentados na tabela 19. Nio
foram significativas as correlagdes entre idade de aparecimento do diabetes tipo 1 com as
variaveis: sexo (r = -0,05; p = 0,649), origem émica (r = §,15; p = 0,149) e fendtipos do
loco CHEZ2 (r=-007.p=0511).

A média dos valores de pressao arterial diastohica observada no grupo usual (N = 63)
foi de 72,94 + 1,15 mmHg e de 74,59 + 1,75 no grupo variante (UK+KKX: N =37). Em
relagdo a pressdo sistdlica a média no grupo usual foi de 116,41 £ 172 e de 120,27 £ 2,47
no grupo varante. Como os valores das pressOes arteriais sistolica e diastélica nfo
apresentaram distribuicdo normal, mesmo apds o ajuste com a conversdo por In (logaritmo
nepeniano}, as médias ndo puderam ser comparadas pelo teste £ Assim, a comparagio entre
o grupo usual € 0 grupo variante deu-se através de teste ¥°, a partir da classificagdo dos

individuos em hipertensos no momento da coleta (valores > 140/90 mmHg) ou

normotensos. A freqi€ncta de hipertensos no grupo usual (12,70% + 4,19%) ndo diferiu
estatisticamente daquela observada no grupe vanante (16,22% + 6,06%; ;:f{;} =024, p>
0.60).

Todas as variaveis mostradas na tabela 16 foram comparadas, também, em relagio a
variancia entre o grupo de pacientes com genotipo usual € o grupo de pacientes com a
mutacio K (gendtipos UK e KK). Somente a varidvel AST (in) apresentou diferenga
estatisticamente significativa (F = 1,79; p = 0.049; vanidncia maior o grupo com a mutagio
K). A partir da observag@o do grafico 2, foram identificados e excluidos valores muito

extremos ¢ pouco representados (> 4.4). Mesmo ap6s este procedunento, a varifucia para
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Tabela 19. Resultados da regressdo multipla escalonada, na qual a idade de aparecimento do diabetes mellitus do tipo 1 (N = 100) foi a

varidvel dependente.

Y+DP =1385+724

atEP =17,00%2,13

VARIAVEIS INDEPENDENTES *

Genotipo em relago a variante K
Origem étnica

FONTE DE VARIACAO

Regresséo

Residuo

Total

X+DP, b+EP. t P
143 + 0,57 ~3.55+1,.22 2,91 0,0044
1,34 + 0,59 1,82+ 1,18 1,54 0,1261
ANALISE DE VARIANCIA
G.L. SOMA DOS QUADRADOS F o
T 519,38 5,40 0,10
97 466755 p=0,006
99 5186,93

 As demais variaveis independentes:

loco CHEZ e sexo ndo mostraram correlagdo suficiente para entrar no modelo.
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Grafice 2. Distribuigdo dos valores de aspartato-aminotransferase, em diabéticos do tipo 1,
classificados pela presenga ou nfo da varuante K.

—
K + KK SO D DD 00 000 DO T 4
4
-
U oGO OaGOTTITIOD o -
2.0 24 2.8 32 3.6 1.0 4.4 4.8 5,2

Aspartato-aminotransterase (Ind

62



63

AST (In} manteve diferenga significativa (F = 1.85; p = 0.041) entre 0 grupo usual (0,054) ¢
o grupo com a variante K (0,1).

O grafico 3 mostra a distribnicio de freqiéncias dos valores de aspartato-
aminotransferase (In), em diabéticos do tipo 1, classificados em dois grupos: pacientes com

genotipoe usual e pacientes com a mutagfio K {gendtipos UK e KK,

5.6.2. Diabetes Mellitus do tipo 2

Na amostra de diabéticos do fipo 2 {tabela 20), as comparacBes cntre as médias,
através do teste t, mndicaram wma diferenga estatisticamente significativa apenas para a
variavel RCQ (t = 229 p = (,023). Enguanto no grupo usual a média € de 0,93 £ 0,01, no
grupo com a variante K a média aumenta para 0,97 + 0.01. O grafico 4 mostra as
distribuigdes de freqiéncias dos valores de RCQ nos dois grupos.

A razdo cintura-quadni estd positivamente correlacionada com o IMC (tabela 21),
com os niveis de glicose e de tnglicerideos e com a variante K, tanto para as trés classes
genotipicas (UU, UK e KX} como para as categorias formadas pelo critério presenca ou
ndo da mutagdo K (UU e UK+KK). As demats vandvess analisadas e que ndo apresentaram
correlagdo sigmficativa com RCQ foram as seguintes: sexo, idade, ongem émica, pressio
arterial diastolica, pressdo arterial sistélica, colesterol total, HDL-C, AST, ALT, insulina,
apo B, HbA¢, atividade da butirilcolinesterase, glicerol e fendtipos do loco CHEZ.

A tabela 22 apresenta os resultados de um modelo de regressio miliipla escalonada
onde a varidvel dependente (RCQ) ¢ testada em relagio as varidveis citadas anteriormente ¢
que apresentaramn coeficientes de correlacdo significatives ou muito préximos da

significdncia: IMC, niveis de glicose e de triglicerideos, presenga ou ndo da variante K e
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Grafico 3. Distribuigdes de frequéncias dos valores de aspartato-aminotransferase (em In), em

diabéticos do tipo 1, classificados pela presenga ou nao da variante K.
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Tabela 20. Médias (+ E.P.) e amplitudes de variagdo (A.V.) das varidveis bioquimicas, antropométricas e idade de aparecimento da
doenga em diabéticos do tipo 2, classificados pela presen¢a ou ndio da variante K.

GENOTIPO USUAL GENOTIPOS UK+ KK
VARIAVEIS * MEDIA + E P, AV, N MEDIA + E. P. AV. N
Bioquimicas
Colesterol Total (mg/dL) 224,96 £ 5,39 121,00-477,00 100 216,84 +685 123,00-320,00 45
Triglicerideos (mg/dL) 173,85 + 13,16 53,00-867,00 100 192,40 £ 22,69 41,00-957,00 45
HDL-C (mg/dL) 44,79 + 1,27 24,00-96,00 97 44,73 £ 1,62 27,00-77,00 45
Glicose (mg/dL) 173,84 £ 6,27 84,00-405,00 101 195,51 + 12,20 57,00-442,00 45
Apo B (mg/dL) 115,96 + 2,96 61,00-212,00 101 111,98 + 4,53 69,00-202,00 45
HbA¢ (%) 8,53 +0,21 5,40-15,60 100 8,82 £0,29 5,90-14,20 45
Insulina (pUL/mL) 20,83 2,73 3,40-227,80 99 19,21 £ 1,49 6,00-52,20 44
Glicerol (mg/dL) 0,49 + 0,03 0,07-1,44 95 0,47 + 0,04 0,03-1,09 43
AST (U/L) 21,14 £ 1,08 8,00 - 85,00 101 23,26+255  8,00-107,00 43
ALT (U/L) 21,56 + 1,28 7,00 - 96,00 101 2695+421  8,00-177,00 43
Antropométricas
Peso (Kg) 77,30 % 1,57 39,30-122,40 101 77,34 + 1,66 58,70-108,00 45
Altura (m) 1,61 +0,01 1,42-1,80 101 1,59 £ 0,02 1,30-1,82 45
IMC (Kg/m?) 30,13 £ 0,58 19,49-44,89 98 30,64 + 0,59 24,43-42,28 44
RCQ 0,93 +0,01 0,48-1,22 96 0,97 + 0,01 0,71-1,17 43
Idade de aparecimento da
45,85+ 1,07 16,50-67,00 95 46,87 + 1,78 24,00-73,00 43

doenga (anos)

t (p)

0,876 (= 0,382)
0,666 (= 0,507)"
0,028 (= 0,978)
1,403 (= 0,163)"
0,742 (= 0,459)
0,799 (= 0,426)
0,710 (= 0,479)
0,482 (= 0,630)
0,426 (=0 671)"
1,192 (= 0,235)"

0,016 (= 0,987)
0,688 (= 0,492)
0,540 (= 0,590)
2,293 (= 0,023)"

0,514(= 0,608)

* IMC (indice de massa corporal); RCQ (razéo entre a medida da cintura e a do quadril), AST (aspartato-aminotransterase); ALT (alanina-

ammotmaanemqe),

teste ¢ realizado com valores de In da varidvel, * estatisticamente significativo.
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Tabela 21. Coeficientes de comrelaciio entre RCQ e varidveis, que apresentaram resultados
estatisticamente significatrvos, em diabéticos do tipo 2.

