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Resumo

A butirilcolinesterase (BChE) é uma esterase sérica polimorfica codificada pelo gene BCHE
(3926.1-g26.2). Estudos prévios mostram que a atividade da BChE estd aumentada no
Diabetes Mellitus dos tipos 1 e 2. A atividade da enzima também é aumentada quando a
forma heterdloga C5, determinada tanto pelo loco BCHE, como pelo loco CHE2 (2933-35),
estd presente; porém, esta reduzida em presenca de uma variante no nucleotideo -116 do
gene BCHE, denominada -116A. Associagdo entre o diabetes e variantes do gene BCHE ja foi
encontrada por nosso grupo em estudos anteriores, bem como por outros pesquisadores,
entretanto, estudos com énfase nas bases genéticas do Diabetes Mellitus gestacional (DMG)
sdo escassos. O presente estudo analisou a atividade da BChE, os fenétipos do loco CHE2, a
frequéncia de duas variantes dentro do gene BCHE (rs1126680 - nt -116 e rs1803274 - nt
1615) e varidveis antropométricas e bioquimicas associadas ao diabetes em amostra de
pacientes com DMG (N=150) e em amostra controle de gestantes que ndo apresentaram a
doencga (N=295), ambas provenientes da cidade de Curitiba — PR. Além das variantes do gene
BCHE, quatro Tag-SNPs proximos a sua regido foram considerados neste estudo. A média de
atividade enzimatica foi significativamente mais alta no grupo controle que no grupo de
gestantes com DMG, mas nos dois grupos foi significativamente menor que a média da
atividade na populacdo de Curitiba. A frequéncia do fendtipo CHE2 C5+ foi semelhante em
gravidas com DMG, controles e na populagdao de Curitiba. As frequéncias genotipicas e
alélicas de todos os SNPs nado diferiram entre os dois grupos amostrais. A correlacdo positiva
entre IMC e colesterol LDL nas gravidas diabéticas, permite-nos afirmar que a BChE
apresenta um papel no metabolismo de lipidios também no DMG. Entretanto, o efeito
redutor do diabetes gestacional sobre a atividade da BChE foi mais forte que o efeito
intensificador caracteristico da obesidade, pois embora as gravidas diabéticas tenham IMC
maior, apresentaram atividade enzimdtica média menor que o grupo de gestantes nao
diabéticas. O alelo -116A diminui a atividade da BChE, de modo independente das alteracdes
fisioldgicas provocadas pela gravidez e pelo DMG, pois a reducdo significativa da atividade
enzimatica ocorre nos grupos controle, de pacientes e em individuos da populacdo em geral.
Nas analises haplotipicas observou-se que o grupo de gravidas com DMG apresentou 21
haplétipos mais frequentes, enquanto o grupo de gestantes nao diabéticas apresentou 24

haplétipos, dos quais 16 foram comuns aos dois grupos amostrais. As frequéncias dos
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hapldtipos H3 (GTGGAA), H7 (GTAACG) e H11 (GTAGCG) apresentaram diferenca
significativa entre o grupo de gestantes com DMG e o grupo controle. Quando calculados os
valores do Odds ratio (OR) para estes haplétipos, o haplétipo H3, mais comum nos
individuos do grupo controle, apresentou um efeito protetor ao DMG (OR= 0,54; 0,30 < pu <
0,98; IC 95% (p< 0,05)). Os haplétipos H7 (OR=3,9; 1,28 < u < 11,85; IC 95% (p< 0,05)) e H11
(OR= 8,46; 0,94 < u < 76,40; IC 95% (p < 0,05)), mais frequentes nas pacientes com DMG,
representaram haplétipos de predisposicao a doenga. Sugerem-se como explicagdes para
estes resultados significativos: 1) um efeito regulatério destes hapldétipos na expressdo da
BChE que esteja associado ao DMG, ou ainda, 2) um desequilibrio de ligacdo entre os
haplétipos e outro gene situado proximo do gene BCHE. Os SNPs a montante do gene BCHE
encontraram-se em desequilibrio de ligacdo, bem como os SNPs a jusante do gene BCHE.
Destaca-se ainda o forte desequilibrio de ligacdo ja conhecido entre as variantes nos sitios -

116 e 1615 do gene BCHE, que se confirmou no presente estudo.
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Abstract

Butyrylcholinesterase (BChE) is a polymorphic serum esterase encoded by BCHE gene
(3926.1-g26.2). Previous studies showed that BChE activity is increased in types 1 and 2
diabetes. The enzyme activity is also increased when the heterologous form C5, determined
by both BCHE and CHE2 locus(2q33-35), is present, but it is decreased in the presence of a
variant at nucleotide -116 of the BCHE gene, called -116A. Association between diabetes and
BCHE gene variants was found by our group on previous studies, as well as by other
researchers, however, studies emphasizing the genetics base of gestational Diabetes
Mellitus (GDM) are scarce. This study examined BChE activity, CHE2 locus phenotypes, the
frequency of two BCHE gene variants (rs1126680 - nt -116 e rs1803274 - nt 1615), and
anthropometric and biochemical variables associated with diabetes in a sample of patients
with GDM (N = 150) and a control sample of pregnant women who did not have the disease
(N = 295), both from Curitiba - PR. Beyond BCHE gene variants, four Tag-SNPs close to its
region were considered on this study. The enzyme activity average was significantly higher in
the control group than in the pregnant women group with GDM, but on both groups was
significantly lower than the activity average in the population of Curitiba. The frequency of
CHE2 C5+ phenotype was similar in pregnant women with GDM, control group and in the
population of Curitiba. Genotypic and allelic frequencies of all SNPs did not differ between
sample groups. The positive correlation between BMI and LDL cholesterol on diabetic
pregnant women, permit us say that BChE presents a role on lipid metabolism also on GDM.
However, the lowering effect of gestational diabetes on BChE activity was stronger than the
characteristic enhancer effect of obesity, because although the diabetic pregnant women
have a higher BMI, they presented a lower enzyme activity average than the non-pregnant
women group. The -116A allele had decreased BChE activity, independently from
physiological changes caused by the pregnancy and by GDM, because the enzyme activity
reduction occured in the control and patients groups and in individuals from general
population. On haplotype analysis we observed that the group of pregnant women with
GDM presented 21 more frequent haplotypes, whereas the group of non-diabetic pregnant
women presented 24 haplotypes, of which 16 were common on both sample groups. The
frequencies of H3 (GTGGAA), H7 (GTAACG) e H1l (GTAGCG) haplotypes presented

significantly difference between the group of pregnant women with GDM and control group.
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When calculated the Odds ratio (OR) values for these haplotypes, H3 haplotype, more
common in control group individuals, presented a protective effect of DMG (OR= 0,54; 0,30
< W <0,98; IC 95% (p< 0,05)). H7 (OR= 3,9; 1,28 < u < 11,85; IC 95% (p< 0,05)) and H11
haplotypes (OR= 8,46 ; 0,94 < u < 76,40; IC 95% (p< 0,05)), more frequent on GDM patients,
represented haplotypes of predisposition to the disease. We suggest for explaining these
significantly results: 1) a regulatory effect of these haplotypes on BChE activity that is
associated with GDM, or, 2) a linkage disequilibrium between the haplotypes and another
gene located close BCHE gene. The SNPs upstream BCHE gene were on linkage
disequilibrium, as well as the SNPs downstream BCHE gene. We still stand the strong linkage
disequilibrium already known between the variants on -116 and 1615 sites of BCHE gene

that was confirmed on the present study.
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1. Introdugao

O Diabetes Mellitus gestacional (DMG) é caracterizado por intolerancia a glicose com
inicio ou primeiro diagndstico durante o segundo ou terceiro trimestres da gestacao e sua
incidéncia é estimada em 3% a 10% das gestantes. Estd associado a problemas no
desenvolvimento fetal, incluindo ébito fetal intrauterino. Muitas pesquisas sao necessarias
para se entender os mecanismos do DMG, inclusive sua evolugao apds a gravidez.

A butirilcolinesterase (BChE) é uma esterase sérica polimérfica, codificada pelo gene
BCHE (3g26.1-926.2) que possui quatro exons formados por 2.445 pares de bases. Sua
funcdo no organismo e o seu substrato natural permanecem desconhecidos, mas ja foi
associada ao metabolismo de lipides e a protecao da acetilcolinesterase e a patologias como
obesidade, diabetes, Doenca Arterial Coronariana, cancer e Hanseniase.

Diversos estudos sugerem que a base genética do DMG é semelhante a do Diabetes
Mellitus do tipo Il (DM2). Nos dois tipos de diabetes ndo ocorre deficiéncia acentuada na
producdo da insulina, mas uma resisténcia a acdo dessa substancia e o DMG aumenta as
chances de a mulher desenvolver o DM2 no futuro. Associagdes entre DM2 e BChE ja foram
encontradas por nosso grupo em estudos anteriores, bem como por outros pesquisadores,
especialmente em relacdo a variante 1615A (K) do gene BCHE. A variante -116A do gene
BCHE esta em desequilibrio de ligacdo com a variante 1615A (K) e é associada a diminuicdo
da atividade enzimatica. Embora alguns estudos ndo tenham encontrado associacao entre a
mutacdo 1615A (K) e o DM2, eles ndo levaram em consideracdo o gendtipo do sitio -116. A
andlise dos hapldtipos referentes as mutacdes -116A e 1615A (K) trard informacdo mais
detalhada a respeito da possivel associacdo entre BChE e DMG. Além disso, a fenotipagem
do loco CHE2, que sabidamente influencia na atividade enzimatica, também deve contribuir
para a melhor compreensdo do papel da BChE no DMG.

Além das variantes do gene BCHE, quatro Tag-SNPs (rs4440084; rs2863381;
rs7624915; rs4387996) proximos a sua regido foram considerados neste estudo. Estes SNPs
podem estar associados a patogénese de doencas metabdlicas por estarem em desequilibrio
de ligacdo com variantes de outro (s) gene (s) que de fato participe do desenvolvimento de

doencas.



2. Revisao Bibliografica
2.1. Aspectos gerais do Diabetes Mellitus

A Organizagdo Mundial da Saude define o Diabetes Mellitus (DM) como uma
desordem metabdlica de etiologia multipla caracterizada por hiperglicemia cronica com
disturbios no metabolismo de carboidratos, lipidios e proteinas, resultante de defeitos da
secrecdo ou acdo da insulina, ou ainda da combinacdo de ambos (WHO, 1999). A doenga é
altamente heterogénea, ou seja, causas genéticas diferentes, e talvez ndo genéticas,
produzem essa condi¢do clinica, que por isso é apresentada em algumas variedades comuns
e incomuns (Vogel E Motulsky, 2000). O Diabetes Mellitus pode apresentar-se com sintomas
caracteristicos como sede, poliuria, embagamento na visdao e perda de peso. Em suas formas
mais severas, um estado de cetoacidose pode desenvolver estupor, coma e, na auséncia de
tratamento adequado, pode levar a morte (WHO, 1999).

A investigacdo dos hormoénios pancreaticos, especialmente da insulina, trouxe grande
contribuicdo ao conhecimento relativo do Diabetes Mellitus, assim como proporcionou
tratamento aos portadores da doenca, permitindo a sua sobrevivéncia com a terapia de
reposicdo do hormonio. Entretanto, na segunda metade do século XX ocorreu um
crescimento enorme na incidéncia do Diabetes Mellitus, e nessa evolug¢dao observou-se que o
numero de individuos que desenvolvem a doenca por faléncia pancredtica primaria
permanece relativamente baixo. A perda da homeostasia glicEmica na grande maioria dos
portadores do Diabetes Mellitus, que a principio produzem o hormodnio, é devida a um
estado de resisténcia a acdo da insulina desenvolvido ao longo da vida (Aires, 2008).

Desde a década de 1980, apds a identificacdo de diversas formas que o Diabetes
Mellitus pode apresentar, as classificacdes e os critérios diagndsticos para a doenga
sofreram modificacdes. A classificacdo etiolégica adequada é essencial para o
estabelecimento da melhor terapia e do diagnéstico precoce para se prevenir o
aparecimento de complicacdes cronicas. No ano de 1997 foi classificado em quatro classes
clinicas: 1) Diabetes Mellitus do tipo | ou imunomediado; 2) Diabetes Mellitus do tipo IlI; 3)
Outros tipos especificos de Diabetes Mellitus, e; 4) Diabetes Mellitus gestacional (Projeto
Diretrizes, 2004).

O Diabetes Mellitus do tipo | desenvolve-se como um resultado da destruicdo das

células B pancredticas e é caracterizado pela deficiéncia absoluta de insulina (e, portanto,



designado como diabetes insulino-dependente - termo ndo mais aceito), por um comeco
abrupto de sintomas, propensdo a cetose e dependéncia de insulina exégena para a
sobrevivéncia (Pociot e McDermott, 2002). Os marcadores da destruicdo imune incluem os
auto-anticorpos contra as células das ilhotas, contra a insulina e contra a descarboxilase do
acido glutamico (GAD) (Projeto Diretrizes, 2004). Esta forma da doenca acomete de 5-10%
das pessoas afetadas pelo Diabetes Mellitus e a taxa de destruicdo das células B pancreaticas
é bem varidvel, sendo mais rapida em alguns individuos (principalmente bebés e criangas) e
mais lenta em outros (principalmente adultos) (American Diabetes Association, 2004).

O Diabetes Mellitus do tipo Il é provocado por um defeito na secrecao de insulina que
se agrava devido ao fator concomitante de resisténcia a insulina (Projeto Diretrizes, 2004). A
resisténcia a acdo da insulina apresenta-se no tecido muscular e adiposo e no figado,
acompanhada de menor secrecdao de insulina. Nos ultimos anos, ficou evidente que
inUmeros fatores podem regular negativamente a acdo da insulina, agindo tanto no receptor
de insulina quanto em moléculas pds-receptor (Aires, 2008). Um destes fatores é a
exposicdo crénica a altas concentracdes de acidos graxos livres ou mesmo de glicose
(Randle, 1994).

Apesar de este tipo de diabetes ser o mais frequente dentre os casos de diabetes —
representa de 90 a 95% dos casos (Projeto Diretrizes, 2004) - sua etiologia especifica ndo
estd claramente estabelecida como no diabetes do tipo I, mas se sabe que a destrui¢do auto-
imune do pancreas ndo esta envolvida (Gross et al., 2002). Além disso, a0 menos
inicialmente, e frequentemente ao longo da vida, esses individuos ndao necessitam do
tratamento com insulina para sobreviverem (American Diabetes Association, 2002). Também
ao contrdrio do diabetes do tipo |, a maioria dos pacientes apresenta obesidade (Gross, et
al., 2002).

Observa-se que com o aumento na incidéncia de obesidade (as altera¢Ges vistas
atualmente nos habitos de vida favorecem essa patologia), o Diabetes Mellitus,
principalmente do tipo Il, tornou-se uma epidemia, com prevaléncia crescente em todo o
mundo (Projeto Diretrizes, 2004). Estima-se que mais de 220 milhGes de pessoas em todo o
mundo tenham diabetes (WHO, 2011).

Os outros tipos especificos de diabetes, baseados na classificacdo do Projeto
Diretrizes, incluem os defeitos genéticos das células, os defeitos genéticos na acdo da

insulina, doencas do pancreas exdcrino, endocrinopatias, diabetes quimicamente induzido



ou induzido por drogas, formas incomuns de diabetes imunomediado e outros fatores
genéticos algumas vezes associados ao diabetes do tipo Il (Projeto Diretrizes, 2004).

Alguns casos raros de Diabetes Mellitus sao formas monogénicas. Essas formas
monogénicas sdo chamadas de MODY (maturity-onset diabetes of the young), sendo que
apenas recentemente o carater monogénico foi demonstrado. Os MODY sdao numerados de
acordo com o gene comprometido (Aires, 2008).

O Diabetes Mellitus gestacional é definido como qualquer grau de intolerancia a
glicose com inicio ou primeira deteccdo durante a gravidez (Projeto Diretrizes, 2004) e sera

discutido mais detalhadamente a seguir.

2.2. Diabetes Mellitus gestacional (DMG)

O Diabetes Mellitus gestacional (DMG) caracteriza-se por intolerancia a carboidratos,
resultando em hiperglicemia de niveis variados com surgimento, ou primeiramente
detectada durante a gravidez (WHO, 1999). Semelhante a outras formas de hiperglicemia, o
DMG é caracterizado pela insuficiéncia na funcdo das células B pancredticas em captar as
particulas de insulina disponiveis (Buchanan et al., 2007).

A gestacdo é um estado hiperinsulinémico caracterizado por uma diminuicdo da
sensibilidade a insulina, parcialmente explicada pela presenga de horménios diabetogénicos,
tais como a progesterona, o cortisol, a prolactina e o horménio lactogénico placentario. Os
niveis glicémicos de jejum tendem a ser mais baixos na gestante, contudo, os valores pos-
prandiais sdo mais altos, sobretudo naquelas em que ndo hd aumento adequado da
liberacdo de insulina (Maganha et al., 2003).

O DMG é considerado uma patologia grave, uma vez que pode provocar o
nascimento de fetos macrossémicos, pré-eclampsia e ainda morte perinatal (Schmidt et al.,
2001). No Brasil, o Ministério da Saude, a Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD) e o Grupo
de Trabalho em Diabetes e Gravidez (GTDG) recomendam que o rastreamento dessa
enfermidade seja universal - a partir da vigésima semana de gestacdo (Dode e Santos, 2009).

Dependendo da populacdo estudada e dos meios diagndsticos utilizados, a incidéncia
de intolerancia a glicose ira variar entre 3 e 10% das gestagdes, embora 80% ou mais desses
casos apenas se apresentem durante a gravidez com rdpidos episédios de hiperglicemia

(Lobato, 2002).



Pacientes com DMG assemelham-se a pacientes com Diabetes Mellitus do tipo Il, ja
gue apresentam uma diminuicdo ainda mais acentuada da sensibilidade periférica a insulina,
além de uma secre¢ao diminuida de insulina, explicando os picos pds-prandiais. Entretanto,
a fisiopatologia do DMG nao esta totalmente elucidada. Se todas as gestantes fossem
resistentes a insulina, a incidéncia do DMG seria superior aos niveis encontrados (Maganha
et al., 2003).

Alguns fatores sao considerados de risco para o DMG tais quais: 1) idade superior a
25 anos; 2) obesidade ou ganho excessivo de peso na gravidez atual; 3) deposicdo central
excessiva de gordura corporal; 4) histéria familiar de diabetes em parentes de 1° grau; 5)
baixa estatura (1,50cm); 6) crescimento fetal excessivo, polidramnio, hipertensdo ou pré-
eclampsia na gravidez atual; 7) antecedentes obstétricos de morte fetal ou neonatal, de
macrossomia ou de Diabetes Mellitus gestacional (Reichelt et al., 2002).

Mulheres com menos de 25 anos de idade, com peso corpdéreo normal, que ndo
apresentem histdérico familiar para o diabetes, histérico de metabolismo anormal de glicose
ou ainda de insucesso obstétrico e ndo sejam membros de grupo étnico com alta prevaléncia
de diabetes constituem um grupo com menor risco de desenvolver intolerancia a glicose. Os
grupos étnicos com alta prevaléncia da doenca sdo americanos de origem hispanica, asiatica,
africana, de ilhas do Pacifico e nativos americanos. As gestantes que se enquadram em todos
estes critérios ndo necessitam ser rastreadas para a doenca (American Diabetes Association,
2004).

No Brasil adotou-se como critério diagndstico de DMG o teste oral de tolerancia a
glicose (TOTG) — 100 g, caracterizando como hiperglicemia na gestacio (HGG) a
determinacdo glicémica das 8 (basal) as 18h a cada duas horas, mantendo-se ingestdo de
uma dieta geral com 2.840 kcal, fracionada em desjejum, almoco e lanche. Sdo considerados
valores normais os menores do que 90 mg/dL e 130 mg/dL para as condicdes de jejum e pds-
prandiais, respectivamente. (Silva et al., 2003). Pelos critérios apresentados pela American
Diabetes Association (2004), duas medidas excedendo esses valores ja sdo suficientes para a
deteccdo do DMG. O teste é uma medida da capacidade das células B de secretar insulina e
da capacidade da insulina de reduzir a concentracao de glicose no sangue (Fox, 2007).

