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RESUMO

A butirflcolínesterase humana (BChE; EC 3.1.1.8), enzima produzida no fígado, presente 

no plasma e principais sistemas do organismo, ainda não teve sua função biológica esclarecida. É 

codificada pelo gene BCHE, cuja variante K confere redução de cerca de 33% na atividade, em 

relação ã enzima usual. O objetivo deste trabalho foi investigar associação da variante K com o 

diabetes melliíus dos tipos 1 e 2. A amostra de 249 pacientes (103 do tipo I e 146 do tipo 2) foi 

genotipada quanto à variante K por JPCR-RFLP e PCR-SSCA. Analisaram-se variáveis 

antropométricas, bioquímicas, fenófipos do gene CHE2, pressões arteriais, idade de aparecimento 

da doença, sexo e origem étnica. Uma amostra de 944 doadores de sangue serviu de controle para 

as comparações das freqüências alélicas e genotipieas. Em DM do tipo 1, os principais resultados 

foram: 1) As freqüências alélicas e genotipieas (K = 21,84% ± 2,88%; 61,17% UU, 33,98% UK e 

4,85% KK) não diferem daquelas dos controles; 2) Nos pacientes, o fpnpo UK+KK mostrou 

menor idade média de aparecimento da doença (11,67 ± 1,00) do que o grupo usual (15,25 ± 

0,96; p = 0,015) e menor atividade média da BChE (4,62 ± 0,16 KU/L) do que o usual (5,42 ± 

0,16 KU/L; p < 9 x IO*4); 3) Á freqüência do alelo K (30,61% ± 4,66%) nos diabéticos com idade 

de aparecimento da doença antes dos 13 anos (mediana) é significativamente mais alta do que 

naqueles com essa idade maior ou igual a 13 anos (12,75% ± 3,30%; p = 0,002)) e do que nos 

controles (17,53 ± 0,88%; p = 0,0011). Indivíduos com o alelo K parecem apresentar maior 

susceptibilidade ao aparecimento do DM do tipo 1 antes dos 13 anos (odds raüo — 2,40; de 1,35 

a 4,28, com IC de 95%). Esses dados são reforçados pelos que relacionam atividade baixa da 

BChE e auto-imunidade. Em DM do tipo 2, os principais resultados foram: 1) As freqüências 

alélicas e genotipieas (K = 17,12% ± 2,20%; 69,18% UU, 27,40% UK e 3,42% KK) não diferem
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daquelas dos controles* contrariando resultados de HASHIM e cols, ( 2001) e estando de acordo 

com os de JOHANSEN e cols. (2003); 2) Nesses pacientes, o gpipo com a variante K mostrou 

maior média de razão cintura-quadrií (RCQ = 0,97 ± 0,01) do que o usual (0,93 ± 0,01; p = 

0,023) e menor atividade média da BChE (5,68 ± 0*18 KU/L) do que o usual (633 ± 0*15 KU/L; 

p < 0,02); 3) A RCQ, em média, aumenta com os triglicerideos, o índice de massa corporal 

(1MC), em homens e diabéticos com a variante K; 4) Â freqüência dessa variante no grupo com 

Síndrome Metabólica (22,02% ± 3,20%) é maior (p = 0,027) que naquele sem SM (11,22% ± 

3,19%), sugerindo que, em DM do tipo 2, a variante K  predispõe para maior RCQ e, em 

conseqüência, para maior risco de Síndrome Metabólica, já que a RCQ é usada no diagnóstico 

dessa síndrome.
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ABSTRACT

Tiie human butyrylchotinesterase (BChE; EC 3.1.1.8) - enzyme produced in líver and 

found in píasma and in the rnain body sysíems - has not yet liad rts bioíogical function deiined. It 

is eoded by the BCHE gene whose K variant leads to approximately 33% reduction in activity in 

relation to the usual enzyme. The purpose of tiiis work was to investigaíe associations between 

the K variant and diabetes mellitus (types 1 and 2). The 249 patient sanaple (103 type 1 and 146 

type 2) was genotyped for the K variant by PCR-RFLP and PCR-SSCA. Many variables were 

analyzed (aeíhropomeíric, biochemical, CHE2 gene phenoíypes, arterial pressures, age of disease 

appearance, sex and ethnic origin). A sample of 944 blood dooors served as control for 

cotnparing allele and genotype frequencies. The main resulís for type 1 DM were: 1) The allele 

and genotype frequencies (K = 21X4% ± 2.88%; 61.17% UU, 33.98% UK and 4.85% KK) did 

not diifer írom those of the Controls; 2) Io these palíents, ífae 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 gronp (5.42 ± 0.16 KUÍL; p < 9 x IO*4); 

3) The K allele frequeacy (30.61% ± 4.66%) in diabetícs wíth age of disease onset less than 13 

years (median value) is sígmficaiitly higher tlian in those with íbis age greater than or equal to 13 

years (12.75% ± 3.30%; p = 0.002) and than in the Controls (17.53 ± 0.88; p — 0.001 T). 

Individuais with the K variant secni to have greater susceptibiility to type 1 DM onset previous to 

13 years of age (odds taíio = 2.40, from 1.35 to 4.28. wifti 95% of O ). These data are reinforced 

by those that relate low BChE activity and auto-immuniíy. In type 2 DM, the main results were: 

1) The allele and genotype frequencies (K = 17.12% ± 2.20%; 69.18% IIÜ, 27.40% UK and
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3.42% KK) do not differ from those of the Controls, dísagreeíng with. results froin HASHIM et aí. 

(2001) and in accordance with tbose from JOHANSEN eí aí. (2 0 0 3 2 ) Xn tibcsc puíiouts, tlic 

group wítii the K variant showed greater mean waist-Mp ratio (WHR = 0.97 ± 0.01) than the 

usual group (0.93 ± 0.01; p = 0.023) and lower mean BQiE activity (5.68 ± 0.18 KU/L) than Üie 

usual group (6.33 ±0.15 KU/L; p < 0.02); 3) The mean WHR raises with triglycerides, body 

mass index (BMI), in men and in diabetics with the K variant; 4) The freqaency of íhis variant in 

the group with the Metabolic Syndrome (22.02% ± 3.20%) is higher (p = 0.027) than in those 

wilhout íi (1 1 .22% ± 3.19%), suggesting that the K variant predisposes to higher WHR in type 2 

DM and, conseqiientiy, to higher risk of Metabolic SyndrQnm. sioee WHR is used for the 

diagnosis of tfns syndrome.



1

A butirilcolinesterase humana é uma enzima produzida no fígado, presente no 

plasma e nos principais sistemas do organismo. Juntamente com a acetilcoíineterase, 

presente nos eritrócitos, forma a classe das colinesterases. Embora seja capaz de 

hidrolisar diversos ésteres de colina, seu substrato natural e função são desconhecidos.

Estudos bioquímicos mostram que a forma globular tetramérica, de subunidades 

idênticas, é a mais estável e predominante em amostras de soro, parecendo ser a forma 

em que essa enzima é secretada. Entretanto, é possível evidenciar em eletroforese até 12 

bandas, o que demonstra a existência de diferentes formas moleculares, homólogas e 

heterólogas.

A BChE (butirilcolinesterase) é codificada por um gene localizado no braço 

longo do cromossomo 3, que existe como entidade única no genoma. Este gene possui 

pelo menos 73Kb, e é composto por 4 exons, sendo que o exon 2 contém 83% da 

seqüência que codifica a proteína e inclui o sítio sermo-ativo.

A variabilidade do loco BCHE começou a ser investigada na década de 50, a 

partir da ocorrência de casos de apnéia prolongada em pacientes submetidos à 

succmiJeolina. Mostrou-se que tais pacientes possuíam uma forma variante da enzima, 

chamada "atípica”, incapaz de degradar adequadamente aquele relaxante muscular 

pré-anestésico, em doses fisiológicas. Desde então, diversas variantes foram sendo 

descobertas, a partir de técnicas bioquímicas, estudos familiares e, mais recentemente, 

por técnicas moleculares.

Condições associadas com metabolismo anormal de lípídes, como por exemplo: 

obesidade, hiperlipoproteinemias, hipertensão e diabetes mellitus, mostram atividade
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média aumentada da butirilcolmesterase. Esses dados têm mostmâo um envolvimento 

desta enzima no metabolismo de iipides.

Alguns estudos mostraram associação positiva entre uma variante genética da 

BChE, chamada K, e doença de Alzheimer e um estudo (HASHIM e cols., 2001) 

mostrou esse tipo de associação com o diabetes do tipo II  Ambas são doenças 

degenerativas, de causas complexas e relacionadas com a idade. Considerando-se a 

região codificadora, o aielo que condiciona a variante K é o mais freqüente entre os 

chamados "não usuais", em vários grupos étnicos estudados. Em Curitiba, sua 

freqüência é aproximadamente 17%. No presente trabalho, a freqüência desse alelo 

será determinada em uma amostra de diabéticos, procurando-se investigar se existe 

associação entre essa variante e o diabetes mellitus.

Este estudo é, também, parte integrante do projeto “Variabilidade da 

Butirilcolmesterase no Diabetes Mellitus”, registrado no sistema Thales sob o número 

2000007694, coordenado pela Dra. Vânia M. de Alcântara (Departamento de 

Patologia Médica) e que tem os seguintes objetivos principais: relacionar as variantes 

da butirilcolmesterase com o metabolismo geral dos pacientes diabéticos; verificar a 

variabilidade fenotípica dos locos BCHE e CHE2 nestes pacientes; estudar as variantes 

ao nível do DNA, comparando suas freqüências com as da população geral de 

Curitiba.
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA

2.1 NOMENCLATURA

Adotamos a nomenclatura proposta por LA DU e cols. (1991). A 

butirilcoiínesterase é designada por BChE e o gene que a condiciona por BCHE. Um 

asterisco é acrescido ao símbolo do gene para referir-se ao aíelo, seguido da posição e do 

símbolo do aminoácido que substituí a forma usual. Por exemplo, em BCHE*70G a 

variante apresenta uma glicina na posição 70 no lugar de áddo aspártico da forma usual. 

Uma barra separa alelos e indica cromossomos homólogos. Pio mesmo trabalho os autores 

sugerem a utilização, sempre que possível, dos nomes comuns das principais variantes, 

estabelecidos na literatura.

Alguns exemplos são mostrados na tabela 1.

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

Fenótipo Genótipo Abreviatura

Usual BCHE UU
Atípico BCHE*70G/BCHE*70G AA
Atípico BCHE*70G/BCHE*79G539T A/AK
Intermediário BCHE/BCHE*7QG UA

Neste trabalho serio utilizadas as seguintes abreviaturas: KK, UK e UU, 

respectivamente, para os indivíduos que apresentam a mutação K em homozigoze, em 

heterozigoze e para os que não a apresentam.
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Ás esterases compreendem uma ampla variedade de enzimas presentes nos 

vertebrados. De acordo com a União Internacional de Bioquímica, são enzimas capazes de 

realizar a hidrólise de ligações éster e, em humanos, são divididas em três classes, 

conforme o substrato sobre o qual preferencialmente atuam. Ás arilesterases ou esterases 

aromáticas hidrolisam ésteres aromáticos. Ás aliesterases apresentam maior afinidade por 

ésteres aüfáticos; e as coiinesterases são mais eficientes na hidrólise de ésteres de colina 

(SOMGRIN E SKOREPÁ, 1978). Ás coiinesterases são inibidas pela fisostigmina na 

concentração de 10° M, o que as diferencia das demais esterases (ÁUGUSTINSSON, 

1963). Há dois tipos de coiinesterases humanas: a butirilcolinesterase (EC 3.1.1.8.) ou 

colinesterase do soro, que age sobre diversos ésteres de colina, mas é mais eficiente sobre 

a butirilcolina, e a acetilcolinesterase (EC 3.1.1.7.), presente principalmente nos eritrócítos 

e junções neuromusculares, nas quais regula os níveis de acetílcolina.

23  ESTRUTURA E FORMAS MOLECULARES DA BCbE

HARRIS e cols. (1962) encontraram quatro bandas com atividade da BChE 

humana em eletroforese de gel de amido, que foram chamadas de Q  a C*. Estudos 

posteriores mostraram que C | corresponde ao monômero, C% ao dímero e Q  m  teírâmero 

(MUEKSCHE e cols., 1976). Â banda C2 é resultado da ligação do monômero à aihumina 

(MASSGN, 1989). HÂRRIS e cols. (1962) observaram que alguns indivíduos exibiam 

uma banda adicional da BChE, quando utilizaram eletroforese bidimensional em papel e 

em gel de amido. A presença dessa banda adicional, chamada de C% caracteriza o íenófipo 

CHE2 C5+ e a sua ausência, o fenótipo CHE2 C5- Essa característica é controlada pelo 

loco CHE2, que apresenta dois alelos: CHE2*C5- e CHE2*C5-. Indivíduos CHE2 C5+

2.2 ESTERASES
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representam cerca de 10% da população brasileira (CHAUTARD-FREIRE-MAIA e cols., 

1991) e apresentam atividade enzimática da BChE superior à de indivíduos CHE2 C5- 

(HARR1S, 1980). Admite-se que o loco CHE2 codifica uma substância que se liga à 

BChE e forma o complexo Cs (MASSON, 1991).

A forma predominante e de maior atividade no plasma é o tetrâmero, constituído 

por um dimero de dímeros de subunidades idênticas. As subunidades de cada dímero estão 

unidas por uma ligação dissulfeto e os dí meros unem-se através de forças hidrofóbicas não 

covalentes. Cada monômero se constituí eni uma cadeia de 574 resíduos de anunoácfdos, 

com 9 cadeias de carboidrates ligadas a 9 asparaginas (LOCKRIDGE e cols., 1987). As 

cadeias de carboidratos parecem não interagir com moléculas do substrato pois estariam 

distantes da entrada do sítio esterásico (MILLARD e BROOMFIELD, 1992). Modelos 

teóricos da estrutura tridimensional da BChE, baseados na sua similaridade com a AChE, 

sugerem que o sítio esterásico estaria localizado no interior da molécula e ligado ao 

exterior por um túnel, cuja tríade catalítica seria formada por serina na posição 198, ácido 

glutâmico em 325 e histidina em 438 (SHAFFERMÁN e cols., 1992). NICOLET e cols. 

(2003) obtiveram cristalização da BChE e através da análise de difraçao de raíos-X, 

obtiveram resultados que, basicamente, confirmaram a estrutura proposta nos modelos 

teóricos.

ALCÂNTARA (2000), utilizando gel de poiiacriíamida, confirmou o aparecimento 

de 12 bandas de atividade da BChE em eletroforese, mostradas inicialmente por JUUL 

(1968), o que sugere a existência de outras formas moleculares heterólogas da 

butírilcolinesterase, além de C2 e de C5.
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2.4 O GENE BCHE LOCALIZAÇÃO E ESTRUTURA

YANG e cols. (1984) atribuíram a localização do loco da transferrina (TF) ao 

cromossomo 3. A ligação entre os locos BCHE c TF já  havia sido demonstrada por 

ROBSON e HARR1S (1966), Posteriormente, SOREQ e cols. (198?) utilizando DNAc 

como sonda para híbrídízação in sim mamaram o loco BCHE em 3q21-26 e GÁUGHAN 

e cols. (1991), ao utilizarem uma sonda amplificada por PCR e contendo a região do sítio 

ativo, obtiveram um sinal único de hibridização e refinaram a localização para 3q26.1- 

q2ó.2.

ARPAGAUS e cols. (1990), utilizando DNAc da butirilcolinesterase humana, 

isolaram clones de uma biblioteca genômíca contendo o gene BCHE e, através da análise 

de mapas de restrição, puderam delinear sua estrutura. Esse gene é composto por 4 exons, 

intercalados por 3 introns, A  região que codifica a proteína madura abrange parte do exon 

2, todo o exon 3 e parte do exon 4, conforme mostrado na figura I.

FIGURA 1. Desenho esquemático do gene BCHE. A  área escura (1722 pb) representa a 
região que codifica a proteína.

>6,5 Kb >32 Kb >32 Kb
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2.5 VARIABILIDADE GENÉTICA

Diversos aieíos são responsáveis pela variabilidade da butiriJcoImesterase, muitos 

deles descobertos a partir de pacientes com resposta incomnm à snccinilcolioa. Ás 

técnicas clássicas de fenotipagem baseiam-se na quantificação da atividade enzimática 

sobre substratos como a benzoilcolina e o-aliã-naftil acetato e na resistência diferencial a 

inibidores como a dibucaína e o fluoieto de sódio.

O aperfeiçoamento das técnicas de análise do DNA permitiu a determinação da 

base molecular de variantes conhecidas e a descoberta de novas mutações.

KÁLOW e GENEST (1957) demonstraram, pela primeira vez, a existência de uma 

enzima qualitativamente diferente da “usual55, denominada “atípica55. McGUIRE e cols. 