VARIAVEL" N 3 p
Indice de massa corporal (IMC) 139 0,23 0,006
Glicose 139 4,20 0,020
Triglicerideos 138 0.25 0.003
Variante K
UU, UK e KK 139 0,18 0,034
UU e UK+KK 139 0,19 0,023

* As variaveis glicose e triplicerideos foram calculadas em logaritmo neperiano.



Grafico 4. Distribuigbes de freqiiéncias dos valores de RCQ, em diabéticos do tipo 2.
classificados pela presenca ou nao da variante K.
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Tabela 22. Resultado da regressiio maltipla escalonada, na qual considerou-se a RCQ como a varidvel dependente, em diabéticos do
tipo 2 (N = 138).

Y £ DP.= 0,94 £ 0,09 a+ EP. =070 % 0,07
VARIAVEIS INDEPENDENTES * X+ DP. b+ E.P, t P
Triglicerideos® 512 + 0,37 0,030961 + 0,01 2,56 0,012
Sexo 1,67+ 047 -0,049097 £ 0,015 3,23 0,002
MC 30,24 + 531 0,003818 + 0,001 2,73 0,007
Presenca da variante K (UU ¢ UK+KK) 1,31 + 0,40 0,037204 + 0,015 2,48 0,014

ANALISE DE VARIANCIA

FONTE DE VARIA(:AO G.L, SOMA DOS QUADRADOS F -
Regressdo O 0,20

7,62 0,19
Residuo 133 0,88

p=0,000015

Total V 137 1,08

" A varigvel glicose (em In), incluida inicialmente como independente, néo foi significativa e por isso retirada do presente modelo,
® Varidvel em logaritmo neperiano.
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sexo {r = -0,17; p = 0,051; N = 139). A analise de regressdo mitipla escalonada mostrou
que a RCQ, em média, avmenta com o nivel de tnighcerideos, sendo maior em pessoas com
mator IMC, em homens e em pessoas com a vanante K.

A média dos valores de pressio arterial diastohica observada no grupo usual (N = 98)
fot de 87.28 + 1,06 munlg ¢ de 88,22 + 1,67 uo grupo varante (UK+KK; N = 45). Em
relagdo a pressdo sistolica a média no grupo vsual for de 141,17 £ 1,73 e de 141,33 £ 2,63
no grupo varante. Como os valores das pressdes arteriais sistdlica ¢ diastdlica ndo
apresentaram distribuicio normal, mesmo apds o ajuste com a conversdo por I (logaritmo
neperianc}, as médias ndo puderam ser comparadas pelo teste ¢. Assun, a comparagio entre
o grupo usual € 0 grupo variante deu-se através de teste ¥ a partir da classificagdo dos
mdividuos em lupertensos no momento da coleta (valores > 140/90 mmHg) ou
normotensos. A fregiéocia de hupertensos no grupo usual (67 35% + 4,74%;) ndo diferiu
estatisticamente daquela observada no grupo variante (71,11% + 6,75%; x°a, = 0,20; p >
0,60}.

Todas as vaniaveis maostradas na tabela 20 foram comparadas, também, em relagho a
variancia enilre 0 grupo de pacientes com gendhipo usual e @ grupo de pacientes com a
mutagdo K (gendtipos UK e KK} Quatro vanavers apresentaram diferengas
estatisticamente significativas: peso (F = 2,01; p = 0,01; varincia no grupo usuat = 250,37,
variancia po grupo com a mutagdo K = 124 26), IMC {F = 2_15; p = 0,006, varidncia no
grupo usual = 33,15, vanancia no grupo com a mutacio K = 1543 ASTemIn {(F=1.73;p
= 0,028; variincia no grupo usual = 0,1455; vanidncia = 0.2512 no grupo com a mutacio K)
e ALT em In {F = 1,75 p = 0,025; vanancia no grupo usual = 0205 vanéncia ne grapo

com a mutacio K = 0,358). Posteriormente, a partir da coservacio dos graficos 5,6,7 e 8,
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Grifico 5. Distribuigdo dos valores de peso (Kg), em diabéticos do tipo 2, classificados pela
presenca ou nio da varante K.
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Grafice 6. Distribuigdo dos valores de indice de massa corporal (IMC), em diabéticos do
tipo 2, classificados pela presenca ou ndo da variante K.
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Grifico 7. Distribuigio dos valores de aspartato-aminotransferase (In), em diabéticos do

tipo 2, classificados pela presencga ou ndo da variante K.
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Grafico 8. Distribuiciio dos valores de alanina-aminotransferase {In), em diabéticos do tipo 2,
classificados pela presenca ou nio da variante K.
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procurou-se identificar valores muito extremos e pouco representados, respectivamente, para
peso, IMC, AST e ALT. Para peso e IMC ndo foi necesséario exclur qualquer caso. Entretanto,
foram excluidos os valores matores que 80 U/L para AST (N = 2} e os valores maiores que 170
U/L para ALT (N = 1). As comparagdes entre as variancias foram entdo recalculadas e, para estas
duas varidveis, ndo mostraram diferencas estatisticamente significativas: AST em In (F = 1,50; p
>0,10)e ALT em in (F=1,25; p > 0,30).

Os graficos 09 e 10 mostram as distribuictes de freqiiéncias dos valores de pese ¢ IMC,
respectivaments, em diabéticos do tipo 2, divididos em dois grupos: pacientes com gendtipo

usual e pacientes com a mutagio K (gendtipos UK e KK}

5.7. VARIANTE K E FATORES DE RISCO PARA SINDROME METABOLICA EM
DIABETICOS DO TIPO 2
5.7.1. Fregiiéncias e fatores de risco

Do total de 146 pacientes diabéticos do tipo 2, 133 possuem mformagbes completas em
relagdo &s seguintes varaveis: IMC, RCQ, PAS, PAD, TG, HDL-C e sexo, que permitein
diagnosticar a Sindrome Metabolica (SM), na presenca dos seguintes fatores de risco: obesidade
(IMC ¢ RCQ), hipertensiio (PAS e PAD) e dishmdemia (TG ¢ HDL-C). Observamos que, destes
133 pacientes, 63,16% (N = 84) apresentam além do préprio diabetes mellitus, pelo menos mais
dois fatores de risco entre os trés citados acima, podendo ser classificados como portadores da
SM de acordo com os crtérios da Organizagio Mumdiai de Saidde {(WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 1999). Dos restantes, 6,01% (N = 8) nio apresentaram nenhum dos 3 fatores
de risco investigados neste estudo ¢ ndo apresentam a SM. Por outro lado, 30,83 % (N =41) dos

pacientes apresentaram apenas 1 enfre os 3 fatores de nisco citados. Alguns desses pacientes
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Grifico 9. Distribuigdes de freqiiéncias de peso (Kg) em diabéticos do tipo 2, classificados
pela presenca ou ndo da varnante K.
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Grifico 10. Distribuigdes de freqgiiéncias dos valores de indice de massa corporal (IMC),
em diabéticos do tipo 2, classificados pela presenc¢a ou ndo da variante K.
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podem apresentar SM, uma vez que ndo dispomos de mformagdes de albumindria, considerada
pela OMS como outro fator de risco para a SM.

A tabela 23 resume estas fregiiéncias nos grupos, conforme a auséncia ou a presenga de 1,
2 ou 3 fatores de nisco, tanto em pacientes usuais (N = 90} como em pacientes com a mutagdo K
(N =38, gendtipo UK ¢ N =5, gendtipo KK).