Mulheres apresentando muitas caracteristicas consideradas de risco para o DMG
devem ser acompanhadas desde a primeira visita pré-natal, devendo ser submetidas ao

teste de verificacdo dos niveis de glicose. Se as dosagens compativeis com o diagndstico de



DMG nao forem observadas no primeiro teste, mas a paciente apresentar fatores de risco a
doenca, ela devera ser acompanhada até a 242 - 282 semana de gestacdo. Na presenca de
hiperglicemia, o diagndstico deve ser confirmado em um dia subsequente (American
Diabetes Association, 2004).

Deve-se salientar que ndao é pequena a quantidade de problemas que contribuem
para a mortalidade perinatal em gestacdes diabéticas, dentre os quais podem ser citados
macrossomia, traumatismos decorrentes do parto, hipoglicemia, hipocalcemia, ictericia,
disturbios respiratdrios, malformacdes congénitas, policitemia com hiperviscosidade
sanguinea, hipertrofia cardiaca, hipomagnesemia, natimortalidade, crescimento intra-
uterino retardado, entre outros. Em longo prazo, a prole resultante de gestacdes
complicadas pelo diabetes pode sofrer de obesidade, diabetes e déficits neuropsicolégicos
(Lobato, 2002).

Em estudo realizado no Canada, com mulheres nos periodos pré e pds-parto, foram
identificados quatro grupos metabolicamente distintos de tolerancia a glicose na gravidez,
cujas diferencas na sensibilidade a insulina, funcdo das células B e no metabolismo da glicose
persistiram nos trés meses apds o parto. Observa-se ainda que qualquer grau anormal na
homeostase da glicose na gravidez (ndo apenas no DMG) prediz intolerdncia a glicose nos
trés meses apds o parto. Assim, o rastreamento de DMG no periodo pré-parto é importante
para identificacdo de risco futuro de pré-diabetes e diabetes do tipo Il (Retnakaran et al.,
2008). Outro estudo realizado na Dinamarca evidenciou que um ambiente intrauterino
hiperglicémico parece estar primariamente envolvido na patogénese do Diabetes Mellitus do
tipo Il/pré-diabetes. Este estudo foi realizado observando-se a descendéncia adulta de
mulheres caucasianas com DMG em tratamento nutricional ou diabetes do tipo | durante a

gravidez (Clausen et al., 2008).

2.3. Bases genéticas do Diabetes Mellitus

O Diabetes Mellitus representa um grupo heterogéneo de disturbios. A doenca
apresenta caracteristicas genéticas complexas, pois além da participacdo de multiplos locos
génicos, fatores ambientais também desempenham papel importante (Vogel e Motulsky,
2000).

Alguns fendtipos diabéticos distintos podem ser identificados em termos de etiologia

especifica e/ou patogénese, mas, em muitos casos, fendtipos sobrepostos tornam as



classificacOes etioldgica e patogénica dificeis (Pociot e McDermott, 2002). Desta forma, uma
abordagem utilizando ferramentas da biologia molecular, como estudos de SNPs, pode
auxiliar no entendimento das bases genéticas do Diabetes Mellitus, facilitando o tratamento
da doenga.

A susceptibilidade genética em membros de uma familia é claramente dependente
do grau de identidade genética com o probando, e na verdade o risco do Diabetes Mellitus
do tipo | em familias apresenta uma correlagdo nao-linear com o numero de alelos
compartilhados com o probando; o maior risco é observado em gémeos monozigdticos
(100% de identidade genética), seguido de parentes de 1° e 2° graus (50 e 25% de identidade
genética, respectivamente) (Pociot e McDermott, 2002).

O diabetes do tipo | pode ter padrdio monogénico de heranca, resultante de
mutag¢bes no gene Fox P3, que controla o desenvolvimento das células T regulatdrias
(Eisenbarth e Jeffrey, 2008). Entretanto, a forma mais desafiadora para a ciéncia é
representada pelo disturbio em forma multifatorial. As associacGes mais fortes, tanto de
susceptibilidade quanto de protecdo para o diabetes do tipo | sdo com moléculas de HLA (DR
e DQ). No entanto, multiplos genes adicionais sdo candidatos para a susceptibilidade ao
diabetes, especialmente apds a aplicacdo de analises gen6micas na verificacdo de risco a
doenca (Eisenbarth, 2007).

O Diabetes Mellitus do tipo Il é comum na meia-idade e nos mais idosos, mas
geralmente é mais brando. Os fatores genéticos tém um papel importante, evidenciados
pela alta taxa de concordancia em gémeos idénticos (Vogel e Motulsky, 2000). Um histérico
de DM2 em parentes de primeiro grau duplica o risco ao diabetes (Elbein, 1997).

No momento, sdao conhecidos alguns genes implicados em formas monogénicas de
diabetes (MODY, diabetes mitocondrial), no entanto, nas formas mais comuns a doenca é de
carater poligénico. Entretanto, poucos genes sdao associados a doenca de uma forma
reprodutivel nos diferentes grupos populacionais estudados. Cada um destes poligenes
apresenta um papel isolado muito pequeno, atuando na modulag¢do de fenétipos associados
ao diabetes (Reis e Velho, 2002).

No diabetes do tipo MODY, o carater monogénico foi demonstrado recentemente. Os
MODY sao numerados de acordo com o gene comprometido. Os MODY 1, 3 e 5 decorrem de
mutacdes nos genes HNF (4a, 1a e 38, respectivamente). Os HNF (hepatocyte nuclear factor)

sao fatores transcricionais responsaveis pela expressao de varios genes, entre os quais o da



insulina, nas células B, e genes de enzimas do metabolismo da glicose, no figado. O MODY2
decorre de uma mutacdo no gene da glicoquinase, o que prejudica a metabolizacdo da
glicose tanto nas células B, comprometendo a secre¢do de insulina induzida pela glicose,
como no figado, comprometendo a metabolizacdo hepatica da glicose. 0 MODY4 decorre de
mutacdao no gene PDX1 (pancreas duodenum homeobox 1), um fator transcricional
importante para a expressao da insulina, da somatostatina e de varios outros genes que se
expressam tanto na ilhota pancreatica como no duodeno; em homozigose induz agenesia
(auséncia) de pancreas. Finalmente, o MODY6 decorre de mutacdo no gene da NeuroD1, um
importante fator transcricional na ilhota, que regula a expressdao no gene da insulina, entre
outros (Aires, 2008).

Segundo uma meta-andlise publicada no ano de 2009, alguns genes podem ser
considerados para a melhor compreensdao das bases genéticas do diabetes do tipo Il. O
primeiro gene candidato a ser fortemente associado a doenga foi o TCF7L2, que foi avaliado
em estudos com pacientes de outras etnias. Os genes IGF2BP2, CDKAL1, CDKN2A/B, HHEX,
SLC30A8 e KCNJ11 mostraram associacao em japoneses; 0os genes IGF2BP2, SLC30A8, HHEX,
CDKAL1, CDKN2A/B e FTO, em asiaticos de Hong Kong e da Coréia; CDKAL1, CDKN2A/B,
HHEX e SLC30A8 em chineses da etnia Han; e IGF2BP2, PPARG2 e FTO em indios Siques
(Sanghera et al., 2009).

Uma variedade de fatores ambientais pode estar envolvida na expressao clinica do
diabetes do tipo Il, tais quais grau e tipo de obesidade, sedentarismo, ma nutricdo nos
periodos fetal e perinatal e diferentes tipos de drogas tais como esterdides, diuréticos e
agentes anti-hipertensivos. Ressalta-se que a obesidade, um dos chamados determinantes
ambientais para esta doenca, esta claramente sob controle genético (Velho e Froguel, 1997).
Como a obesidade e o Diabetes Mellitus do tipo Il aparecem frequentemente associados,
acredita-se que possam apresentar genes em comum para explicar sua base genética. Estes
genes associados a obesidade irdo influenciar na homeostase glicidica alterando fatores
como massa gordurosa, sensibilidade a insulina e padrdo secretdrio da insulina (Reis e Velho,
2002).

Existem relativamente poucas pesquisas que visam compreender as bases genéticas
do Diabetes Mellitus gestacional. Dentre os fatores que dificultam os estudos genéticos
desta patologia estdo encontrar e acompanhar mulheres que pretendam ficar gravidas — o

acompanhamento no periodo anterior a gravidez é importante, ja que é feito todo um



estudo baseado no histérico das pacientes; e encontrar familias com multiplos casos de
DMG, o que estd parcialmente relacionado a baixa prevaléncia da doenca (Watanabe et al.,
2007).

Sabe-se que entre mulheres com risco prévio para o DMG, aquelas com histdrico
familiar de Diabetes Mellitus do tipo I, mais provavelmente apresentam nao apenas fatores
de risco para doencas cardiovasculares, incluindo sindrome metabdlica e diabetes do tipo Il,
mas também risco aumentado de ja terem vivenciado eventos cardiovasculares em idade
precoce (Carr et al.,, 2006). Por causa de tais associacdes, pode-se esperar que genes
relacionados a patogénese das doengas cardiovasculares também possam estar envolvidos
no desenvolvimento do Diabetes Mellitus gestacional.

A predisposicao genética ao DMG foi relatada por variagdes nos genes codificadores
do receptor de insulina (INSR), fator de crescimento semelhante a insulina 2 (/IGF2), receptor
B3-adrenérgico (ADRB3), entre outros genes importantes. Entretanto, muitos estudos
mostram-se controversos, o que pode estar relacionado ao baixo poder dos testes utilizados,
ao pequeno efeito de muitas variantes comuns ou a heterogeneidade das populagdes (Shaat
et al., 2005). Os estudos realizados por Shaat et al. (2005 e 2007) analisou o efeito de genes
de proteinas envolvidas no mecanismo do canal de potassio e observou que o polimorfismo
E23K do gene KCNJ11 parece predispor ao DMG em mulheres escandinavas e que a variante
7903146 do gene TCF7L2, que codifica um fator de transcricdo, também apresenta
associagdao com o DMG.

Como observado, muitas lacunas permeiam a compreensao da etiologia do diabetes
em suas diversas formas. Esta incompreensdao comeca a estimular os cientistas a realizarem
analises moleculares, principalmente com genes candidatos a doenca e genes associados a

outros disturbios metabdlicos que interferem no Diabetes Mellitus.

2.4. Colinesterases

As esterases podem ser classificadas em trés tipos principais de acordo com seu
substrato preferencial. As esterases aromaticas hidrolisam ésteres aromaticos, as
aliesterases hidrolisam, preferencialmente, ésteres alifaticos e as colinesterases hidrolisam,
com maior eficiéncia, ésteres de colina (Furtado-Alle, 2005).

Duas enzimas diferentes hidrolisam a acetilcolina nos vertebrados. A

acetilcolinesterase (AChE; EC 3.1.1.7) finaliza a acdo da acetilcolina na membrana pods-
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sindptica na jungdo neuromuscular. A outra enzima hidrolisa acetilcolina, assim como outros
ésteres de colina, mas sua funcdo fisiolégica ndo é conhecida. Ela é denominada
butirilcolinesterase, pseudocolinesterase, colinesterase ndo-especifica ou apenas
colinesterase (BChE; EC 3.1.1.8) (Chatonnet e Lockridge, 1989). As colinesterases
apresentam ainda fungdes nao colinérgicas (Tabela 1).

Tabela 1. Atividades bioldgicas propostas das colinesterases.

Atividade Bioldgica Colinesterases
Atividade de aril-acilamidase amino-sensivel (AAA) AChE e BChE
Atividade de Metalocarboxipeptidase AChE e BChE
Hidrolise de cocaina BChE
Diferenciagao celular neural AChE e BChE
Divisao celular e tumorigénese AChE e BChE
Fungdes na substantia nigra (abertura do canal de potassio) AChE
Interacao célula-célula AChE e BChE

Fonte: Adaptado de BALASUBRAMANIAN E BHANUMATHY, 1993.

As duas colinesterases conhecidas, AChE e BChE, predominam, respectivamente, nos
eritrocitos, neurdnios, ganglios do sistema nervoso auténomo e placas motoras terminais e
no plasma, figado, neurdglias, pancreas e paredes do tubo digestivo (Siqueira et al., 1978).

Tanto BChE quanto AChE existem sob a forma de subunidades cataliticas. As formas
globulares G1, G2 e G4 contém uma, duas ou quatro subunidades. Estas formas sao
prontamente extractdveis em fortes tampdes pouco idnicos ou fortemente ligadas a
membranas e necessitam de solvente para sua solubilizagdo. Formas com um perfil mais
alongado sdo chamadas assimétricas e estas ndo interagem com detergentes, mas sdo
solubilizadas em tampdes com alta concentracdao de sal. As formas assimétricas contém
ainda um a trés tetrameros das subunidades ligados por pontes dissulfidricas a uma calda
semelhante a coldgeno. A forma mais complexa, A12, apresenta 12 subunidades. As formas
podem ser classificadas como hidrofilicas, soliveis em 34gua ou ligadas a uma
membrana/matriz extracelular por meio de fortes interacbes com outras moléculas

(Chatonnet e Lockridge, 1989).
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Dada sua complexa estrutura e seu amplo modo de acdo, as colinesterases parecem
desempenhar importante papel no desenvolvimento de diversas patologias, como
resisténcia a insulina, obesidade, Diabetes Mellitus do tipo Il, hipertensao, hiperlipidemias,

sindrome metabdlica e doenca de Alzheimer (Das, 2007).

2.5. Caracteristicas da butirilcolinesterase (BChE)

A butirilcolinesterase é bastante estudada por farmacologistas porque é responsavel
pela hidrélise da succinilcolina, uma droga utilizada em cirurgias como um bloqueador de
acdo curta do receptor de acetilcolina (Chatonnet e Lockridge, 1989), devido a hidrélise da
cocaina (Nachon et al., 2002) ou por causa de sua inibicdo em trabalhadores em contato
com pesticidas (Wilson et al., 2009). Esta enzima, quando isolada do plasma humano,
geralmente apresenta-se em uma estrutura globular e tetramérica (Blong et al., 1997).
Observa-se ainda que a BChE estd presente em quase todos os tecidos, com excecdo dos
eritrécitos (Lockridge e La Du, 1982).

O monbémero da BChE humana é formado por uma cadeia de 574 residuos de
aminodcidos e nove cadeias laterais de oligossacarideos ligados a nove asparaginas. O peso
molecular, que é calculado com base na sequéncia de aminoacidos e oligossacarideos, é de
85.534 kDa e os quatro monOmeros, que formam o tetramero, sdo idénticos (Lockridge et
al., 1987).

Através de eletroforese bi-dimensional em papel filtro e em gel de amido pH 8,6, é
possivel verificar as cinco formas moleculares principais da butirilcolinesterase existentes no
organismo humano: monémero (C1), dimero (C3) e tetramero (C4), também o mondmero
ligado a albumina sérica (C2) e o tetramero ligado a uma substancia desconhecida (C5)
(Lockridge et al., 1979). Além destas, outras classificacbes para as formas da BChE sdo
encontradas.

A forma mais comum dentre as citadas acima é a C4. As quatro subunidades desta
forma da colinesterase sérica humana sao idénticas, no que diz respeito ao seu peso
molecular, e estdo arranjadas como um dimero de dimeros. Em cada dimero, uma Unica
ponte ligante dissulfidrica liga duas subunidades idénticas. Estas pontes ligantes
dissulfidricas ndo sdao necessarias a funcao ou estrutura, ja que sua redugao ou alquilacao
resulta em uma enzima totalmente ativa e continua sendo um tetramero. Parece, portanto,

que ligacdes nao-covalentes mantém as quatro subunidades unidas. Até o momento, uma



12

funcdo foi encontrada para tais ligacdes, que é a estabilizacdo da molécula contra a
inativacdo pelo calor (Lockridge et al., 1979).

No ano de 2002, Nachon et al. (2002) obtiveram a primeira cristalizagdo da BChE
através da construcdo da BChE humana recombinante, em que foram suprimidos 4 dos 9
sitios de N-glicosilagcdo e foi deletado o dominio de oligomerizagao.

Experimentos no ano de 2003 demonstraram por meio de arranjos computacionais, a
estrutura cristalizada para a BChE humana. Observou-se que a estrutura completa da BChE
assemelha-se a TcAChE (AChE de Torpedo californica). Entretanto, BChE ndo forma o dimero
observado em estruturas prévias de TcAChE, AChE de camundongos e AChE humana (Figura

1) (Nicolet et al., 2003).

Gorge entrance

Figura 1. Esquema da sobreposicdo da BChE nativa (azul claro), TcAChE (rosa), e DmAChE -
Drosophila melanogaster (verde) em torno da entrada do sitio ativo. Apenas o loop acyl
exibe diferencas conformacionais significativas nas trés enzimas. Os aminoacidos que
diferem entre BChE e TcAChE estdo retratados em azul claro e rosa, respectivamente. Fonte:
Nicolet et al., 2003.

Diversos fatores e patologias podem influenciar a atividade da BChE, como destacado

nas tabelas 2 e 3. Além das implicacGes da atividade da BChE representadas nas tabelas 2 e
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3, outra observacdo pertinente ao presente estudo é que em adultos a atividade da BChE é
mais elevada em homens do que em mulheres devido a uma aparente modula¢do hormonal
negativa desencadeada pelo estrogeno. Um decréscimo na atividade foi detectado apds a
décima semana de gravidez, o qual prossegue por dez dias a seis semanas apds o parto. A
média da atividade enzimdtica se reduz 25% durante a gravidez e 33% apds o parto

(Whittaker, 1980).

Tabela 2. Alguns fatores que estdo associados ao aumento da atividade da BChE.

Tipo Condicao
Oligogénico Fendtipo CHE2 C5+
Multifatorial Obesidade

Diabetes Mellitus dos tipos | e Il
Hiperproteinemia

Psoriase

Hipertensao

Tirotoxicose

Nefrose

Alcoolismo

Esquizofrenia

FONTE: Whittaker, 1980.
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Tabela 3. Alguns fatores que estdo associados a reducdo da atividade da BChE.

Fatores

Variantes do gene BCHE

Gravidez

Periodo perinatal e infancia

Doencgas hepaticas (hepatite aguda, cronica, cirrose, metastases hepaticas)
Infarto do miocardio

Doencas do coldgeno (distrofia muscular progressiva, miotonia congénita,
dermatomiosite)

Hiperpirexia

Tuberculose

Infeccdo aguda

Carcinoma

Choque cirurgico

Anemia crbnica

Ma nutricao

Mixoedema

Terapia por raios-X

Drogas anticancer

Pilula anticontraceptiva

Organofosforados

FONTE: Adaptado de Whittaker, 1980 e Whittaker, 1986.

2.6. Gene BCHE

Localizado na regido 3926.1-g26.2, o gene BCHE tem 64.558 kb e possui quatro exons
formados por 2.445 pares de bases (Arpagaus et al., 1990).

Como a BChE é formada por 574 residuos de aminoacidos, apenas 1.722 pares de
bases codificam para a enzima madura, sendo que os 723 pares de bases ndo codificantes da
enzima madura correspondem ao exon 1, a parte inicial do exon 2 e a parte final do exon 4.
O exon 1 (149 pb) contém sequéncias ndo traduzidas e dois sitios potenciais de inicio de
tradugdo nos cédons -69 e -47. O exon 2 (1.525 pb) contém 83% da sequéncia codificadora

da proteina madura, incluindo a extremidade N-terminal, o sitio ativo e um terceiro possivel
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sitio de inicio de tradug¢do no cédon -28. O primeiro cddon que codifica para o peptideo
maduro é numerado como +1 e esta localizado no exon 2. O exon 3 tem 167 nucleotideos e
o exon 4 (604 pb) codifica a extremidade C-terminal da proteina e a regido 3’ nao traduzida
que contém dois sinais de poliadenilacdo (Arpagaus et al., 1990). O intron 1 tem 6.272 kb, o

intron 2 tem 56.512 kb e o intron 3 tem 12.638 kb (Figura 2).

Wl o e’

Figura 2. Desenho esquematico do gene BCHE, mostrando os quatro exons, o niumero de
pares de bases que os compdem e os sitios -116 e 1615 de duas variantes estudadas no
presente estudo. A regidao hachurada corresponde a proteina madura. Fonte: Furtado-Alle,
2005.