(1989) mostraram que esta diferença deve-se a uma mutação de ponto no nucleotideo 209, 

alterando o códon 70 de GAT para GGT. Os mesmos autores sugeriram que a substituição 

de um ácido aspártico por uma glicina geraria uma modificação no sítio aníôníco da 

enzima, o que explicaria sua afinidade reduzida por esteies de colina. A freqüência do 

alelo “atípico”, BCHE*70Gt foi estimada em cerca de 2% em populações caucasóídes 

(WHITTAKER, 1986).

HARRIS e WHITTAKER (1961) utilizaram o fluoieto de sódio como inibidor 

diferencial e descreveram uma outra variante, chamada “resistente ao fiuoreto”. A 

frequência desse alelo foi estimada em 0,49 % em nordestinos (SJMPSON E KÁLOW, 

1965) e 0,51% e 0,61% em amostras da população de Curitiba, por ALCÂNTARA e cols. 

(1988) e FADEL-PÍCHETH (1991), respectivamente. Posteriormente, NOGUEIRA e 

cols. (1992) mostraram que esse fenóírpo é heterogêneo, distinguindo dois grupos: 

“fluoreto l 55, condicionado pelo alelo BCHE*243M e “fluoieto 2” condicionado pelo 

alelo BCHE*390V. SOUZA (2001) estudou uma amostra da população de Curitiba
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através da análise direta do DNA e encontrou uma freqüência de 0,07% do alelo 

BCHE*243Me de 0,34% do alelo BCHE*390V.

A variante K (em homenagem a Wemer Kalow) da buíirilcolinesterase foi descrita 

pela primeira vez por RUBMSTEIN e cols. (1978). Estudaram duas famílias nas quais 

indivíduos heterozigotos para a variante ^atípica” apresentavam inibição diminuída pela 

dibucaína e redução de 33% na atividade enzimática, quando comparada com a enzima 

usual. Essa redução deve-se ao número menor de moléculas circulantes, por degradação 

acelerada da enzima ou síntese diminuída. A mutação K causa a substituição de uma 

alanina por treonina na posição 539. Em cerca de 89% dos casos da mutação 4taífpcaw, ela 

está em eis com a mutação K (BARTELS e cols., 1992a).

O alelo BCHE*539T (mutação K) é o mais freqüente entre os alelos não usuais da 

região eodíficadora do loco BCHE\ As freqüências desse alelo, estimadas por SOUZA e 

cols. (1998), foram de 18,4% em euro-brasileiros (N = 190) e de 17,1% em míscigenados 

oriundos de europeus e africanos (N = 82), em amostras coletadas em Curitiba. 

Posteriormente, SOUZA (2001), ao ampliar a amostra de euro-brasileiros (N = 898), 

encontrou uma freqüência de 17,8%.

A variante J da BChE, relatada em membros de uma família estudada por GARY e 

cols. (1976), produz uma redução de aproximadamente dois terços no numero de 

moléculas circulantes da enzima e é causada por uma mutação que substitui o ácido 

glutâmieo, na posição 497, por uma valina ( BARTELS e cols,, 1992b).

Os fenótípos silenciosos são caracterizados por reduções maiores que 90% na 

atividade enzimática. São muito raros e mostram grande heterogeneidade genética Vários 

alelos determinantes desta condição já foram descritos e são apresentados na tabela 2, 

juntamente com outras variantes genéticas do loco BCHE.
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T abela 2 - Lista de variantes já descritas do gene BCHE, incluindo nome, fenóíipo, alteração 
de aminoácido, alteração de DNA, nome do alelo e referências bibliográficas.

continua
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continua
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Nota: Exon 1 (nts —212 a—93); Exon 2 (nts —92 a 1433); Exon 3 (nts 1434 a 1600); Exo»4 (nts 1601 a2J205)
 ̂ O alelo RCHE*FS6 apresenta defeção do nucleotídeo 16.  ̂BChE é produzida sa  quantidade normal.  ̂Deslocamento na 

matriz de leitura (Irameshift mutation). * Deslocamento na matriz de leitura. Codon de terminação no aa 330.  ̂O ateio 
silencioso BCHE*33Q[ é condicionador de resistência ao fluoreto.  ̂ Inseres de Áfci voòém de terminação).  ̂Sítio aeepíor 
do iiiíron 2. ® Freqüência de 8%.  ̂Freqüência de 26%.
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Apesar da butirilcolinesterase apresentar uma ampla distribuição em diferentes 

tecidos humanos, a sua função biológica ainda não está esclarecida.

Desde a verificação de uma correlação positiva entre a atividade da BChE e o teor 

de gordura subcutânea (BERRY e cols., 1954), vários trabalhos têm indicado algum 

envolvimento desta enzima com o metabolismo de lípides. A atividade da BChE está 

aumentada em distúrbios como diabetes (ANTOJPGL e cols., 1937), obesidade 

(CUCUIANU e cols., 1968), hiperlipoproteinemia (CUCUIANU e cols., 1975) e 

correlacionada com os níveis de trigficerídeos (MAGARXAN e DIETZ, 1987), VLDL e 

LDL (CHU e cols., 1978). Há evidências de que a BChE formaria, por meio de uma 

ligação física, um complexo com LDL e participaria na origem da LDL (KUTTY, 1980). 

Além disso, foi mostrado que indivíduos CHE2 C5+ com banda C5 forte têm, em média, 

menor peso que seus controles CHE2 C5- (CHÂÜTARD-FREIRE-MALA e cols., 1991), 

IMG menor que os CHE2 C5- e que os CHE2 C5+ de banda C5 fraca 

(ALCÂNTARA e cols., 2001).

LAYER (1983), estudando cérebro de embriões de galinha, observou que tanto a 

BChE como a AChE são expressas bem antes da sinaptogênese e que existe uma relação 

espaço-íemporal entre essas duas enzimas. Isto levou a propor um papel não sináptico das 

duas enzimas e que a butírileolinesterase regularia a expressão da acetileolioesterase. 

Levando em conta a íntima associação da BChE com a proliferação celular no tubo neural 

de embriões de galinha, LAYER (1983) sugeriu uma função paia a BChE no crescimento 

celular. O mesmo autor (LAYER, 1991) mostrou uma ação mifogênica da BChE 

purificada em células neurais in vítro, e que inibidores da BChE afetam a proliferação

2.6 FUNÇÃO DA BChE
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celular. SOREQ E ZAKUT (1993) mostraram uma elevada atividade da BChE em 

sistemas proliferativos como o hem ato poético e em tumores,

Além de hidrolisar ésteres de colina, a BChE apresenta atividade de aril 

acílamídase amino sensitiva (AAA), frente ao substrato o-nitroacetanilato 

(BAL AS IJB RA MAN IAN e BHAjNTJMATHY, 1993). Os mesmos autores especulam a 

possibilidade da BChE degradar analgésicos endógenos, possivelmente existentes no 

organismo. Argumentam que o paraceíamo! e o fenacetin apresentam na sua estrutura a 

ponte acil-amída, semelhante àquela clivada pela AAA e qoe pacientes com enxaqueca 

apresentam excesso de tiramina, uma das substâncias que fôtaulam  atividade de AAA 

da BChE.

2.7 DIABETES MELLÍTf/S

As informações a seguir, referentes à definido e à classificação do diabetes 

meliitus, são baseadas em documento da Organização Mundial de Saúde (WORLD 

HEALTH ORGAN1ZATION, 1999).

O diabetes meliitus (DM) é uma doença crônica e degenerativa, caracterizada por 

concentração elevada de glicose no sangue, decorrente da deficiência na produção de 

insulina pelo pâncreas ou de um contexto metabôlico no qual a insulina é incapaz de 

exercer adequadamente seu papel.

A glicotoxicidade instalada é acompanhada de distúrbios no metabolismo de 

lípides, carboidraíos e proteínas, o que pode comprometer seriamente vários órgãos, 

principalmente os rins, olhos, nervos e vasos sangüíneos. As doenças cardiovasculares 

representam a principal causa de mortalidade em pacientes diabéticos, os quais 

freqüentemente apresentam fatores de risco para essas doenças, como obesidade,
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hipertensão e dislipidemias. A hipertrigliceridemia, o nível teixo de HDL e a formação de 

partículas de LDL pequenas e densas, são as alterações lípídicas mais freqüentes nesses 

pacientes.

À classificação mais atual é baseada na etiologia da doença e não mais na 

dependência ou não de insulina por parte do doente. Pacientes com qualquer forma de 

diabetes podem necessitar de tratamento com insulina em algum estágio da doença.

O DM tipo 1 caracteriza-se pela destruição das células teta  do pâncreas. Na 

maioria das vezes, esse processo de destruição é decorrente de doença auto-iniune e pode 

ser detectado antes mesmo da doença manifestar-se clinicamente. Quando anticorpos anti- 

GAD (descarboxilase do ácido glutâmico), anticorpos anti-ínsulína ou anti-células beta 

das ilhotas de Langerhans estão presentes, a existência desse processo é identificada. 

Principalmente crianças e adolescentes podem apresentar eetoacidose como primeira 

manifestação da doença. Alguns indivíduos mostram hiperglicemia leve após jejum, que 

pode evoluir rapidamente para hiperglicemia severa e ou eetoacidose, na presença de 

infecção ou. de alguma forma de estresse orgânico. Outros, geralmente adultos, podem 

apresentar função residual das células beta, suficiente para prevenir eetoacidose por 

muitos anos.

O DM tipo 2 é a forma mais comum, abrange cerca de 90% dos casos e aparece 

geralmente na idade adulta. Resulta, em geral, de graus variáveis de resistência â insulina 

e deficiência relativa de secreção de insulina. Freqüentemente, esta forma de diabetes 

deixa de ser diagnosticada por muitos anos, pois a hiperglicemia não é severa o suficiente 

para provocar sintomas evidentes de diabetes. Mesmo assim, neste estágio, há um risco 

aumentado de desenvolver complicações micro e macrovasculares. Há, provavelmente, 

diversos mecanismos diferentes que podem resultar nesta forma de diabetes e é provável
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que o numero de pessoas, nesta categoria, diminua no futuro, quando a identificação de 

defeitos genéticos e processos patogênicos específicos, permita uma melhor diferenciação 

e uma classificação mais definitiva. Dessa forma* esses casos migrariam para a categoria 

“outros tipos específicos", descrita mais adiante. Embora a etiologia específica do diabetes 

tipo 2 não seja conhecida, por definição, não ocorre destruição auíoimune de células 

pancreáucas e tais pacientes não apresentam nenhuma das causas da categoria “outros 

tipos específicos”. A maioria dos pacientes com o diabetes tipo 2 é obesa, o que pode 

causar ou agravar a resistência à insulina. A cetoacidose nio é freqüente neste tipo de 

diabetes. Alguns pacientes podem apresentar, ao mesmo tempo, hiperglicemia e níveis 

normais ou até elevados de insulina o que caracteriza a resistência à insulina. Por outro 

lado, alguns indivíduos têm ação normal da insulina, mas secreção marcadamente 

diminuída.

Á categoria “outros tipos específicos” inclui causas menos comuns de diabetes 

mellitus, mas cujo defeito subjacente ou processo de doença pode ser identificado de uma 

maneira relativamente específica. A tabela 3 lista estes tipos específicos.

O diabetes gestacional é a intolerância a carboidrafos, que resulta em hiperglicemia 

de severidade variável, reconhecida pela primeira vez durante a gestação. Isto não exclui, 

entretanto, que a intolerância à glicose anteceda a gravidez e que possa nio ter sido 

reconhecida. A definição de diabetes gestacional independe da utilização ou não de 

insulina no tratamento, ou se a condição persistirá ou nio apôs a gravidez (WORLD 

HEALTH ORGANIZATIGN, 1999).

Os sintomas clássicos do diabetes são a sede e fome excessiva, poliúria e perda de 

peso, mas variam muito em grau, podendo até estar ausentes em muitos casos.
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Tabela 3. Outros tipos específicos de diabetes.

Defeitos funcionais das células beta a
Cromossomo 20, HNF4a (MODY1}
Cromossomo 7, gíucoquinase (MODY2)
Cromossomo 12, HNFla (MODY3)
Cromossomo 13, IPF-l (MODY4)
Mutação 3243, DNA mítocoudrial 
Outros

Defeitos genéticos na ação da insulina
Resistência íipo A à insulina 
Leprechaunísiíio
Sindrome de Rabson-MendenhaU 
Diabetes Lipoatrófica 
Outros 

Doenças do pâncreas exóerino
Pasicreopatia de cálculo fibroso 
Pancreatites
Trauma/ pancreatotomia 
Neoplasia 
Fibrose cistíca 
Hemocromatose 
Outras 

Endocrinopatias
Sindrome de Cushing
Acromegalía
Feocromocitoma
Glucagonoma
Hipertireoidismo
Somaiostatinoma
Outras

Induzidos por fármacos ou agentes químicos 

Infecções
Rubéola congênita 
Citomegalovinis
Outras

Formas tncomuns de diabetes inuino-mediado
Sindrome da insulina autoimune (anticorpos para insulina) 
Receptor de anticorpos anti-insulina 
SíndromectStiff Man”
Outras 

Outras síndromes genéticas

a MODY: maturity-onset diabetes of the young
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Ás informações a seguir, referentes aos procedimentos diagnósticos, são 

recomendações da Sociedade Brasileira de Diabetes.

O diagnóstico utiliza os valores de dosagem de glicose no plasma, após jejum de 8 a 12 

horas e do TTG (teste de tolerância à glicose) após administração de 75g de glicose por via 

oral. Os estágios clínicos variam desde a normalidade, passando paia a glicemia de jejum 

alterada e ou tolerância diminuída à glicose, até o DM propriamente dito. Os valores de 

referência, atualmente utilizados, são mostrados na tabela 4. Os testes devem ser sempre 

repetidos para a confirmação do diagnóstico.

Tabela 4. Valores de glicose plasmática em mg^dl, para diagnóstico do diabetes meilitus e 
seus estágios pré-clínicos.

Estágio Jejum 2h após administração Casual 
de 75 g de glicose

Glicemia de jejum
alterada

> !1 0 e <  126 < 140 (se realizada)

Tolerância diminuída à
glicose

< 126 e > 140 e<  200

DM > 126 ou > 200 ou > 200 (com sintomas
clássicos do DM)

Valor i4casual” é a glicemia medida sem observar jejum. Quando este valor é > 

200mg/dl, acompanhado dos sintomas clássicos, é indicador de DM.

A realização do teste de sobrecarga de 75 gramas de glicose é indicada quando a 

glicose plasmática de jejum é > 1 lOmg/dl e < 126 mg/dl ou quando é < 110 mgfôl mas o
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paciente apresenta dois 011 mais fatores de risco para DM e idade > 45 anos. Os fatores de 

risco para o diabetes mellitus são os seguintes: idade > 45 anos, história familiar de DM (pais, 

filhos e irmãos), excesso de peso (1MC > 25Kg/m2}, sedeníarismo, HDL-C baixo ou 

triglicerídeos elevados, hipertensão arterial, doença coronariana, DM gestacional prévio, 

história de abortos de repetição ou mortalidade perinafa! ou macrossomia, uso de medicação 

hiperglicemíante (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2000).

2.8 BChE e DIABETES

O primeiro relato de atividade aumentada da BChE em diabéticos foi feito por ÁNTOPOL 

e cols. (1937). Vários estudos mais recentes têm mostrado alguma relação da butfriieoíinesterase 

com o metabolismo alterado de lípoproteínas em pacientes diabéticos e também em modelos 

animais.

ABBOT e cols. (1993) encontraram valores elevados de atividade da BChE em pacientes 

diabéticos com hipertrigliceridemia. Os níveis de BChE e triglicerídeos mostraram-se 

positivamente correlacionados em crianças diabéticas e obesas (RANDELL e cols., 1996). A 
atividade da BChE correlaciona-se positivamente com os mveis de insulina e do peptídio-C, no 

soro de indivíduos portadores de diabetes mellitus do tipo 2 (NÍSTOR e cols., 1998). O peptídio- 

C é secretado na circulação juntamente com a insulina em resposta à estimulação das células beta 

pancreátícas e sua função biológica tem sido relacionada ao estabelecimento da estrutura terciária 

e quaternária da pró-insulina (RIZK e DUNBAR, 2004).

Ratos hiperglicêmicos mostraram níveis elevados de BChE no plasma e no fígado e 

apresentaram metabolismo alterado de VLDL (KUTTY e cols., 1981). Diabetes induzida por 

estreptozotocma (substância antítumoral), em ratos, resultou em aumento nos níveis de BChE, 

triglicerídeos, VLDL e glicerol O controle deste estado com insulina provocou a normalização
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destes níveis. A administração de um inibidor específico da BChE também reverteu os níveis 

elevados de TG, VLDL e giicerol (ANNAPURNA e cols., 1991).