O grafico 11 mostra as freqi€ncias do grupo com 0 ou 1 fatores de risco para SM e do
grupo com 2 ou 3 fatores de risco, nos 3 genotipos relativos a mutagio Ko

A vpartir da distnbuigio observada na tabela 23, foram procedidas as seguintes

~ " X 2
comparagdes através de testes ¥~ ¢

Tabela 23. Distribuicdo das fregii€ncias de pacientes diabéticos do tipo 2, estudados quanto ao
ntmero de fatores de risco para Sindrome Metabdlica e quanto aos gendtipos relativos a mutacgio

GENQTIPOS
AMOSTRA
TOTAL 918 UK KK

FATORES

DE RISCO N % N % N Ya N %
Ausentes 8 6,01 6 6.67 2 3,26 G 0
1 41 30,83 32 3556 9 2368 0 0
2 57 42 86 35 38.89 i8 4737 4 80,00
3 27 20,30 i7 18,89 9 2368 i 20,00

Total 133 i60 90 160 38 100 5 100
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Grifico 11. Distribuigdes das freqii€ncias dos gendtipos em relagdo a varniante K, nos
grupos: 0 ou 1, e 2 ou 3 fatores de risco para Sindrome Metabolica (SM).

| B2 0U 3 FATORES DE |
| RISCOPARASM |
| '@0oul FATOR DE
- | RISCO PARA SM

i)




a) Commparacio entre o grupo sem SM (0 ou 1 fator de risco) e 0 grupo com SM (2 ou 3
fatores de risco), considerando-se as 3 classes genotipicas: ' = 5,054 ; p =0,08; N=
133.

b) Comparagiio entre os grupos sem SM (0 ou 1 fator de risco) € 0 grupo com SM (2 ou 3
fatores de risco ), considerando-se duas classes genotipicas {UU e UK+KK): Xn=3.46;
p=0,06, N=133.

Os coeficientes de correlagiio, considerando-se as mesmas comparages dos itens a € b
anteriores, foram, respecttvamente, os segummntes:

a) SM (sem e com) e gendtipo em relagdo a mutagdo K (UU, UK e KK} 7= 0,19; p =
0,030, N =133,

b) SM (sem e com) ¢ gendtipo em relagdo a mutagdo K (UL, UK+KK): 1 = 0,16; p = 0,064,
N=133.

A fregiiéncia do alelo BCHE*5397 (sutagdo K) no grupo sem SM (0 ou 1 fatores de
risco) foi de 11,22% + 3,19% e de 22,02% + 3,20% no grupo com SM (2 ou 3 fatores de

risco). A diferenga é estatisticamente significativa ("¢, = 4,88; p = 0,0272).

5.7.2. Atividade da BChE

A atividade média (= EP.) da butirilcolinesterase nos 133 pacientes investigados em

relacdo aos fatores de risco para SM foi de 6,15 + 0,13 KU/L.
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Nio foram encontradas diferencas estatisticamente significativas ao compararmos as
atividades médias observadas nos grupos sem SM e com SM, seja no total da amostra, como na
classe com gendtipo usual e na classe com 2 mutagio K. A tabela 24 mostra esses resultados.

Num grupo composto exclusivamente de heterozigotos (UK), as médias de atividade nos
mdividuos com 0 ou 1 fatores de risco foi de 5,47 + 0,33 KU/L (N=11) e de 5,78 + 0,26 KU/L
(N = 27) nos mdividuos com 2 ou 3 fatores de risco. A diferenga nfio € estatisticamente

significativa (t = 0,65;p =0,52).

Tabela 24. Comparagdes entre as atividades médias da butinlcolinesterase observadas no grupo
com 0 ou 1 fator de risco para Sindrome Metabdlica (SM) e no grapo com 2 ou 3 fatores de risco
para SM, classificados em relacio 3 presenca ou ndo da mutacio K.

FATORES DE RISCO

Ooul 2oul
AMOSTRA MEDIA+EP. N  MEDIA+EP. N t p
uu 6,01 £020 38 6,62+023 52 1.94 0,056
(N =90)
UK+KK 5AT+033 11 578022 32 0.70 0.486
(N=43)
TOTAL 5890+017 49 630+017 84 1.58 0,116

(N =133)
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6. DISCUSSAQ

6.1. METODOLOGIA

No presente trabaltho, a técmica de RFLP com a estratégia de PCR-PIRA, desenvolvida
por SHIBUTA e cols. (1924}, foi empregada como metodologia principal na detecgio da mutagdo
K (BCHE*339T7). Além disso, para obter mais seguranga nos resultados, aplicou-se também a
técnica de SSCA nas amostras classificadas como nfo usuais por RFLP.

Em trabalho anterior (SOUZA, 2001), desenvolvido no Laboratério de Polimorfismos e
Ligag3o da UFPR, observou-se discrepéncia entre almms dos resultados obtidos pelas duas
técnicas. No presente estudo esta discrepdneia também foi observada, mas ndo mpedin uma
genotipagesn bastante segura das amostyas, pols a discrepdncia pode ser solucionada pela
repetigdo de alguns ensaios e da utilizagio de algumas estratépmas discutidas a seguair.

De um total de 249 amostras de DNA investizadas por RFLP, com o uso da técnica de
PCR-PIRA {itabela 5), 161 mostraram chivagem total dos fragmentos amphificados {106 pb). A
acfo da enzima FnudHI evidenciou nestas amostras a presenga do sitio de restrigio formado a

partir da seqiiéncia do alelo usual e tais individuos puderam ser genotipados como homozigotos
usuats. Considerando-se que a enzima de restricdo fiu capaz de cortar o DNA dos doss
cromossomas de cada wn desses mdividuos, 830 se feve duwvida guanio ao resulfado dessas
genotpagens.

As 88 amostras restantes mostraram clivagem apenas parcial dos fragmentos amplificados
{supostas heterozigotas) ou nfio apresenfaram qualquer clivagem (supostas homozigoetas quanto 3

mutagdo K - BOHE#397'HBCHE®S39TY e foram submetidas, entdo, a uma SSCA, com

miciadores diferentes daqueles usados na RFLP. O gran de concordincia entre as técnicas de
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RFLP e SSCA para essas 88 amostras foi de 94% (concordantes = 83) nesse primero teste. As 5
amostras com genotipagens discrepantes tiveram seus ensaios repetidos para ambas as téenicas e
os rtesultados obfidos elevaram ¢ graw de concordincin pasra aproxamadamente 99%. Os
sultados das repeticdes para essas 3 amaostras sde apresentados ¢ avahiados a seguir

A) Trés amostras classificadas mcialmente como heterozgotas por RFLP mostraram-se
como UU em duas repeticdes pela mesma técnica. Supfe-s2 gue os resuliados do primeiro ensaio
{falsos heterozigotos) possam ser afrtbuidos, mais provavelmente, a um problema de agdo
ipcompleta da enzima Fred HI naguele momento.

B} Uma amostra classificada micialmente como heterozigota por RFLP mostrou-se como

KK em duas repeticles wio do primeiro ensaio possa

ser devido a erro de procedunento no lalkgatdona.
C) Umia amwostra, codificada com o nimero 227, de uma paciente com diabetes mellitus do

tipo 2, manteve a discrepancia (UK por RFLP e KK po

s as repeticdes. Foi,
entfio, nvestigada por meio de ouniras abordagens.
Essa amostra foi submetida 2 uma PCR-RFLP com concentrag3o do gel de poliacrilamida

{10%} mator que a utlizada até entdo (¥%)

aphicada pmtamente com amostras controle. Tal

procedimento buscava sdentificar wma possivel diferenca no frapmento de 85pb, supostamente

resultante da clivagem pela enzuna de restrigdo ¢ que paGesse ser devido a wma oalra malagdo

e

em um dos cromossomos ou a um produte espuno dz amphificagdo € gue nfo se evidenciou pela

SS8CA. O resultado, entretanto, mostrou bandas em p encontradas nas

amostras controle (UK).

de DNA dessa amostra onde

Em seguida, decidin-se pelo seqienciamento dos

foram utilizados os mesmos miciadores da SSCA (P45 e P43} A lettura dessa segiéneia mostrou
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unicamente a presenca da mutacdo K em todos os fragmentos amplificados, o que manteve
mexplicada a presenca de produtos de clivagem na téenica de RFLP, resuiltantes da presenca do
alelo usual.