Um Unico sitio de inicio da transcricdo foi encontrado no gene BCHE humano e este
sitio localiza-se 157 pb a montante da Met™®, o sitio de inicio da traducdo. As sequéncias
consenso CAAT e TATA estdo ausentes; o elemento iniciador caracteriza-se como uma

transcri¢do (Jbilo et al., 1994).

2.6.1. Variabilidade da BChE e do gene BCHE

A existéncia de variabilidade genética da BChE foi pela primeira vez constatada em
pacientes que sofriam de apnéia e paralisia muscular prolongadas quando submetidos a
doses farmacoldgicas de succinilcolina, um relaxante muscular pré-operatério (Kalow e
Genest, 1957). A identificacdo de algumas variantes pode ser dada por meio de inibicdo
enzimatica. O uso dos inibidores DL-propanolol e Ro2-0683 [dimetilcarbamato de brometo
de (2-hidroxi-5-fenil-benzil) trimetil amonio] e de acetato de a-naftila como substrato
(Alcantara et al., 1991; Picheth et al., 1994) possibilita a classificacdo de alguns fenétipos.
Dibucaina e fluoreto de sddio também podem ser utilizados como inibidores para evidenciar

variantes fenotipicas da BChE.
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Cerca de 70 variantes do gene BCHE ja foram descritas (Souza et al., 2005 e Mikami,

2005) e estdo

desenvolvimento de diversas patologias.

representadas na tabela 4. Muitas destas estdo envolvidas no

Tabela 4 — Lista de variantes descritas do gene BCHE, com a localizacdo, alteracdo de

nucleotideo e o nome do alelo.

Nucletideo
Exon 1
-116

Exon 2
9-11
16
35
45
71
82
98
109
208
209
223
270
286
297
298
318
344
351
355
375
383
395
424
486
510
514
551
592
596
601
607
728
748
765
800
811
880

Alteracgao

TGC>TAC

CATCAT>CAT
ATT>TT
AAA>AGA
GGG>GGC
ACG>ATG
TTT>ATT
TAT>TGT
CCT>TCT
GAT>CAT
GAT>GGT
GGC>CGC
GAA>GAC
AAT>TAT
ATT>ATG
CCA>TCA
AAT>AAAT
GGT>GAT
GGT>GGAG
CAA>TAA
TTASTTT
TAT>TGT
GCT>GCTA
GTG>ATG
GCT>GCC
GAT>GAG
CAG>TAG
GCC>GTC
AGT>GGT
GCA>GTA
GCA>ACA
TCA>CCA
ACG>ATG
ACT>CCT
GAG>GAC
AAA>AGA
GAA>TAA
GTG>ATG

Nome

-116

14del
16fs
K12R
G15G
T24M
F28I
Y33C
P37S
D70H
D70G (A)
G75R
E90D
N96Y
199M
P100S
N106fs
G115D
G117fs
Q119X
L125F
Y128C
Al134fs
V142M (H)
Al162A
D170E
Q172X
A184V (SC)
S198G
A199V
A201T
S203P
T243M (F-1)
T250P
E255D
K267R
E271X
V294M

cont. exon 2
920
943
943
988
997
1020-1021
1062-1076
1093
1169
1200
1240
1253
1270
1273
1294
1303
1336
1351
1378
1393
1408
1411

Intron 2
IVS2-8

Exon 3
1490
1500
1504
1543
1553

intron 3
IVS3-14

Exon 4
1615
1719-1720
1914

CTT>CCT
ACC>AACC
ACC>TCC
TTA>ATA
GGT>TGT
GAT>GATA

GGA>CGA
GGT>GTT
TGC>TGA
CGT>TGT
TTC>TCC
CGA>TGA
TCC>CCC
GAA>TAA
GGA>AGA
TTT>GTT
GAA>TAA
GAG>AAG
AGA>TGA
CGG>TGG
TGG>CGG

T>G

GAA>GTA
TAT>TAA
TTT>CTT
CGT>TGT
CAA>CTA

T>C

GCA>ACA
delT
A>G

L307P
T315fs
T315S
L330
G333C
D340insA
K355insALU
G365R
G390V (F-2)
C400X
R386C
F418S
R424X
S425P
E432X
G435R
F446V
E451X
E460K
R465X
R470W
W471R

E497V (J)
Y500%
FA74L
R515C
Q518L

A539T (K)
L574fsX576
1914

FONTE: Adaptado de Souza et al., 2005 e Mikami, 2005.

As variantes V142M (H), E497V (J), 1615A ou A539T (K) e algumas das variantes

silenciosas, todas caracterizadas como variantes quantitativas, nas quais, devido a alteracoes

na producdo, estabilidade e meia-vida das moléculas, ocorre uma reducao no numero de
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moléculas circulantes eficazes. Testes de inibicdo sdo incapazes de discriminar entre
variantes quantitativas e a enzima comum, exceto em presenga de uma variante

heterozigota atipica (Bartels et al., 1992).

2.6.1.1. Variantes -116A e 1615A do gene BCHE

Neste estudo foram analisadas duas variantes do gene BCHE, a -116A (-116G>A) e a
1615A (1615G>A) (conhecida como variante K), sendo que em euro-descendentes a
frequéncia da primeira é de 8% (Bartels et al., 1990) e da segunda variante citada é de 18,4%
(Souza et al., 1998).

A variante 1615A (GCA - ACA, AIa-Thr539) foi descrita pela primeira vez por
Rubinstein et al. (1978), em um estudo com duas familias nas quais individuos heterozigotos
para a variante “atipica” apresentavam inibi¢cao diminuida pela dibucaina e redugdo de 33%
na atividade enzimatica, quando comparada com a enzima usual (Rubinstein et al., 1978).

Altamirano et al. (2000), ao compararem a enzima usual com a determinada pela
mutacdo 1615A, verificaram que estas ndo apresentaram diferencas com relacdo a afinidade
e taxa de catalise de substratos, taxa de secrecdo da célula e formacdo sérica de tetramero.
Em vista desses dados, sugerem que a diminuicdo no numero de moléculas circulantes da
BChE pode ser causada por muta¢des na regiao regulatdria ou promotora do gene BCHE.

O exon 1 do gene BCHE contém um sitio polimérfico no nucleotideo -116 (TGC/TAC;
rs1126680), conhecido como variante -116A (Bartels et al., 1990). No trabalho de Bartels et
al. (1990), o heterozigoto G/A para a variante -116A foi sempre heterozigoto ou homozigoto
para a variante 1615A, e testes estatisticos confirmaram o desequilibrio de ligacdo entre
essas variantes.

Furtado-Alle et al. (2008) verificaram a atividade da butirilcolinesterase e as
frequéncias das variantes -116A e 1615A do gene BCHE, e encontraram evidéncias de que a
baixa atividade da enzima estd associada a variante -116A. De fato, foi encontrado forte
desequilibrio de ligacdo entre as variantes -116A e 1615A, sendo que a maioria dos
cromossomos portando a variante -116A também continha a variante 1615A. Embora a
baixa atividade da BChE observada esteja associada a presenca das duas variantes, é
importante mencionar que a atividade média da enzima em sua forma selvagem nao difere

guando apenas a variacdo no nucleotideo 1615 esta presente.
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Mesmo que a variante -116A esteja situada em regido ndo-codificadora da proteina
madura, ela estd localizada em uma regido transcrita, o que pode afetar a transcricdo ou até
a tradugao do gene. Desta forma, pode-se sugerir que a variante -116A possa interferir na
ligacdo de elementos regulatdrios ou ainda que uma variante no sitio de regulacdo da
expressao génica esteja em desequilibrio de ligagdo com a variante -116A, causando a

reducdo da atividade da butirilcolinesterase (Furtado-Alle et al., 2008).

2.6.1.2. Loco CHE2

Além de apresentar formas diversas, devidas as variantes que codificam o gene BCHE,
outro loco pode aumentar a variabilidade da BChE. Nos anos de 1962 e 1963, Harris et al.
(Harris et al., 1962, 1963, Apud Andrade, 2007), usando eletroforese bidimensional em papel
e gel de amido, verificaram a presenca de outra forma molecular da BChE. Além das bandas
C1, C2, C3 e C4, foi observada uma banda extra, denominada C5, em 14 dos 300 individuos
analisados, representando 4,6% da amostra. A banda C5 é determinada tanto pelo loco
BCHE, como pelo loco CHE2 (2q33-35; Eiberg et al., 1989, Apud Andrade, 2007).

O loco CHE2 codifica uma substancia, cuja natureza permanece parcialmente
desconhecida, que se liga a enzima, sendo responsavel pelo surgimento da forma heterdloga
da BChE que mostra a banda eletroforética C5. Li et al. (2008) identificaram peptidios ricos
em prolina, e propdem que os peptidios organizam as quatro subunidades da BChE no
formato de tetramero. Estes autores identificaram o gene RAPHI1 (Ras-associated and
PHdomains, que codifica a lamelipodina) como um bom candidato para produzir esta
substancia que se liga a BChE na forma C5.

A variabilidade do loco CHE2 é determinada através de métodos eletroforéticos que
identificam os fenétipos CHE2 C5+ e CHE2 C5-, caracterizados pela presenca e pela auséncia
da banda C5, respectivamente. O fendtipo CHE2 C5+ apresenta, em média, 25% a mais de
atividade que o fendtipo CHE2 C5-. A frequéncia do fendtipo CHE2 C5+ na populacdo do sul

do Brasil é de cerca de 10% (Chautard-Freire-Maia et al., 1991).

2.7. SNPs rs4440084, rs2863381, rs7624915, rs4387996
Tag-SNPs constituem um conjunto de SNPs que capturam grande parte da variacao
genética em uma regido, e podem ser usados em estudos de associacdo para reduzir o

numero de SNPs necessarios para a deteccdo de associacao, através de desequilibrio de
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ligacdo entre uma caracteristica de interesse e uma regido do genoma (NCBI, Acessado em
21/10/2009).

Dois SNPs a montante do gene BCHE (rs4440084, rs2863381) e dois a jusante
(rs7624915, rs4387996) sdo considerados Tag-SNPs, pois tém alto grau de desequilibrio de
ligagdo com os SNPs em seu entorno. A frequéncia dos alelos desses SNPs esta préxima de

0,5 na populacdo Caucasdide.

2.8. Associagao entre DM e variantes do gene BCHE

O primeiro relato de aumento na atividade da BChE em diabéticos foi feito por
Antopol et al. (1937) e, apds este, varios estudos encontraram relacdo entre a atividade da
butirilcolinesterase e o Diabetes Mellitus (Pavkovic et al., 2003; Abbott et al., 1993).

Hashim et al. (2001) encontraram associacdo da variante 1615A do gene BCHE e o
Diabetes Mellitus do tipo Il em individuos caucasianos; Pavkovic et al. (1993) relataram que
tanto pacientes com tolerancia prejudicada a glicose, como com Diabetes Melittus do tipo Il,
possuem atividade da BChE levemente maior do que aqueles que apresentam somente
hiperlipidemia; Abbott et al. (1993) encontraram valores elevados de atividade da BChE em
pacientes/ diabéticos com hipertrigliceridemia.

Lepienski et al. (2006) em amostra de pacientes com DM1 encontraram associa¢do
positiva do alelo 1615A e a idade de aparecimento da doenca <12 anos. Estes autores
concluiram que este alelo, ou outra variante em desequilibrio de ligagdo com ele, poderia
predispor ao aparecimento precoce do DM1. Eles explicam ainda que a auséncia de
diferenca na frequéncia desse alelo entre DM1 e controles poderia ser explicada por duas
situagdes: 1) o alelo 1615A nao predispée ao DM1, mas somente a sua manifestacao
precoce; 2) O DM1 é doenca de etiologia heterogénea e que esse alelo pode estar associado
positivamente somente com o tipo de DM1 de aparecimento precoce (Lepienski et al., 2006,
Apud Oliveira, 2006). Esses resultados também foram encontrados por Oliveira (2006), assim
como as sugestdes dadas para explicar a existéncia dessa associacao. Além dos trabalhos de
Lepienski et al. (2006) e Oliveira (2006), que foram realizados por membros de nosso grupo,
Fernandes (2010) analisou a frequéncia das variantes 1615A e -116A bem como de SNPs
situados proximos a regido do gene BCHE em duas amostras de pacientes com DM1 e uma
amostra controle. Constatou-se neste estudo uma associacdo de DM1 com dois dos SPNs

estudados, situados a jusante do gene BCHE.
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O estudo de Johansen et al. (2004) contraria a associacdo entre variantes do gene
BCHE e o diabetes. Este estudo ndao encontrou associagao entre a variante 1615A do gene
BCHE e o Diabetes Mellitus do tipo Il em populagdo de caucasianos. A diferenga entre os

resultados dos diversos estudos apresentados demonstra a necessidade de mais pesquisas.

2.8.1. Associacao entre DMG e variantes do gene BCHE

Diversas linhas de evidéncias sugerem que o DMG compartilha a etiologia genética
do DM2 e reforcam a hipdtese de que a ocorréncia de DMG revela a existéncia de
predisposicdo ao DM2. Nos dois tipos de diabetes ndo ocorre deficiéncia acentuada na
producdo da insulina, mas uma resisténcia a acdo dessa substancia e o DMG aumenta as
chances de a mulher desenvolver o DM2 no futuro. A gravidez é estressor ambiental que
pode catalisar o desenvolvimento de DM2 em mulheres geneticamente predispostas
(Robitaille e Grant, 2008). Lauenborg et al. (2009) verificaram prevaléncia de alelos
conhecidos de predisposicao ao DM2 em pacientes com DMG, indicando a associacao entre
DMG e tais alelos e enfatizando a semelhanca etiolégica entre as doencas.

Associacdo entre DM2 e BChE ja foi encontrada por nosso grupo em estudos
anteriores (Alcantara et al., 2002 e 2005), bem como por outros pesquisadores,
especialmente em relagcdo a variante K do gene BCHE (Hashim et al., 2001; Iwasaki et al.,
2007, Vaisi-Raygani et al., 2008). A variante -116A do gene BCHE esta em desequilibrio de
ligacdo com a variante 1615A e é associada a diminuicdo da atividade enzimatica (Furtado-
Alle et al., 2008). Embora o estudo de Johansen et al. (2004) ndo tenha encontrado
associacao entre a mutacdo 1615A e o DM2, este ndo levou em consideracdo o gendtipo do
sitio -116. A analise dos hapldtipos referentes as mutacdes -116A e 1615A trard informacao
mais detalhada a respeito da possivel associacdo entre BChE e DMG. Além disso, a
fenotipagem do loco CHE2, que sabidamente influencia na atividade enzimatica, também

deve contribuir para a melhor compreensdo do papel da BChE no DMG.
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3. Objetivos
3.1. Objetivo Geral

v Investigar a associag¢do entre o Diabetes Mellitus gestacional (DMG), variantes
da butirilcolinesterase e SNPs a montante e a jusante do gene BCHE por meio de estudo

caso-controle.

3.2. Objetivos especificos

v Analisar as frequéncias das variantes -116A (rs1126680) e 1615A (rs1803274),
de dois SNPs a montante (rs4440084, rs2863381) e de dois a jusante (rs7624915, rs4387996)
do gene BCHE, bem como as frequéncias dos haplétipos em amostra de pacientes com
Diabetes Mellitus gestacional (DMG) e em amostra controle, ambas provenientes da cidade

de Curitiba - PR;

4 Analisar a atividade da BChE em amostra de pacientes com Diabetes Mellitus

gestacional (DMG) e em amostra controle, ambas provenientes da cidade de Curitiba - PR;

4 Fenotipar o loco CHE2 em amostra de pacientes com Diabetes Mellitus

gestacional (DMG) e em amostra controle, ambas provenientes da cidade de Curitiba - PR;

v Comparar as frequéncias dos fendtipos no loco CHE2 e a média da atividade
enzimdtica em amostra de pacientes com Diabetes Mellitus gestacional (DMG) e em amostra

controle, com dados da populacdo de Curitiba;

4 Investigar a associacdo em uma analise conjunta de todas as variantes
estudadas (gene BCHE e variantes a montante e a jusante do gene BCHE), a atividade da

BChE, a fenotipagem do loco CHE2 e o Diabetes Mellitus gestacional.

4 Investigar a correlagdo entre as varidveis analisadas no presente estudo e os

seguintes dados amostrais: indice de Massa Corporal (IMC), idade e dosagens bioquimicas.
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4. Capitulo 1

Atividade da butirilcolinesterase (BChE) e Diabetes Mellitus gestacional (DMG)

Resumo: Diversas condi¢des interferem na atividade da butirilcolinesterase (BChE),
reduzindo-a, como a gravidez ou a presenga da variante -116A do gene da
butirilcolinesterase (BCHE) ou aumentando-a, como a obesidade e o Diabetes Mellitus tipo |
e Il e a presenca da forma heterdloga C5. A relagdo da BChE com o Diabetes Mellitus
gestacional (DMG), entretanto, ainda ndo esta bem definida. O presente estudo analisou a
atividade da BChE e a variante -116A, além de varidveis antropométricas e bioquimicas
associadas ao diabetes em amostra de pacientes com DMG (N=150) e em amostra controle
de gestantes sem a doenca (N=295). Observou-se que a atividade média da BChE estd
significativamente reduzida no grupo controle, quando comparada a popula¢cdo em geral e
ainda mais reduzida nas gestantes com DMG. A frequéncia do fendtipo CHE2 C5+ é
semelhante em grdvidas com DMG e controles, e a atividade da BChE ndo foi
significativamente aumentada nos individuos com este fendtipo. A frequéncia do alelo -116A
nao diferiu entre os grupos, e este reduziu significativamente a atividade da BChE, de modo
independente das alteracoes fisioldgicas provocadas pela gravidez e pelo DMG. O efeito
redutor do DMG sobre a atividade da BChE é mais forte que o efeito intensificador
caracteristico da obesidade, pois embora as grdvidas diabéticas tenham IMC maior,
apresentam atividade enzimatica média menor que o grupo de gestantes ndo diabéticas.
Sugere-se que o estresse oxidativo resultante da gestacdo e da hiperglicemia seja o
responsavel pela reducdo na atividade da BChE.

Palavras-chave: Loco CHEZ2, variante -116A; alteracdes na atividade da BChE.

Abstract: Many conditions interfere on butyrylcholinesterase (BChE) activity, decreasing it
like on pregnancy or in the presence of butyrylcholinesterase gene (BCHE) variant -116A, or
increasing it, like on obesity and type | and Il Diabetes Mellitus and in the presence of the
heterologous C5 form. The relationship between BChE and gestational Diabetes Mellitus
(GDM), however, is not yet well defined. The present study examined BChE activity and -
116A variant, in addition to anthropometric and biochemical variables associated with

diabetes in a sample of patients with GDM (N=150) and in a control sample of pregnant
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women without the disease (N=295). We observed that BChE activity average is significantly
decreased on control group, when compared with the general population and that it is still
more decreased on GDM pregnant women. The frequency of CHE2 C5+ phenotype is similar
on pregnant women with GDM and controls, and BChE activity was not significantly
increased on individuals with this phenotype. The frequency of -116A allele did not differ
among the groups, and it significantly decreased BChE activity, in an independent way from
the physiological changes caused by pregnancy and by GDM. The lowering effect of GDM on
BChE activity is stronger than the characteristic enhancer effect of obesity, because although
the diabetic pregnant women have a higher BMI, they present a lower enzyme activity
average than the non-pregnant women group. We suggest that oxidative stress resultant
both from pregnancy and hyperglycemia is responsible for the decrease on BChE activity.

Keywords: CHEZ2 locus, -116A variant, changes on BChE activity.