Algumas evidências sugerem uma relação fisiológica diferenciada da insulina, nos
A-.

fenótipos do loco CHE2 (ALCÂNTARA e cols., 2003). Os autores mostraram que obesos de 

íênófipo CHE2 C5+ apresentaram, em média, níveis significativamente maiores de insulina no 

sangue, quando estavam com maior peso, do que quando apresentavam menor peso. Isto, 

entretanto, não se verificou em indivíduos com o fenótipo CHE2 € 5 - Quando foi quantificada a 

atividade relativa do complexo C5, encontrou-se uma correlação negativa entre essa variável e o 

nível de insulina.

WELTER e cols. (2002) observaram que a intensidade do complexo C5 entre diabéticos do 

tipo 1 é significativamente maior que em diabéticos tipo 2.

HASHIM e cols. (2001) estudaram uma amostra de pacientes diabéticos do tipo 2 e 

encontraram uma associação positiva entre este distúrbio e a variante K da BChE. À freqüência 

do alelo BCHE*539T foi de 22,8% em 276 desses pacientes contra 15,8% em um grupo controle 

de 348 não diabéticos (p = 0,00017). As freqüências genotípicas também diferiram 

significativamente entre os dois grupos. O aumento no risco de desenvolver diabetes, associado à 

presença de K, foi estimado em 44%. Esses mesmos pacientes foram divididos em dois grupos, 

segundo a necessidade ou não de tratamento com insulina, 6 anos após o ingresso na pesquisa. O 

objetivo foi investigar uma possível associação entre a variante K e uma disfonção das células 

beta pancreáticas. Para tanto, compararam a distribuição das freqüências alélicas e genotípicas 

nestes grupos e não encontraram nenhuma diferença estatisticamente significativa. Dessa forma, 

os autores sugerem que a associação encontrada entre a variante K e o  diabetes meliitus tipo 2 

seria, mais provavelmente, devida a um desequilíbrio de ligação desta mutação com genes de 

susceptibilidade, já  identificados na região 3q27-ter, cerca de 25cM distante do loco BCHE.
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Entretanto, no presente trabalho, considerou-se que um fòtor de risco para a predisposição a uma 

doença, não está, necessariamente, associado à sua severidade.

2.9. SINDROME METABÓLICA

Freqüentemente pessoas com DM, ou mesmo com tolerância diminuída à glicose, 

apresentam, concomitantemente, outros fatores de risco paia doença cardiovaseuiar. Esta 

condição, caracterizada por uma agravante combinação de diferentes anormalidades 

metabólicas, é comum em uma ampla variedade de grupos étnicos e tem sido chamada, mais 

comumente, de Sindrome Metabólica (SM). Mesmo em indivíduos com tolerância normal à 

glicose, a SM representa um fator risco para DM do tipo 2 (WORLD HEALTH 

ORGANIZAHON, 1999).

A SM tem mostrado um grande avanço na sua incidência, por conta de alterações 

implementadas por hábitos de vida modernos: sedeotarismo, dieta com alto teor de 

carboidratos refinados, gordura saturada e baixo teor de fibras, que implicam em ultima 

análise em ganho progressivo de peso, com especial atenção ao aumento da gordura iníra- 

abdominal ou visceral (GRUNDY, 1999). Em vista disso, a Organização Mundial de Saúde 

propôs uma definição prática para a sindrome metabólica (WORLD HEALTH 

OKGANIZATÍON, 1999), baseada na presença dos seguintes componentes:

a) Hipertensão: pressão arterial > 140/90 mmHg.

b) Dislipidemia: triglicerídeos > 150 mg/dL e ou HDL-C < 35mg/dL para homens ou <

39 mg/dL para mulheres.

c) Obesidade: razão cmtuia-quadrii (RCQ) > 0,85 para mulheres e > 0,90 para homens e 

ou índice de massa corporal (IMC) > 30 Kg/m2.
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d) Microalbuminúria: taxa de excreção de albumina na urina > 20 ge/min ou proporção

albumina:creatinina > 30 mg/g.

Indivíduos com DM do tipo 2, que apresentam dois ou mais desses fatores, são 

diagnosticados como apresentando Sindrome Metabólíca.

2.10, HERANÇA GENÉTICA HO DIABETES M ELLITÜS

O diabetes meilitus é uma doença complexa que pode ser determinada por uma ampla 

variedade de fatores genéticos e ambientais. A influência genérica, no desencadeamento de 

anormalidades metabóiicas que levam ao estado diabético e suas complicações, varia desde a 

ação monogênica, característica de algumas foimas mais raras, até a poligênica, responsável 

pelas formas mais comuns.

A identificação de genes que, de alguma forma, influenciam o grau de susceptibilidade 

à doença, tem utilizado os métodos clássicos de ligação, com informações de famílias, e os 

estudos de associação em amostras populacionais. Mais recentemente, as técnicas de estudo 

com marcadores moleculares têm sido utilizadas em amplos rastreamentos do genoma.

a) DM do tipo 1

Os genes do sistema HLÁ apresentam uma associação bastante forte com DM do tipo 

1 e são responsáveis por uma parcela considerável (44%) do risco genético pira essa doença. 

Os genes mais relacionados são os da classe II, região D (DRB, DQÂ e DQB\ especialmente 

os alelos DRB1*0401, DRB1*0402, DRB1*0405 e DRB1*0301 (aumentam o risco) e  

DRBJ*1501 (efeito protetor). Como muitos alelos na região HLÁ apresentam forte 

desequilíbrio de ligação, como por exemplo, os alelos no loco DRB com alelos em DQB,é
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muito provável que, no nível populacional, existam haplótipos de risco da região D do sistema 

HLA (revisão em FLORJEZ e cols., 2003).

Uma região polimórfica de VNTR, localizada próxima ao sítio de início de transcrição 

do gene da insulina (llp l5 ), representa um outro fator de risco bem estudado para o DM do 

tipo 1 e que afeta a expressão desse gene no timo, sugerindo urna importante participação da 

insulina no processo de tolerância e iniciação do processo de ataque autoimune na destruição 

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

Pelo menos 20 Jocos, distribuídos em vários cromossomos (1,2, 3, 5, 6, 10, 11, 14, 15, 

16 e 18), mostraram ligação com o DM do tipo 1 em estudos de rastreamento do genoma, que 

utilizaram genes ou segmentos de DNA não codificadores, polimôrfícos, não necessariamente 

com alguma relação conhecida com a doença. Muitos desses estudos concordaram com 

resultados prévios, obtidos por estudos familiares ou de associação, ou os reforçaram. A 

maior parte dos íocos foi nomeada como IDDM (insulín-dependent diabetes mellitus) e 

numerados de 1 a 18 por ordem de descoberta. Muitos desses Íocos estão fisicamente muito 

próximos, como por exemplo 1DDM7, IDDM 12 e IDDM13, localizados em 2q3!-35, uma 

região do cromossomo que contém o gene CTLA4, cuja ralação com o DM do tipo 1 foi 

confirmada por vários estudos de associação (revisão em ELQREZ e cols., 2003).

b) DM do tipo 2

Uma grande quantidade de genes candidatos, cuja influência como fator de risco ao 

DM do tipo 2 foi investigada por estudos de associação, apresentou resultados significativos. 

Entretanto, a grande maioria desses estudos não pôde ser confirmada em trabalhos com outras 

populações (LOHMUELLER e cols., 2003).

Os polimorfismos que apresentaram as associações mais consistentes foram:
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1) PPARG (peroxisome prohferator-acíivated receptor y), localizado no cromossomo 

3 (3p25), condiciona um fator de transcrição que desempenha papel central no 

desenvolvimento de adipòeiíos, sendo alvo da tiazolidinedione, droga usada no 

tratamento do DM do tipo 2. O alelo Proí2 confere um acréscimo de risco relativo 

de cerca de 25%, quando no estado hornozigoto. Sua importância cresce na medida 

em que ficou demonstrado ser um alelo bastante freqüente em populações 

européias e japonesas (DEEB e cols,, 199S).

2) O gene ÂBCC8, localizado no cromossomo 6, codifica uma proteína que é alvo de 

uma ampla classe de medicamentos hipogjfíeemiantes e apresenta polimorfismos 

importantes no exon 18 (C—»T nt 759) e no intron 24 (C—»T nt —3),

3 ) O gene KCNJÍ / , adjacente ao ÁBCC8 no cromossomo 6, apresenta uma variante 

(E23K) que confere risco aumentado para DM do tipo 2.

Vários estudos de rastreamento do genooia, com o uso de marcadores genéticos, 

têm identificado íocos importantes, cujo polímorfismo pode conferir algum risco no 

desenvolvimento do DM do tipo 2. Âs regiões que apresentaram um LOD escore maior que

3,6, em pelo menos um estudo, e cuja ligação tem sido apoiada por outros trabalhos, são as 

seguintes: lq25.3, 2q37.3, 3p24.1, 3q27 - qter, 10q26.13, 12q24.31 e 18pll.22. Feio menos 

17 outras regiões apresentaram resultado sugestivos de ligação (LOD escore entre 2,0 e 3,6), 

muitas delas também foram investigadas por outros laboratórios e os resultados foram 

confirmados.

c) O utras formas de diabetes

Algumas formas de diabetes comumente chamadas de MODY (maíurity-onseí diabetes 

of the young) e que afetam a função normal das células beta panereáíicas, levando â secreção
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diminuída de insulina, apresentam herança monogênica com padrão autossômico dominante. 

Seus locos estão localizados nos cromossomos 7p, I2q, 13 e 20q. Duas outras formas, uma 

que afeta a conversão de pró-insulina em insulina, e outra, que resulta de um número reduzido 

de receptores de insulina, também apresentam padrão autossômico dominante.

Algumas mutações de ponto no DNA mitocondrial estão associadas com diabetes 

mellitus. Â forma mais conhecida é uma substiuição no gene do tRNA da leucina, o qual 

desempenha um importante papel na tradução de outros genes, envolvidos na fosforilação 

©xidativa.

Existem ainda várias formas de diabetes, relativamente raras, manifestadas em 

conjunto com síndromes ou anormalidades fisiológicas, qm  podem apresentar padrão 

monogêníco de herança.
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3. OBJETIVOS

3.1. INVESTIGAR ASSOCIAÇÃO ENTRE A VARIANTE K (BCHE*539T) DA 

BUHRDLCOLINESTERASE E DIABETES MELLITUS DOS TIPOS 1 E 2.

3.2. INVESTIGAR ASSOCIAÇÃO ENTRE A VARIANTE K E VARIÁVEIS 

BIOQUÍMICAS, ANTROPOMÉTRICAS, PRESSÕES ARTERIAIS E IDADE DE 

APARECIMENTO DA DOENÇA, EM DIABÉTICOS DOS TIPOS 1 E 2.

3.3. INVESTIGAR RELAÇÃO DA VARIANTE K COM A SÍNDROME METABÓLICA 

EM DIABÉTICOS DO TIPO 2.
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4. MATERIAIS E MÉTODOS

4.1. AMOSTRAS

A amostra examinada nesta pesquisa foi coletada por intermédio do Ambulatório 

Especial de Diabetes do Hospital de Clínicas da Universidade Federal do Paraná. É 

constituída de 249 pacientes, sendo 103 portadores de Diabetes Mellitus do tipo I e 146 

portadores de Diabetes Mellitus do tipo 2.

O diagnóstico seguiu as recomendações da Sociedade Brasileira de Diabetes, onde são 

considerados: os valores de glieemia em jejum, a giieemia piasmática casual (definida como 

aquela realizada a qualquer hora do dia, sem observar o intervalo da última refeição), o teste 

de tolerância à glicose (TTG) e os sintomas clássicos do DM que incluem polmna, polídipsia 

e perda inexplicada de peso. O DM do tipo 1 é mais freqüentemente diagnosticado pela 

glieemia ao acaso e pela presença de sintomas, raramente peío TTG. O critério de 

diferenciação entre DM do tipo 1 e DM do tipo 2 é o de tempo de permanência sem a 

necessidade de administração de insulina após o diagnóstico. Assim, se o paciente 

permaneceu sem receber insulina, por mais de um ano, é considerado do tipo 2.

Foram incluídos na amostra, consecutivamente, todos os pacientes com diabetes tipo 1 

e 2, atendidos no Ambulatório Especial de Diabetes do Hospital de Clínicas, sem critérios de 

exclusão, à exceção do não comparecimento para a coleta. Os dados clínicos foram coletados 

sob a supervisão das Dras. Rosângela R. Réa, Rílene Figueiredo, Rosa Maria Vargas e Ana 

Cristina R. de Almeida.

As alíquotas de sangue foram coletadas com EDTÁ, após um jejum mínimo de 12 

horas e centrifugadas a 2500 rpm por 20 minutos. O creme de leucócitos, com alguns
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mililitros de Iiemácias, foi estocado a -20°C e, posteriormente, encaminhado ao Laboratório 

de Polimorfísmos e Ligação para extração do DNA e genotipagem em relação à variante K da 

butirilcolínesterase.

O plasma loi utilizado para investigar os níveis de indicadores bioquímicos, bem como 

o grau de atividade da BChE e fenotipagem de outras variantes desta enzima, dentro do 

projeto ccVariabilidade da Butirílcoímesterase no Diabetes Meitítus”, coordenado pela Dra. 

Vânia M. de Alcântara, professora do Departamento de Patologia Médica desta Universidade, 

co-orientadora deste traballio e que supervisionou o processo de coleta das amostras de 

sangue e análises bioquímicas.

Além disso, das informações obtidas pela Dra. Vânia M. de Alcântara, utilizamos as 

seguintes variáveis: sexo, idade, peso, altura, índice de massa corporal (IMC), origem étnica, 

razão cintura quadril (RCQ), prisões arteriais sistólica e diastóhea, idade de aparecimento do 

diabetes, colesterol total, trígiícerídeos (TG), HDL-C, glicemia, hemoglobina glicosilada 

(HbAic), apolipoproteína B (Apo B), insulina, glicerof alanma-aniinotransferase (ALT), 

aspartato-aminotransferase (AST), atividade da butirilcolínesterase e fenótipos do loco CHE2.

A classificação dos indivíduos da amostra, quanto à origem étnica, foi realizada 

visualmente, baseando-se em características como a cor da pele, tipo de cabelo e forma dos 

lábios e nariz. Essa classificação permite indicar, de forma aproximada, a composição racial 

da amostra.

A idade média, calculada entre os portadores de Diabetes Mellitus do tipo L 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 ± 0,33 (variando de 15,86 a
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33,75). Predominam, neste grupo, os de origem euTO-brasüeira (71,8% ± 4,4 %) e os do sexo 

feminino (60,2% ± 4,8%). A freqüência do fenótipo CHE2 C5+ foi de 13,59% ± 3,37%.

Entre os portadores de Diabetes Mellitns do tipo 2 observamos o seguinte: idade 

média de 55,2 ± 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 (19,49 a 44,89), 60,9% ± 4,2% de origem 

euro-brasiieira, e 65,8% ± 3,9% do sexo feminino. Â freqüência do fenótipo CHE2 C5+ foi 

de 14,38% ±2,90%.

Uma amostra de 944 doadores de sangue obtida do Centro de Hematologia do Paraná 

(HEMEPAR) em Curitiba, foi investigada em relação à variante K por Souza (2001) em 

nosso laboratório. As freqüências alélicas e genotipieas determinadas por esse autor em 

relação ao alelo BCHE*539Tf foram usadas como controle para as comparações com as 

amostras de diabéticos. Â idade média na amostra de doadores de sangue é de 30,8 ± 0,3 

anos, predominando os de origem euro-brasiieira (95,1% ± 0,7 %) e os do sexo masculino 

(84,2% =fc 1,2%).

Além disso, foram criadas a partir da amostra total de doadores de sangue (N = 944), 

duas sub-amosíras controle, pareadas com os diabéticos dos tipos I e 2, pelo critério origem 

étnica, com N = 103 e N =146, respectivamente.

4.2. MÉTODOS LABORATORIAIS

No Laboratório de Polimorfísmos e Ligação da Universidade Federal do Paraná a 

extração do DNA foi feita de acordo com o método de LAHIR1 e NURNBERGER (1991). 

A presença da variante K foi investigada por PCK-RFLP (Paíymerase Chain Reaction-
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Restriction Fragment Leright Polymorfnsm) através da técnica desenvolvida por SH1BUTA e 

cols. (1994), denominada PCR-PIKA (Primer Introdnced Restriction Analysis). 

Adicionalmente, indivíduos classificados como í£nao usuais” por essa técnica, tiveram o DNA 

testado por SSCA {Single Strand Confomiation Analysis). Uma amostra, cuja tipagem ficou 

duvidosa, foi submetida a seqüenciamento do DNA.

As demais análises foram realizadas peto Laboratório de Bioquímica do Hospital de 

Clínicas da Universidade Federal do Paraná (colesterol total, triglicerideos, HDL-C, glicemia, 

insulina, AST e ALT), pelo Laboratório Frischmami Áísengart (HbAic e Apo B) e pelo 

Laboratório de Bioquímica Clínica da Universidade Federal do Paraná (glícerol, atividade da 

butirilcolinesterase e fenotipagem do loco CHE2).