No segundo segiienciamento, amplificou-se uma regido wm pouco maior (Figura 5). Para
tanto foram utilizados os miciadores N4S ¢ P43, A hipétese kevantada foi que exastisse uma
mutacdo na regidio de pareamento do P45 ¢ gue ndo estivesse ocorrendo a amplhificagdo dos
segmentos de DNA onde a RFLP indicou a presenga da segiiéncia usual. Assim um niciador, a
montante de P45, talvez pudesse fazer essa amplificacfo. A leitura dossa seqliéncia, enfretanto,
fot semelhante 2 obtida no prunewro seqiienciamentc ¢ a genotipagem da amostra permaneceu
LH\’SQ asa

Com base nos segiienciamentos e analisando-se 3 figura 5, excluiv-se a possibilidade de
mutagdio nas regides correspondentes aos iniciadores N45, APS5. P45 e K13, enquanio
permanecen a possibiidade de mmtaciio na regiio comrespondente a2 P43, que impedisse o
anelamento e, conseqgiientemente, a amplificago do cromessomo gue portasse o alelo usual.

Com esse raciocinio, plancjou-se a amplificacio pelos miciadores APS ¢ K13, seguida de

SSCA. O resnitado desse teste revelon o gendtipo UK, confirmando a primeira genotipagem por

Nossa hipoiese ¢ que 2 amwsira 227 apresenfa wna muiacdo nova gue atinge a regido de
& £
anelamento do iniciador P43. Esse miciador é composte de 21 nucleotidess e liga-se a uma
- ~ . - oyt - Al .
regiio nfo codificadora do exon 4 {nt 1738 ao nt 1758}, miciando-se no 13" nucleotideo apds o
codigo de terminagdo.
A repifio de anelamento do miciador situa-se antes de dois sitios de poliadenilacio (CA) e
Y i ¥ . :

de dois sinais de poliademiacio (AATAAA ¢ ATTAAA). conforme ARPAGAUS e cois. (1990).



Um dado mmportante a respeito da amostra 227 € a atividade da BChE (1,97 KU/L), que
representa a atividade minima dos vanantes UK+KK dos diabéticos do tipo 1 e 2. Na amostra
conjunia de todos os drabénicos (N = 2493 apenas um outro mdividuo apresentou atividade mais
baixa (1,08 KU/L). Na tabela 15 pode-se observar que a atividade média dos UK+KK de

diabéticos do tipo 2 € de 5,68 + .18 KU/L, vanande de 1,97 a 8,15 KU/L. Com base nesses

.,,\

dados, pode-se mferir gue essa suposta nova mutacio condiciona uma enzima silenciosa, on seja,
com aftividade inferior a 10% da atividade da enzima usaal. Neste confexto, € interessante citar o

trabalho de MURATANI e cols. (1991}, que descreveram um caso de auséneia de atividade da

BChE em um paciente diabético do tipo 2, devida a uma msergfio Alu (342 pb), em homozigoze,

ocalizada no exon 2 do gene BUHE {iab
MIKAMI {(comunc. pessoal, 2004} ao dividir uma amostra de doadores de sangue de

Curittba em &és grupos de atividade da BChE: baa (£ Ulymeédia(44e=49KUL)e

CEEEID -

f il
e
)
Frd
o
o
)
éﬂ
5
&
]
=
g:

alta (&= 53 KU/A) verficou a proporgio

b
rﬂ

sspechvamente,
thustrando numericamente a associacio enfre vanantes nfo usuais e a ahividade baxa.

A elucidacio do tipo de mwtacio

36 sera possivel apds novo
seqiienciamento com tmictadores a jusante de P43 Caso se frate de wma delegdo grande, podera
até melur a parte codificadora. No mucleoiideo 1914 (regido nio codificadora) ja fo1 descrita uma

varianie pohimorfica (BARTELS e cois.,

6.2. FREQUENCIAS ALELICAS E GENOTIPICAS

A mmtacdo K ndo ¢ identficada seguramente por métodos de mibigio enzimética,

previamente utilizados na investigagio das variantes genéticas ndo usnais da butinilcolinesterase.



Figura 5. Diagrama compreendendo o miron 3, exon 4 ¢ parte da regido a jusante, com
mndicagdo dos miciadores usados nas amplificagdes ¢ respectivos produtos.
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Por 1sso, apesar de ter sido descrita pela primeira vez em 1978 (RUBINSTEIN e cols., 1978),
existemn apenas alguns estudos sobre sus freqiiéneia em diferentes populagSes mundiais, por
métodos moleculares de andhise do DNAL

Observa-se que esta mutacdo & amplamente distribuida em diferentes grupos éinicos e
certamente ¢ a mufacac ndo usual mais feqliente entre as defectadas em regido codificadora

desse gene. A feqifnca aléhea tem se siuade, aproxmadamente, entre 12% ¢ 20% em

populagdes ndo soladas {cf. SOUZA e cols., 1998) ¢ foi relatada como igual 8 3.76% £ 2.30%
(ACUNA e cols., 2003} e 3.77% £ 0.85% (FURTADO ¢ cols., comunicagdo pessoal), em

=

Hutlliches do Chile ¢ em Guaram do Mato Grosso do Sul. respectivamente.

diferenca entre os tipos de DM nio & estatisticamente sigmificativa mas aponta, para o tipo 1, um

vajor levemente alto se comparado a amplitude de variagdo observada em estudos anteriores em
amostras populacionais,

As fregiiéncias genotipicas, entre 0s grupos de diabétcos do tpo | e 2, também ndo

das de acordo com o teorema de

diferiram estafistcamente ¢, em cada grupo, estio distribui

Hardy-Weinberg.

=

6.3. VARIANTE K, DIABETES MELLITUS E ORIGEM ETNICA

Y

Todos os 103 pacientes. gue compOem a amosira de disbéticos do tipe 1, foram

quanic a origem cluica, Cbserva-se que 71.8% (N = 74) sdo de wmdividuos euro-

[¢]
o
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T
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brasilerros e 28.2% (N = 29} de afro-brasilerros. Dos 146 pacientes da amostra de diabéticos do
tipo 2, 138 foram classificados quanto a origem émica. Se exchiirmos duas amostras de orientais,
observaremos 61.83% (N = 84) de euro-brasilewros e 382% (N = 52) de afro-brasslemos. A
diferenga na compaosicio étnica, observada entre as amostras DM do tipo | € DM do tipo 2, ndo €
estatisticamente significativa.

A maior propor¢do de euro-brasilerros em relag3o a afro-brasileros (2,6:1 em DM do tipo

lelt

o

em DM do tipe 2) € um dado esperado se consideranmos gue a populacio de Cuntiba,

onde foi coletada a amostra, ¢ predominantemente composta de populagio branca com

ascendéncia européia. Entretanto. de acordo com os dados obtidos no cense demografico de
1G98 B1.7% da populacdo de Cuniba fon classificadz come de cor hranea, *a parda ou

mulata, 1,7% negra e 0.9% amerindia (IBGE, 1999). Exchundo-se o3 amerindios, observa-se uma
proporgdo de 4.7 eurc-brasileiros : | afro-brasileiro. Aparentemente, as amostras de diabéticos do
presente estudo apresentam maior proporcdo de afro-brasileiros do gue a repstrada pelo censo.

Deve-se ressaltar, entretanto, que os critérios de classificacfo guanto 3 ongem émica utilizados

no censo demografico, baseados na auto-classificagfo, diferem dos utilizados neste estudo.
Fatores que também poderiam mflair nas proporcdes énicas encontradas nas amostras de

diabéticos seriany estratificac@io émica na  procura pelo atendimento ao Hospital de Clinicas da
Universidade Federal do Parana ¢ diferenca na mcidéncia do DM, dependendo do grupo émico.