Introdugado

A butirilcolinesterase humana (BChE; EC 3.1.1.8) é uma esterase sérica que hidrolisa a
acetilcolina, assim como outros ésteres de colina, mas sua funcgao fisioldgica ndo é conhecida
(Chatonnet e Lockridge,1989). Ela predomina no plasma, figado, neurdglias, pancreas e
paredes do tubo digestivo (Siqueira et al., 1978), e sua atividade ja foi associada a diversos
fatores e patologias. A obesidade (Alcantara et al., 2003; Randell et al., 2005; lwasaki et al.,
2007), a hipertensdo arterial (Alcantara et al., 2002), e o Diabetes Mellitus dos tipos | e |l
(DM1 e DM2) (Antopol et al., 1937; Pavkovic et al., 1993; Abbott et al., 1993) ja foram
associados ao aumento da atividade da enzima, enquanto, o infarto do miocardio
(Whittaker, 1986) e a presenca de determinadas variantes do gene da butirilcolinesterase
(BCHE) (Babaoglu et al., 2004; Valle et al., 2006 e Furtado-Alle et al., 2008) foram associados
a reducdo da atividade enzimatica. Um decréscimo na atividade também foi detectado apds
a décima semana de gravidez, persistindo por dez dias (reducdo de 25%) a seis semanas apds
o parto (reducdo de 33% na atividade da enzima) (Whittaker, 1980).

O Diabetes Mellitus gestacional (DMG) - intolerancia a carboidratos, resultando em
hiperglicemia de niveis variados com surgimento, ou primeiramente detectada durante a
gravidez (WHO, 1999) — afeta de 3 a 10% das gestacdes (Lobato, 2002), e representa uma
condicdo de risco a mae e ao feto (Schmidt et al., 2001). Durante a gravidez, quando ocorre

a producdo aumentada de estrégenos pela placenta (Maganha et al., 2003), foi observada a
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diminuicdo da atividade da BChE (Whittaker, 1986). Contudo, ndo existem muitos estudos
que visem compreender o comportamento da atividade da BChE em gestantes com o
Diabetes Mellitus, patologia que ja foi diversas vezes associada ao aumento da atividade da
enzima.

Mahmoud et al. (2006) e Omu et al. (2010) relatam o aumento significativo entre a
atividade da BChE em gravidas ndo diabéticas quando comparada a atividade em pacientes
com DMG, entretanto, o tamanho amostral estudado é relativamente pequeno e ndao foram
consideradas outras varidveis que sabidamente afetam a atividade da BChE.

Sabendo-se que variantes no gene da butirilcolinesterase (BCHE) - localizado na
regido 3926.1-q26.2 (Soreq et al., 1987), com 64.558 kb e quatro exons formados por 2.445
pares de bases (Arpagaus et al., 1990) — ja foram associadas ao DM1 e DM2 (lwasaki et al.,
2007; Alcantara et al., 2002 e 2005; Hashim et al.,2001; Lepienski et al., 2006; Oliveira, 2006,
Vaisi-Raygani et al., 2008), uma associacdo com o DMG nao pode ser descartada. O gene é
bastante polimérfico, e cerca de 65 variantes ja foram descritas (Souza et al., 2005).

O exon 1 do gene BCHE contém um sitio polimérfico no nucleotideo -116 (TGC/TAC),
conhecido como variante -116A, cuja frequéncia em euro-descendentes é de 8% (Bartels et
al., 1990). Furtado-Alle et al. (2008) verificaram que a atividade da BChE é significativamente
reduzida em portadores da variante -116A.

Além do loco BCHE (3926.1-26.2), o loco CHE2 (2g33-35) também determina a
variabilidade da BChE (Harris et al., 1962; Masson et al., 1990). O loco CHE2 codifica uma
substancia, cuja natureza permanece parcialmente desconhecida, que se liga a enzima,
sendo responsavel pelo surgimento da forma heteréloga da BChE que mostra a banda
eletroforética C5. A variabilidade do loco CHE2 é determinada através de métodos
eletroforéticos que identificam os fendétipos CHE2 C5+ e CHE2 C5-, caracterizados pela
presenca e pela auséncia da banda C5, respectivamente. O fendtipo CHE2 C5+ apresenta, em
média, 25% a mais de atividade que o fendtipo CHE2 C5-. A frequéncia do fendtipo CHE2 C5+
na populagdo do sul do Brasil é de cerca de 10% (Chautard-Freire-Maia et al., 1991).

Considerando-se a escassez de estudos visando compreender a fisiopatologia do
DMG, este estudo tem por objetivo principal verificar a atividade da BChE e seu
comportamento em relacdo ao DMG. Algumas variaveis que influenciam na atividade da
enzima foram consideradas, a fim de se compreender se estas se comportam da mesma

maneira na presenca da patologia. A variante -116A geralmente estd associada a reducdo da
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atividade enzimatica, enquanto o fendtipo CHE2 C5+ costuma ser associado ao seu aumento.
Além destes objetivos, o nosso estudo verificou as correlagdes entre a atividade da BChE,
suas variantes e as variaveis bioquimicas e antropométricas das amostras estudadas (ldade,
indice de Massa Corporal (IMC), colesterdis total, HDL e LDL e triglicérides), e tem por
caracteristica um tamanho amostral maior que outros estudos realizados (Mahmoud et al.,

2006; Omu et al., 2010).

Materiais e Métodos

Amostra. Os conjuntos amostrais estudados foram compostos por: a) gestantes com
DMG (n=150); por b) um grupo controle (n=295) de gestantes nao-diabéticas, com idades
gestacionais variadas e c) amostra populacional constituida por 400 doadores de sangue
utilizada para estimativa da atividade média populacional da BChE. Os critérios utilizados
para a caracterizagdao dos grupos de pacientes com DMG e o grupo controle estdao de acordo
com a Organizagao Mundial da Saude (WHO, 2006) e com a Sociedade Brasileira de Diabetes
(SBD, 2009), e sdo os seguintes: a) Grupo com Diabetes Gestacional (DMG) - gestantes
apresentando glicemia de jejum superior a 100mg/dL com posterior confirmacgdo através do
teste oral de toleradncia a glicose (TOTG) com 75g de sobrecarga, apresentando glicemia
superior a 140 mg/dL apds 2 horas a dose de glicose; e, b) Grupo controle - gestantes
apresentando glicemia de jejum inferior a 85mg/dL. Ndo foram incluidas na amostra,
pacientes com insuficiéncia renal e doenga cardiovascular. O grupo de gestantes diabéticas
foi obtido no Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana (Unidade de Diabetes
do Servico de Endocrinologia e Metabologia do Hospital de Clinicas da UFPR- SEMPR) e as
amostras para o grupo controle foram obtidas no Laboratdrio Municipal de Curitiba. As
coletas foram realizadas entre os anos de 2007 e 2009. As pacientes concordaram em
participar do estudo através da assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. O
projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Setor de Ciéncias da Saude da
UFPR e pelo Comité de Etica em Pesquisa da Secretaria Municipal de Satude da Prefeitura
Municipal de Curitiba.

Coleta de soro. As amostras de sangue periférico das pacientes, coletadas sem
anticoagulante, em tubo seco com gel separador, foram obtidas durante os exames de
rotina, conforme o protocolo do Servico de Atendimento a gestante, ndo havendo coleta

especifica para este projeto. Foram entdo centrifugadas para separar o soro em aliquotas, e
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o soro, mantido em freezer a -20°C até a realizacdo das analises. Amostras hemolisadas
foram excluidas de todos os ensaios. As quantificagcdes das dosagens bioquimicas em soro
foram realizadas em sistema automatizado Architect (Abbott), com calibradores e controles
Trulab.

Extragcdo do DNA. A extracdo de DNA gendmico das amostras foi realizada pelo
método de salting out (Lahiri e Nurnberger, 1991), com algumas modificacdes, ou foi
utilizado o reagente Blood Genomic Prep Mini Spin (GE Healthcare). As amostras foram
estocadas em freezer a -20°C.

Quantificagcdo do DNA gendémico. Apds a extracao, o DNA gendmico foi quantificado
conforme Witter e Kusukawa (2006). As amostras foram diluidas 1:50 com dgua ultra-pura e
quantificadas por espectrofotometria em 260nm (Bio Photometer, Eppendorf). Todas as
amostras de DNA foram padronizadas para a concentracdo de 100ng/uL, por diluigdo com
agua ultra-pura estéril.

Determinagdo da atividade da BChE . Para a determinagao da atividade da BChE foi
utilizada a técnica de Dietz et al. (1972), modificada por Evans e Wroe (1978). A dosagem do
produto formado foi realizada em espectrofotémetro ajustado em 410 nm e com todos os
reagentes mantidos em banho-maria a 25°C. A medida da atividade enzimatica foi dada em
KU/L.

Fenotipagem do loco CHE2. Para a fenotipagem do loco CHE2 foi utilizada a técnica
desenvolvida por Robinson et al. (1957) para fenotipagem de variantes da hemoglobina,
posteriormente modificada por Van Ros e Vervoort (1973) para aplicacdo a BChE e com
adaptacdes subsequentes de Fadel-Picheth (1991) e Souza (1995).

Genotipagem da variante —116A (rs1126680) do gene BCHE. A reacdo de PCR em
tempo real foi realizada no aparelho Mastercycler Realplex 2 (Eppendorf), com o uso do Kit
de Genotipagem TagMan SNP (Applied Biosystems, cddigo de referéncia 27847456). O mix
de reacdo para cada amostra com volume total de 8,5ul, foi composto por 4,0ul de TagMan
Universal PCR Master Mix, 0,3ul do Kit de Genotipagem TagMan SNP especifico e 4,2ul de
agua ultra-pura. A este volume de mix para a reacdo foi acrescentado 2ul do DNA extraido.
Os ciclos de amplificacdo foram: 12 passo de 2 minutos a 50°C; 22 passo de 10 minutos a
95°C; 32 passo repetido 45 vezes de 15 segundos a 95°C intercalados por 60 segundos a

60°C.
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Andlise estatistica. As médias + DP, correlacdes entre as varidveis antropométricas e
bioquimicas e a atividade da BChE, frequéncias dos fendtipos do loco CHE2, variancias e
testes de Mann-Whitney e t para comparacdes das médias das varidveis quantitativas entre
os grupos foram calculados com o auxilio do programa Statistica para Windows (Statsoft
Inc., 1996). As frequéncias alélicas e genotipicas em pacientes e controles foram obtidas por
contagem direta e comparadas entre os grupos através do teste do qui-quadrado com o uso
do programa Statistica para Windows (Statsoft Inc., 1996). O valor da probabilidade para os

testes comparativos considerados significativos considerou p<0.05 (5%).

Resultados

Caracteristicas Clinicas e Antropométricas. A tabela 1 mostra as médias + desvio
padrdo (DP) de idade, indice de Massa Corporal (IMC) e dados clinicos das pacientes com
DMG e do grupo controle, com os valores de t (p) e F (p) para a comparagdo entre os grupos.
As gestantes consideradas diabéticas foram submetidas ao Teste Oral de Tolerancia a
Glicose 75g (TOTG) para confirmacdo do diagnéstico.

Como mostrado na tabela 1, os dados referentes ao IMC, colesterol total, colesterol
HDL e triglicérides apresentaram diferenca significativa entre os grupos de gravidas com
DMG e de gestantes nao-diabéticas. O tamanho amostral para as analises dos dados clinicos
diferiu, pois ndo foi possivel obter algumas informacdes de todas as pacientes da amostra.

Atividade da BChE. A medida da atividade enzimatica foi verificada em 150 pacientes
com DMG e em 295 gestantes do grupo controle. As médias (+ DP), varidncias (5°) e
amplitudes de variacdo (AV) da atividade enzimatica (KU/L) nas pacientes com DMG e nos
controles, bem como os valores de t (p) e F (p) para a comparacdo entre as médias e
variancias sao mostrados na tabela 2.

A média da atividade enzimatica (+ DP) foi significativamente mais alta no grupo
controle (2,83 KU/L * 0,89 KU/L) que no grupo de gestantes com DMG (2,26 KU/L + 0,59
KU/L; t=-7,06, p= 6,66 xlO'lz), mas nos dois grupos foi significativamente menor que a média
da atividade na amostra da populacdo em geral (n= 400; 4,95 KU/L + 1,96 KU/L; t=-19,07 e
p<0,00001 para gravidas ndo diabéticas; t=-16,19 e p<0,00001 para pacientes com DMG).

A correlacdo de Pearson confirmou a associacdo entre IMC e a atividade da BChE
(r=0,18, p<0,05) em gravidas diabéticas, considerando-se que o IMC em gestantes com DMG

foi significativamente mais elevado que nas gravidas que ndo apresentaram a doencga. O
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colesterol LDL e a atividade da BChE também estavam associados (r=-0,19, p<0,05),
confirmando a associagdo da BChE com o metabolismo de lipides também no DMG. Nas
gestantes do grupo controle, o colesterol total, a fracdo do colesterol HDL e os niveis de
triglicérides apresentaram correlagao negativa com a atividade da BChE (r=-0,12; r=-0,49 e

r=-0,19, respectivamente, p<0,05).



29

Tabela 1. Média + DP (desvio padrio) de idade, indice de Massa Corporal (IMC) e caracteristicas clinicas das pacientes com DMG e do grupo de

gestantes que ndo apresentaram a doencga, com os valores de t (p) e F (p) para a comparagdo entre os grupos.

DMG (N= 150) Controles (N= 295)

Média * DP §? Média + DP §? t (p) F (p)
Idade (anos) 31,79 £ 6,11 37,38 24,96 + 6,26 39,14 10,79 (2,97 X 10*)* 1,05 (0,76)
IMC (kg/m?)"™ 33,39+6,11 37,37 25,09 + 4,63 21,39 15,77 (<0,00001)* 1,75 (7,3 X 107)*
Colesterol total (mg/dL)? 226,50 + 47,46 2252,58 201,51 53,19 2830,01 4,49 (9 X 10°)* 1,26 (0,15)
Colesterol LDL (mg/dL)"™ 125,77 + 42,71 1823,94 123,94 + 43,25 1870,95 0,39 (0,69) 1,03 (0,88)
Colesterol HDL (mg/dL)"™ 56,82 + 15,07 227,13 53,05 + 16,07 258,37 2,32 (0,02)* 1,14 (0,39)
Triglicérides (mg/dL)" 225,34 £ 73,11 5345,00 122,60 + 57,47 3303,32 15,29 (<0,00001)* 1,62 (0,001)*
Glicemia (mg/dL)™ 94,16 + 23,11 534,04 82,16 + 6,76 45,67 8,23 (2,16 X 10™°)* 11,69 (<0,00001)*

*Diferenca significativa; ** indice de Massa Corporal. ** Algumas informacdes n3o estavam disponiveis para todos os individuos estudados: os valores referentes as dosagens de colesterol total, colesterol LDL e
triglicérides estdo disponiveis para 122 pacientes com DMG; os valores referentes as dosagens de colesterol HDL estdo disponiveis para 139 pacientes com DMG; os valores referentes ao IMC estdo disponiveis para

142 pacientes com DMG; ** As pacientes com suspeita de DMG foram submetidas ao Teste Oral de Tolerancia a Glicose 75g (TOTG);

Tabela 2. Médias (+ DP), variancias (S%), amplitudes de variacdo (AV) da atividade enzimatica (KU/L) nas gravidas com DMG e nos controles e

valores de t (p) e F (p) para a comparacgdo entre as médias e variancias.

Grupos Média + DP (KU/L) §? AV t(p) F(p)
DMG 2,26 + 0,59 0,36 0,67 — 4,39 -7,06 (6,66x10™*%)° 2,22 (1,22x107)°
Controle 2,83 +0,89 0,79 0,76 - 5,56

*Diferenca significativa.



30

Fenotipagem do loco CHE2 e Atividade da BChE. A tabela 3 mostra as frequéncias +
erro padrao (EP) dos fendtipos CHE2 C5+ e CHE2 C5- nos grupos analisados (grdvidas com
DMG e controles), além das comparacdes entre as frequéncias dos fendtipos do loco CHE2
entre os dois grupos. A frequéncia (+ EP) do fendtipo CHE2 C5+ foi semelhante em gravidas
com DMG e controles (4,67 + 0,1% e 8,14 + 0,09%, respectivamente; )(2= 1,85; p= 0,17), e
ambas n3o diferiram em relacdo a populacdo em geral (10,23% + 0,60; x’= 0,42; p= 0,52,
guando comparada ao grupo controle; e )(2= 3,69; p= 0,06, quando comparada ao grupo de
gestantes com DMG). Nao foi encontrada diferenca significativa entre a atividade da BChE
em individuos classificados de acordo com o fendtipo do loco CHE2 nos dois grupos
amostrais estudados (Z=0,72; p=0,47, para o grupo de gestantes com DMG e Z=-1,82;
p=0,07, para o grupo controle).

Tabela 3. Frequéncias (* EP) e numero de individuos com fendétipo CHE2 C5+ e CHE2 C5- nos
grupos de pacientes com DMG e controle. Valor de)(2 (p) para a comparacgao das frequéncias

fenotipicas entre gravidas com DMG e controles.

DMG (N=150) Controle (N=295)
Fenétipos N % * EP N % * EP X (p)
CHE2 C5+ 7 4,67% +0,1% 24 8,14% + 0,09% 1,85 (0,17)
CHE2 C5- 143 95,33% +0,1% 71 91,86% + 0,09%

Frequéncias da variante -116A (rs1126680). As frequéncias genotipicas para o sitio -
116 estavam em equilibrio de Hardy-Weinberg e ndo diferiram entre pacientes com DMG e
controles (x’= 1,92, p= 0,38) (Tabela 4). A frequéncia do alelo -116A n3o diferiu entre
pacientes com DMG e controles (7,69% + 0,09% e 5,76% + 0,04%, respectivamente, )(2= 1,20,
p=0,27) (Tabela 4). O tamanho amostral para a analise da variante é menor que o tamanho
amostral inicial — grupo de gestantes com DMG (n= 143) - pois o DNA n3do p6de ser coletado
em todas as amostras.

Variante -116A (rs1126680) e Atividade da BChE. Nos dois grupos avaliados, a média
da atividade da BChE (+ DP) foi significativamente mais alta nos individuos homozigotos para
o alelo usual do que nos individuos heterozigotos com o alelo -116A (2,31 KU/L+0,61 e 1,93
KU/L + 0,42; t=2,53, p=0,01, para gestantes com DMG; e 2,88 KU/L + 0,88 e 2,39 KU/L +

0,81; t= 2,96, p= 0,003, para gravidas ndo-diabéticas, respectivamente) (Tabela 5).



Tabela 4. Frequéncias genotipicas e alélicas (* EP) no sitio -116 no gene BCHE em pacientes com DMG e no grupo controle.
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X (p) Controle (N= 295)

DMG (N= 143)
-116A (rs1126680) do gene
BCHE
Genoétipos

GG 123 (86,01% + 0,24%)
GA 18 (12,59% + 0,23%)
AA 2 (1,40% £ 0,08%)

Alelos
G 264 (92,31% + 0,09%)
A 22 (7,69% + 0,09%)

1,85 (0,39) 262 (88,81% + 0,11%)
32(10,85% £ 0,11%)

1(0,34% £ 0,02%)

556 (94,24% + 0,04%)
34 (5,76% + 0,04%)

X (p)

0,001 (0,99)

1,92 (0,38)

1,20 (0,27)

Tabela 5. Média (+ DP) da atividade da BChE nos individuos homozigotos para o alelo usual e nos individuos heterozigotos para o alelo -116A

em pacientes com DMG e gestantes ndo diabéticas (grupo controle).

Média da Atividade da BChE + DP (KU/L)

DMG
Genotipos no sitio -116
GG 2,31+0,61
GA 1,93+0,42

t (p)

t(p) Controles
2,53 (0,01)*
2,88+0,88
2,39+0,81

2,96 (0,003)*

*Diferenca significativa
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Discussao

A gravidez estd associada a alteragdes fisioldgicas que incluem o aumento da
ingestdo caldrica, o maior acumulo de massa gordurosa e um aumento progressivo na
resisténcia a insulina (Tham et al., 2009). Os niveis de resisténcia a insulina nesta condicdo
aproximam-se no final da gravidez, a resisténcia a insulina observada em individuos com
DM2. A resisténcia a insulina surge como resultado da combinacdo entre o excesso de
gordura corporal materno e os efeitos de hormoénios placentdrios que reduzem a
sensibilidade a insulina. As células B pancredticas normalmente aumentam a secrecdo de
insulina para compensar esta resisténcia ao hormonio. No DMG, a hiperglicemia resulta de
um suplemento de insulina inadequado a demanda do tecido, para a regulacdo normal da
glicose presente no sangue (Buchanan e Xiang, 2005).