4.2.1. Extração do DNA

A extração do DNA de amostras de leucócítos de sangue periférico foi realizada de acordo 

com a técnica de LAFQRI e NURNBERGER (1991). Esta técnica caracteriza-se pelo uso de uma 

solução saturada de cloreto de sódio para promover a desidratação e a precipitação de proteínas, 

sem a necessidade de utilizar solventes orgânicos. Para promover a lise celular foi usado o 

Ígepal-CA63G (Octüfenoxi-polietoxietanoi; Sigma), em substituição ao Nomdet-P40 (Sigma).

Rea gentes:

Tampão TKM1: 5 mL de tampão Tris-HCl-pH 7,6 lM ,5mLdeKC1 1M, 5 mL deMgCL, 10 mL 

de EDTA 0,1M e 475 mL de água destilada.
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Tampão TKM2: 0,5 mL de tampão Tris-HCÍ-pH 7,6 1M, 0,5 mL de KCL 1M, 0,5 mL de MgCl2

1M, ImL de EDTA G,IM, 20 mL de NaCÍ 1M e 27,5 mL de água destilada.

Tampão TE: 0,5 mL de tampão Tris-HCi-pH 8,0 1M, 0,5 mL de EDTA-pH 8,0 0,1M e 49 mL de 

água bidestilada.

Tampão Trts-HCl: 121,1g de Tris, 700 mL de água destilada e HC! até alcançar o pH desejado.

O procedimento de extração segue os seguintes passos:

1. Descongelar o creme leucocitário e transferi-lo para tubos de centrifugação de 15 mL.

2. Completar o volume para 10 mL com tampão TKM1, que M  iniciar a solubilização de 

membranas.

3. Acrescentar 125 pL de ÍGEPAL e misturar bem o conteúdo, invertendo o tubo várias 

vezes.

4. Centrifugar a 2500 rpm por 20 minutos.

5. Desprezar o sobrenandante com cuidado e completar para 10 mL com tampão TKM1.

6. Ressuspender o precipitado utilizando pi peta Pastem e em seguida agitar com o Vóitex.

7. Centrifugar a 2500 rpm por 20 minutos.

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

9. Desprezar o sobrenadante e adicionar 800 gL de tampão TKM2.

10. Ressuspender delicadamente o precipitado utilizando mieropípeta com ponteira de 1000 

pL, e transferir todo o conteúdo para tubo eppendorf de 1,5 mL.

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

12. Adicionar 300 pL de solução satumda de NaCl (6M), misturar bem e centrifugar a 12000 

rpm por 20 minutos.
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13. Transferir o sobrenadante para tubos de ensaio e acrescentar etanol absoluto gelado 11a 

proporção de 2 volumes de etanol para 1 volume do sobrenadante. Inverter delicadamente 

o tubo algumas vezes.

14. Pescar o DNA com mieropipeta e transferi-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 evaporação completa do álcool

16. Ressuspender o DNA em 200 pL de tampão TE e incubar on banho-maria a 55°C por três 

dias.

17. Manter em geladeira por três dias. Neste ponto o DNA já pode ser utilizado ou então

estocado a -20°C.

4.2.2. Genotípagem da variante K por PCR-RFLP 

Princípio da técnica

A mutação K é uma transição G/A, que altera a primeira base da seqüência de 

nucleotídeos que corresponde ao códon 539. Sua presença, entretanto, não cria nem desírói 

qualquer sitio de restrição. Dessa forma, a técnica desenvolvida per SHÍBUTA e cols. (1994) 

prevê uma estratégia que resulta na construção de um sítio de restrição apropriado. A PCR utiliza 

dois inieiadores criados especificamente paia amplificar parte do exon 4. O iniciador 3’ (5’ 

CCTGCTTTCCACTCCCATGCTG 3f) liga-se à seqüência de nucleotídeos que corresponde às 

duas últimas bases do códon 539, aos códons 540 a 545 e às duas primeiras bases do códon 546. 

Esse iniciador, projetado por SHEBUTA e cols. (1994) apresenta uma substituição na quarta 

posição a partir da terminação 3’ e foi denominado de K l3 em nosso laboratório.
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O iniciador APS (BARTELS e cols., 1992a): 5f (5'

CGAAATTATTTTTCAGTTÂTTGAAACÀGÀTAAAAATTT 3r) liga-se do nucleotídeo 32 ao 

69, â montante da junção do exon 3 com o exon 4.

Os segmentos de DNA produzidos pela PCR apresentam 106 pb. Se forem derivados da 

amplificação da seqüência usual exibem um sítio de restrição (GCAGC) identificado pela enzima 

FnuAHl (figura 2) e, quando digeridos, geram dois fragmentos, um de 85 pb e outro de 21 pb. 

Entretanto, se os segmentos de DNA produzidos pela PCR derivam da seqüência não usual, são 

resistentes à ação da enzima e, mesmo na sua presença, permanecem inalterados, ou seja, com 

106 pb.

Figura 2. O esquema mostra o principio da técnica de PCR-PIRA. a) o segmento amplificado a 
partir da seqüência “usual” apresenta um sítio de identificação e corte da enzima F/m4HL, 
gerando após digestão, dois fragmentos, um de 85 pb e outro de 21 pb. b) O segmento 
amplificado a partir da seqüência “variante” não apresenta tal sítio, e sem resistente â ação da 
Fnumi,
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PCR (Polymerase. Chain Reacíum)

O volume total da PCR foi de 20 jxL, sendo LuL de DNA genômieo (aproximadamente 

100 ng) e 19 gL de Supermix (ínvitrogen- 22mM Tris-HCl pH 8,4, 55mM KCL Ló5mM MgC^,

220pM dGTP, 220pM dÁTP, 220uM dTTP, 220pM dCTP, 22 U Taq DMA-polimerase^mL), aos 

quais já haviam sido adicionados os iniciadores. À amplificação opera por 35 ciclos e foi feita em 

um termocíclador Teeligene-Ftgene2D. Cada ciclo consiste de 30 segundos a 94°C para 

desnaturação, 30 segundos a 58°C para andamento e 30 segundos a 72°C para extensão do 

miciador. A extensão final foi a 72°C por 10 minutos.

Digestão enzimática

Para promover a digestão dos segmentos amplificados foram acrescentados a cada 

amostra, 10 pL de uma solução que continha: 0,2 gL da enzima Fhu4HI (equivalente a 1 U), 1,65 

pL de tampão fornecido pelo fabricante (Biolabs-New England), 0,35 uL de BSA e 7,8 uL de 

água bidesfilada. A incubação se deu a 37°C por cerca de 16 horas. Para evitar a evaporação do 

conteúdo durante a incubação, foram acrescentadas a cada tubo doas gotas de óleo mineral

Eletroforese em gel de poiiacriíamida

Para a separação dos fragmentos de DNA foi procedida uma eletroforese cotitmua em gel 

de poiiacriíamida (8%), cuja solução estoque foi preparada da seguinte forma: 29 g de aeriíamida, 

1 g de hísacriíamida, 5mL de glicerol e agua bidestílada até completar 100 mL.

A solução para o gel foi preparada nas seguintes proporções: 8 mL da solução estoque de 

poiiacriíamida, 22 mL de tampão TBE IX, 250 pL de persulfato de amênia 10% (agente 

polimerizador da aciüamida) e 30 pL de TEMED (agente catalisador da polimeiização).

Nas cubas foi utilizado tampão TBE 1X.
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O tampão TBE 5X estoque tbi preparado da seguinte ferina: 54 g de Tns, 27,5 g de ácido 

bórico, 20 mL de EDTA 0,5M - pH 8,0 e q.s.p. 1000 mL de água destilada.

O corante xileno cíanol foi misturado ao produto da digestão na proporção de 1:1. 

Apliearam-se 10 gL desta mistura em cada ponto de origem. A corrida deu-se a 160 V por 1 hora 

e 15 minutos em temperatura de 4°C.

Coloração d© gel (BUDOWLE e cols., 1991)

O gel, após ser retirado das placas, foi colocado em um recipiente de vidro e submetido ao 

seguinte tratamento:

1. Ácido nítrico (1 %) por 3 minutos.

2. Nitrato de praia 0,01M por 20 minutos.

3. Solução contendo 170 mL de carbonato de sódio 0,28M e 92 ul de formaldeído, até ser 

possível uma boa visualização das bandas. Esta solução deve ser preparada cerca de 5 

minutos antes do uso.

4. Ácido acético (10%) por 5 minutos.

5. Gíiceroí (5%) por, pelo menos, 10 minutos.

Todo o processo foi feito sob agitação constante em aparelho apropriado e entre cada 

etapa era procedida a lavagem do gel com água destilada. Para a conservação, o gel foi 

embebido em uma solução contendo metanol (30% ) e glieero! (1%) e prensado entre papel 

de filtro e papel celofane por alguns dias. A secagem foi feita a vácuo, sob aquecimento. 

luterprctação dos Resultados

Indivíduos que não apresentam a mutação K, exibem apenas uma banda, (figura 3-a) 

referente ao fragmento de 85 pb, uma vez que o fragmento de 21pfr nas condições em que a
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eletroforese se processou, migra para fora do gel. Amostras de homozigotos para a mutação K 

são totalmente resistentes à digestão pela Fnu4HL 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 

Princípio da técnica

A técnica baseia-se no fato de que uma alteração em único nucíeotídeo pode provocar 

mudanças na conformação assumida por fitas simples de DNA, determinando uma mobilidade 

eletroforética característica.

FIGURA 3. Padrões de genótipos obtidos por PCR-RFLP, após eletroforese em gel de 
poliacrilamida: a. UU; b. UK; c. KK,

PCR (Polymerase Chain Reaction)

Essa reação foi feita segundo o item 4.2.2., resultando na produção de segmentos de 189 

pares de bases. Os inicíadores utilizados (HÔHLER e cols,, 1995) foram os seguintes: 5* (5* 

TGATTAATACAACTTATTCC 3% denominado em nosso laboratório de P45, liga-se à
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montante da junção do intron 3 com o exon 4 (nt -31 a -12) e 3' (5!

GAAAATATGTTCTATAAAGGG 3% denominado em nosso laboratório de P43, liga-se do 

micíeotídeo 1738 ao 1758.

Eleíreíorese eis gel de peliaerilainidâ

À solução usada para a preparação desse gel foi de composição idêntica aquela descrita no 

item 4.2.2.

Antes da aplicação das amostras, o gel foi submetido a uma pré-corrida de 50 minutos a 

250 volts. Nas cubas usou-se o tampão TBE IX.

O volume total aplicado em cada ponto de origem foi de J2 pL, sendo 5 pL do produto da 

PCR acrescidos de 7 jiL de corante (95% de formamida, €05% de azai de bromofenol, 0,25% de 

xileüo ciartol, lOmíví de 1IOTA e lOinM. de NaOIX). Essa ínisíura era submetida, antes da 

aplicação, à desnaturação do DNA pelo calor a 94°C, durante 5 minutos, e utilizada 

imediatamente, evitando assim a renaturação do DNA.

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

Coloração do gel

O processo de coloração do gel ioi o mesmo já  descrito no item 4.2.2.

Interpretação dos resultados

A figura 4-a mostra a posição assumida no gel pelos fragmentos de DNA de fita simples 

(189 pb) que não apresentam a mutação K. Em 4-b, pode-se ver a banda formada pelos 

fragmentos com a mutação K, e em 4-c as duas bandas que caracterizam o heferozigoto.
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Dois seqõencianientos da amostra 227 foram realizados a partir dos produtos de 

amplificação de PCR, utilizando-se, no primeiro, os iniciadores P45 e P43 e, no segundo, N45 

(projetado no Laboratório de Poinnorfismos e Ligação; 3 'CTGTGTAGTTAGÀGAAAA5 ’) e 

P43. O material amplificado, depois de ser purificado com acetato de amônia e etanol, foi 

submetido à reação de seqüenciamento (ET-dve-terminator). À leitura foi procedida no 

seqüenciador MegaBACE.

FIGURA 4. Padrões de genóíipos obtidos por PCR-SSCA, após eletroforese em gel de 
püliacrüamida: a. UU; b. KK; c. UK

4.2.4. Seqüenciainento do DNA

4.2.5. Exames realizados em outros laboratórios

Paia as quantificações efetuadas pelo Laboratório do Hospital de Clínicas da Universidade 

Federal do Paraná utilizaram-se os seguintes métodos:

a) Colesterol Total -  método enzimáíico coloriméírico -  Merck SMT.

b) Triglicerídeos -  método enzimático colorimétrico -  Merck SMT.



c) HDL-C -  método direto homogêneo -  Roehe.

d) Glicemia -  método da gíicose-hexoq/uinase -  Merck Mega.

e) Insulina -imnnoensaio -  Abbott Diagnostics

f) A ST- inetouo eiiiético U.V. - Advia Bayer

g) ALT - método emétíeo U.V. - Àdvia Bayer

As quantificações de HbA*c e da apolípoproteína B (Apo B) foram realizadas pelo 

laboratório Frischmann Aisengart por cromatografia de alta precisão (HPLC) BIO-RAD e por 

turbídünetria -  ROCHE, respectivamente.

A quantificação do gliceroi foi realizada por método enzimático coloiimétrico 

desenvolvido no Laboratório de Bioquímica Clínica da Universidade Federai do Paraná. Nesse 

laboraáono foram determinados também; os fenóíipos do loco C.ffE2 (VAN ROS e VHRVOGRT, 

1973) e a atividade da bafiidcolisesterase (DIETZ e cols., 1973; modificado por EVANS e 

WROE, 1978).

4.3. MÉTODOS ESTATÍSTICOS

Utilizou-se o programa STATfSTICA for Windows (STATSGri, Inc., 1996) para 

cálculo de médias, erros padrões, vanaocia, amplitudes de vanaçao e coeficientes de 

correlação, bem como para as comparações por meio de testes %Â c / de Síüdcnt Com o uso 

desse mesmo programa foram realizadas análises de regressão múltipla escalonada. Nessas 

análises, as variáveis incluídas eslavam codificadas da seguinte forma; sexo (1 = masculino; 2 

= feminino), origem étnica (1 = euro-brasileira; 2 = afro-brasileira), fenótipos do loco CHE2

38
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(1 = CHE2 C5-; 2 = CHE2 C5+L genótipos em relação à variante K (1 = UU; 2 = UK; 3 = 

KK) e classes em relação â presença ou não da variante K (1 = UU; 2 = UK+KK).

Nos casos de x3 com mais de duas classes, utilizou-se o programa CLUMP (SHAM e 

CURTIS, 1995).

As estimativas de freqüências genotípicas e alélicas foram feitas por contagem direta.

Foi considerado o limite de sígnificância igual a 5%.

Para o cálculo de risco, utilizou-se a estimativa de “odds ratio”, pela aplicação do 

método de WOOLF (1955).

As seguintes variáveis, cujos valores não seguiam uma distribuição normal, foram 

transformadas por In :

a) TG, AST, ALT e insulina da amostra de DM do tipo L

b) TG, AST, ALT, iosulioa e glicose da amostra de DM do tipo 2,
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5.1. METODOLÓGICOS

De um total de 251 amostras de sangue, coletadas no Hospital de Clínicas da 

Universidade Federal do Paraná, foi possível a extração do DNÂ de 249 amostras (99,2%). 

Todas as amostras de DNA obtidas foram amplificadas com sucesso, tanto na PCR para 

análise de RFLP, como na PCR para SSCA.

Inicialmente foi aplicada a técnica de análise de RFLP e ijoe resultou em: 161 

indivíduos classificados como usuais e 88 indivíduos classificados como não usuais. Os não 

usuais foram divididos provisoriamente em dois grupos: 79 possíveis Iieterozigotos 

(BCHE/BCHE*539T) para a variante K e 9 possíveis homozigotos 

(BCHE*539T/BCHE*539T), Estas 88 amostras foram então submetidas à genotipagem pela 

técnica de SSCA, sendo que 83 testes concordaram com a classificação provisória de 

análise por RFLP e 05 apresentaram resultado discordante, sendo seus testes repetidos.

A amostra de DNA do diabético do tipo 2 de número 227, cujo genótipo manteve-se 

duvidoso, foi seqüenciada, submetida a uma análise de RFLP com concentração modificada 

do gel de poliaerilamida. e a uma. SSCA com os ioiciadores usados no teste de RFLP. 

Apenas após esses testes, seu genótipo pode ser estabelecido- À tabela 5 mostra esses 

resultados.

5.2. FREQUÊNCIAS ALÉLICAS E GENOTÍPICAS

A tabela 6 mostra os resultados obtidos com a amostra de 103 pacientes portadores 

de Diabetes Meilitus do tipo 1, investigados em relação à presença da variante K da BChE.