5 -

De qualquer maneira, os dados coletados no presente estudo ndo sdo suficientes para fazer

inferéncias schre nenhum desses dois aspectos.
E interessante ressaltar que, de acordo com a Associacio Americana de Diabetes, os afro-

norte-americanos apresentam um risco duas vezes maior de desenvolver diabetes do tipo 2 que a

populacgdo geral dos EUA (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2003).
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5

Em relagdo a mutagio K, procurcu-se detectar alguma diferenca nas freqiéneias alélicas
on genotipicas que pudesse estar relacionada & etmia. Para tanto foram comparadas as freqiéncias
entre euro e afro-brasileros, dentre de cada amostra, ou seta. DM do tipo 1 fizbela 9) e DM do

tipo 2 {tabela 10). Nenhuma diferenca mostrou significincia estatistica. E interessante ressaltar,

entretanto, wn resultade préumo da sumificdnea quando se comparou a distnbuwigdo das

freqiéncias genotipicas entre ewo e afro-brasileiros no grupo de diabéticos do tipo 1. A

observacio da distribuiclio das freqiiéncias indica, aparentemente, um discreto sumento de

mdividuos  heterozigotos  entrs afio-brasileiros, em  defrimento  dos  homozigotos,
comparativamente aos euro-brasieros. De qualguer forma, esse eferto ndo pGde ser detectado

nesse aghn §ﬁ z'ﬁ’g ;;—‘ ;(ix anin n’uﬁ*ys rg—-s*z;; RIS DS OneT Aecos oy
HeLS50 o7 GeY 240y @|@inann VRMICMT Doons LT FELED

(ek)
S

Um outro tpo de comparagio procurou detectar diferencas nas freqléncias alélicas ¢
genotipicas da mutacdo K que pudessem ser devidas ac tipe de diabetes que os mdividuos
apresentavarn. Para tanto foram comparadas as freqiiéncias entre diabéticos do tipo 1 ¢ tipo 2,

analisadas no total de individuos euro-brasileiros (N = 158; tabela 11) e no fotal de afro-

brasilewros (N = 81; tabela 12}, Nenhum resultado significativo foi observado.

6.4. ATIVIDADE DA BUTIRILCOLINESTERASE

Diversas variantes genéticas da butintlcolinesterase provocam dimmuigio nos niveis de
atividade plasmética desta enzima e isto ndo confere. ac mndividuo portador, nenhuma abteragfio
organtca evidente. Isto melut as variantes chamadas “sifenciosas™ que sdo racas ¢ podem conferiy

auséncia total ou um decréscimo de atividade maior que 90% (PRIMO-PARMO ¢ cols., 1996).
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A variante X & uma mutagio de ponto que provoca a substituigiio de uma alanina por uma
treonina na cadeir protéica ¢ que resulta, no homozigoto, muma dimmuicdo na atividade
plasmatica de cerca de 33% (RUBINSTEIN ¢ cols., 1978; BARTELS e cols., 1992a). Essa
diminuicdo ¢ atribuida ao menor nunere de moléculas cuculantes e duas hipdteses sdo mais
plausivels para explicar o fato: degradagio acclerada ou simtese dummuida de moléeulas da
enzimia. Por cutro lado, ALTAMIRANG e cols. (2000}, ao compararem a BChE usual com a
BChE K, purificadas, mostraram que elas sfio cataliicamente similares frente aos substratos

henzotlcoling e butinltiocolna, e apresentam  a mesma proporgdo de tetr@meros em relagio as

outras formas moleculares da BChE.

No presente estudo, 8 mutaciio K influm sisnihicativamente na dimimuicio da atvidade
tantec em DM do @poe 1 como em DM do Gipo 2, como mosta a analise de variancia das
distribuicSes de atividades nos gendtipos UU, UK e KK (iabela 14}

No DM do tipe 1, a média de atividade nos heterozmgotos foi cerca de 13% menor que nos
homozigotos usuais. Ja nos homozigotos KK, a queda foi de 30% em relagio aos usuais. Essas
quedas estio de acordo com as descritas por RUBINSTEIN ¢ cols {1978) ¢ por BARTELS ¢ cols.
{1992a) Nos DM do tipo 2, a diminuicio da atividade média em heterozigotos, em relagdo aos
usuais, foi de cerca de 11% e de apenas 9% no pequeno grupo de 5 homozigotos KK, Observa-se
que nos DM do tpo 2 as diferengas de atividade da BChE enwre os genGlpos sao significativas,
mas ndo (3o pronunciadas como em DM do tipo 1 (tabelz 14).

MIKAMI (comunic. pessoal, 2004}, estudando doadoves de sangue (homens euro-
brasilerros, fendtipo CHE2 C3—, idades entre 18 ¢ 30 anos ¢ IMC = 20 ¢ < 25), enconirou
atividades de 4,87 = 007 UK/ 421 £ 010 UK/L e 3,41 £ 023 UK/L respectivamente em 253

homozigotos usuais, 98 heterozigotos e 13 homozigotos KK As diferengas entre esses valores
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sdo significativas. Os decréscimos na atividade da BChE, devido 3 presenca da mutacio K sdo
semelhantes aos encontrados nos dizbéticos do presente estude. FURTADO e cols. (manuscrito,
2604). estudando Guarams do Matoe Grosso do Sul, encontraram 29% menos attvidade da BChE
em heterozigotos (3,23 + (.19, N = 13) do gue em homozigotos eseas (4,52 0,19, N = 51).

uando se classificou a amosira sepundo o oviéno presenca ou ndo da variante K (tabela
15}, observou-se gue nos DM do upo | a queda de atrvidade proporcionada pela presenca da
varante K, em relacdo ao gendtipo usual, fou de aproximadamente 15%, enquanto nos diabéticos
do tipo 2 essa queda foi de 10%. Ambas as diferencas s8o siguficativas. Esses dwlos parecem
mostrar efeito semelhante da vartante K, em relagdc 3 queda de atividade da BChE, em diabéticos
e normais.

Como, ne presente estudo, ndo dispomos de wmz amosira controle pareada por sexo, idade
¢ origem &tnica, com valores de atividade, ndo pudemos avahiar se o diabetes esta conferindo um
aumento sigaificativo de atividade da BChE, mas constatamos que a média de 6,13 £ 0,12
KU/L encontrada no total de pacientes com DM do tipo 2 é wmaior (p = 10°°) que 2 encontrada
em DM do tipo 1 (5,12 £ 0,12 KU/L). Esta tendéncia se mantém quando comparamos os valores
por gendtipos, ou seja;

a} usuais DM do tipo 2 tém atividade maior que usuais DM dotipo 1 {t=401;p=9x 10‘5),
b} varnantes (UK+KK} DM de tipe 2 ¢m atividade mator que vanantes (UK+KK) DM do
tipo I (£=4,33; p=4x 107),
Podemos fazer uma comparagdo geral dos valores de atividade da BChE, do presente

estudo, com 05 encontrados em outros trabalhos (tabela 253



91

A atividade média dos DM do tipo 2 do presente estude (6,13 = 0,12) diferin
significativamente (p < 0,001) daguelas obtidas em trés amostras de doadores de sangue de

Curitiba, em controles ndo diabéticos e em diabéticos do tipo 2 {fsbela 25). A auvidade média

Tabela 25. Atvidades médias {+ E P.) da butirilcolinesterase {KIU/L}) em diferentes amostras.