Em nosso estudo, o IMC aumentado significativamente em gravidas com DMG,
provavelmente favorece a resisténcia a insulina, posicionando estas gestantes em um grupo
de risco ao DMG. A média de idade mais elevada nas gestantes com DMG e o aumento
significativo nas dosagens de colesterol e triglicérides nas pacientes, quando comparadas ao
grupo controle, sdo outros fatores que as incluem neste grupo. Tais resultados estdo de
acordo com os critérios estabelecidos por Carpenter e Coustan (1982) para fatores de risco
ao DMG e utilizados como parametros nas recomendagdes da American Diabetes
Association (2004).

A butirilcolinesterase ja foi diversas vezes associada a patologias como resisténcia a
insulina, obesidade, DM2, hipertensao, hiperlipidemias, sindrome metabdlica e doenga de
Alzheimer (Das, 2007). No presente estudo, os grupos de gestantes avaliados apresentaram
correlagdes entre a BChE e os seguintes dados clinicos e antropométricos: IMC; colesterol
total e suas fracoes - HDL e LDL - e triglicérides. Estes dados sdo consistentes com diversas
informacdes presentes na literatura. Randell et al. (2005) e Valle et al. (2006), estudando
fatores considerados de risco a sindrome metabdlica e a doenca cardiovascular, em
mulheres e homens, encontraram associacdes entre a atividade da BChE e o IMC, o
colesterol e suas fracdes, a insulina e outros fatores de risco. Os dados de Alcantara et al.
(2005) concordaram com estes resultados, e acrescentaram que a atividade da BChE pode
ser considerada um parametro secundario na identificacdo da sindrome metabdlica.
Acredita-se que as altas frequéncias de hiperinsulinemia e hipertrigliceridemia em individuos

obesos poderiam estar envolvidas nas alteracdes metabdlicas associadas as mudancas na
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atividade da BChE (Alcantara et al., 2005). Iwasaki et al. (2007) também encontraram
associacdo entre a atividade da BChE e parametros para a identificacdo do excesso de
gordura corporal, além do perfil lipidico, inclusive com os niveis de triglicérides. Estes
autores sugerem que a atividade da BChE esteja envolvida no metabolismo dos triglicérides
e no fluxo de acidos graxos livres entre o tecido adiposo e o figado, para regular o excesso de
gordura corporal (Iwasaki et al., 2007).

A correlagdo positiva entre a atividade da BChE e o IMC no grupo de gestantes com
DMG, que ndo foi observada no grupo de gestantes sem a doenca, pode ser explicada pelo
IMC reduzido nas gestantes do grupo controle, quando comparado ao IMC das gestantes do
grupo com DMG. Os parametros bioquimicos — colesterol e triglicérides — estdo diretamente
relacionados ao IMC, que neste caso estd reduzido, explicando as correlacdes negativas.

Diversos estudos informam que a atividade da BChE em pacientes com DM1 e DM2
estd aumentada em relacdo a atividade da enzima na populacdo em geral (Antopol et al.,
1937; Pavkovic et al., 1993; Abbott et al., 1993). A atividade da BChE no DM1 ja foi
correlacionada a concentracdo sérica de triacilglicerol e no DM2, a sensibilidade a insulina
(Abbott et al., 1993). Estes resultados confirmam que a BChE desempenha uma fung¢do no
metabolismo alterado de lipoproteinas num estado de hiperglicemia associada a resisténcia
ou a deficiéncia a insulina, e o aumento da atividade da enzima deve-se ao metabolismo
alterado de lipidios.

Mesmo que o DMG apresente etiologia semelhante a do DM2, a BChE ndo age de
forma igual nas duas doengas. O fator determinante para esta alteracdo é a gestacao.
Durante a gravidez de mulheres saudaveis, foi evidenciada a reducdo da atividade da BChE
(Blitt et al., 1977; Howard et al., 1978; Whittaker, 1986; Tham et al., 2009), informacao
corroborada pelo presente estudo, quando se compara a atividade média das gestantes do
grupo controle com a atividade enzimatica média da populacdo em geral. Wyse et al. (2004)
sugerem que ha uma reducdo na atividade da BChE em situacGes de estresse oxidativo, e a
gravidez é considerada um importante estressor ambiental (Robitaille e Grant, 2008).

A média da atividade da BChE no grupo de gestantes com DMG, quando comparada a
média da atividade na populacdo em geral, mostrou-se ainda mais reduzida que a média nas
gestantes do grupo controle. Apesar de os estudos envolvendo a BChE e o DMG serem
escassos, os resultados de Mahmoud et al. (2006) e Omu et al. (2010) relatam uma reducdo

significativa na atividade da BChE em pacientes com DMG quando comparada a atividade
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em grdvidas ndo diabéticas, concordando com os resultados deste estudo. Contudo, nesses
dois estudos nao houve comparagao com a média da populagdo em geral.

A gravidez proporciona ao organismo niveis de estresse oxidativo muito mais
elevados que na auséncia desta condicdo, e a hiperglicemia intensifica este estresse
(Ramkumar et al., 2005). Orhan et al. (2003), em estudo com biomarcadores de estresse
oxidativo, sugerem que o estresse oxidativo acompanha as complicacdes de doencas como
Diabetes Mellitus na gravidez. Deste modo, a redugdo da atividade da BChE em pacientes
com DMG ndo é decorrente apenas da gravidez, mas do efeito conjunto da gestacdo e da
doenga.

Na literatura nao foram encontrados relatos sobre a frequéncia do fendtipo CHE2
C5+ em gestantes com DMG. Cwiertnia et al. (2010) relatam frequéncia deste fendtipo
semelhante em pacientes com DM1 e DM2 e a frequéncia de cerca de 10% observada na
populacdo do sul do Brasil. Apesar do presente estudo apresentar frequéncias do fendtipo
CHE2 C5+ semelhantes nas comparac¢des realizadas, observou-se uma tendéncia a diferir
estatisticamente entre a frequéncia deste fendtipo nos grupos de gestantes diabéticas e da
populacdo de Curitiba. E possivel que fatores fisioldgicos préprios ao DMG estejam
influenciando na formac3o e/ou detecc¢do da forma molecular C5. Como a substancia que se
liga ao tetramero da BChE para gerar a forma C5 do composto enzimatico permanece
parcialmente desconhecida, ndao se pode sugerir um mecanismo que explique tal
observacao.

A presenca do fendtipo CHE2 C5+ esta relacionada ao aumento significativo da
atividade da BChE na populacdo em geral, em obesos e em pacientes com DM1 e DM2
(Whittaker, 1980; Alcantara et al., 2001; Cwiertnia et al., 2010). Neste estudo ndo foi
verificado aumento significativo na atividade da BChE em pacientes ou em controles,
sugerindo que o efeito redutor da gestacao sobre a atividade da BChE impede o aumento
caracteristico do fendtipo CHE2 C5+.

O presente estudo nao encontrou diferenca significativa entre a frequéncia do alelo -
116A nos dois grupos amostrais estudados. Mesmo que ndo haja outros estudos sobre a
frequéncia deste alelo em gestantes com o DMG, estudos avaliando a frequéncia em
pacientes com outros tipos de Diabetes Mellitus também n3o observaram esta associacao.

As variantes 1615A e -116A do gene BCHE ndo estiveram em associacdo com o DM1
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(Fernandes, 2010) e a variante 1615A ndo apresentou associacdo com o DM2 (Johansen et
al., 2004).

A atividade da BChE é reduzida em presenca da variante -116A (Furtado-Alle et al.,
2008). No presente estudo, esta reducdo também foi observada de forma significativa na
comparagao entre as gestantes homozigotas para o alelo G X heterozigotas para o alelo A,
nos grupos de gestantes com DMG e controle. E importante destacar que os efeitos
genéticos da variante -116A e os efeitos fisiolégicos do DMG e da gestagao contribuem
independentemente na atividade da BChE. A gravidez sabidamente leva a uma diminuicao
da atividade da BChE e a mutac¢do -116A, quando somada a esse estado continua associada a
reducdo da atividade da BChE.

Conclui-se que a BChE estd associada ao metabolismo de lipides também em
gestantes com o DMG, em que a atividade da enzima encontra-se bastante reduzida. Neste
estudo, o efeito redutor do DMG sobre a atividade da BChE é mais forte que o efeito
intensificador caracteristico da obesidade, pois embora as gravidas diabéticas tenham IMC
maior, apresentam atividade enzimatica média menor que o grupo de gestantes ndo
diabéticas. Do mesmo modo, o fendtipo CHE2 C5+, sabidamente associado ao aumento da
atividade da BChE, ndo tem tal efeito em gestantes. Tal fato pode ser atribuido ao aumento
do estresse oxidativo decorrente de duas condi¢es associadas: a gestacdo e o DMG. O DMG
leva a uma diminuicdo da atividade da BChE que independe de variaveis da enzima como a
presenca do fenétipo CHE2 C5+ e do gendtipo do sitio -116 do gene BCHE. Por outro lado, a
mutacdo -116A leva a uma diminuicdao da atividade enzimdatica que é independente da
gestacdo e do DMG. Assim, cada fator altera a atividade enzimatica independentemente:
mulheres gravidas ndo diabéticas tém atividade significativamente mais baixa da BChE que a
populacdo em geral; pacientes com DMG tém atividade ainda mais baixa que gravidas nao
diabéticas e nos dois grupos, assim como na populacdo em geral (Furtado-Alle et al., 2008), a
mutacdo -116A leva a uma diminuicdo da atividade da BChE.
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5. Capitulo 2
Estudo de variantes do gene BCHE (-116A E 1615A) e SNPs em seu entorno em gravidas

diabéticas

Resumo: Localizado na regido 3q26.1-q26.2, o gene BCHE tem 64.558 kb. Suas variantes ja
foram associadas a diversas patologias, inclusive ao Diabetes Mellitus tipo | e Il. Contudo,
estudos com énfase nas bases genéticas do Diabetes Mellitus gestacional (DMG) sdo
escassos. No presente estudo foram avaliadas duas variantes do gene BCHE (-116A e 1615A)
em amostra de pacientes com DMG (N=143) e em amostra controle de gestantes que nao
apresentaram a doenca (N=295), ambas provenientes da cidade de Curitiba — PR. Além das
variantes do gene BCHE, quatro Tag-SNPs proximos a sua regidao foram considerados neste
estudo. As frequéncias genotipicas dos cinco SNPs estudados estavam em Equilibrio de
Hardy-Weinberg e ndo diferiram entre o grupo de pacientes com DMG e o grupo controle.
As frequéncias alélicas também nao diferiram significativamente entre os dois grupos
amostrais. O grupo de gravidas com DMG apresentou 21 hapldtipos mais frequentes,
enquanto o grupo de gestantes ndo diabéticas apresentou 24. Dos haplétipos mais
frequentes, 16 foram comuns aos dois grupos amostrais. As frequéncias de trés hapldtipos
apresentaram diferenca significativa entre o grupo de gestantes com DMG e o grupo
controle. Um dos hapldtipos foi mais comum nas gestantes do grupo controle, apresentando
um efeito protetor ao DMG (OR= 0,54; 0,30 < u < 0,98; IC 95% (p< 0,05)). Os outros dois
haplétipos que diferiram entre os grupos, foram mais frequentes nas pacientes com DMG
(OR= 3,9; 1,28 < pn < 11,85; IC 95% e OR= 8,46; 0,94 < p < 76,40; IC 95% (p<0,05)),
representando haplétipos de predisposicao a doenga. Sugerem-se como explicacdes para
estes resultados significativos: 1) um efeito regulatdrio desses haplétipos na expressdo da
BChE que esteja associado ao DMG, ou ainda, 2) um desequilibrio de ligacdo entre os
haplétipos e outro gene situado préximo do gene BCHE.

Palavras-Chave: Butirilcolinesterase, Diabetes Mellitus gestacional, Tag SNPs, Desequilibrio

de ligacao.

Abstract: Located at 3926.1-926.2, BCHE gene has 64.558 kb. Its variants had already been

associated with many diseases, including type | and Il Diabetes Mellitus. However studies
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emphasizing the genetics base of gestational Diabetes Mellitus (GDM) are scarce. In the
present study, we evaluated two BCHE gene variants (-116A e 1615A) in a sample of patients
with GDM (N=143) and in a control sample of pregnant women that did not present the
disease (N=295), both from Curitiba — PR. Beyond BCHE gene variants, four Tag-SNPs close to
its region were considered on this study. Genotypic frequencies of the five studied SNPs
were on Hardy-Weinberg Equilibrium and did not differ between the group of GDM patients
and control group. Allelic frequencies did not significantly differ between the two studied
groups. The group of pregnant women with GDM presented 21 more frequent haplotypes,
whereas the group of non-diabetic pregnant women presented 24. By these more frequent
haplotypes, 16 were common on both sample groups. The frequencies of three haplotypes
presented significantly differences between the group of pregnant women with GDM and
the control group.

One of these haplotypes was more common on pregnant women of the control group,
presenting a protective effect to DMG (OR= 0,54; 0,30 < u < 0,98; IC 95% (p< 0,05)). The
other two haplotypes that differed among the groups, were more frequent on GDM patients
(OR= 3,9; 1,28 < p < 11,85; IC 95% e OR= 8,46; 0,94 < u < 76,40; IC 95% (p< 0,05)),
representing haplotypes of predisposition to the disease. We suggest for explanation of
these significant results: 1) a regulatory effect of these haplotypes on BChE activity that is
associated with GDM, or, 2) a linkage disequilibrium between the haplotypes and another
gene located close BCHE gene.

Keywords: Butyrylcholinesterase, Gestational Diabetes Mellitus, Tag SNPs, Linkage

disequilibrium.

Introdugdo

Localizado na regidao 3926.1-q26.2, o gene BCHE tem 64.558 kb e possui quatro exons
formados por 2.445 pares de bases (Arpagaus et al., 1990). Cerca de 65 variantes do gene
BCHE ja foram descritas (Souza et al., 2005) e muitas destas estdo envolvidas no
desenvolvimento de diversas patologias.

A variante 1615A (GCA - ACA, Ala-Thr>*%; rs 1803274) foi descrita pela primeira vez
por Rubinstein et al. (1978) e sua frequéncia em euro-descendentes é de 18,4% (Souza et al.,
1998). Acreditava-se que esta variante fosse responsavel pela reducdo da atividade

enzimatica da BChE; entretanto, ao comparar a enzima usual com a determinada pela
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mutacdo 1615A, verificou-se que estas ndo apresentaram diferencas com relacdo a afinidade
e taxa de catalise de substratos, taxa de secrecdo da célula e formacdo sérica de tetramero
(Rubinstein et al., 1978).

O exon 1 do gene BCHE contém um sitio polimérfico no nucleotideo -116 (TGC/TAC;
rs1126680), conhecido como variante -116A (Bartels et al., 1990). No trabalho de Bartels et
al. (1990), o heterozigoto G/A para a variante -116A foi sempre heterozigoto ou homozigoto
para a variante 1615A, e testes estatisticos confirmaram o desequilibrio de ligacdo entre
essas variantes. A frequéncia da variante -116A em euro-descendentes é de 8% (Bartels et
al., 1990).

O Diabetes Mellitus representa um grupo heterogéneo de disturbios. A doenca
apresenta caracteristicas genéticas complexas, pois além da participacdo de multiplos locos
génicos, fatores ambientais também desempenham papel importante (Vogel e Motulski,
2000). Estima-se que mais de 220 milhdes de pessoas em todo o mundo apresentem alguma
forma de diabetes (WHO, 2011).

Uma das formas de diabetes é representada pelo Diabetes Mellitus gestacional
(DMG). O DMG caracteriza-se por intolerancia a carboidratos, resultando em hiperglicemia
de niveis variados com surgimento, ou primeiramente detectada durante a gravidez (WHO,
1999). Pacientes com DMG assemelham-se a pacientes com Diabetes Mellitus do tipo ll, ja
gue apresentam uma diminuicdo ainda mais acentuada da sensibilidade periférica a insulina,
além de uma secreg¢ao diminuida deste hormonio. Entretanto, a fisiopatologia do DMG nao
estd totalmente elucidada. Se todas as gestantes fossem resistentes a insulina, a incidéncia
do DMG seria superior aos niveis encontrados (Maganha et al., 2003).

Diversos estudos para verificar a associagdo entre o Diabetes Mellitus e variantes do
gene BCHE foram realizados. Hashim et al. (2001) encontraram associacdo entre a variante
1615A do gene BCHE e o Diabetes Mellitus do tipo Il (DM2) em individuos caucasianos,
embora ndo tenham verificado o gendtipo do sitio -116; Lepienski et al. (2006) e Oliveira
(2006) em amostra de pacientes com Diabetes Mellitus do tipo | (DM1) encontraram
associacao positiva entre o alelo 1615A e a idade de aparecimento da doenca <12 anos.
Estes autores concluiram que esse alelo, ou outra variante em desequilibrio de ligacdo com
ele, poderia predispor ao aparecimento precoce do DM1. Em contrapartida aos resultados

positivos na associacdo entre variantes do gene BCHE e as formas de Diabetes Mellitus, o
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trabalho de Johansen et al. (2004), em populacdo de caucasianos, ndo encontrou associacao
entre a variante 1615A do gene BCHE e o DM2.

Estudos genéticos buscando compreender as bases do DMG s3o escassos.
Considerando-se que variantes do gene BCHE ja foram associadas ao DM1 e ao DM2,
estudos com o DMG seriam interessantes. Desta forma, o presente estudo buscou avaliar as
frequéncias de duas variantes do gene BCHE (-116A e 1615A) em amostra de pacientes com
DMG (N=143) e em amostra controle de gestantes que ndo apresentaram a doenga (N=295),
ambas provenientes da cidade de Curitiba — PR. Foram ainda analisadas as frequéncias de
quatro Tag-SNPs - conjunto de SNPs que capturam grande parte da variagdo genética em
uma regido (NCBI), neste caso da regido 3q que circunda o gene BCHE — sendo dois a
montante do gene BCHE (rs4440084, rs2863381) e dois a jusante (rs7624915, rs4387996).
Estes Tag-SNPs foram escolhidos, pois apresentam alto grau de desequilibrio de ligagdo com

os SNPs em seu entorno, e sua frequéncia esta préxima de 0,5 na populacdo Caucasodide.

Materiais e Métodos

Amostra. Os dois conjuntos amostrais estudados foram compostos por a) gestantes
com DMG (n=143) e por b) um grupo controle (n=295) de gestantes ndo-diabéticas. Os
critérios utilizados para a caracterizagdo dos grupos de pacientes com DMG e do grupo
controle estdo de acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (WHO, 2006) e com a
Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD, 2009), e sdo os seguintes: a) Grupo com Diabetes
Mellitus gestacional (DMG) - gestantes apresentando glicemia de jejum superior a 100mg/dL
com posterior confirmacdo através do teste oral de tolerancia a glicose (TOTG) com 75g de
sobrecarga, apresentando glicemia superior a 140 mg/dL apds 2 horas a dose de glicose; e,
b) Grupo controle - gestantes apresentando glicemia de jejum inferior a 85mg/dL. Ndo foram
incluidas na amostra, pacientes com insuficiéncia renal e doenca cardiovascular. O grupo de
gestantes diabéticas foi obtido no Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana
(Unidade de Diabetes do Servico de Endocrinologia e Metabologia do Hospital de Clinicas da
UFPR- SEMPR) e as amostras para o grupo controle foram obtidas no Laboratério Municipal
de Curitiba. As coletas foram realizadas entre os anos de 2007 e 2009. As pacientes
concordaram em participar do estudo através da assinatura do Termo de Consentimento

Livre e Esclarecido. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Setor de
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Ciéncias da Satude da UFPR e pelo Comité de Etica em Pesquisa da Secretaria Municipal de
Saude da Prefeitura Municipal de Curitiba.