5. R E S U L T A D O S



Tabela 5, Quadro demonstrativo dos resultados obtidos nas genotípagens quanto à variante K (BCHE*5397\ por meio das técnicas de 
PCR-RFLP,’PCR-SSCA e seqüenciamento.

a RFLP com concentração do gel de poliacrilamida modificada, 
b Seqüenciaraentos do DNA. 
c SSCA com iniciadores da RFLP,
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A distribuição dos genótipos não difere estatisticamente da esperada pelo equilíbrio de 

Hardy-Weinberg ( x \d = 0,0026; p > 0,95).

Tabela 6. Freqüências alélieas e genotipieas (%), referentes à variante K da 
butirilcolinesterase, observadas em pacientes com Diabetes Meflchis do tipo 1.

N % ± E JP.

GENOTIPOS
u u 63 61,17 ±4,80
UK 35 33,98 ± 4,67
KK 05 4.85 ±2.12
TOTAL 103

ALELOS
U 161 78,16 ± 2,88
K 45 21 Jí4 ± 2~88
TOTAL 206

Os resultados dos 146 diabéticos do tipo 2 são mostrados na tabela 7. A distribuição 

desses genótipos não difere significativamente da esperada pelo equilíbrio de Hardy- 

Weinberg (%2(i> = 0,1755; p > 0,50).

Verificou-se que, no total de pacientes diabéticos (N = 241% independentemente do 

tipo de diabetes que apresentam, a distribuição genotipiea também está em equilíbrio de 

Hardy-Wemberg (xÁ;r>~- 0,1495; p > 0,50).

Ao compararmos, por testes %2, as freqüências alélieas e genotípieas 

encontradas em diabéticos do tipo 1, com as freqüências encontradas em diabéticos do tipo 

2, observamos que as diferenças não são estatisticamente significativas. Esses resultados 

são apresentados na tabela 8.
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Tabela 7. Freqüências alélicas e genoíípieas (%), referentes à variante K da
biitiriícolinesterase, observadas em pacientes com Diabetes Mellitus do tipo 2.

5.3. DIABETES MELLITUS* VARIANTE K E ORIGEM ÉTNICA

Ao analisar a composição étnica das amostras, verificou-se que 71,84% dos 

diabéticos do tipo 1 são etiro-brasíleiros (N = 74) e 28,16% são afre-brasíleíros (N = 29).

Do total de 146 pacientes diabéticos do tipo 2, 138 foram classificados quanto à 

origem étnica e a distribuição encontrada foi a seguinte: 60,87% de euro-brasileiros (N = 

84), 37,68% de afro-brasileiros (N = 52) e 1,45% de orientais (N = 2).

A distribuição étnica encontrada em diabéticos do tipo 1 foi comparada com a 

encontrada em diabéticos do tipo 2. Nesta comparação foram excluídos os indivíduos 

classificados como orientais (N = 2). Observa-se que as freqüências de afro-brasileiros 

entre diabéticos do tipo 2 (38,24%) e entre diabéticos do tipo 1 (28,16%) não ditérem 

estatisticamente (%2<n = 2,66; p > 0,10).

A tabela 9 mostra a distribuição genotípica e as freqüências da variante K, em 

diabéticos do tipo 1 classificados por origem étnica. Não foram observadas diferenças



Tabela 8. Comparação das freqüências alélícas e genotípicas (%) em relação à variante K entre diabéticos do tipo 1 e do tipo 2,



Tabela 9, Distribuição dos genótipos e das freqüências aléHcas em relação à variante K, em pacientes diabéticos do tipo 1,
classificados por origem étnica,



estatisticamente significativas quando se comparou o grupo de euro-brasileiros com o de 

afro-brasfleiros, tanto ein relação às freqüências aíélicas (x2a) -  0,25; p > 0,60) como 

genotípicas (%2( 2 )= 4,98; p > 0,05 ).

O dados referentes aos pacientes do tipo 2 são mostrados na tabela 10. Também 

neste caso, não foram encontradas diferenças significativas ao se comparar o grupo de euro- 

brasileiros com o grupo de afro-brasileiras, tanto quanto às freqüências aíélicas (x^ d = 

0,42; p > 0,50 ) como genotípicas (%\z) -  0,76 ; p > 0,70 ).

A tabela 11 mostra a distribuição genotipica e as ireqwêocias da variante K em 

pacientes euro-brasileiros, classificados por tipo de diabetes. Não foram observadas 

diferenças estatisticamente significativas quando se compararam os dois grupos, tanto para 

freqüências aíélicas ( £o> = 031 ; p > 0,50 ) como para as freqüências genotípicas ( x2<2> = 

0,34 ; p >0,80).

A distribuição genotipica e as freqüências da variante K em pacientes afro- 

brasileiras, classificados por tipo de diabetes, são mostradas na tabela 12. Não foram 

observadas diferenças estatisticamente significativas quando se compararam os dois 

grupos, tanto para freqüências aíélicas ( %tii> = 1,89 : p > 0,15 ) como para as freqüências 

genotípicas (%2<2) = 4,11 ; p > 0 J  0 Y

5.4. FREQÜÊNCIAS ÁLÉLICAS E GENOTÍPICAS DA VARIANTE K EM 

DIABÉTICOS E DOADORES DE SANGUE DE CURITIBA.

A tabela 13 mostra as freqüências aíélicas e genotípicas em relação à variante K em 

diabéticos (tipos i e 2) e em doadores de sangue de Curitiba.
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Tabela 10. Distribuição dos genótipos e das freqüências alélicas em relação à variante K, em pacientes diabéticos do tipo 2,
classificados Dor oriíiem étnica.



Tabela 1L Distribuição dos genótipos e das freqüências alélicas era relação á variante K, em pacientes euro-brasileiros, classificados
n o r  ti do  de diabetes.

00



Tabela 12. Distribuição dos genótipos e freqüências alélicas em relação à variante K, em pacientes afro-brasüeiros, classificados por
tino de diabetes

vo



Tabela 13. Comparação das freqüências alélieas e genotipicas em relação à variante K, em diabéticos dos tipos 1 e 2 e em doadores de
sangue de Curitiba.

sub-amostra de doadores de sangue, pareada com os DM do tipo 1, na proporção 1:1, por origem étmea. 
b sub-amostra de doadores de sangue, pareada com os DM do tipo 2, na proporção 1:1, por origem étnica.



Não foram observadas diferenças estatisticamente significativas quando se

comparou o grupo de diabéticos do tipo 1 com o de doadores de sangue, tanto quanto às

* * 2. ^  freqüências alélicas 236 ; p > 0,30 ) como quanto às freqüências genotípicas (Xci) ̂

235 ;p  >0,10 ).

Também não foram observadas diferenças estatisticamente significativas quando se 

comparou o grupo de diabéticos do tipo 2 com o de doadores de sangue, tanto quanto às
-t ^

freqüências alélicas 0,03: p > 0,85 ) como quanto ás freqüências genotípicas 0t"(2) =

0,18 ; p > 0,90 ).

Não foram observadas diferenças estatisticamente significativas quando se 

comparou o grupo de diabéticos do tipo 1 com a sab-amostra de doadores de sangue, 

pareada com os pacientes por origem étnica, tanto quanto às freqüências alélicas (x2<i> = 

0,74; p > 0,35) como quanto às freqüências genotípicas (%2<2)= 0,83; p > 0,65).

Da mesma fomia, não foram observadas diferenças estatisticamente significativas 

quando se comparou o grupo de diabéticos do tipo 2 com a sub-amosíra de doadores de 

sangue, pareada com os pacientes por origem étnica, tanto quanto às freqüências alélicas 

1,31; P>  0,25) como quanto ás freqüências genotípicas (x \2}= 2,89; p > 035).

5.5. ATIVIDADE DA BÜTíRíLCOLINESTERASE

A tabela 14 mostra os resultados de análises de variância das distribuições de

atividades da BCliE considerando-as nos genótipos UU, UK e KK, dentro dos tipos de 

diabetes 1 e 2. Essas análises de variância mostraram, em ambos os casos, resultados 

estatisticamente significativos.
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Tabela 14, Atividades médias ( ± E ,P .) da butírilcolmesterase (KU/L) em diabéticos dos tipos 1 e 2, classificados genotipícamente,
m  relação á variante K,

a Amplitude de variação

U it-o



Na tabela 15 os genótipos da BCliE foram agrupados em duas classes, de acordo 

com a presença ou ausência da variante K, tanto em diabéticos do tipo 1 como do tipo 2. As 

comparações das atividades médias da BChE mostraram que o genótipo usual possui 

atividade média significativamente mais alta que as classes genotipicas que possuem a 

variante K. em cada um dos tipos de diabetes. Além disso, diabéticos do.tipo 2 possuem 

atividades médias da BChE superiores às encontradas no tipo 1, tanto no que se refere à 

atividade média total (tabela 15), como em relação às comparações entre os mesmos 

genótipos.

Os genótipos usuais dos tipos I e 2 apresentam atividades médias da BChE de, 

respectivamente 5,42 ± 0,16 e 6,33 ± 0,15 (t = 4,01; p = 93  - MT5), enquanto os genótipos 

com a variante K (UK + KK) apresentam atividades médias, respectivamente, de 4,62 ± 

0,16 e 5,68 ± 0,18 (t — 4,33; p = 4 3  - 10 ).

5.6. VARIANTE K E DEMAIS VARIÁVEIS DESSE ESTUDO

5.6.1. Diabetes fVfeliitus do tipo 1

Â tabela 16 mostra as comparações de médias das quantificações bioquímicas, dados 

antropométricos e idade de aparecimento da doença, entre o grupo de pacientes com 

genótipo usual e o grupo de pacientes com a mutação K (genótipos UK e KK).

Na amostra de diabéticos do tipo 1, as comparações entre as médias, através do teste 

t, indicaram uma diferença estatisticamente significativa, apenas para a variável idade de 

aparecimento da doença (t = 2,48; p < 0,02). Enquanto 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 

distribuições da idade de aparecimento da doença, nesses grapos, podem ser vistos
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Tabela 15. Atividades médias (± E.P.) da butirileolmesterase (KIJ/L) em diabéticos dos tipos 1 e 2, classificados pela presença ou não
da variante K,

a. Amplitude de variação.
b. Comparação entre atividades médias totais dos tipos 1 e 2 (t -  5,82; p < 10"6).



Tabela 16. Médias (± E.P.) e amplitudes de variação (A.V.) das variáveis bioquímicas, antropométricas e idade de aparecimento da 
doença em diabéticos do tipo 1, classificados pela presença ou não da variante K.

8 IMC (índice de massa corporal); RCQ (razão entre a medida da cintura e a do quadril); À S! (aspartatc-ammotransferasej; ALT 
(alanina-aminotransferase); b teste t realizado com valores de ln da variável; * estatisticamente significativo.

U i
U i



na tabela 17 e no gráfico 1. Observamos também que 43,6% (N = 17), dos que possuem a 

variante K, manifestaram a doença até os 10 anos de idade. Essa proporção cai para 26,2% 

(N = 16) no grupo de diabéticos do tipo 1 com genótipo usual

Â freqüência do ateio K (30,61% ± 4,66%; N = 49) nos diabéticos com 

aparecimento da doença antes dos 13 anos (mediana) é significativamente mais alta(x2(i) = 

9,45; p = 0,002) do que naqueles com idade de aparecimento da doença maior ou igual a 13 

anos (12,75% ± 3,30%; N = 51). Esses dois grupos foram comparados também, em relação 

à distribuição das freqüências genotipieas e a diferença foi estatisticamente significativa 

(%2(2)= 9,97; p = 0,004). Esses resultados são mostrados na tabela 18. Á freqüência do alelo 

K no grupo de pacientes com idade de aparecimento da doença < 13  anos também é 

significativamente mais alta Ofot= 10,72; p = 0,001) que a observada na amostra controle 

(N = 944). Esses dois grupos foram comparados também, em relação à distribuição das 

freqüências genotipieas e a diferença foi estatisticamente significativa (x2cz> = 10,72; p = 

0,006).

O valor de OR (odds ratio) é de 2,40 (1,35 a 4,28, com mfcrvalo de confiança de 

95%). Assim, o risco de desenvolvimento do diabetes mellitus do tipo 1 antes dos 13 anos 

de idade é cerca de 2,4 vezes maior para os portadores da variante K (genótipos UK ou KK) 

do que para os homozigotos usuais (UU).

O coeficiente de correlação entre a idade de aparecimento da doença e o genótipo, 

considerado em três classes, em relação à variante K é 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 objetivo de investigar melhor a relação entre a idade de aparecimento da doença e a 

variante K, foi feita uma análise de regressão múltipla escalonada, considerando-se a idade
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Tabela 17, Idade de aparecimento do diabetes mellitus do tipo 1.

U i
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Gráfico 1. Distribuições das freqüências da idade de aparecimento da doença em 
diabéticos do tipo 1 ? classificados pela presença ou não da variante K.



Tabela 18, Distribuição dos genótipos e das freqüências alélicas em relação à variante K, em pacientes diabéticos do tipo 1,
classificados pela idade de aparecimento da doença,



de aparecimento da doença como a variável dependente. As variáveis independentes usadas 

no modelo foram as seguintes: sexo, origem étnica, fenótipo do loco CHE2 e genótipo 

relativo à variante K (UU, UK e KK). Os resultados são apresentados na tabela 19. Não 

foram significativas as correlações entre idade de aparecimento do diabetes tipo 1 com as 

variáveis: sexo (r = -0,05: p = 0,649), origem étnica (r = 0,15; p = 0,149) e fenótípos do 

loco CHE2 (r = -0,07; p = 0,511).

A média dos valores de pressão arterial diastôliea observada no grupo usual (N = 63) 

foi de 72,94 ± 1,15 mmHg e de 74,59 ± 1,75 no gnipo variante (UK+KK; N =37). Em 

relação à pressão sistólica a média no grupo usual foi de 116,41 ± 1,72 e de 120,27 ± 2,47 

no grupo variante. Corno os valores das pressões arteriais sistólica e diastôliea não 

apresentaram distribuição normal, mesmo após o ajuste com a conversão por In (logaritmo 

neperiano), as médias não puderam ser comparadas pelo teste L Assim, a comparação entre 

o grupo usual e o grupo variante deu-se através de teste %2, a partir da classificação dos 

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

iionnotensos. A freqüência de hipertensos no grupo usuai (12,70% ± 4,19%) não diferiu 

estatisticamente daquela observada no grupo variante (16,22% ± 6,06%; x^cn = 0,24; p > 

0,60).

Todas as variáveis mostradas na tabela 16 foram comparadas, também, em relação à 

variância entre o grupo de pacientes com genótipo usuai e o grupo de pacientes com a 

mutação K (genótipos UK e KK). Somente a variável AST (In) apresentou diferença 

estatisticamente significativa (F = 1,79; p = 0,049; variância maior no grupo com a mutação 

K). A partir da observação do gráfico 2, foram identificados e excluídos valores muito 

extremos e pouco representados (> 4,4). Mesmo após este procedimento, a variância para
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Tabela 19. Resultados da regressão múltipla escalonada, na qual a idade de aparecimento do diabetes mellitus do tipo 1 (N «  100) foi a 
variável dependente.

a As demais variáveis independentes: loco CHE2 e sexo não mostraram correlação suficiente para entrar no modelo.
2
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Gráfico 2. Distribuição dos valores de aspartato-amieolraosferase, em diabéticos do tipo 1, 
classificados pela presença ou nio da variante KL



AST (In) manteve diferença significativa (F = 1,85; p = 0,041) entre o grupo usual (0,054) e 

o grupo com a variante K (0,1).

O gráfico 3 mostra a distribuição de freqüências dos valores de aspartato- 

aminotransferase (In), em diabéticos do tipo 1, classificados em dois grupos: pacientes com 

genótipo usuaí e pacientes com a mutação K (genótipos UK e KK).

5,6,2, Diabetes Mellitus do tipo 2

Na amostra de diabéticos do tipo 2 (tabela 20), as comparações entre as médias, 

através do teste t, indicaram uma diferença estatisticamente significativa apenas para a 

variável RCQ (t = 2,29; p = 0,023). Enquanto no grupo usual a média é de 0,93 ± 0,01, no 

grupo com a variante K a média aumenta para 0,97 ± 0,01. O gráfico 4 mostra as 

distribuições de freqüências dos valores de RCQ nos dois grupos.

A razão cintura-qiiadril está positivamente correlacionada com o IMC (tabela 21), 

com os níveis de glicose e de triglicerídeos e com a variante K, tanto para as três classes 

genotípieas (UU, UK e KK) como para as categorias formadas pelo critério presença ou 

não da mutação K (UU e ÜK+KK). As demais variáveis analisadas e que não apresentaram 

correlação significativa com RCQ foram as seguintes: sexo, idade, origem étnica, pressão 

arterial diastólica, pressão arterial sistéüca, colesterol total, HDL-C, AST, ALT, insulina, 

apo B, HbÁic, atividade da butirileoiinesterase, glieeroí e fenótípos do loco CHE2.