Tipe de amosirs N BMédia = EP. Referéneis

fycadores de sangue de Cuntiha- PR 13 SZ3 010 CHAUTARDFREIRE-MAIA ecols 1991
173 4524000 ALCANTARA e cols_, 2001
366 4632006 M AMI {comumic. pessasly 2004

Contrales nfo dizhéticos H 3] 433 L0 19 ABBOTY ecoks | 1993

Diabéticos dotipo 1 56 10045

Diabéticos dotipo 2 31 T22E027

Dhabéticos do tpo | 193 512+x012 Presente estudo

Diabéntoos do tipo 2 146 513012

® amostras constitaidas apenas de individuos com fendtipo CHEZ C5-

dos diabéticos DM do apo 1 do presente estudo (5,12 + §,12) diferu sigmiicativamenie {p <
0,001} daquelas obtidas em controles ndo diabéticos, em diabéticos do fipe | ¢ em duas das tés

-

amosiras de doadores de sangue de Curitiba (tabela 25).
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Em expermmentos com ratos, nos guais o diabetes {01 imdezdo por drogas que destroem
seletivamente as céhulas beta pancreaticas, foi constatado um sumento de atividade da BChE
(ANNAPURNA ¢ cols., 1991; DAVE ¢ KATYARE, 2002} Também em ratos com diabetes
nduzido, PATEL e cols. (1990) mostraram um aumento na atividade da BChE, acompanhado de
um aumente nos nivels plasmaticos de tugheerideos ¢ gheerol. A admmustracdo de um mibidor
especifico da BChE reverten aos nivels normais a glicose, os trigliceridecs e o glicerol. Segundo
esses aufores, o aumento de atividade da BChE podena ser resposia a hipertngheeridemia, ou
entdo refletir um decréscino na suas remogio da circulacdo, como consegiéneia de

microangiopatia renal originads pelo estado diabético.

6.5. INVESTIGACAQ DE ASSOCIACAQO ENTRE A MUTACAO K E DIABETES
MELLITUS

6.5.1. Diabetes Mellitus do tipo 1

A contribuigdo de um fator genético ou ambiental. para uma doenca complexa, seja no
seu desencadeamento ou agravamento, & de dificil caracterizacdo, pois pode ser obscurecida ou
confumdida com a contribuigdo de um owtro fator. O estabelecimento de wna refagio causal entre
um alelo e a doenga requer um conhecimento refinado acerca dos camnhos metabohoos do
produto desse gene. Na maioria das vezes, 1sso ndo é possivel e a descoberta de associages
contribul apenas, gradativamente, para o entendimento da doenga.

A mvestigacgio da etivlogia do diabetes do tipo 1 reumiu, ao longo dos dltimos anos, uma

quantidade consistente de evidéncias, gue mostram 3 sua natweza aulo-imme.  Fatores

rerred ok, R E of sy s ds oyIny
provavelmente ambientaiz atuariam em um individuo geneticamente susceptivel.

=



A lesfo que leva a um declinio na producdo de msuhnz seria ocasionada pela mfiltracio de
iinfécitos T nas tthotas pancredticas e destruigfio das céiulas beta produtoras da msulina. O papel
das mfecedes viras na patogénese do diabetes do tipno | receben mas forga com os novos dados,
indicando uma influéncia importante de um grupo de enterovirus no desencadeamento da doenga

{(AKERBLOM e cols., 2002}

Asstn, genes relacionados ao sistema mumoldgico sdo fortes candidatos a assoctagdo com

o DM do tpo 1 e isso tem se confinmado. Alguas alelos e hapiStipos do sistema HLA tém sido
bem comprovados como associados com DM do tipe 1. Segundo HAWA ¢ cofs. {(2002), ha

evidéncias de que esses alelos associados operam com mais intensidade em criangas, mas #m um
reduzido nanel no DM do tipo 1 ose se manifests em adultos. Amds sepundo esses aufores, o
perfodo critico de ativacdo mmune € provavelmente curto, mas € seguido de um processo de
mnstalagdo de duragdo variavel, o qual determunard a idade de aparecimenio da doenga. Portanto,
durante o processo de instalagio da doenga podem estar envolvidos diversos genes e fatores
ambientais.

O cspoctro de gonces que podom atuar om pontos motabdhcos nmportantes, de alguma
manetra conferindo  susceptibihidade 2 esta deoenga, € muito grande, ¢ seus mecanismos estio
fonge de ser compreendidos.

Entre os fatores alinentares, o estudo das proteinas do leiie de vaca tem recebido
maior atengdo, devido a trabalbos gue mostram uwma relagic entre mtrodugio precoce deste
produto na dieta infanti e risco aumentado de diabetes do tipo §. As vitaminas C, D e E, zinco e
cito protetor ¢ ainda precisam ser melhor estudados. A obesidade ¢

o crescimento Imear muto ripido podem aumentar o risco de DM do tipo | Entre as toxinas, 08
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compostos N-nitrosos s8o os principais candidatos como fatores de risco (AKERBLOM e cols,,
2002; VIRTANEN e KNIP, 2003).

A

]

cae biologica da bunirdeohnesterase ne orgamsmo nde estd esclarecida, mas sabe-se

T

el

que esta enzima esta preseuie em diversos fecidos, inclusive no paacreas.

MAHMOUD ¢ cols. (2003}, ac estudarem wm grupo de gestantes com hipertensdo
mnduzida pela gravidez e um grupo controle de gestanies normais, mostraram que, em ambos, a
freqi€éncia de oeéhulas T ativadas era wversamenie proporciopal 4 atividade da BChE. Sugerem
gque uma baixa atividade dessa cnzima possa conferir mepor protecdo confra a acdo de toxinas
ambientars com elevagio da ativagio mmune, podende contribuir com isso no desenvolvimente da
hipertensfo mduzida por gravidez on mesmo no inowessn da eravidez. Fsces awtores cifam
NAVARRG ¢ cols. {2001} sobre a capacidade dos organcfostatos, conhecidos mmbidores da
BChE, em provocar distuncio unune. STERNFELD ¢ cols. (1997) comentam sobre a potente
capacidade da BChE de desinfoxicagiio frente a uma grande variedade de xenobidticos que
ameacam a pravidez como, por exemplo, z cocaina e a alfa-solanina.

Em trabalho do Laboraténio de Polunorfismos ¢ Ligacio da UFPR (FONTOURA-DA-
SILVA e CHAUTARD-FREIRE-MAIA 1996} mostrou-se gue a BChE usual tem maior poder
de proteger a acetiicolivesterase evitrociting, frente ao sfesto de aprotoxwos, gue as vanantes nao
uspals.

Nesse contexto ¢ de mnteresse ressaltar que o alelo BCHE#3397 confere uma redugdo de
cerca de 33% mno nivel de atividade da BChE e, consegiienternente, espera-se gue apresenie
menor poder Ge desuroxicagdo.

Ao gue sabemos, este & primen

da mutacio K da bufirilcolmesterase e o DM do fipe 1. Dados indicativos de associago entre a
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variante K ¢ 0 DM do tipoe 2 foram relatados por HASHIM e cols. (2001). Apesar dos fatores
eticlogicos de desencadeamento dos fipos 1 e 2 de DM diferrem, com o desenvolvimento da
doenca no DM do tipe 2 também poderi ocorrer lesiio de oflulas beta pancreaticas, que é a
caracteristica inicial do DM de tipo 1. Eimn vista desse aspecto, consideramos que ndo seria
mmprovavel que a vanante K pudesse tor também algum papel no DM de tipo 1.

A mvestigagdc de wma possivel associagdo entre a mn o K da butiriicolinesterase e o
DM do tipo 1 foi procedida, nesfe estudo, através da comparacio enfre as fregii€ncias alélicas e
genotipicas encontradas no grupo de diabéticos do tipe 1 (N = 103) e as fregiifncias observadas

em wna amostra controle (SOUZA . 2001, constitvdida de doadores de sangue de Cuniba (N =

comnaradas com  as
freqiiéncias cbservadas numa sub-amostra extraida do total de doadores de sangue € pareada por
origem étnica, na proporgdo de 1:1 com os paciente diabéticos.

o~

Observou-se que a freqiéncia do alelo K mos disbéncos do tipo 1 (21

aparentemente maior que a encontrada na amosira de doadores de sangue (17,53%) ¢ na amosiia
confrolc parcada {18,459}, mas as difcrongas, om novhum dos casos, mostraram  significancia

estatistica {tabela 13}

Em relagio as fregidncias genotipicas, observou-se que as fregiéocias de beterozigotos e
homozigotos (KK} t€m uma tendéncia a serem discretamente maiores nesses diabéticos que nos
controles mas, também neste caso, ndo ha diferengas estatisticamente significativas (tabela 13).