Extracdo e Quantificacgdo do DNA genbémico. A extracdo de DNA genOmico das
amostras foi realizada pelo grupo do Laboratério de Bioquimica Clinica do Curso de Farmacia
da Universidade Federal do Parana. Os métodos de extragao utilizados seguiram o protocolo
descrito por Lahiri e Nurnberger (1991), com algumas modificacGes, ou foi utilizado o
reagente Blood Genomic Prep Mini Spin (GE Healthcare, art 28-9042-65). Apds a extragao, o
DNA gendmico foi quantificado conforme Witter e Kusukawa (2006). As amostras foram
diluidas 1:50 com agua ultra-pura e quantificadas por espectrofotometria em 260nm (Bio
Photometer, Eppendorf). Todas as amostras de DNA foram padronizadas para a
concentragdo de 100ng/uL, por diluicdo com agua ultra-pura estéril. Aliquotas das amostras
foram estocadas a -20°C no Laboratério de Polimorfismos e Ligacdo do Departamento de
Genética — Universidade Federal do Parana.

Pesquisa das variantes alélicas. A reacdao de PCR em tempo real foi realizada no
aparelho Mastercycler Realplex 2 (Eppendorf). Para a genotipagem dos SNPs rs4440084 e
rs2863381 (localizados a montante do gene BCHE), rs1126680 (nt -116) e rs1803274 (nt
1615) (localizados dentro do gene BCHE), e rs7624915 e rs4387996 (localizados a jusante do
gene BCHE) foram utilizados os Kits de Genotipagem TagMan SNP (Applied Biosystems). Os
cddigos de referéncia dos Tagman SNPs sdo os seguintes: 30562516 (rs4440084), 16078795
(rs2863381), 27847456 (rs1126680), 27479669 (rs1803274), 11801211 (rs7624915) e
31743514 (rs4387996). Para a analise de cada um dos SNPs foi preparado um mix de reacao
com volume total de 8,5ul para cada amostra, composto por 4,0ul de TagMan Universal PCR
Master Mix, 0,3ul do Kit de Genotipagem TagMan SNP especifico e 4,2ul de agua ultra-pura.
A este volume de mix para a reacdo foi acrescentado 2ul do DNA extraido. Os ciclos de
amplificacdo foram: 12 passo de 2 minutos a 50°C; 22 passo de 10 minutos a 95°C; 32 passo
repetido 45 vezes de 15 segundos a 95°C intercalados por 60 segundos a 60°C. Foram
utilizadas amostras com gendtipos ja conhecidos para garantir a identificacdo precisa dos
genotipos.

Andlise Estatistica. As frequéncias alélicas e genotipicas em pacientes e controles
foram obtidas por contagem direta e comparadas entre os grupos através do teste do qui-
guadrado com o uso do programa BioEstat versdao 5.0 (Ayres et al., 2007). Os testes para

verificar o desequilibrio de ligacdo entre as variantes analisadas foram realizados por meio
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do programa Arlequin versdo 3.0 (Excoffier et al., 2005). O programa Arlequin versdo 3.0
também foi utilizado para o calculo das freqiiéncias haplotipicas, dos valores de D e D’ e
testes de x° para o equilibrio de Hardy-Weinberg dos haplétipos. A analise de associag3o foi
feita de acordo com o método de Woolf (1955), sendo calculados os respectivos odds ratio
(OR). O valor da probabilidade para os testes comparativos considerados significativos

considerou p<0.05 (5%). *Ver Detalhes da Metodologia no Apéndice 2.

Resultados

A pesquisa das variantes alélicas foi feita por PCR em tempo real e a figura 1 ilustra
um exemplo de resultado da genotipagem contendo os trés gendtipos possiveis para uma
das variantes estudadas. Os fluoréforos FAM e VIC marcaram pares de primers para todas as
variantes estudadas. A figura 2 mostra um exemplo de grafico gerado no programa Excel

utilizado para facilitar a classificacdo dos gendtipos observados.

Figura 1. Graficos exemplificando os resultados da genotipagem em tempo real de um dos
SNPs estudados. Da esquerda para a direita observa-se: o grafico que determina o gendtipo

do homozigoto para um dos alelos, o do heterozigoto e o do homozigoto para o outro alelo.
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Figura 2. Grafico gerado no programa Excel exemplificando os resultados de uma placa de
PCR em tempo real para um dos SNPs estudados. O circulo verde destaca os individuos
homozigotos para o alelo marcado com o fluoréforo VIC; o circulo roxo, os individuos
heterozigotos; e, o circulo azul, os individuos homozigotos para o alelo marcado com o

fluoréforo FAM. No circulo vermelho estdo as amostras ndo amplificadas.

Frequéncias alélicas e genotipicas. Os resultados das frequéncias alélicas e
genotipicas e o teste do equilibrio de Hardy-Weinberg estao explicitados abaixo, de acordo
com a disposicdo dos SNPs no braco longo do cromossomo 3, ordenando-se a partir do
teldbmero, sendo este o sentido do gene BCHE. Foram feitas comparagdes entre as
frequéncias alélicas no grupo de gravidas com DMG e no de gestantes ndo diabéticas.

Frequéncias dos SNPs rs4440084 e rs2863381. As frequéncias genotipicas * erro
padrdo (EP) para o SNP rs4440084 estavam em equilibrio de Hardy-Weinberg e nao
diferiram entre pacientes com DMG e controles (x ?=3,64, p=0,16) (Tabela 1). A frequéncia *
EP dos alelos G (59,09% + 0,17% e 56,95% + 0,08%) e C (40,91% + 0,17% e 43,05% + 0,08%,
¥’=0,36, p=0,55) n3o diferiram entre pacientes com DMG e controles, respectivamente

(Tabela 1).
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Tabela 1. Frequéncias genotipicas e alélicas + EP no SNP rs4440084 a montante do gene

BCHE em pacientes com DMG e no grupo controle.

DMG (N= 143) X (p) Controle (N= 295) X (p)
SNP
rs4440084
" Genétipos
GG 56 (39,16% + 0,34%) 4,41 95 (32,20% + 0,16%) 0,03
GC 57 (39,86% * 0,34) (0,11) 146 (49,49% + 0,17%) (0,99)
cC 30 (20,98% + 0,28%) 54 (18,31% + 0,13%)
3,64
(0,16)
Alelos
G 169 (59,09% * 0,17%) 336 (56,95% + 0,08%) 0,36
C 117 (40,91 + 0,17%) 254 (43,05% + 0,08%) (0,55)

As frequéncias genotipicas + EP para o SNP rs2863381 estavam em equilibrio de

Hardy-Weinberg e nao diferiram entre pacientes com DMG e controles ()(2= 0,07, p= 0,97)

(Tabela 2). A frequéncia * EP dos alelos T (75,52% + 0,15% e 74,75% + 0,07%) e C (24,48% +

0,15% e 25,25% % 0,07%, )(2= 0,06, p= 0,80) ndo diferiram entre pacientes com DMG e

controles, respectivamente (Tabela 2).
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Tabela 2. Frequéncias genotipicas e alélicas + EP no SNP rs2863381 a montante do gene

BCHE em pacientes com DMG e no grupo controle.

SNP
rs2863381

Gendtipos

T
TC
CcC

Alelos

DMG (N= 143)

X (p)

Controle (N= 295)

X (p)

81 (56,64% + 0,35%)
54 (37,76% + 0,34%)
8 (5,6% + 0,16%)

216 (75,52% + 0,15%)
70 (24,48 + 0,15%)

0,07
(0,97)

164 (55,59% + 0,17%)
113 (28,31% + 0,15%)
18 (6,1% + 0,08%)

441 (74,75% + 0,07%)
149 (25,25% + 0,07%)

0,07
(0,97)

0,07
(0,97)

0,06
(0,80)

Frequéncias da variante 1615A (K) (rs1803274). As frequéncias genotipicas + EP para

os gendtipos no sitio 1615 do gene BCHE estavam em equilibrio de Hardy-Weinberg e nao

diferiram entre pacientes com DMG e controles (x’= 0,56, p= 0,75) (Tabela 3). A frequéncia *

EP do alelo 1615A ndo diferiu entre pacientes com DMG e controles (17,13% + 0,13% e

17,12% + 0,06%, respectivamente, x’= 0,00, p= 0,99) (Tabela 3).



50

Tabela 3. Frequéncias genotipicas e alélicas + EP do sitio 1615 (rs1803274) no gene BCHE em

pacientes com DMG e no grupo controle.

DMG (N= 143) X (p) Controle (N= 295) X (p)
1615A do
gene BCHE
(rs1803274)
Gendtipos
GG 100 (69,93% + 0,32%) 1,12 203 (68,81% * 0,16%) 0,02
GA 37 (25,87% + 0,31%) (0,57) 83 (28,24% + 0,15%) (0,99)
AA 6 (4,20% * 0,14%) 9 (3,05% + 0,06%)
0,56
(0,75)
Alelos
G 237 (82,87% + 0,13%) 489 (82,88% + 0,06%) 0,00
A 49 (17,13% £ 0,13%) 101 (17,12% + 0,06%) (0,99)

Frequéncias dos SNPs rs7624915 e rs4387996. As frequéncias genotipicas + EP para
0s SNPs rs7624915 e rs4387996 estavam em equilibrio de Hardy-Weinberg e nao diferiram
entre pacientes com DMG e controles ()(2= 3,65, p=0,16, para o SNP rs7624915 e )(2= 3,58, p=
0,17, para o SNP rs4387996) (Tabelas 4 e 5, respectivamente).

As frequéncias * EP dos alelos C (55,94% + 0,17% e 49,15% + 0,08%) e A (44,06% +
0,17% e 50,85% + 0,08%, para pacientes com DMG e grupo controle, respectivamente),
referentes ao SNP rs7624915 nao diferiram estatisticamente entre pacientes com DMG e
controles ()(2= 3,56, p= 0,06), embora tenham apresentado uma tendéncia a diferirem
estatisticamente (Tabela 4).

As frequéncias + EP dos alelos G (66,78% + 0,16% e 66,1% + 0,08%) e A (33,22% *
0,16% e 33,9% * 0,08%, para pacientes com DMG e grdvidas ndo diabéticas,
respectivamente), para o SNP rs4387996 ndo diferiram entre pacientes com DMG e

controles (x’= 0,04, p= 0,84) (Tabela 5).
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Tabela 4. Frequéncias genotipicas e alélicas + EP no SNP rs7624915 a jusante do gene BCHE

em pacientes com DMG e no grupo controle.

DMG (N= 143) X (p) Controle (N= 295) X (p)
SNP
rs7624915
" Genétipos
ccC 49 (34,27% + 0,33%) 2,08 76 (25,76% + 0,15%) 1,21
CA 62 (43,36% * 0,35%) (0,35)  138(46,78% % 0,17%) (0,55)
AA 32 (22,37% + 0,29%) 81 (27,46% + 0,15%)
3,65
(0,16)
Alelos
C 160(55,94% + 0,17%) 290 (49,15% + 0,08%) 3,56
A 126 (44,06 + 0,17%) 300 (50,85% + 0,08%) (0,06)

Tabela 5. Frequéncias genotipicas e alélicas + EP no SNP rs4387996 a jusante do gene BCHE

em pacientes com DMG e no grupo controle.

200 (33,9% + 0,08%)

DMG (N= 143) X (p) Controle (N= 295) X (p)
SNP
rs4387996
" Genétipos
GG 69 (48,25% * 0,35%) 3,88 127 (43,05% + 0,17%) 0,24
GA 53 (37,06% * 0,34%) (0,14) 136 (46,1% + 0,17%) (0,88)
AA 21 (14,69% * 0,25%) 32 (10,85% + 0,11%)
3,58
(0,17)
Alelos
G 191 (66,78% + 0,16%) 390 (66,1% + 0,08%) 0,04
A 95 (33,22 + 0,16%)

(0,84)
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Frequéncias haplotipicas e Odds Ratio (OR). Os SNPs utilizados para a inferéncia dos
haplétipos foram ordenados segundo a disposicdo dos SNPs no DNA a partir do telémero.
Foram desta forma, dispostos baseando-se na localizagao do gene BCHE: a montante, dentro
e a jusante do gene BCHE.

O SNP rs1126680 (sitio da variante -116A do gene BCHE) foi incluido nas andlises
haplotipicas, mesmo ndo apresentando os dados de frequéncias alélicas e genotipicas neste
artigo. Estas informagdes fazem parte de outro artigo de mesma autoria, apresentado na
secdo “Capitulo 1” desta dissertacao.

O grupo de gravidas com DMG apresentou um total de 21 haplétipos, enquanto o
grupo de gestantes ndo diabéticas apresentou um total de 24 hapldtipos distintos. Do total
de hapldtipos observados, 16 sdo comuns aos dois grupos amostrais. Observou-se ainda que
o haplétipo mais frequente (TGGGCG) é comum aos dois grupos estudados. A tabela 6
representa os hapldtipos para os grupos de gestantes com DMG e ndo diabéticas, bem como
suas frequéncias.

As frequéncias dos haplétipos H3 (GTGGAA), H7 (GTAACG) e H11 (GTAGCG) (tabela 6)
apresentaram diferencga significativa entre o grupo de gestantes com DMG e o grupo
controle (p=0,04; p=0,02; e, p= 0,04, respectivamente).

Os hapldtipos H7 e H11 foram mais frequentes no grupo de gestantes com DMG
(6,30% e 2,79%, respectivamente) que no grupo de gestantes sem a doenca (1,69%, para o
haplétipo H7 e 0,34% para o hapldtipo H11). O hapldtipo H3 foi mais comum entre os
individuos do grupo controle (18,98%, contra 11,19% no grupo de gestantes com DMG).

Quando calculados os valores do odds ratio (OR) para estes haplétipos, os trés
apresentaram diferenca significativa. O haplétipo H3 apresentou OR= 0,54; 0,30 < u < 0,98;
IC 95% (p< 0,05), o hapldtipo H7 (OR= 3,9; 1,28 < u < 11,85; IC 95% (p< 0,05)) e o hapldtipo
H11 (OR= 8,46 ; 0,94 < u < 76,40; IC 95% (p< 0,05)).

Tabela 6. Frequéncias haplotipicas no grupo de gestantes com DMG e no grupo de gestantes

ndo diabéticas (controle). As barras indicam a auséncia de individuos portando o haplétipo.



FREQUENCIAS HAPLOTIPICAS

Haplétipos DMG (N=143)/frequéncia Controles (N=295)/frequéncia
H1. GTGGCG 20 (20,98%) 78 (26,44%)
H2. GTGACG 18 (12,59%) 52 (17,63%)
H3. GTGGAA 16 (11,19%) 56 (18,98%)
H4. GTGGAG 14 (9,79%) 15 (5,08%)
H5. CTGGAA 13 (9,09%) 25 (8,47%)
H6. GTGGCA 12 (8,40%) 11 (3,73%)
H7. GTAACG 09 (6,30%) 5 (1,69%)
H8. GTGGAG 06 (4,19%) 8 (2,71%)
H9. CTGGCG 04 (2,79%) 9 (3,05%)
H10. GCGGAG 04 (2,79%) 3 (1,02%)
H11. GTAGCG 04 (2,79%) 1(0,34%)
H12. CTGACA 02 (1,40%) 2 (0,68%)
H13. GCAACA 1 (0,70%) 3(1,02%)
H14. GCGGCG 1 (0,70%) 3 (1,02%)
H15. CCGGAG 1(0,70%) 2 (0,68%)
H16. GTAACA 1 (0,70%) 1(0,34%)
H17. CTGGCA 02 (1,40%)

H18. GCGACG 02 (1,40%)

H19. GTGAAG 1(0,70%)

H20. CTAACG 1(0,70%)

H21. CTAGCG 1(0,70%)

H22. GCAACG 6 (2,03%)
H23. GTAAAA 6 (2,03%)
H24. CCGGAA 4 (1,36%)
H25. CCAGAG 1(0,34%)
H26. CCGAAG 1(0,34%)
H27. CCGACG 1(0,34%)
H28. CTGAAA 1(0,34%)
H29. GTAGAG 1(0,34%)
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Desequilibrio de liga¢do. Os resultados dos testes de desequilibrio de ligacdo entre os
SNPs estudados encontram-se representados na tabela 7.

Tabela 7. Resultados dos testes de desequilibrio de ligagdo entre os SNPs estudados.

rs4440084 rs2863381 rs1126680 rs1803274 rs7624915 rs4387996

rs4440084 | X 0,1376 0,6185 0,6308 0,5588 0,3528

0,2645 0,2241 0,1322 0,3193

rs2863381
rs1126680 0,7370 0,5199

rs1803274 0,8040 0,5776
rs7624915 0,6220

rs4387996
*Sequéncia de SNPs dos haplétipos. Valores significativos de p em rosa e valores ndo significativos em cinza;

valores significativos de D’ em azul e ndo significativos em verde.

Os SNPs rs4440084 e rs2863381 a montante do gene BCHE encontraram-se em
desequilibrio de ligacdo (D= 0,1376, p< 0,05); os SNPs rs7624915 e rs4387996 a jusante do
gene BCHE também estavam em desequilibrio de ligacdo (D= 0,6220 e p< 0,001). Destacou-
se ainda o desequilibrio de ligacdo ja conhecido entre as variantes nos sitios -116 e 1615 do

gene BCHE (D'=0,7370, p< 0,001).

Discussao

Existem relativamente poucas pesquisas que visam compreender as bases genéticas
do DMG (Watanabe et al., 2007). Quanto a fisiopatologia da doenca, sabe-se que pacientes
com DMG assemelham-se a pacientes com DM2 ja que apresentam uma diminui¢ao ainda
mais acentuada da sensibilidade periférica a insulina, além de uma secrecdo diminuida deste
hormonio (Maganha et al., 2003). Entretanto, se todas as gestantes fossem resistentes a
insulina, a incidéncia do DMG seria superior aos niveis encontrados (Maganha et al., 2003).
Estas informagdes sugerem que variantes genéticas associadas tanto ao DM1, quanto ao
DM2 podem ser comuns ao DMG.

As variantes -116A e 1615A do gene BCHE ja foram associadas em diversos trabalhos
ao Diabetes Mellitus (Hashim et al., 2001; Lepienski et al., 2006; Oliveira, 2006), seja ele do
tipo | ou Il. Johansen et al. (2004) ndo encontraram associacdo entre a variante 1615A do
gene BCHE com o DM2, concordando com os resultados encontrados no presente estudo.

Apesar da associacdo encontrada por Oliveira (2006), esta autora sugere que as
variantes nos sitios -116 e 1615 ndo parecem ser os verdadeiros fatores predisponentes a

doenca em idade precoce. Ela sugere ainda que outro gene em desequilibrio de ligacdo com
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estas variantes do gene BCHE seja o responsdavel por esta associacdo. Desta forma, o estudo
dos Tag-SNPs no entorno do gene BCHE permitiram verificar se, de fato, as variantes do gene
BCHE estdo associadas ao diabetes ou se sdo outras variantes em desequilibrio de ligagcao
com as do gene BCHE.

O SNP rs7624915 apresentou uma tendéncia a diferir entre os grupos amostrais
avaliados. Este Tag-SNP situa-se a jusante do gene BCHE, ou seja, algum gene nesta posicao
pode estar associado ao DMG.

Fernandes (2010), em amostra de pacientes com DM1, encontrou associacdo entre
os dois SNPs aqui estudados, situados a jusante do gene BCHE (rs7624915 e rs4387996) e a
doenca. Este autor sugere o gene S/ (sucraseisomaltase), situado a jusante do gene BCHE
como um bom candidato para esta associacdo. Por isso, em nosso laboratdrio estdo sendo
realizados outros estudos para verificar se ha associacdo entre variantes do gene S/ e o
diabetes.

Nas analises haplotipicas, o SNP rs1126680 (sitio da variante -116A) foi incluido,
mesmo nao apresentando os dados de frequéncias alélicas e genotipicas neste artigo. Estas
informacgdes fazem parte do artigo apresentado na sec¢ao “Capitulo 1” desta dissertacao,
pois a variante neste sitio estd associada ao tema apresentado no “Capitulo 1” - reducdo na
atividade da butirilcolinesterase (BChE).

No total de haplétipos observado, o grupo de grdvidas com DMG apresentou 21
haplétipos, enquanto o grupo de gestantes nao diabéticas apresentou 24 haplétipos
distintos. E possivel que esta pequena diferenga no nimero de haplétipos mais frequentes
encontrado seja devido ao tamanho amostral maior do grupo controle.