A tabela 22 apresenta os resultados de um modelo de regressão múltipla escalonada 

onde a variável dependente (RCQ) é testada em relação às variáveis citadas anteriormente e 

que apresentaram coeficientes de correlação significativos ou muito próximos da 

signifícância: IMC, níveis de glicose e de triglicerídeos, presença ou não da variante K e
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Gráfico 3. Distribuições de freqüências dos valores de aspartaío-aminotransferase (em In), em 
diabéticos do tipo I, classificados pela presença ou não da variante K.



Tabela 20. Médias (± E.P.) e amplitudes de variação (A.V.) das variáveis bioquímicas, antropométricas e idade de aparecimento da 
doença em diabéticos do tipo 2, classificados pela presença ou não da variante K.

8 IMC (índice de massa corporal); RCQ (razão entre a medida da cintura e a do quadril); AST (aspartato-aminotransferase); ALT (alanina- 
aminotransferase); b teste t realizado com valores de ln da variável; * estatisticamente significativo.

c*
U l



Tabela 21. Coeficientes de correlação entre RCQ e variáveis, que apresentaram resultados 
estatisticamente significativos, em diabéticos do tipo 2.

VARIÁVEL8 N r P

índice de massa corporal (EMC) 139 0,23 0,006

Glicose 139 0,20 0,020

Triglicerídeos U> 00 0,25 0,003

Variante K
UU, UK e KK 139 0,18 0,034
UUeUK+KK 139 0,19 0,023

a As variáveis glicose e triglicerídeos foram calculadas em logaritmo neperiano.
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Gráfico 4. Distribuições de freqüências dos valores de RCQ, em diabéticos do tipo 2, 
classificados pela presença ou não da variante K.



Tabela 22. Resultado da regressão múltipla escalonada, na qual considerou-se a RCQ como a variável dependente, em diabéticos do 
tipo 2 (N = 138).

8 A variável glicose (em ln), incluída inicialmente como independente, não foi significativa e por isso retirada do presente modelo, 
b Variável em logaritmo neperiano.

o,0©



sexo (r = -0,17; p = 0,051; = 139). A análise de regressão múltipla escalonada mostrou

que a R€Q, em média, aumenta com o nivel de triglicerideos, sendo maior em pessoas com 

maior m fc, em homens e em pessoas com a variante K.

A média dos valores de pcessão arterial díastóiíea observada no grupo usual (N = 98) 

foi de 87,28 ± 1,06 mmffg e de 88,22 + 1,67 no grupo variante (UK+KK; N = 45). Em 

relação â pressão sístólíca a média no grupo usual foi de 141,17 ± 1,73 e de 141,33 ± 2,63 

no grupo variante. Como os valores das pressões arteriais sistõlica e diastélica não 

apresentaram distribuição normal, mesmo após o ajuste com a conversão por fn (logaritmo 

neperiano j, as médias não puderam ser comparadas pelo teste L Assim, a comparação entre 

o grupo usual e o grupo variante deu-se através de teste a partir da classificação dos 

indivíduos em hipertensos no momento da coleta (valores > 140/90 nsmHg) ou 

normotensos. Â freqüência de hipertensos no grupo usual (6735% ± 4,74%) não diferiu 

estatisticamente daquela observada no gmpo variante (71,11% ± 6,75%; %7 ? / = 0,20; p > 

0,60).

Todas as variáveis mostradas na tabela 20 foram comparadas, também, em relação à 

variârtcia entre o grupo de pacientes com genótipo usual e o gmpo de pacientes com a 

mutação K (genótipos UK e KK). Quatro variáveis apresentaram diferenças 

estatisticamente significativas: peso (F = 2,01; p = 0,01; variâticia no grupo usual = 250,37; 

variância no grupo com a mutação K = 124,26), 1MC (F = 2,15; p = 0,006; variância no 

grupo usual = 33,15; vaiiância no grupo com a mutação K = 15,43), AST em In (F = 1,73; p 

= 0,028; variância no grupo usual = 0,1455; variância = 0,2512 no gmpo com a mutação K) 

e ALT em In (F = 1,75 p = 0,025; variância no grupo usual = 0,205; variância no grupo 

com a mutação K = 0,358). Posteriormente, a partir da observação dos gráficos 5,6,7 e 8,
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Gráfico 5. Distribuição dos valores de peso (Kg), em diabéticos do tipo 2, classificados pela
presença ou não da variante K.

PESO (Kg)
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Gráfico 6. Distribuição dos valores de índice de massa corporal (IMC), em diabéticos do 
tipo 2, classificados pela presença ou não da variante K.

IMC
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Gráfico 7. Distribuição dos valores de aspartaío-amiuotrausíerase (In), em diabéticos do
tipo 2, classificados pela presença ou não da variante K.
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Gráfico 8. Distribuição dos valores de aJanina-aminotransferase (In), em diabéticos do tipo 2, 
classificados pela presença ou não da variante K.
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procurou-se identificar valores muito extremos e pouco representados, respectivamente, paia 

peso, IMC, AST e ALT. Para peso e IMC não foi necessário excluir qualquer caso. Entretanto, 

foram excluídos os valores maiores que 80 U/L para ÂST (N = 2) e os valores maiores que 170 

U/L para ALT (N = 1). As comparações entre as variâncias foram então recalculadas e, para estas 

duas variáveis, não mostraram diferenças estatisticamente significativas: AST em In (F = 1,50; p 

> 0,10) e ALT em in (F = 1,25; p > 0,30).

Os gráficos 09 e 10 mostram as distribuições de freqüências dos valores de peso e IMC, 

respectivamente, em diabéticos do tipo 2, divididos em dois grupos: pacientes com genótipo 

usual e pacientes com a mutação K (genótipos UK e KK).

5.7. VARIANTE K E FATORES DE RISCO PARA SÍNDROME METABÓLICA EM

DIABÉTICOS DO TIPO 2

5.7.1. Frequências e fatures de risco

Do total de 146 pacientes diabéticos do tipo 2, 133 possuem informações completas em 

relação às seguintes variáveis: IMC, RCQ, PAS, PAD, TG, HDL-C e sexo, que permitem 

diagnosticar a Síndrome Metabólica (SM), na presença dos seguintes fatores de risco: obesidade 

(IMC e RCQ), hipertensão (PAS e PAD) e dislipidemia (TG e HDL-C). Observamos que, destes 

133 pacientes, 63,16% (N = 84) apresentam além do próprio diabetes mellitus, pelo menos mais 

dois fatores de risco entre os três citados acima, podendo ser classificados como portadores da 

SM de acordo com os critérios da Organização Mundial de Saúde (WORLD HEALTH 

ORGANIZATíGN, 1999). Dos restantes, 6,01% (N = 8) não apresentaram nenhum dos 3 fatores 

de risco investigados neste estado e não apresentem a SM. Por outro lado, 30,83 % (N = 41) dos 

pacientes apresentaram apenas 1 entre os 3 fatores de risco citados. Alguns desses pacientes



75

Gráfico 9. Distribuições de freqüências de peso (Kg) em diabéticos do tipo 2, classificados
pela presença ou não da variante K.
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Gráfico 10. Distribuições de freqüências dos valores de índice de massa corporal (ÍMC), 
em diabéticos do tipo 2, classificados pela presença ou nâo da variante K.
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podem apresentar SM, uma vez que não dispomos de informações de alhuminúria, considerada 

pela OMS como outro fator de risco para a SM.

A tabela 23 resume estas freqüências nos grupos, conforme a ausência ou a presença de 1, 

2 ou 3 fatores de risco, tanto em pacientes usuais (N = 90) como em pacientes com a mutação K 

(N = 38, genótipo UK e N = 5, genótipo KK).

O grafico 11 mostra as freqüências do grupo com 0 ou J fatores de risco para SM e do 

grupo com 2 ou 3 fatores de risco, nos 3 genótipos relativos à mutação K.

A partir da distribuição observada na tabela 23, foram procedidas as seguintes 

comparações através de testes x2 -

Tabela 23. Distribuição das freqüências de pacientes diabéticos do tipo 2, estudados quanto ao 
número de fatores de risco para Síndrome Metabólica e quanto aos genótipos relativos ã mutação 
K.
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Gráfico 11. Distribuições das freqüências dos genofrpos em reiaçâo à variante K, nos 
grupos: 0 ou 1, e 2 ou 3 fatores de risco para Síndrome Metabóbca (SM).
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a) Comparação entre o grupo sem SM (0 ou l fator de risco) e o grupo com SM (2 ou 3 

fatores de risco), considerando-se as 3 classes genotípicas: yõg)-  5,054 ; p = 0,08; N = 

133.

b) Comparação entre os grupos sem SM (0 ou 1 fator de risco) e o grupo com SM (2 ou 3 

fatores de risco ), considerando-se duas classes genotípicas (UU e UK+KK): y7;i) = 3,46 ; 

p = 0,06: N=133.

Os coeficientes de correlação, considerando-se as mesmas comparações dos itens a e b

anteriores, foram, respectivamente, os seguintes:

a) SM (sem e com) e genótipo em relação à mutação K (UU, UK e KK): r = 0,19; p =

0,030; N  -  133.

b) SM (sem e com) e genótipo em relação à mutação K (UU, UK+KK): r = 0,16; p = 0,064; 

N =  133.

A frequência do alelo BCHE*539T (mutação 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 diferença é estatisticamente significativa (yVi> = 4,88; p = 0,0272).

5.7.2. Atividade da BChE

A atividade média (± E.P.) dabutiríieolinesterase nos 133 pacientes investigados em 

relação aos fatores de risco para SM foi de 6,15 ± 0,13 KU/L.
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Não foram encontradas diferenças estatisticamente significativas ao compararmos as 

atividades médias observadas nos grupos sem SM e com SM, seja no total da amostra, como na 

classe com genótipo usual e na classe com a mutação K. A tabela 24 mostra esses resultados.

Num grupo composto exclusivamente de lieterozigoíos (UK), as médias de atividade nos 

indivíduos 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 indivíduos com 2 ou 3 fatores de risco. A diferença não é estatisticamente 

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

Tabela 24. Comparações entre as atividades médias da butirilcolinesterase observadas no grupo 
com 0 ou 1 fàtor de risco para Síndrome Metabólica (SM) e no grupo com 2 ou 3 íatores de risco 
para SM, classificados em relação à presença ou não da mutação K.
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6. DISCUSSÃO 

C l. METODOLOGIA

No presente trabalho, a técnica de RFLP com a estratégia de PCR-PIRA, desenvolvida

por SfflBUTA e cols. (1994), foi empregada como metodologia principal na detecção da mutação 

K (BCHE*539T). Além disso, para obter mais segurança nos resultados, aplicou-se também a 

técnica de SSCA nas amostras classificadas como não usuais por RFLP,

Em trabalho anterior (SOUZA, 2001), desenvolvido no Laboratório de Polímorfismos e 

Ligação da UFPR, observou-se discrepância entre alguns dos resultados obtidos pelas duas 

técnicas. No presente estudo esta discrepância também foi observada, mas não impediu uma 

genotipagem bastante segura das amostras, pois a chscrepincia pôde ser solucionada pela 

repetição de alguns ensaios e da utilização de algumas estratégias discutidas a seguir.

De um total de 249 amostras de DMA investigadas por RFLP, com o uso da técnica de 

PCR-PÍRA (tabela 5), 161 mostraram clivagem total dos fragmentos amplificados (106 pb). A 

ação da enzima Fnu4HI evidenciou nestas amostras a presença do sítio de restrição formado a 

partir da seqüência do aíeío usual e tais indivíduos puderam ser genotipados como homozigotos 

usuais. Considerando-se que a enzima de restrição foi capaz de cortar o DNA dos dois 

cromossomas de cada um desses indivíduos, não se teve dúvida quanto ao resultado dessas 

genotipagens.

As 88 amostras restantes mostraram clivagem apenas parcial dos fragmentos amplificados 

(supostas heíerozigüfas) ou não apresentaram qualquer clivagem (supostas homozigotas quanto à 

mutação IC - BCfftí*539T-fíCHf<*539T) e foram submetidas, então, a uma SSCA, com 

iniciadores diferentes daqueles usados na RFLP. O grau de concordância entre as técnicas de
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RFLP e SSCA para essas 88 amostras foi de 94% (coneordantes = 83) nesse primeiro teste. As 5 

amostras com genotipageas díscrepantes tiveram seus ensaios repetidos para ambas as técnicas e 

os resultados obtidos elevaram o grau de concordância para aproximadamente 99%. Os 

resultados das repetições para essas 5 amostras são apresentados e avaliados a seguir;

A) Três amostras classificadas inicialmente como hetearozigotas por RFLP mostraram-se 

como UU em duas repetições pela mesma, técnica. Supõe-se -cpe os resultados do primeiro ensaio 

(falsos heterozigotos) possam ser atribuídos, mais provavelmente, a ooi problema de ação 

incompleta da enzima Fnu4Hl naquele momento.

B) Uma amostra classificada iniciatoente como betonozigota por RFLP mostrou-se como 

KK em duas repetições pela mesma técnica. Supõe-se que o resultado do primeiro ensaio possa 

ser devido a erro de procedimento no laboratório.

C) Uma amostra, codificada com o número 227, de uma paciente com diabetes melíítus do 

tipo 2, manteve a discrepância (UK por RFLP e KK por SSCA) mesmo após as repetições. Foi, 

então, investigada por meio de outras abordagens.

Essa amostra foi submetida a uma PCR-RFLP com concentração do gel de poliacrilamida 

(10%) maior que a utilizada até então (8%), aplicada juntamente com amostras controle. Tal 

procedimento buscava identificar uma possível diferença no fragmento de 85pb, supostamente 

resultante da clivagem pela enzima. de restrição e que pudesse ser devido a uma outra mutação 

em um dos cromossomos ou a um produto espúrio da amplificação e que não se evidenciou pela 

SSCA. O resultado, entretanto, mostrou bandas em posições idênticas àquelas encontradas nas 

amostras controle (UK).

Em seguida, decidiu-se pelo sequenciamento dos fragmentos de DNA dessa amostra, onde 

foram utilizados os mesmos íníciadores da SSCA (P4S e P43). A leitura dessa seqüência mostrou
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unicamente a presença da mutação K em todos os fragmentos amplificados, o que manteve 

ínexplicada a presença de produtos de cíjvagein. na técnica de RFLP. resultantes da presença do 

aleio usual.

No segundo seqüenciamenfo, amplifícou-se «ma. região «m pouco maior (Figura 5). Para 

tanto foram utilizados os míeiadores N45 e P43. A hipótese levantada foi que existisse uma 

mutação tia região de pareamento do P45 e que não estivesse ocorrendo a amplificação dos 

segmentos de DNA onde a RFLP indicou a presença da seqüência usual. Assim um iniciador, a 

montante de P45, talvez pudesse fazer essa amplificação. A leitora dessa seqüência, entretanto, 

foi semelhante à obtida no primeiro seqüenciamento e a genottpagem da amostra permaneceu 

duvidosa.

Com base nos seqüeneiamtsítos e analisando-se a figura 5, excluiu-se a possibilidade de 

mutação nas regiões correspondentes aos iniciadores N45, APS, P45 e K l3, enquanto

permaneceu a possibilidade de mutação na região correspondente a P43, que impedisse o 

aneiamento e. conseqüentemente, a amplificação do cromossomo que portasse o alelo usual.

Com esse raciocínio, planejou-se a amplificação pelos iniciadores APS e K l3, seguida de 

SSCA. O resultado desse teste revelou o genótipo UK, confirmando a. primeira genotipagem por 

RFLP.

Nossa hipótese é que a amostra 227 apresenta uma mutação nova que atinge a região de

aneiamento do inieiador P43. Esse iniciador é composto de 21 nucleotídeos e liga-se a uma 

região não codificadora do exon 4 (oi 1738 ao nt 1758), iniciando-se ao 13W mieleotídeo após o 

código de terminação.

A região de aneiamento do iniciador situa-se antes de dois sitios de poliaden ilação (CA) e 

de dois sinais de poliadesilaçâo (ÀATAAÀe ATTAAA), conforme AKPÀGAUS e cols. (1990).
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Um dado importante a respeito da amostra 227 é a atividade da BChE (1,97 KU/L), que 

representa a atividade minima dos variantes LÍK+KK dos diabéticos do tipo 1 e 2. Na amostra 

conjunta de todos os diabéticos (N = 249), apenas um outro indivíduo 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 é de 5,68 ± 0,18 KU/L, variando de 1,97 a 8,15 KU/L. Com base nesses 

dados, pode-se inferir que essa. suposta nova mutação condiciona unia. enzima, silenciosa, ou seja, 

com atividade inferior a 10% da atividade da enzima usual Neste contexto, é interessante citar o 

trabalho de MURATANI e cols. (1991), que descreveram um caso de ausência de atividade da 

BChE em um paciente diabético do tipo 2. devida a uma inserção Ahi (342 pb), em homozigoze, 

localizada no exon 2 do gene BCHE (tabela. 2).