Uma outra abordagem, utilizada neste estudo, para imvestigar wma possivel associagfio da

1 .

mutagdo K com DM do tipo I, for & comparaglo das médias ¢ variincias, obtidas das

quantificacBes bioguimicas, dados antropométiicos ¢ idade de aparecimento da doenga (tabela
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As guantificagSes bioguimicas sfo indicadorss duetos dos distirbios metabdlicos a que
estdc sujetfos os pacientes. mesmo scb onentagdc e cuidados médices. Essas guantificagles
podem estar relacionadas ao diabetes em s (ghoose, HbAj- meulinal, aos distirbios de lipides

{CT, TG, HDL-C, apo B, glicerol) e a funcio hepatica (AST, ALT:

Quando as vanavers da tabela 16 foram comparadas em relagdo ds vandncias, entre os

(‘E

0s usual ¢ varianie, apenas os niveis de AST em in { aspartato-amnotransferase) mostraram
ey K
éifez‘e;;g—as Siﬁiﬂﬁi‘ﬁi‘\&&

Os niveis plasmaticos das smmotransferases {AST e AIT) sfo comumente utilizados

V76 de nopalacho norie-americana e
mostratam que cerca de 31% dos casos de aumenio dos miveis de AST ou ALT estdo
relacionados com historia de alcoolismo, evidéncia de hepatite B ou C ou hemocromatose, mas
0s (9% restantes sdo de causa desconhecida. Mostraram ainda wma correlagio posifiva, nestes
casos nfio exphicados, enfre os nives aumentados ¢ IMC. medida da cintura, TG, resisténcia a
msulna ¢ HDL baixe. Exclusivamontc nas mulhores, os niveis altos ostio comclacionados
também com DM do tipo 2 e hipertensio.

Segundo KAPLAN e PESCE (1990), atvidades elevadas de ALT e AST podem ser
observadas nas seguintes doencas: infarto do miocardio, mfarte renal, distrofia muscular, doenca
de Gaucher, doenga de Niemann-Pick, mononucleose infecciosa,. leucemia muelocitica,
hipertirecidismo e cetoacidose diabética.

A compreensio do resuliado obtide aqui, ou seia, de wna vandncia maior dos valores de

aspariat to-anunotransferase nos var mnies, COMparalivamentc ans usuaIs, roguer mais inio magies,

as quats poderfo ser obtidas em mvestigacfes posteriores.
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Nenhumna das quantificagbes bi

entre os grupos usual e vanante, através do teste 7 (tabela 16}, Os dados antropométricos sdo
emelhantes entre © grupe usual e vanante,

A amica variavel gue apreseatou significancia (p = 0,015} na comparacio de médias foi a

idade de aparecimento da doenga (inbela 16). Ao que sabemos, esse dado ndo tinha sido amda

relatado. Na tabela 17, cobserva-se ums freqiéncia acummiada de 26,2% dos casos com

surgimento ai¢ os 10 anos de idade nos useais conira 43 0% nos varanies.

A Frormiifosin s ads ¥ astes s < T B v e o S s oo S
AE GUCTCIA OO0 880 & SRS OS5 diabéticos do fino i OO dade de 0;31& mento da
s 7 Frmadionat e cionid . 3
GOoCngs wHenr g i3 anos glﬁﬁi‘}iﬁﬁ&} o Sigﬁi‘giﬂﬁé’ﬁ?aﬁéfﬁiii‘ mEr gne 8 Snconm fragds entre

que, nos diabéticos do tipo 1, cuja idade de aparecimento da doenga & ferior a 13 anos, a
freqiéncia de pacientes com a muiacio K {33,06%) ulirapassa z fregiiéncia de pacientes com o
gendtipo usual. Em nenhuma das popuiagbes ja descritas (stem $.2), tal predomindncia foi
verificada. No grupo, cuja idade de aparecimento da doenca foi de 13 ou mais, essa freqiéncia €
0% {tabcla 18). Apcsar do sor um alimcro poguono, salionta-se que fodos o KK (N =5)

dessa amostra tiveram ¢ aparecimento da doenca antes dog 13 anos.

Os resultados da anahise de repressio milipls escalonads confomam a mdicagio da

assoclacdo da variante K com a idade mais precoce de aparecunento do DM do tipo 1.
A fregiiéocia significativamente mator do alelo K nos diabéticos com aparecunento da

3 P P

doenga antes dos i3 anmos, quande comparada com as freqii®ncias da populagdo geral e da

&

2

amostra controle pareada, sugere gue essa muiagdo stuwia como fator de nisco do diabetes

fade de que essa a350Ciacdo scja

- g $ivy H X - = - =~
mellitus do tpo |, Nio podemos, entretanto, excluir a po
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devida a um desequilibrio de ligagdo entre essa mutagdic ¢ wma vanante polimdrfica locakizada
em cutro gene, come também devida a um erro estatisticodo tipe L
Esses dados estio de acordo com os trabathos que relacionam a anvidade baixa da BChE e

auto-tmunidade e seria mte;ﬂ%q&me a realizacdo de pesquisa semethante em oufras amostras.

6.5.2. Diabetes mellitus deo tfipo 2

Eem B Ao

2T A ~ ~orizamd gocmsiasde sedtre o Ao bacctae T
LA 00 Ula DOSEYor ass30iiagal g & T‘Eezs)iazﬁs dz butrlcolinesterase e o

D e Ay
A imve

e . . a L X
DM do tipe 2 fot procedida de forma semelhante dquelz utilizada em DM do tpo 1, ou seja.

o e - . -
tre a8 freaiidneing aléhcons 2 wenmtinieas enconirpdas ng amogirg de
! as o e cas enconirpdas na oamosirg de

pacientes {N = 146} e as encontradas nos doadores de sangue de Curinba (N = 984) ¢ numa sub-

amostra de doadores pareada por ongem stuica (N = 146}

3 % P e w .=

Observou-se que a fregiiéncia do alelo K nos diabéncos {(17,17%) é mto semelhante 2

freqii€ncia encontrada nos doadores (17 e, apareptemenie, wm pOUCe mMAIOI Gue a

coconfrada na amostta parcada por origom Chica (13,70%). As difciongas nfo s@o
gstatisticamente significativas. As comparagdes entre as distribuiicdes de fregiiéngias genotipicas
também nie apresentaram diferencas estatisticamente sigpificativas (abela 13)

Dessa forma, nesse estudo nao for constatada a esperada assocacac entie a freqiéncia da
mutacio K da butinlcolinesterase ¢ o DM do tipo 2, de modo que os presentes dados ndo

corrcboram os obtidos por HASHIM e cols. (2001}, Esses sutores imvestigaram  uma amosita

& mdividuos cavcasOides, mgleses, com DM do ftipo 2 ¢ enconfraram uma

+ 35 5 e I Qo - Eod FEELES IO aiseeret e S i ’ — 1177
freqiincia de 228% do alelo HOHETIZOT, significativamente masor {p = 0,0017) gque a

observada na amostra controle de nio diabéticos (138%) Além disso, encontraram uma
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freqiiéncia maior {p = 0,00079) de homozigotos (KK nos diabéticos (5,8%) que nos controles

{2,6%;). O valor de OR (odds ratio} foi de 144 (1,15 a 1,82}, o gue representa um aumento de
44% 1o nisce parza DM do tipe 2, associade 4 presenca do alelo BOCHE3397

Além disse, esses mesmos autores compararam as freafiéncias alélicas e genotipicas entre

uma sub-amostra de 50 diabéticos que ndo faziam use de msulma ¢ wma sub-amostra de 225

diabéticos que utilizavam a msulina. A nulizacio de nsuling exdpena € um recwse para pessoas

£ L oA

cuja funclo pancredtica estd sendo msuficiente para manter a glicemia em nivels aceitdvers.