A frequéncia do haplétipo H3 (GTGGAA) foi significativamente maior no grupo de
gestantes ndo diabéticas quando comparada ao grupo com DMG (18,98% e 11,19%,
respectivamente; p= 0,04) e o OR correspondente a esta relacdo é de 0,54 (0,30 < u < 0,98;
IC 95% (p< 0,05). Isto indica um efeito protetor deste haplétipo ao DMG.

Os haploétipos H7 (GTAACG) (6,30% e 1,69%, para os grupos de gestantes com DMG e
controle, respectivamente) e H11 (GTAGCG) (2,79% no grupo de gravidas diabéticas e 0,34%
no grupo controle), apresentaram OR correspondentes a um efeito de predisposicdo ao
DMG, pois foram mais frequentes no grupo de gestantes com a doencga.

Nos haplétipos H3, H7 e H11, os quatro ultimos alelos foram divergentes. Estes alelos

estavam presentes nos sitios rs1126680 (nt -116) e rs1803274 (nt 1615), dentro do gene
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BCHE, e rs7624915 e rs4387996, a jusante do gene BCHE. No haplétipo H3 (efeito protetor)
estd presente o alelo usual -116G, enquanto que nos hapldtipos H7 e H11 (efeito de
predisposicdo) ocorre o alelo variante -116A, associado a uma diminui¢dao da atividade da
BChE (Furtado-Alle et al., 2008). De modo analogo, nos SNPs rs7624915 e rs4387996, a
jusante do gene BCHE, estdao presentes dois nucleotideos A no haplétipo H3 e os
nucleotideos C e G nos haplétipos H7 e H11.

O Unico alelo que diferiu entre os dois haplétipos de predisposicao ao DMG pertence
ao SNP rs1803274, em que o haplétipo H7 apresentou a mutagdo no sitio 1615 e o haplétipo
H11 teve o alelo usual. Este alelo corresponde ao da variante K da BChE e originalmente foi
associado a uma diminuicdo da atividade enzimatica (Rubinstein et al., 1978). Trabalhos
posteriores demonstraram que a enzima variante K ndo difere da enzima usual (Altamirano
et al., 2000) e que a redugdo da atividade enzimatica é dependente da presenca
concomitante da mutacdo -116A (Furtado-Alle et al., 2008). Como os hapldtipos H7 e H11
nao diferem em relagdo ao seu efeito sobre o DMG (predisposicao), é possivel sugerir que a
presenca do variante 1615A nestes haplotipos ndo esteja relacionada ao DMG.

Assim, sugerem-se duas hipdteses para explicar estes resultados significativos: 1) um
efeito regulatorio, decorrente da presenca concomitante dos alelos A no sitio -116, C e G nos
SNPs rs7624915 e rs4387996 presente nos hapldétipos H7 e H11, que leve a uma alteragao na
expressao da BChE que esteja associada ao DMG, ou ainda, 2) um desequilibrio de ligacdo
entre os hapldtipos e outro gene situado préximo do gene BCHE.

Bartels et al. (1990) observaram um forte desequilibrio de ligagdo entre as variantes -
116A e 1615A do gene BCHE. Nossas anadlises também constataram este desequilibrio de
ligacdo (D'= 0,7370, p< 0,001). Os primeiros estudos sobre as variantes do gene BCHE
atribuiram a variante 1615A (GCA = ACA, Ala-Thr’*), conhecida como variante K, o papel de
reduzir a atividade da butirilcolinesterase (BChE) em cerca de 33% (Rubinstein et al., 1978).
Furtado-Alle et al. (2008), sabendo do desequilibrio de ligacdo entre as duas variantes
encontraram evidéncias de que a baixa atividade da enzima esta associada a variante -116A.

Conclui-se que os alelos dos SNPs estudados - a montante (rs4440084 e rs2863381),
dentro (rs1126680 e rs1803274) e a jusante (rs7624915 e rs4387996) do gene BCHE nado
apresentaram associacdo com o Diabetes Mellitus gestacional. Os alelos do SNP rs7624915
apresentaram uma tendéncia a diferirem entre os grupos de gestantes com DMG e de

gravidas ndo diabéticas, que pode indicar uma associacdo entre a doenca e variantes de
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outro gene situado a jusante do gene BCHE. As andlises haplotipicas indicaram que trés
haplétipos estudados divergiram entre os grupos amostrais, podendo representar um efeito
regulatdrio na expressao da BChE que esteja associado ao DMG, ou ainda, um desequilibrio

de ligacdo entre os haplétipos e outro gene situado préximo do gene BCHE.
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6. Discussao geral

A BChE devido ao seu amplo modo de acdo ja foi diversas vezes associada a
patologias como resisténcia a insulina, obesidade, DM2, hipertensdo, hiperlipidemias,
sindrome metabdlica e doenca de Alzheimer (Das et al., 2007). Um fator comum a algumas
destas desordens metabdlicas é a alteragdo no metabolismo de lipides, que ja foi diversas
vezes associada a atividade da BChE (Randell et al., 2005; Valle et al., 2006; Alcantara et al.,
2005; Iwasaki et al., 2007). A correlacdo observada no presente estudo a atividade da BChE,
IMC e colesterol LDL nas gravidas diabéticas, sugere um papel para a BChE no metabolismo
de lipidios, também no Diabetes Melittus gestacional.

Iwasaki et al. (2007) sugerem que a atividade da BChE esteja envolvida no
metabolismo dos triglicérides e no fluxo de acidos graxos livres entre o tecido adiposo e o
figado, para regular o excesso de gordura corporal. H4 ainda evidéncias de que a BChE
forma, por meio de uma ligagao fisica, um complexo com VLDL (very low density lipoprotein)
e participa na origem da LDL (Kutty, 1980 Apud Oliveira 2006).

Com base em dados de diversos estudos de associacdo, em que a atividade da BChE
ou variantes do gene BCHE foram associados ao Diabetes Mellitus do tipo | e Il (Antopol et
al., 1937; Pavkovic et al., 1993, Abbott et al.,, 1993), o presente estudo objetivou
compreender melhor estas relacdes com o DMG. Apesar de o DMG assemelhar-se ao DM2,
suas bases ndao sao exatamente as mesmas, ou entdo a frequéncia do DMG seria superior a
observada (Maganha et al., 2003).

Whittaker (1980) relata a redugdo na atividade da enzima durante a gravidez e apds o
parto, bem como o aumento da atividade da BChE em patologias como o Diabetes Mellitus,
entretanto, ndo apresenta resultados que associem estas duas condicdes. Blitt et al. (1977),
Howard et al. (1978) e Tham et al. (2009) também observaram esta reducdo na atividade da
BChE durante a gravidez.

Omu et al. (2010) realizaram uma pesquisa sobre a atividade da butirilcolinesterase
em pacientes com DMG e controles, mas ndo era foco de seu estudo verificar qualquer tipo
de associacdo com variantes alélicas. Estes autores observaram uma reducgao na atividade da
BChE em gestantes com DMG quando comparada as gestantes que ndo apresentaram a
doenga (Omu et al., 2010), e este mesmo resultado foi encontrado por Mahmoud et al.

(2006). Embora estes dois estudos concordem que ha uma reducdo significativa na atividade
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da BChE em gestantes com DMG, eles ndo buscaram comparar a atividade enzimatica destas
gestantes com a média da atividade na populacdo em geral e observar como a BChE se
comporta em presenga de outras varidveis associadas a enzima. Além disso, o tamanho
amostral destes estudos foi bastante reduzido quando comparado ao de nosso estudo.
Portanto, os resultados desta pesquisa auxiliam ainda mais na compreensdao da relagao
entre DMG e BChE, e na busca por genes e produtos génicos que, de fato, estejam
envolvidos na patogénese do DMG.

Uma explicagdo para a redugao da atividade da BChE durante a gravidez é o estresse
gerado por esta condicdo (Robitaille e Grant, 2008) acentuado pelo estresse oxidativo
causado pela hiperglicemia (Wyse et al., 2004).

Na literatura ndao foram encontrados relatos sobre a frequéncia do fenétipo CHE2
C5+ em gestantes com DMG. Cwiertnia et al. (2010) relatam frequéncia deste fendtipo
semelhante em pacientes com DM1 e DM2 e a frequéncia de cerca de 10% observada na
populacdo do sul do Brasil. Apesar do presente estudo apresentar frequéncias do fenétipo
CHE2 C5+ semelhantes nas comparacoes realizadas, observou-se uma tendéncia a diferir
estatisticamente entre a frequéncia deste fendtipo nos grupos de gestantes diabéticas e da
populacdo de Curitiba. E possivel que fatores fisiologicos préprios ao DMG estejam
influenciando na formacdo e/ou detecc¢do da forma molecular C5. Como a substancia que se
liga ao tetramero da BChE para gerar a forma C5 do composto enzimdtico permanece
parcialmente desconhecida, ndo se pode sugerir um mecanismo que explique tal
observacao.

A presenga do fendtipo CHE2 C5+ estd relacionada ao aumento significativo da
atividade da BChE (Whittaker, 1980). Neste estudo, nos individuos do grupo controle, hd um
aumento da atividade da BChE nas gravidas com fendtipo CHE2 C5+, mesmo que este ndo
seja significativo. A atividade média da BChE em pacientes com DMG que apresentam
fendétipo CHE2 C5+ é bastante semelhante aquela observada nos individuos com o fendtipo
CHE2 C5-. Considerando-se a baixa frequéncia do fendtipo CHE2 C5+ observada nas
pacientes com DMG, acredita-se que tal fator tenha influenciado também na distribuicao
dos valores de atividade enzimatica entre os individuos de fendtipo CHE2 C5+ e CHE2 C5-.

Quanto aos estudos envolvendo as bases genéticas do DMG sabe-se que sdo
bastante escassos, até mesmo porque as bases fisioldgicas da doenca ndo estdo

completamente elucidadas, e a amostra apresenta certa dificuldade para ser coletada.
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No presente estudo, o alelo -116A - ja conhecido por estar associado a reducdo da
atividade da BChE (Furtado-Alle et al., 2008) - diminui a atividade da BChE, de modo
independente das alteragGes fisioldgicas provocadas pela gravidez e pelo DMG, pois a
reducdo da atividade enzimdtica ocorre nos grupos controle e de pacientes.

O alelo -116A esta em desequilibrio de ligagdo com a variante 1615A (Bartels et al.,
1990), e a variante 1615A foi atribuido papel de reducdo na atividade da BChE. O estudo
realizado por Furtado-Alle et al., (2008) observou, contudo, que a variante -116A é a
verdadeira responsdvel pela reducdo na atividade da enzima. Hashim et al. (2001)
encontraram associa¢ao entre o alelo 1615A e DM2, com o aumento no risco de desenvolver
a doenca, associado a presenca de 1615A, estimado em 44%. No presente trabalho, ndo
foram verificadas diferencas significativas entre as frequéncias alélicas e genotipicas para o
sitio 1615 entre pacientes e controles. Desse modo, para o DMG nao foi detectada a mesma
associacdo encontrada para o DM2. E importante salientar que embora ja& tenha sido
proposto que DMG e DM2 tenham etiologia semelhante, diferem quanto aos seus efeitos na
atividade da BChE. Enquanto em pacientes com DM2 é verificado um aumento significativo,
em pacientes com DMG ha um decréscimo, também significativo, na atividade da BChE.

As frequéncias alélicas e genotipicas das demais variantes analisadas também foram
semelhantes em pacientes e controles. Apesar de terem sido semelhantes, as frequéncias
alélicas para o SNP rs7624915 tenderam a diferir entre os grupos amostrais estudados.
Fernandes (2010) observou diferengas nas frequéncias alélicas de dois SNPs a jusante do
gene BCHE com o Diabetes Mellitus do tipo |, e estes SNPs foram os mesmos aqui abordados.
Este autor sugere o estudo de variantes do gene S/ (sucraseisomaltase), situado a jusante do
gene BCHE para verificar uma possivel associagdo com a doenca. Por isso, em nosso
laboratério estdo sendo realizados outros estudos para verificar se ha associacdo entre
variantes do gene S/ e o diabetes.

Foram encontradas diferencas significativas em trés haplétipos entre gestantes com
DMG e saudaveis. O haplétipo H3 (GTGGAA) foi significativamente mais frequente no grupo
de gestantes ndo diabéticas quando comparado ao grupo com DMG (18,98% e 11,19%,
respectivamente; p= 0,04) e o OR correspondente a esta relacdo é de 0,54 (0,30 < u < 0,98;
IC 95% (p< 0,05). Isto indica um efeito protetor deste haplétipo ao DMG.

Os haplétipos H7 (GTAACG) (6,30% e 1,69%, para os grupos de gestantes com DMG e

controle, respectivamente) e H11 (GTAGCG) (2,79% no grupo de gravidas diabéticas e 0,34%
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no grupo controle), apresentaram OR correspondentes a um efeito de predisposicdo ao
DMG, pois foram mais frequentes no grupo de gestantes com a doenca.

Os resultados das andlises dos hapldétipos sugerem duas possibilidades distintas: um
efeito dos hapldtipos, provavelmente em regides regulatérias do gene, sobre a expressdo da
BChE e que poderia levar a uma associagdo com o DMG; ou desequilibrio de ligagdo entre os
haplétipos e outros genes. A primeira hipdtese pode ser investigada em estudos futuros que
analisem conjuntamente tais hapldtipos, expressao do gene BCHE e formas moleculares da
BChE e a segunda hipdtese pela busca de outros genes relacionados ao DMG situados a

jusante do gene BCHE no cromossomo 3.
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7. Conclusoes

v A BChE foi associada ao metabolismo de lipidios também em pacientes com DMG,
uma vez que apresentou correlagdes significativas com as médias de IMC e colesterol LDL no
grupo de grdvidas diabéticas;

v O DMG foi associado a uma atividade significativamente mais baixa da BChE, tanto
em relacdo ao grupo controle como em relagdo a populacdo em geral. Sugere-se assim, que
o estresse oxidativo causado pela gravidez e pela hiperglicemia sejam os responsaveis pela
reducdo da atividade da enzima;

v A frequéncia do fendtipo CHE2 C5+ foi semelhante em gravidas com DMG, controles
e na populagdo de Curitiba. Acredita-se que o DMG influencie na formagdo e/ou detecgdo da
banda C5;

v As frequéncias alélicas de todas as variantes analisadas no presente estudo nao
diferiram entre os grupos de pacientes com DMG e gravidas ndo-diabéticas, desta forma, os
SNPs estudados ndo apresentaram associagao com o DMG. Apesar destes resultados, o SNP
rs7624915, a jusante do gene BCHE, apresentou uma tendéncia a diferir estatisticamente
entre os grupos amostrais estudados. Desta forma, sugere-se o estudo de genes situados
préximos a esta posicao;

v O alelo -116A reduziu a atividade da BChE, de modo independente das altera¢des
fisioldgicas provocadas pela gravidez e pelo DMG;

v O hapldtipo H3 (GTGGAA) apresentou um efeito protetor ao DMG, enquanto H7
(GTAACG) e H11 (GTAGCG) representaram hapldétipos de predisposicdo a doenca. Tais
resultados significativos podem ser devidos a 1) um efeito regulatério desses hapldtipos na
expressao da BChE que esteja associado ao DMG, ou ainda, 2) um desequilibrio de ligacao

entre os hapldtipos e outro gene situado préximo do gene BCHE.
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Apéndice 1
Andlises Complementares. Além das comparac¢des apresentadas no Capitulo 1 para
verificar a média da atividade da BChE entre os individuos homozigotos para o alelo usual X
heterozigotos com o alelo -116A, foram ainda realizados outros testes para comparar a
média da atividade da BChE e os diversos gendtipos nos sitios a montante (rs4440084,

rs2863381), dentro (rs1803274) e a jusante (rs7624915, rs4387996) do gene BCHE.

SNP rs4440084 (a montante do gene BCHE) X Atividade da BChE. A tabela 1 apresenta
as médias + o desvio padrdo (x DP) da atividade da BChE para os trés gendtipos possiveis e
as comparacoes realizadas (gendtipos GG X GC; GG X CC; e GC X CC). Nos grupos de
gestantes com DMG e gestantes ndo diabéticas, a média da atividade da BChE nao diferiu

significativamente entre os gendtipos (tabela 1).

Tabela 1. Média + DP da atividade da BChE nos individuos homozigotos para o alelo G,
heterozigotos e homozigotos para o alelo C (rs4440084) e os valores de t (p) para

comparacdo entre os gendtipos em pacientes com DMG e gestantes ndo diabéticas.

Média da Atividade da BChE + DP (KU/L)

DMG (N=143) Controles (N=295)
Gendtipos no sitio
rs4440084
GG 2,22 +0,68 2,75 10,87
GC 2,28 +£0,60 2,87 £0,90
CC 2,27 £0,45 2,86 £ 0,89
Comparagoes t(p) t(p)
GG X GC 0,53 (0,60) -1,00(0,32)
GG X CC 0,36 (0,72) -0,73(0,47)
GCXCC 0,11 (0,91) 0,06 (0,95)
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SNP rs2863381 (a montante do gene BCHE) X Atividade da BChE. A tabela 2 apresenta
as médias £+ DP da atividade da BChE para os trés gendtipos possiveis e as comparagdes
realizadas (gendtipos TT X TC; TT X CC; e TC X CC). Nos grupos de gestantes com DMG e
gestantes nao diabéticas, a média da atividade da BChE nao diferiu significativamente entre

os genodtipos (tabela 2).

Tabela 2. Média + DP da atividade da BChE nos individuos homozigotos para o alelo T,
heterozigotos e homozigotos para o alelo C (rs2863381) e os valores de t (p) para

comparacdo entre os genotipos em pacientes com DMG e gestantes nao diabéticas.

Média da Atividade da BChE + DP (KU/L)

DMG Controles
Genétipos no sitio
rs2863381

1T 2,33+0,61 2,85+0,84

TC 2,17 +£0,57 2,79+0,96

CC 2,10+ 0,76 2,91+0,91

Comparagoes t(p) t(p)

TTXTC -1,53 (0,13) 0,57 (0,57)
TTXCC -0,98 (0,33) -0,29 (0,77)
TCXCC 0,30 (0,76) -0,51 (0,61)

SNP rs1803274 (dentro do gene BCHE, sitio da variante 1615A) X Atividade da BChE. A
tabela 3 apresenta as médias £ DP da atividade da BChE para os trés gendtipos possiveis e
as comparacoes realizadas (gendtipos GG X GA; GG X AA; e GA X AA). Nos grupos de
gestantes com DMG e gestantes ndo diabéticas, a média da atividade da BChE diferiu
significativamente entre os genétipos GG X GA (t= 2,17, p= 0,03 e t= 3,64, p= 0,0003, para o

grupo de gravidas com DMG e o grupo controle, respectivamente) e GG X AA (t= 2,29, p=
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0,02, para gestantes com DMG; e, t= 2,28, p= 0,02, para gravidas do grupo controle). A
média da atividade da BChE no heterozigoto GA quando comparada ao homozigoto para a
variante 1615A ndo diferiu significativamente nos dois grupos amostrais avaliados (tabela 3).

Considerando-se o forte desequilibrio de ligagdo existente entre as variantes 1615A e
-116A, e que a variante -116A estd associada a reducdo da atividade da BChE (Furtado-Alle et

al.,2008), a diferenca entre a atividade da BChE foi esperada.

Tabela 3. Média + DP da atividade da BChE nos individuos homozigotos para o alelo G,
heterozigotos e homozigotos para o alelo A (rs1803274) e os valores de t (p) para

comparagao entre os genotipos em pacientes com DMG e gestantes ndo diabéticas.