MEKAM1 (coiiiuiiíc. pessoaL 2004) ao dividir uma. amostra, de doadores de sangue de 

Curitiba em três grupos de atividade da BChE: baixa (< 4,0 KU/L); média (> 4,4 e < 4,9 KU/L) e 

alta (> 5,3 KU/L) verificou a proporção de 26:6:1 variantes não usuais, respectivamente, 

ilustrando numericamente a associação entre variantes não usuais e a atividade baixa.

A elucidação do tipo de mutação presente na amostra 227 só será possível após novo 

seqüenciamento com inieiadores a jusante de P43. Caso se trate de uma deleção grande, poderá 

até incluir a parte codificadora. No ntieieoiídeo 1914 (região não codificadora) já foi descrita uma 

variante polimórfica. (BARTELS e cols., 1992a), encontrada em 26% das pessoas estudadas.

6*2. FREQÜÊNCIAS ALÉLICAS E GENOTÍPICAS

A mutação K não é identificada, seguramente por métodos de inibição enzimática, 

previamente utilizados na investigação das variantes genéticas não usuais da butiriicolinesterase.
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Figura 5. Diagrama compreendendo o intron 3, exon 4 e parte da região a jusante, com 
indicação dos miciadores usados nas amplificações e respectivos produtos.
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Por isso, apesar de ter sido descrita pela primeira vez em 1978 (RUBINSTEIN e cols., 1978), 

existem apenas alguns estudos sobre sua freqüência em diferentes populações mundiais, por 

métodos moleculares de análise do DNA.

Observa-se que esta mutação é amplamente distribuída em diferentes grupos étnicos e 

certamente é a mutação não usual, mais freqüente entre as detectadas em região codificadora 

desse gene. A freqüência aléíica tem se situado, aproximadamente, entre 12% e 20% em 

populações não isoladas (ef. SOUZA e cols., 1998) e foi relatada como igual a 5,76% ± 2,30% 

(ACUNA e cols., 2003) e 3,77% ± 0,85% (FURTADO e cols., comunicação pessoal), em 

Huiliíches do Chile e em Guarani do Mato Grosso do SuL respectivamente.

No presente estudo foram examinados 498 afetos, todos de pacientes com diabetes 

meüitus e a freqüência observada, foi de 19,1%. Por outro lado* se considerarmos o tipo de 

diabetes, observamos uma freqüência de 21,84% no tipo 1 contra. 17,47% no tipo 2. Essa. 

diferença, entre os tipos de DM não é estatisticamente significativa mas aponta, para. o tipo 1, um 

valor levemente alto se comparado à amplitude de variação observada em estudos anteriores em 

amostras populacionais.

As freqüências getiotipieas, entre os grupos de diabéticos do tipo 1 e 2, também não 

diferiram estatisticamente e, em cada grupo, estão distribuídas de acordo com o teorema de 

Hardy-W einherg.

6.3. VARIANTE K, DIABETES MELLITUS E ORIGEM ÉTNICA

Todos os 103 pacientes, que compõem a amostra de diabéticos do tipo 1, foram

classificados quanto à. origem étnica. Observa-se que 71,8% (N = 74) são de indivíduos euro-
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brasileiros e 28,2% (N = 29) de afro-brasãleiros. Dos 146 pacientes da amostra de diabéticos do 

tipo 2, 138 foram classificados quanto à origem étnica. Se excluirmos duas amostras de orientais, 

observaremos 61,83% (N = 84) de euro-brasileiros e 38,2% (N = 52) de airo-brasileiros. A 

diferença na composição étnica, observada entre as amostras DM do tipo 1 e DM do tipo 2, nao é 

estatisticamente significativa.

A maior proporção de euro-brasileiros em relação a afro-brastteiros (2,6:1 em DM do tipo 

1 e 1,6:1 em DM do tipo 2) é um dado esperado se considerarmos que a população de Curitiba, 

onde foi coletada a amostra, é predominantemente composta de população branca com 

ascendência européia. Entretanto, de acordo com. os dados obtidos no censo demográfico de 

1998, 81,7% da população de Curitiba foi classificada como de cor branca, 15,7% parda ou 

mulata, 1,7% negra e 0,9% ameríndia (IBGE, 1999). Excluindi>-se os ameríndios, observa-se uma 

proporção de 4,7 euro-brasileiros : I aff©4srasileiro. Aparentemente, as amostras de diabéticos do 

presente estado apresentam maior proporção de afro-brasfleiros do que a registrada pelo censo. 

Deve-se ressaltar, entretanto, que os critérios de classificação quanto à origem étnica utilizados 

no censo demográfico, baseados na anto-classíficação, diferem dos utilizados neste estudo.

Fatores que também poderiam influir nas proporções étnicas encontradas nas amostras de 

diabéticos seriam: estraiificaçâo étnica na procura pelo atendimento no Hospital de Clinicas da 

Universidade Federal do Paraná e diferença na incidência do DM, dependendo do grupo étnico. 

De qualquer maneira, os dados coletados no presente estudo não são suficientes para fazer 

inferências sobre nenhum desses dois aspectos.

Ê interessante ressaltar que, de acordo com a Associação Americana de Diabetes, os afro- 

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

população geral dos EUA (AMERICAN DIABETES ASSOCIÁTÍON, 2003).
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Em relação à rnutação KL, procurou-se detectai' alguma diferença nas freqüências aíélicas 

ou genotípicas que pudesse estar relacionada à etnia. Para tento foram comparadas as freqüências 

entre euro e afro-brasileiras* dentro de cada amostra, ou seja* DM do tipo 1 (tabela 9) e DM do 

tipo 2 (tabela 10). Nenhuma diferença mostrou significâneia estatística* E interessante ressaltar, 

entretanto, um resultado próximo da significâneia quando se comparou a distribuição das 

freqüências genotípicas entre euro e afro-brasOeiros no grupo de diabéticos do tipo 1. A 

observação da distribuição das freqüências indica, aparentemente, um discreto aumento de 

indivíduos heterozsgotos entre afio-brasileiros, em detrimento dos homozigotos, 

comparativamente aos enro-brasileíros. De qualquer forma, esse efeito não pôde ser detectado 

nesse estudo, talvez devido ao tamanho relativamente pequeno desse grupo (N = 29).

Um outro tipo de comparação procurou detectar diferenças nas freqüências aíélicas e 

genotípicas da mutação K que pudessem ser devidas ao tipo de diabetes que os indivíduos 

apresentavam. Para tanto foram comparadas as freqüências entre diabéticos do tipo 1 e tipo 2, 

analisadas no total de indivíduos euro-brasüeiros (N = 158; tabela 11) e no total de afro- 

brasileiros (N = 81; tabela 12). Nenhum resultado significativo foi observado.

6.4. ATIVIDADE DA BtlTIRILCOLINESTERASE

Diversas variantes genéticas da butiriícolinesterase provocam diminuição nos níveis de 

atividade piasmática desta enzima e isto não confere* ao mtüvMuo portador* nenhuma alteração 

orgânica evidente. Isto inclui as variantes chamadas "silenciosas^ que são raras e podem conferir 

ausência total, ou um decréscimo de atividade maior que 90% (PR1MO-PAEMD e eots,, 1996).
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A v a r ia n te  K é uma mutação de ponto que provoca a substituição de uma alartma por uma 

íreoniíia na cadeia protéica e que resulta, no iiomozigoto, mima diminuição na atividade 

plasmática de cerca de 33% (RUBINSTEIN e cols.. 1978; BARTELS e cols., 1992a). Essa 

diminuição é atribuída ao menor numero de moléculas circulantes e duas hipóteses são mais 

plausíveis para explicar o fato: degradação acelerada ou síntese diminuída de moléculas da 

enzima. Por outro lado, ALTAMIRANO e cols. (2000), ao compararem a BChE usual com a 

BChE K, purificadas, mostraram que elas são catalitícamente similares frente aos substratos 

benzoücoiina e butiriltioeolma, e apresentam a mesma proporção de tetrâmeros em relação às 

outras formas moleculares da BChE.

No presente estudo, a mutação K influiu significativamente na diminuição da atividade 

tanto em E>M do tipo 1 como em DM do tipo 2, como mostra a análise de variância das 

distribuições de atividades nos genótipos UU, UK e KK (tabela 14).

No DM do tipo 1, a média de- atividade nos heferozigotos foi cerca de 13% menor que nos 

liomozigotos usuais. Já nos liomozigotos KK, a queda foi de 30% em relação aos usuais. Essas 

quedas estão de acordo com as descritas por RUBINSTEIN e cols.(1978) e por BARTELS e cols. 

(1992a) Nos DM do tipo 2, a diminuição da atividade média em heterozigotos, em relação aos 

usuais, foi de cerca de 11% e de apenas 9% no pequeno grupo de 5 hoinozigotos KK. Observa-se 

que nos DM do tipo 2 as diferenças de atividade da BChE entre os genótipos são significativas, 

mas não tão pronunciadas como em DM do tipo l (tabela 14).

MIKAMÍ (eoinonie. pessoal, 2004), estudando doadores de sangue (homens euro- 

brasíleiros, fenótipo CHE2 €5—, idades entre 18 e 30 anos e IMG > 20 e < 25), encontrou 

atividades de 4,87 ± 0,07 UK/L, 4,21 ± 0,10 UK/L e 3,41 ± 0,23 UK/L, respectivamente em 253 

homozigotos usuais, 98 heterozigotos e 15 homozigotos KEL As diferenças entre esses valores
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são significativas. Os decréscimos na atividade da BChE, devido à presença da mutação K, são 

semelhantes aos encontrados nos diabéticos do presente estado. FURTADO e cois. (manuscrito. 

2004), estudando Guaranis do Mato Grosso do SuL encontraram 29% menos atividade da BChE 

em lieterozigotos (3,23 ± 0,19; N = 13) do que em iiomoztgotos «suais (4,52 ± 0,19; N = 51).

Quando se classificou a amostra segundo o critério presença ou mio da variante K (tabela

15), observou-se que nos DM do tipo 1 a queda de atividade proporcionada pela presença da 

variante K, em relação ao genótipo usual, Soi de aproximadamente 15%, enquanto nos diabéticos 

do tipo 2 essa queda foi de 10%. Ambas as diferenças sio significativas. Esses dados parecem 

mostrar efeito semelhante da variante K, em relação à queda de atividade da BChE, em diabéticos 

e normais.

Como, no presente estudo, nio dispomos de uma amostra controle pareada por sexo, idade 

e origem étnica, com valores de atividade, não pudemos avaliar se o diabetes está conferindo um 

aumento significativo de atividade da BChE, mas constatamos qoe a média de 6,13 ± 0,12 

KU/L encontrada no total de pacientes eom DM do tipo 2 é maior (p = 10"6) que a encontrada 

em DM do tipo 1 (5,12 ± 0,12 KU/L). Este tendência se mantém quando comparamos os valores 

por genótipos, ou seja:

a) usuais DM do tipo 2 têm atividade maior que usuais DM do tipo I (t = 4,01; p = 9 x 10°).

b) variantes (UR+KK) DM do tipo 2 têm atividade maior que variantes (UK+KK) DM do 

tipo I (t = 4,33; p = 4 x 10°).

Podemos fazer ama comparação geral dos valores de atividade da BChE, do presente 

estudo, eom os encontrados em outros trabalhos (tabela 25).
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A atividade média dos DM do tipo 2 do presente estudo (6,13 ± 0,12) diferiu 

significativamente (p < 0,001) daquelas obtidas em três amostras de doadores de sangue de 

Curitiba, em controles não diabéticos e em diabéticos do tipo 2 (tabela 25). A atividade média

Tabela 25. Atividades médias (± E.P.) da butirileolinesterase (Kií/L) em diferentes amostras.

* amostras constituídas apenas de indivíduos com  fenótipo CHE2 C5-

dos diabéticos DM do tipo 1 do presente estudo (5,12 ± 0,12) diferiu significativamente (p < 

0,001) daquelas obtidas em controles não diabéticos, em diabéticos do tipo 1 e em duas das três 

amostras de doadores de sangue de Curitiba, (tabela. 25).
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Em experimentos com ratos, nos quais o diabetes foi induzido por drogas que destróem 

seletivamente as células beta pancreáticas, foi constatado um aumento de atividade da BChE 

(ANNAPURNA e cols., 1991; DAVE e KATYARE, 2002). Também em ratos coin diabetes 

induzido, PATEL e cols. (1990) mostraram um aumento na atividade da BChE, acompanhado de 

um aumento nos níveis plasmátieos de triglicerídeos e glieeroi A administração de um inibidor 

especifico da BChE reverteu aos níveis normais a glicose, os triglicerídeos e o glieeroi Segundo 

esses autores, o aumento de atividade da BChE poderia ser resposta à Mpertrigliceridemia, ou 

então refletir um decréscimo na sua remoção da circulação, como conseqüência de 

microangiopafia renal originada pelo estado diabético.

6.5. INVESTIGAÇÃO DE ASSOCIAÇÃO ENTRE A MUTAÇÃO K E DIABETES 
MELLITUS

6.5.1. Diabetes Mellitiis êo tipo 1

A contribuição de nm fator genético ou ambiental, para uma doença complexa, seja no 

seu desencadeaineiito ou agravamento, é de difícil caracterização, pois pode ser obscurecida ou 

confundida com a contribuição de um outro fator. O estabelecimento de uma relação causai entre 

um aleio e a doença requer um conhecimento refinado acerca dos carrinhos metabóhcos do 

produto desse gene. Na maioria das vezes, isso não é possível e a descoberta de associações 

contribui apenas, gradativamente, para o entendimento da doença.

Á investigação da etiologia do diabetes do tipo 1 reuniu, ao longo dos últimos anos, uma 

quantidade consistente de evidências, que mostram a sua. natureza auto-imune. Fatores 

provavelmente- ambientais atuariam em um indivíduo geneticamente susceptível
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liofócitos T nas ilhotas pancreaticas e destruição das eéiuiss bete produtoras da insulina. O papei 

das infecções virais na patogênese do diabetes do tipo 1 recebeu mais força com os novos dados, 

indicando uma influência importante de um grupo de enterovirus no deseneadeamento da doença

(AKERBLOM e cols., 2002).

Assim, genes relacionados ao sistema iinuitológico são fortes candidatos à associação com 

o DM do tipo 1 e isso tem se confirmado. Alguns alelos e liapióupos do sistema HLA têm sido 

í>em comprovados como associados com DM do tipo 1. Segnodo HA.WÂ. e cols. (2002), há 

evidencias de ciue esses alelos associados oiiCr ctXO- cota mais intensidade a a  crianças, mas têm um 

reduzido papel no DM do tipo 1 oiie se manifeste, em adultos. Ainda secundo esses autores, o 

período crítico de ativação imune é provavelmente curto, mas é seguido de um processo de 

instalação de duração variável, o qual determinará a idade de aparecimento da doença. Portanto, 

durante o processo de instalação da doença podem esíar envolvidos diversos genes e fatores 

ambientais.

O espectro cfc genes qiic podciii atuar cm pontos metabolicos importantes, de alguma 

maneira conferindo susceptibilidade a esta doença, é muito grande, e seus mecanismos estão 

longe de ser compreendidos.

Entre os fatores alimentares, o estudo das proteínas do leite de vaca tem recebido 

maior atenção, devido a trabalhos que mostram uma relação enire introdução precoce deste 

produto na dieta infantil e risco aumentado de diabetes do tipo i. As vitaminas C, D e E, zinco e 

iucotuianuda, parecem ter efeito protetor e ainda precisam, ser melhor estudados. A obesidade e 

o crescimento íinear muito rãpiclo podem aumentar o risco de DM do tipo !. Entre as toxinas, os



compostos N-nitrosos são os principais candidatos como fatores de risco (AKERBLOM e cols., 

2002; VÍRTANEN e KNÍff 2003).

A ação biológica da butirfloolinesterase no organismo não está esclarecida, mas sabe-se 

que esta enzima está presente em diversos tecidos, inclusive no pâncreas.

MAHMOUD e cols. (2003% ao estudarem um grupo de gestantes com hipertensão 

induzida pela gravidez e um grupo controle de gestantes normais, mostraram que, em ambos, a 

frequência, de células T ativadas era inversamente proporcional à atividade da BChE. Sugerem 

que uma baixa atividade dessa enzima possa conferir menor proteção contra a ação de toxinas 

ambientais com elevação da ativação imune, podendo contribuir com isso no desenvolvimento da 

hipertensão induzida por gravidez ou mesmo no insucesso da. gravidez. Esses autores citam 

NAVARRO e cols. (2001) sobre a capacidade dos organofosfàtos, conhecidos inibidores da 

BChE, em provocar dtstmição imune. STERNFELD e cols. (1997) comentam sobre a potente 

capacidade da BChE de desintoxicação frente a uma grande variedade de xenobiótieos que 

ameaçam a gravidez como, por exemplo, a cocaína e a atiâ-solanina.