Assun, a necessicade do uso de msulina exds

a3 E Sy ety wnen g ryEROOOs SRUSTYIIn IITES yrisdescessd A
cia i ufzhizada na [oRGusa OOn0 BN wdicador de

f’f'w

mflw no grau de distuncao das células beta pancreaticas o gue seria esperado se tivesse alguma
relacdo na deposicio anuldide. A associacdo posiliva encontrada no trabatho sena, segundo eles,
devida a um desequilibrio de ligagio com variante de um loco de susceptibilidade ao DM do tipo

2, identificado por estudos de rastreamento do genoma ¢ localizado em 3q27-gler, préximo ao

¥ E Y ¥ P>
A lesfio pancreatica esti relacionads 2 um aumento da massa anmuidide, em deinimento da

ﬁ

massa de células responsivess pela produgdo de mssima Alsuns autores acreditam que a
natureza dessa lesfio possa ser semelhante dquela encontrada em tecidos do cérebro na doenca de
Alzhemmer. Exastern diversos estudos gue mostram wna associagdo positiva enfre essa doenga € ©

alelo BCHE®3397 (LEHMANN e cols., 1997, McILROY e cols., 2000; TILLEY e cois., 1999;

também nfe confirmou a associagio encontrada por HASHIM e cols. (2001). A freqiéneia do
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alelo BOHE®339T em 809 diabsticos d

+ 2 84% contra 19.1% £ 2.4% no
grupe controle (p= 0,64}

Os estudos de assoctacfo, apesar de representarem uma ferramenta mmportante na
dissecgdo  genética de doencas complexas, apresentam um  problema wmportante  de
ureprodutibahidade. Isto se deve, em grande parfe, as diferencas encontradas entre populagdes no
conjunto de seus genes e no contexio ambiental em que a associago 3¢ insere.

A mesma abordagem vitdizada no DM do tipo 1 para investigar uma possivel influéneia da

Ko B £ crade o oryumotee [ I ~ o L ATy
mutacdo K foi utilizada na amostra DM do tipo 2, o das médias e varidncias

: Y -~ vt ‘ vy o g 3
icagles bioguimicas, dados antropomdtricos ¢ idade de sparecimente da doenga

Nossos dados apresentaram uma varianca sigimhoeativamenie maior do IMC no grupo
usual do que 1o grupo com a variaute K. SOUZA e cols. (2004) também encontraram diferencas

na vandncia do IMC na populagio geral, mas em sentido conbrdrio ac observado em diabéticos

P B

diferencas significativas entre os grupos usual e vanianie.

Em relagio aos dados anitropoméiricos encontroun-se uma  diferenca significativa (p =

3,023} entre as médias de RUQ (razio cintura-quadnil} de usuais e de portadores da mutacio K.

A regressdo multipla escalonada (tabela i gque s vandvel RCQ foi considerada

ofryas e vt oo , -4 P
ite, mostron ooehicienies de regressio

IMC, TG, sexo e vanante K. A RO} estd correlacionada postitivamente com IMC e TG, sendo
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maior em homens
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com IMC. No trabalhe de SOUZA e cols. (2004), como fot o heterozigote que mostron maior

H

variancia do IMC do aue os individuos usuvais e KK, esses aufores sugerivam gue 3 associacdo

fosse do proprio gene BCHE com o IMC.

A RCQ € um dos coriténios usados para a mchisfio de um paciente na categoria de

ome Metabolica. Nos dados do presente estude, o coeficiente de correlagfio, enfre os

morimedean Do s A P e N i I S A P TNt -
P cientes sem e com SM e :—é;ﬁéﬁ?&é £ f9agal a u;&&ﬁzﬁa S s“a_;gjﬁ UK s K& } for ;agﬁﬁb&{{ﬁﬁ {1

= 0.19; p = 0.030; N = 133} Além disse, a fregiénoia da vanante K no grupo sem SM foi de

3% o vrano com Sk cendn exen diferenca exististicamente
b Ly S -~ B SEsE ERER oLy A L2 W FES BRI IORIRLL

significativa (y ¢y = 4,88; p = 0,0272). Esses dados sugerem que, em DM do tipo 2, a presenca da

variante K predispde para maior RCQ e, em consegiiéncia, para maior nisco de Sindrome

Metabolica nesses pacientes, o que indica malor gravidade da doenga e maior risco de doenga

cardiovascular,



7. CONCLUSOES

7.1. VARIANTE K E DIABETES MELLITUS DO TIPO §

1) As freqgi€ncias alélicas ¢ genotipicas, encontradas nesses diabéticos, ndo diferem
daquelas da amostra total de controles doadores de sangue de Cunitiba e também ndio diferem da
sub-amostra desses doadores de sangue pareada por origem étnica.

2) Comparando-se o grupo UU com o grupo UK+KK desses diabéticos, quanto as
variavels antropométricas (peso, altura, indice de massa corporal e razdo cmtura-quadril),
bioguimicas {atividade da BChE, colesterol total, mnghceerideos, HDL-C, apo B, glicerol, glicose,
msulma, HbA,c, alanma ammo-transferase e aspartato-aminotransferase}, pressdes arteriais €
wdade de aparecimento da doenca, os seguintes resultados significativos foram encontrados:

2.1. O grupo UK+KK mostrou menor média de idade de aparecimento da doenca do que o
grupo usual ¢, como esperado, também mostrou menor atividade média da BChE do que o usual.

2.2. O grupo UK+KK apresentou variancia maior nos niveis de aspartato-aminotransferase
do que o grupo usual.

3y A fregii®ncia do alelo K nos diabéticos com aparecimento da doenga antes dos 13 anos
{(mediana) € sigmlicativamente mais alta do que naqueles com 1dade de aparecimento da doenga
mator ou igual a 13 anos e do que no grupo total de controles. Comparagdes semelhantes quanto
a esses grupos, em relagdo as distribuigbes das fregiiéncias genotipicas, também mostraram
diferencas estatisticamente significativas. O valor de OR (odds ratio) indica uma susceptibilidade
2.4 vezes maior de desenvolvimento do DM do tipo 1 antes dos 13 anos de idade para os

portadores da variante K (genotipos UK ou KK) do que para os homozigotos usuais (UU).



7.2. VARIANTE K E DIABETES MELLITUS DO TiPO 2

1) As fregi€ncias alélicas e genotipicas, enconiradas nesses diabéticos, ndo diferem da
amostra total dos controles doadores de sangue de Curitiba e também ndo diferem da sub-amostra
desses mesmos doadores de sangue pareada por onigem étnica.

2) Comparando-se o grupo UU com o grupo UK+KK desses diabéticos, quanto as
variaveis anfropomeétricas, bioquimicas, pressoes arferiais e idade de aparectmento da doenca, 0s
seguintes resultados sigaificativos foram encontrados:

2.1y O grupo UK+KK mostrou mator média da razdc emtura-quadni do que o grupo usual
e, como esperado, também mostrou menor atividade média da BChE do que o usual.

2.2) O grupo UK+KK apresentou varidncias menores do que o grupo usual em relagdo a
peso e indice de massa corporal.

3) A relagiio positiva entre presenca ou nio da variante K e razio cintura-quadnl (RCQ)
nesse diabéticos foi confirmada por andlise de regresso miiltipia escalonada. A RCQ, em média,
aumenta com o nivel de triglicerideos, com o indice de massa corporal, em homens ¢ diabéticos
com a variapte K.

4) A freqiducia da variante K foi significativamente mais alta nesses diabéticos com

Sindrome Metabélica do que naqueles sem essa sindrome.
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APENDICE

Listagem das variaveis que, mvestigadas nas amosiras de pacientes com diabetes mellitus
dos tipos 1 e 2, receberam codigos de classificagdo visando & andiise estatistica.

VARIAVEIS CODIGOS

Sexo 1 = masculino; 2 = femining

Origem étnica’ 1 = euro-brasileira; 2 = oriental; 3 = afro-brasileira
Fendtipos do gene CHEZ 0=CHE2C5-;1=CHEC3+

Genoétipos relativos a vartante K 1 =UU; 2=UK;3=KK

i

Presenca ou nfio da variante K 1 = ausente (UU); 2 = presente (UK+KK)

* recodificada em algumas analises em : 1 = euro-brasileira; 2 = afro-brasileira