Em trabalho do Laboratório dc Foiimoifrsnios c Ligação da UFPR (FONTOURA-DA- 

SíLVA e CHÂÜTARD-FREIRE-MA!A, 1996) mostrou-se que a BChE usual tem maior poder 

de proteger a acetilcolinesterase eritroeitária, frente ao efeito de agrotóxieos, que as variantes nâo 

usuais.

Nesse contexto é de interesse ressaltai' que o aleto BCHE*539T confere uma redução de 

cerca de 33% no nível de atividade da BChE e, conseqüentemente, espera-se que apresente 

menor poder de desintoxicação.

Ao que sabemos, este é primeiro estudo de investigação de associação entre a. freqüência 

da imitação K da hutirilcolínesterase e o DM do tipo l. Dados indicativos de associação entre a

94
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variante K e o DM do tipo 2 foram relatados por HASH1M e cols. (2001). Apesar dos fatores 

etíoiógicos do desencadeamento dos tipos 1 e 2 de DM diferirem, eom o deseavohfmento da 

doença no DM do tipo 2 também poderá ocorrer lesão de células beta panereáticas, que é a 

característica inicial do DM de tipo 1, Em vista desse aspecto, consideramos que não seria 

improvável que a variante K pudesse ter também algum papel no DM de tipo 1,

Á investigação de uma. possível associação entre a. mutação K da buiirticolinesíerase e o 

DM do tipo 1 foi procedida, neste estudo, através da comparação entre as freqüências alélieas e 

genotipicas encontradas no grupo de diabéticos do tipo 1 (N = 103) e as freqüências observadas 

em uma amostra controle (SOUZA. 2001). constituída de doadores de sangue de Curitiba (N = 

944). Além disso, as frequências encontradas nos pacientes foram comparadas com as 

freqüências observadas numa sub-amosfra extraída do total de doadores de sangue e pareada por 

origem étnica, na proporção de 1:1 com. os paciente diabéticos.

Observou-se que a freqüência do alelo K nos diabéticos do tipo 1 (21,84%) é 

aparentemente maior que a encontrada na amostra de doadores de sangue (17,53%) e na amostra 

controle pareada (18,45%), mas as diferenças, cm nenhum dos casos, mostraram siginfícância 

estatística (tabela 13).

Em relação às freqüências genotipicas, observou-se que as freqüências de heteroztgolos e 

homozigotos (KK) têm uma tendência a serem discretamente maiores nesses diabéticos que nos 

controles mas, também neste caso, não há diferenças estatisticamente significativas (tabela 13 ).

uma outra abordagem, utilizada neste estudo, para investigar uma possível associação da 

mutação K com DM do tipo 1, foi a comparação das médias e variâncias, obtidas das 

quantificações bioquímicas, dados antropométricos e idade de aparecimento da doença (tabela 

16), entre o grapo usual (UU) e o grupo variante (UK+KK).
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As quantificações bioquímicas são indicadores diretos dos distúrbios metabólicos a que 

estão sujeitos os pacientes, mesmo sob orientação e cuidados médicos. Essas quantificações 

podem estar relacionadas ao diabetes em si (glicose. HbAic- insulina), aos distúrbios de lípides

(CT. TG, HDL-C, apo B, glíceroí) e â função hepática (AST. ALT).

Quando as variáveis da tabela 16 foram comparadas em relação às vanâneias, entre os 

grupos usual e variante, apenas os níveis de AST em In (aspaitato-aminotransferase) mostraram 

diferenças significativas.

Os níveis plasmátieos das aminotransferases (AST e Aí .•T) são comuuiente utilizados 

como indicadores de disfimção hepática, mas a eíiologia. d-wSSw-- ainda é desconhecida.

CLARK e cols. (2003) estudaram uma. amostra (N = 15.676) da. população norte-americana e 

mostraram que cerca de 31% dos casos de aumento dos níveis de AST ou ALT estão 

relacionados com história de alcoolismo, evidência de hepatite B ou C ou hemocromatose, mas 

os 69% restantes são de causa desconhecida. Mostraram ainda uma correlação positiva, nestes 

casos não explicados, entre os níveis aumentados e IMG, medida da cintura, TG, resistência à 

insulina c HDL baixo. Exclusivamente nas mulheres, os níveis altos estão correlacionados 

também com DM do tipo 2 e hipertensão.

Segundo KAPLAN e PESCE (1996), atividades elevadas de ALT e AST podem ser 

observadas nas seguintes doenças: infarto do miocárdio, infarto renal, distrofia muscular, doença 

de Gaucher, doença de Níemann-Píck, mononucleose infecciosa., leucemia mielocítíca, 

hipertireoidismo e cetoacidose diabética.

A compreensão do resultado obtido aqui. ou seja, de uma vanâocia maior dos valores de 

aspaitato-aminotransferase nos variantes, comparativamente aos usuais, requer mais informações, 

as quais poderão ser obtidas em investigações posteriores.
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Nenhuma das quantificações bioquímicas mostrou diferenças significativas nas médias

entre os grapos usual e variante, através do teste t (tateia 16). Os dados aníropométricos são 

semelhantes entre o grupo usual e variante.

Â única variável que apresentou signifícância (p = 0.015) na comparação de médias foi a 

idade de aparecimento da doença (tabela 16). Ao que sabemos, esse dado nâo tinha sido ainda 

relatado. Na tabela 17, observa-se uma freqüência acumulada de 26,2% dos casos com 

surgimento até os 10 anos de idade nos usuais contra 43.6% nos variantes.

A frequência do aíelo K entre os diabéticos do tipo I com idade de aparecimento da 

doença míenor a 13 anos (mediana) maior que a encontrada entre

diabéticos com idade de aparecimento de 13 anos ou mais (tabela 18). E interessante ressaltar 

que, nos diabéticos do tipo 1. cuja idade de aparecimento da doença é inferior a 13 anos, a 

freqüência de pacientes com a mutação K (53,06%) ultrapassa a freqüência de pacientes com o 

genótipo usuai. Em nenhuma das populações já descritas (item 62% tal predominância foi 

verificada. No grupo, cuja idade de aparecimeiitõ da doença foi de 13 ou mais, essa freqüência é 

de 25,49% (tabela 18). Apesar de ser um número pcqucuo, satierita-se que todoS O is.fr (N — 5) 

dessa amostra tiveram o aparecimento da doença antes dos 13 anos.

Os resultados da análise de regressão múltipla escalonada confirmam a indicação da 

associação da variante K com a idade mais precoce de aparecimento do DM do tipo J.

A freqüência sígnitlcatwanicnte maior do aleío K. nos diabéticos com aparecimento da 

doença antes dos 13 anos, quando comparada com as freqüências da população geral e da 

amostra controle pareada, sugere que essa mutação atuaria como fator de risco do diabetes 

meditas do tipo 1. Não podemos, entretanto, excluir a possibilidade de que essa associação seja
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devida a um desequilíbrio de ligação entre essa mutação e uma variante polimórfica localizada 

em outro gene, como também devida a um erro estatístico do tipo L

Esses dados estão de acordo com os trabalhos que relacionam a atividade baixa da BChE e 

auto-imunidade e seria interessante a realização de pesquisa semelhante em outras amostras.

6.5.2. Diabetes meílitus do tipo 2

A investigação de uma possível associação entre a mutação K da btitiriicolinesterase e o 

DM do tipo 2 foi procedida de forma semelhante àquela utilizada em DM CtO tlpO 1, GU SC|3. 

através da comparação entre as frequências alélicas e genotipicas encontradas na amostra de 

pacientes (N = 146) e as encontradas nos doadores de sangue de Curitiba (N = 984) e numa sub- 

amostra de doadores pareada por origem étnica (N = 146).

Observou-se que a freqüência do aielo K nos diabéticos (17,12%) é muito semelhante à 

frequência encontrada nos doadores (17,53%) e, aparentemente, um pouco maior que a 

encontrada na amostra pareada por origem cínica (13,70%). As diferenças não são 

estatisticamente significativas. As comparações entre as distribuições de freqüências genotípicas 

também nâo apresentaram diferenças estatisticamente significativas (tabefe 13).

Dessa forma, nesse estado não foi constatada a esperada associação entre a freqüência da 

mutação K da butirílcoíínesterase e o DM do tipo 2, de modo que os presentes dados uão 

corroboram os obtidos por HASH1M e cols. (2001). Esses animes investigaram uma amostra 

composta de 276 indivíduos caucasónles, ingleses, com DM do tipo 2 e encontrararn uma 

freqüência de 22,8% do alelo BCHE*539'!\ significafívameníe maior (p = 0,0017) que a 

observada na. amostra controle de não diabéticos (15,8%). Aiém disso, encontraram uma
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freqüência maior (p = 0,00079) de homozigotos (KK) aos diabéticos (5,8%) que nos controles 

(2,6%). O valor de OR (odds ratio) foi de 1,44 (1,15 a 1,82), o que representa m  aumento de 

44% no risco para DM do tipo 2, associado à presença do alelo BCHE*539T.

Aíém disso, esses mesmos autores compararam as freqüências alélicas e genotipieas entre 

uma sub-amostra de 50 diabéticos que nâo faziam uso de insulina e uma suh-amosíra de 225 

diabéticos que utilizavam a insulina. A utilização de insulina exogena é mu recurso para pessoas 

cuja função pancreática está sendo insuficiente para manter a glicerina em níveis aceitáveis. 

Assim, a necessidade do uso de insulina exógena foi utilizada na pesquisa como uni: indicador de 

disfunção das células beta pancreáticas. As comparações alélicas e genotipieas, entretanto, não 

mostraram diferenças significativas. Os autores argumentaram, então, que a mutação K não 

influi no grau de disfunção das células beta pancreáticas o que seria esperado se tivesse alguma 

relação na deposição amüóíde. A associação positiva encontrada no trabalho seria, segundo eles, 

devida a um desequilíbrio de ligação com variante de um loco de susceptibilidade ao DM do tipo 

2, identificado por estudos de rastreamento uo genoma e localizado em 3q27-qíet, próximo ao 

gene BCHE (3q26.1 -26.2).

A lesão pancreática está. relacionada, a uns aumento da massa, amíiòide, em detrimento da 

massa de células responsáveis pela produção de insulina. Alguns autores acreditam que a 

natureza dessa lesão possa ser semelhante àquela encontrada em tecidos do cérebro tia doença de 

Alzheimer. Existem diversos estudos que mostram uma associação positiva entre essa doença e o 

alelo BCHE*539T (LEHMÁNN e cols., 1997; McILROY e coís., 2000; TILLEY e cols., 1999; 

WIEBUSCH e coís., 1999).

O estudo de JOHANSEN e cols. (2003), em amostras da população dinamarquesa, 

também não confirmou a associação encontrada por HASHIM e cols. (2001). À freqüência do
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alelo B€HE*539T em 809 diabéticos do tipo 2 foi de 20,5% ± 2,00% contra 19,3% ± 2,4% no 

grupo controle (p = 0,64).

Os estudos de associação., apesar de representarem mm  ferramenta importante na 

dissecção genética de doenças complexas, a p r e s e n t a m  nm problema importante de 

irreprodutibilidade. Isto se deve, em grande parte, ás diferenças encontradas entre populações no 

conjunto de seus genes e no contexto ambiental em que a associação se insere.

A mesma abordagem utilizada no DM do tipo 1 para investigai uma possível influência da 

mutação K foi utilizada na amostra DM do tipo 2, ou seja , comparação das médias e variâncias 

das quantificações bioquímicas, dados antropoméíricos e idade de aparecimento da doença 

(tabela 20), entre o grupo usual (UU) e o grupo variante (UK+KK).

Nossos dados apresentaram uma variância significativamente maior do IMC no grupo 

usuai do que iio grupo com a variante K. SOUZA e cols. (2004) também encontraram diferenças 

na variância do IMC na população gerai, mas em sentido contrário ao observado em diabéticos 

do tipo 2 do presente estudo. Também é interessante observar que JOHÂNSEN e cols. (2-003) 

encontraram entre os não-diabcticos, um valor sigptificativamcntc maior na média de IMC nos 

indivíduos fCK, comparativamente ao demais (UU + UK.).

Nenhuma das médias de quantificações bioquímicas, comparadas pelo teste L mostrou 

diferenças significativas entre os grupos usual e variante.

Em relação aos dados antropométrícos encontrou-se unia diferença significativa (p = 

0,023) entre as médias de RCQ (razão cinrura-quadrii) de usuais e de portadores da mutação K.

A regressão múltipla escalonada (tabela 22), esn que a variável RCQ foi considerada 

como dependente, mostrou coeficientes de regressão significativos entre RCQ e as variáveis 

IMC, TG, sexo e variante K. A RCQ está correlacionada positivamente com IMC e TG, sendo
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maior em homens e pessoas com a variante K. Esse resultado confirmou aquele obtido 

imciaJmente, pela comparação de médias, e reforça achados anteriores da relação da variação K 

com IMC. No trabalho de SOUZA e cols. (2004), como foi o heterozigoto que mostrou maior 

variância do IMC do que os indivíduos usuais e KK, esses autores sugeriram que a associação 

fosse do próprio gene BCHE com o IMC.

A RCQ é um dos critérios usados para a inclusão de um paciente na categoria de 

Síndiome Metabólica. Nos dados do presente estudo, o coeficiente de correlação, entre os 

pacientes sem e com SM e genótipo em relação à mutação K (UU, UK e KK) foi significativo (r 

= 0,19; p = 0,030; N = 133). Além disso, a freqüência da variante K no grupo sem SM foi de 

11,22% ± 3,19% e de 22,02% ± 3,20% no grupo com SM, sendo essa diferença estatisticamente
■̂5 ___

significativa > = 4,88; p = 0,0272). Esses dados sugerem que, em DM do tipo 2, a presença da 

variante K predispõe para maior RCQ e, em conseqüência, para maior risco de Smdrome 

Metabólica nesses pacientes, o que indica maior gravidade da doença e maior risco de doença 

cardiovasculai.
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7.1. VARIANTE K E DIABETES MELLITUS DO TIPO I

1) As freqüências alélicas e genotípicas, encontradas nesses diabéticos, não diferem 

daquelas da amostra total de controles doadores de sangue de Curitiba e também não 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 às 

variáveis antropométricas (peso, altura, índice de massa corporal e razão cintura-qiiadnl), 

bioquímicas (atividade da. BChE, colesterol total, tríglieerideos, HDL-C, apo B, glieerol glicose, 

insulina, HbAic,, alanina ammo-íransferase e asparlato-aminotraiisferase), pressões arteriais e 

idade de aparecimento da doença, os seguintes resultados significativos foram encontrados:

2 .1 .0  grupo UK+KK mostrou menor média de idade de aparecimento da doença 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 variância maior nos níveis de aspartato-amiiiotransferase 

do que o grupo usual.

3) A freqüência do alelo K nos diabéticos com aparecimento da doença antes dos 13 anos 

(mediana) é significativamente mais alta do que naqueles com idade de aparecimento da doença 

maior ou igual a 13 anos e do que no grupo total de controles. Comparações semelhantes quanto 

a esses grupos, em relação ás distribuições das freqüências genotípicas, também mostraram 

diferenças estatisticamente significativas. O valor de OR (odds raíio) 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 (genótipos UK ou KK) do que para os homozígotos usuais (UU).

7. CONCLUSÕES
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7,2. VARIANTE K E DIABETES MELLITUS DO TIPO 2

1) As freqüências alélicas e genotípicas, encontradas nesses diabéticos, não diferem da 

amostra total dos controles doadores de sangue de Curitiba e também não diferem da sub-amostra 

desses mesmos doadores de sangue pareada por origem étnica,

2) Comparando-se o grupo UU com o grupo UK+KK desses diabéticos, quanto às 

variáveis anfropométrícas, bioquímicas, pressões arteriais e idade de aparecimento da doença, os 

seguintes resultados significativos foram encontrados:

2.1) O grupo UK+KK mostrou maior média da razão cintura-quadri! 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 variâneias menores do que o giupo usual em relação a 

peso e índice de massa corporal.

3) A relação positiva entre presença ou não da variante K e razão cintura-quadril (RCQ) 

nesse diabéticos foi confirmada por análise de regressão múltipla escalonada. A RCQ, em média, 

aumenta com o nível de triglicerídeos, com o índice de massa corporal, em íiomens e diabéticos 

com a variante K.

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

Síndrome Metabólica do que naqueles sem essa síndrome.
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APENDÍCE

Listagem das variáveis que, investigadas nas amostras de pacientes com diabetes meüitus 
dos tipos 1 e 2, receberam códigos de classificação visando à análise estatística.

VARIÁVEIS CODÍGOS

Sexo 1 = masculino; 2 = feminino

Origem étnica15 1 = enro-brasileira; 2 = oriental; 3 = afro-brasileira

Fenóíipos do gene CHE2 0 = CHE2 C5- : I = CHE C5+

Genótipos relativos à variante K I = UU; 2 = UK; 3 = KK

Presença ou. não da variante K 1 = ausente (UU); 2 = presente (UK+KK)

a recodifíeada em algumas análises em : 1 = euro-brasileira; 2 — afro-brasileira