Média da Atividade da BChE + DP (KU/L)

DMG Controles
Genotipos no sitio
rs1803274
GG 2,34 +0,57 2,97 £0,90
GA 2,09+ 0,65 2,55+0,78
AA 1,77+0,44 2,27 £0,82
Comparagoes t(p) t(p)
GG X GA 2,17 (0,03)* 3,64 (0,0003)*
GG X AA 2,39 (0,02)* 2,28 (0,02)*
GA X AA 1,16 (0,25) 1,04 (0,30)

*Diferenca significativa

SNP rs7624915 (a jusante do gene BCHE) X Atividade da BChE. A tabela 4 apresenta
as médias + DP da atividade da BChE para os trés gendtipos possiveis e as comparagdes
realizadas (gendtipos CC X CA; CC X AA; e CA X AA). Nos grupos de gestantes com DMG e
gestantes ndo diabéticas, a média da atividade da BChE nao diferiu significativamente entre

os genotipos (tabela 4).
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Tabela 4. Média + DP da atividade da BChE nos individuos homozigotos para o alelo C,
heterozigotos e homozigotos para o alelo A (rs7624915) e os valores de t (p) para

comparagao entre os genotipos em pacientes com DMG e gestantes nao diabéticas.

Média da Atividade da BChE + DP (KU/L)

DMG Controles
Gendtipos no sitio
rs7624915

cC 2,15+ 0,65 2,74 £ 0,96

CA 2,27 £0,62 2,78+0,83

AA 2,37 +£0,47 3,00+0,91

Comparagoes t(p) t(p)

CC X CA 1,00 (0,32) 0,32 (0,75)

CC X AA 1,60 (0,11) 1,77 (0,08)

CA X AA -0,74 (0,46) 1,87 (0,07)

SNP rs4387996 (a jusante do gene BCHE) X Atividade da BChE. A tabela 5 apresenta as
médias + DP da atividade da BChE para os trés gendtipos possiveis e as comparacoes
realizadas (gendtipos GG X GA; GG X AA; e GA X AA). Nos grupos de gestantes com DMG e
gestantes ndo diabéticas, a média da atividade da BChE nao diferiu significativamente entre

os genodtipos (tabela 5).
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Tabela 5. Média + DP da atividade da BChE nos individuos homozigotos para o alelo G,
heterozigotos e homozigotos para o alelo A (rs4387996) e os valores de t (p) para

comparagao entre os genotipos em pacientes com DMG e gestantes ndo diabéticas.

Média da Atividade da BChE + DP (KU/L)

DMG Controles
Gendtipos no sitio
rs4387996

GG 2,18+ 0,67 2,85+0,93

GA 2,29+0,53 2,77 £ 0,85

AA 2,40+0,51 3,01+0,88

Comparagoes t(p) t(p)

GG X GA -0,91 (0,36) -0,69 (0,49)

GG X AA -1,35(0,18) -0,90 (0,37)

GA X AA -0,83 (0,41) -1,42 (0,16)
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Apéndice 2
Materiais e Métodos

O projeto no qual este esta inserido foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
do Setor de Ciéncias da Saude da UFPR sob o Registro CEP/SD: 565.102.08.06 e CAAE:
0135.0.208.091-08 e pelo Comité de Etica em Pesquisa da Secretaria Municipal de Satde da
Prefeitura Municipal de Curitiba sob o Registro 97/2008.

Amostra populacional. Para a realizagdo do presente estudo foi utilizado um conjunto
amostral de 150 pacientes com Diabetes Mellitus gestacional (DMG) e uma amostra controle
composta por 295 gestantes que ndo apresentaram a patologia. Algumas informacdes nao
estavam disponiveis para algumas pacientes, e o DNA ndo pode ser extraido para todas as
amostras. O grupo de gestantes diabéticas foi obtido no Hospital de Clinicas da Universidade
Federal do Parana (Unidade de Diabetes do Servico de Endocrinologia e Metabologia do
Hospital de Clinicas da UFPR- SEMPR) coordenado pelas Doutoras Rosdngela R. Réa e Ana
Cristina Ravazzani. As amostras para o grupo controle foram obtidas no Laboratdrio
Municipal de Curitiba. As coletas foram realizadas entre os anos de 2007 e 2009, com o
auxilio do grupo do Laboratério de Bioquimica Clinica do Curso de Farmacia da Universidade
Federal do Parana. As pacientes concordaram em participar do estudo através da assinatura
do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE, anexo 1). O anexo 2 mostra a planilha
utilizada na coleta de dados antropométricos, clinicos e laboratoriais.

Critérios para a caracterizacGo da amostra. Os critérios utilizados para a
caracterizacao dos grupos de pacientes com DMG e controle estavam de acordo com a
Organizacao Mundial da Saude (WHO, 2006) e com a Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD,
2009), e estdo listados a seguir:

° Grupo com Diabetes Gestacional (DMG): Gestantes apresentando
glicemia de jejum superior a 100mg/dL com posterior confirmagdo através do teste
oral de tolerancia a glicose (TOTG) com 75g de sobrecarga, apresentando glicemia
superior a 140 mg/dL apds 2 horas a dose de glicose;

° Grupo controle: Gestantes apresentando glicemia de jejum inferior a
85mg/dL.

N3o foram incluidas na amostra pacientes que apresentaram insuficiéncia renal e

doenca cardiovascular.
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Extragcdo do DNA e coleta de soro. As amostras de sangue periférico das pacientes
foram coletadas com EDTAK; (Vacutainer, BD) e sem anticoagulante, em tubo seco com gel
separador. As amostras foram obtidas durante os exames de rotina, conforme o protocolo
do Servico de Atendimento a gestante, ndo havendo coleta especifica para este projeto.
Foram entdo centrifugadas para separar o soro em aliquotas, e o soro, mantido em freezer a
-20°C até a realizacdo das analises. Amostras hemolisadas (0,82% do total) foram excluidas
de todos os ensaios.

A coleta e a extracdo de DNA genémico das amostras foram realizadas pelo grupo do
Laboratério de Bioquimica Clinica do Curso de Farmdcia da Universidade Federal do Parana,
pois o projeto é realizado em parceria com este grupo. Os métodos de extracdo utilizados
seguiram o protocolo descrito por Lahiri e Nurnberger (1991), com algumas modificacdes
(Anexo 3), ou foi utilizado o reagente Blood Genomic Prep Mini Spin (GE Healthcare, art 28-
9042-65).

Aliquotas das amostras foram estocadas a -20°C no Laboratério de Polimorfismos e
Ligagao.

Quantificagcdo do DNA gendémico. Apds a extracao, o DNA gendmico foi quantificado
conforme Witter e Kusukawa (2006), técnica também realizada pelo grupo do Laboratério de
Bioquimica Clinica do Curso de Farmacia da Universidade Federal do Parana. As amostras
foram diluidas 1:50 com agua ultra-pura e quantificadas por espectrofotometria em 260nm
(Bio Photometer, Eppendorf). Todas as amostras de DNA foram padronizadas para a
concentragdo de 100ng/uL, por diluicdo com agua ultra-pura estéril.

Determinacgdo da atividade da BChE. Para a determinagao da atividade da BChE foi
utilizada a técnica de Dietz et al. (1972), modificada por Evans e Wroe (1978), cujo principio
€ a hidrélise da propioniltiocolina pela butirilcolinesterase, produzindo acido propibnico e
tiocolina, a qual reage com o DTNB (acido 5,5’-bisditio-2-nitrobenzdico), gerando 5-tio-2-
nitrobenzoato de coloracdo amarela. A dosagem do produto formado foi realizada em
espectrofotébmetro ajustado em 410 nm e com todos os reagentes mantidos em banho-
maria a 25°C. O tampao fosfato 0,1 M utilizado na reacao (pH 7,6) foi preparado pela mistura
de duas solucdes “a” e “b” até a obtencao do pH adequado. A solucdo “a” continha 4,73 g de
Na,HPO, anidro (PM = 141,96) em 1000 mL de agua destilada. A solucdo “b” continha 13,61
g de KH2PO4 anidro (PM = 136,09) em 1000 mL de agua destilada. O DTNB (0,423 mM) foi

dissolvido em tampdo fosfato na proporcdao de 167 mg por 1000 mL. O substrato
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(propioniltiocolina 100 mM) foi preparado com 303 mg de iodeto de propioniltiocolina (PM =
303,2) em 10 mL de agua destilada. Tubos contendo 2,2 mL de tampao fosfato com DTNB, e
outros tubos contendo 50 plL de soro diluidos em 5 mL de dgua destilada foram mantidos
por vinte minutos no banho-maria a 25°C antes da leitura em espectrofotémetro. Apds os
vinte minutos foram adicionados 250 uL do soro diluido e 50 uL de substrato ao tubo
contendo o tampao fosfato com DTNB, iniciando-se assim a leitura. A primeira leitura,
chamada AO, era efetuada imediatamente apds a colocagdo dos reagentes na cubeta
termostatizada do espectrofotémetro. As leituras A1, A2 e A3 foram efetuadas com um, dois
e trés minutos a partir da leitura AO. Apds as quatro leituras, foi calculado o A/minuto
(variacdo de absorbancia por minuto). Para a obtencdo da atividade (KU/L), A/minuto foi
multiplicado pelo fator 73,53 e por 1.000.

Para a padronizacdo da técnica foram utilizadas amostras do pool de soros coletado
de membros do grupo de pesquisa.

Fenotipagem do loco CHE2. Para a fenotipagem do loco CHE2 foi utilizada a técnica
desenvolvida por Robinson et al. (1957) para fenotipagem de variantes da hemoglobina,
posteriormente modificada por Van Ros e Vervoort (1973) para aplicagdo a BChE e com
adaptacGes subsequentes de Fadel Picheth (1991) e Souza (1995).

O gel de agar foi preparado com uma solugdo de Bacto agar (Difco) a 1,4% p/v em
tampao citrato de sddio, pH 6,2 (solucdo estoque de tampdo citrato de sddio 50 mM, pH 6,7;
pH ajustado com 4acido citrico 30%) e agua destilada. O pH da solugdo contendo tampado
citrato de sddio e agua destilada foi ajustado a valores que variaram entre 6,42 e 6,48, e
entdo foi adicionado 0,7 g de Bacto agar. Esta solugdo era aquecida até que o agar fosse
totalmente dissolvido, sendo importante ndo deixar que a solucdo fervesse. Apds o
aquecimento a solugdo era vertida sobre uma placa de vidro de 230 x 160 mm. Quando o gel
estivesse completamente resfriado, era colocado na geladeira e mantido em repouso por
pelo menos 12 horas a fim de diminuir o efeito da eletroendosmose. Apds este periodo de
repouso as amostras de plasma eram aplicadas no gel através da extremidade de uma
[damina de metal (5 x 5 x 0,1 mm) onde eram colocados 2 uL de plasma ou soro. A placa
contendo as amostras era entdo submetida a eletroforese com tampao citrato pH 6,2 nas
cubas (diluido em uma proporc¢do de 1/10), por trés horas e meia (a 4°C; 75 V e 35 mA).

Apds a corrida eletroforética, despejou-se sobre a placa o cromdgeno-substrato que

era preparado imediatamente antes do uso. A solugdo cromdégeno-substrato foi preparada
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utilizando-se Fast Red TR Salt (SIGMA F-2768) a 0,1% p/v em tampao fosfato de sddio pH 7,1
(670 mL de Na2HPO4, 0,2 M e 330 mL de NaH2P0O4, 0,2 M) e solucdo de a-naftilacetato 30
mM (2,5% v/v). A placa com o cromdégeno-substrato era incubada por cerca de 30 minutos a
37°C. Apds a revelagdo das bandas a placa era lavada com agua para retirar o excesso de
corante. O gel era entdo colocado entre uma folha de papel cartdo e uma folha de papel
filtro, prensado entre duas placas de vidro e levado a estufa a 37°C até completa secagem. A
folha de papel filtro era trocada apds 10 minutos para retirar o excesso de umidade.

Devido a baixa atividade da BChE observada nas gestantes, a frequéncia do fenétipo
CHE2 C5+ estava bastante reduzida em relacdo a populagdo de Curitiba. Desta forma, a
técnica de eletroforese em gel de dgar acido sofreu modificacbes para que o volume de
plasma utilizado na rea¢dao pudesse ser aumentado sem dificultar a observag¢dao no gel. O
volume do gel foi aumentado para 70mL, dos quais 7mL eram de tampao citrato de sdédio,
pH 6,2, completado com agua destilada. O volume do plasma aplicado foi aumentado para
4uL e a forma de aplicagao foi alterada. Fazia-se um corte no gel com a extremidade da
ldamina de metal e no local era aplicado o plasma com o auxilio da pipeta. Apds ajuste do pH,
que n3o foi alterado, adicionou-se 0,98 g de Bacto Agar; o tempo da corrida eletroforética
foi de cinco horas e as condi¢cbes da corrida foram mantidas; o volume da solucdo
cromoégeno-substrato foi alterado de acordo com as proporg¢des do gel de 70mL.

Para aumentar a confiabilidade dos resultados foram utilizadas como controles
amostras com fendtipo CHE2 C5+ previamente conhecido, e com atividade reduzida.

Genotipagem dos SNPs localizados nos sitios =116 e 1615 do gene BCHE e dos SNPs a
montante e a jusante do gene BCHE: Genotipagem em tempo real. A rea¢ao de PCR em
tempo real foi realizada no aparelho Mastercycler Realplex 2 (Eppendorf), localizado na
Unidade de Sequenciamento e Analise de DNA - SEAD. Estes termocicladores sdo especiais,
pois permitem a deteccdo e medida de produtos gerados durante cada ciclo da PCR. A
emissdo dos compostos fluorescentes gera um sinal que aumenta na proporc¢do direta da
guantidade de produto da PCR.

Para a genotipagem dos SNPs rs1803274 e rs1126680 (localizados dentro do gene
BCHE), rs2863381 e rs4440084 (localizados a montante) e rs7624915 e rs4387996
(localizados a jusante do gene BCHE) foram utilizados os Kits de Genotipagem TagMan SNP
(Applied Biosystems). Os cddigos de referéncia dos Tagman SNP foram os seguintes:

27479669 (rs1803274), 27847456 (rs1126680), 16078795 (rs2863381), 30562516
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(rs4440084), 11801211 (rs7624915) e 31743514 (rs4387996). Este kit consiste de 2
oligonucleotideos iniciadores especificos ndo marcados (primers) e duas sondas, que
consistem de oligonucleotideos especificos para cada alelo marcados com diferentes
fluorescéncias, como por exemplo: VIC, emitindo coloragdo vermelha sinalizava Alelo A e
FAM com a coloragdo verde sinalizava Alelo B.

Para a identificacdo dos alelos presentes em cada SNP para cada individuo da
amostra, foi utilizado o seguinte protocolo: preparo do mix de reagao com volume total de
8,5ul, sendo destes 4,0ul de TagMan Universal PCR Master Mix, 0,3ul do Kit de Genotipagem
TagMan SNP especifico e 4,2ul de dgua ultra-pura. A este volume de mix para a reacao
foram acrescentados 2ul do DNA extraido.

O uso do aparelho para este protocolo de genotipagem é realizado em trés etapas. A
primeira é a chamada pré-leitura, na qual é lida a fluorescéncia basal da placa antes do
processo de amplificagdo. A segunda é a amplificacgdo em si, realizada para todos os
segmentos dentro dos seguintes padrdes de PCR: 12 passo de 2 minutos a 50°C; 22 passo de
10 minutos a 95°C; 32 passo repetido 45 vezes de 15 segundos a 95°C intercalados por 60
segundos a 60°C. A terceira etapa é a chamada pds-leitura, que se resume na anélise dos
dados gerados antes, durante e apds a amplificacdo, resultando no gendtipo de cada

individuo analisado e sua plotagem em um gréfico (Figura 1).
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Figura 1. Interface do programa realplex de genotipagem em tempo real, mostrando a

disposicdo para a leitura das amostras e os graficos gerados.
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Para melhor visualizacdo dos genétipos de cada SNP estudado, foram feitas planilhas
no programa Excel, contemplando os valores de florescéncia para os respectivos fluoréforos
presentes na reacdo (FAM e VIC), e foram plotados graficos xy para agrupar gendtipos
semelhantes. Para as amostras que se apresentaram em zonas do grafico que nao
estivessem contidas nos distintos grupos dos genétipos, a reacdo deveria ser repetida.

Os dois SNPs a montante do gene (rs2863381, rs4440084) e os dois a jusante
(rs7624915, rs4387996) foram escolhidos por serem Tag-SNPs, ou seja, tém alto grau de
desequilibrio de ligacdo com os SNPs em seu entorno e também foram selecionados por
terem a frequéncia de seus alelos préximas de 0,5 na populagdo Caucasdide. Essas
informagdes foram obtidas através dos dados do HapMap, utilizando o programa Haploview
(http://www.hapmap.org).

Foram utilizadas amostras com gendtipo ja conhecido para garantir a classificacao
precisa dos gendtipos.

Andlise estatistica. Criou-se uma planilha de dados no programa Excel, sendo esta
exportada para o programa Statistica para Windows (Statsoft, Inc. 1996). As médias + DP,
correlagdes entre as varidveis antropométricas e bioquimicas e a atividade da BChE,
frequéncias dos fendtipos do loco CHE2, variancias e testes t para comparacdes das médias
das varidveis quantitativas entre os grupos foram realizadas neste programa. As frequéncias
alélicas e genotipicas em pacientes e controles foram obtidas por contagem direta e
comparadas entre os grupos através do teste do qui-quadrado, com o auxilio do programa
BioEstat versdao 5.0 (Ayres, 2007). O teste para verificar o desequilibrio de ligacdo entre as
variantes analisadas foi realizado por meio do programa Arlequin versao 3.0 (Excoffier et al.,
2005). O programa Arlequin versdao 3.0 também foi utilizado para a inferéncia dos
haplétipos, o calculo das frequéncias haplotipicas, dos valores de D e D’ e testes de )(2 para o
equilibrio de Hardy-Weinberg dos haplétipos. A analise de associacdo foi feita de acordo
com o método de Woolf (1955), sendo calculados os respectivos odds ratio (OR). O valor da
probabilidade para os testes comparativos considerados significativos considerou p<0.05

(5%).
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Anexos

Anexo 1
Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE)

a) Vocé esta sendo convidado a participar de um estudo intitulado “Estudos fenotipicos e
genotipicos de polimorfismos dos genes do receptor para produtos de glicagdo avangada
(RAGE), Preprogrelina e Glucoquinase no diabetes gestacional”. E através das pesquisas
clinicas que ocorrem os avangos importantes em todas as areas, e sua participagdo é
fundamental.

b) E importante que vocé leia e entenda toda a informacédo dada.

c) O objetivo desta pesquisa é estudar variacdes genéticas no DNA e asocid-las com o
processo do diabetes gestacional.

d) Caso vocé participe da pesquisa, ndo sera necessario nenhum procedimento especifico,
pois serd utilizado o sangue ja coletado para outros exames de rotina ndo trazendo para
vocé nenhum desconforto ou risco a mais, a ndo ser a coleta a qual vocé ja ira realizar para
outros exames.

e) Nao ha riscos adicionais envolvidos na sua participagao.

f) Contudo, os beneficios esperados sdo: conhecer as variacdes genéticas dos genes em
estudo na populagdo brasileira, procurar marcadores de risco ou protecao para o diabetes
gestacional e fornecer elementos para a elaboracdo de futuras politicas publicas.

g) Os pesquisadores lzabella Ribeiro Castilhos dos Santos, Farmacéutica Bioquimica,
mestranda do Programa de Pds-graduacdao em Ciéncias Farmacéuticas da Universidade
Federal do Parand (contato: izabellacrs@hotmail.com fone: (41) 3252-8328), Cyntia Maria
Telles Fadel Picheth, professora do programa de Pés-graduacao em Ciéncias Farmacéuticas
(fpicheth@ufpr.br fone: (41) 3360-4086) e Geraldo Picheth, professor do curso de Farmacia
da Universidade Federal do Parana (gpicheth@ufpr.br fone: 3360-4067) que poderdo ser

contatados (na Universidade Federal do Parand, Curso de Farmacia, Rua Prof. Lothario
Meissner, 632, Jardim Botanico, CEP 80210-170 em horario comercial) sdo os responsaveis
pelo projeto e poderdo esclarecer eventuais duvidas a respeito desta pesquisa.

h) Estdo garantidas todas as informagdes que vocé queira, antes, durante e depois do
estudo.

i) A sua participacdo neste estudo é voluntdria (sua escolha). Vocé tem a liberdade de se
recusar a participar ou, se aceitar participar, retirar seu consentimento a qualquer
momento. Este fato ndo ird afetar de nenhuma maneira seu atendimento, que estd
garantido.
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j) As informacdes relacionadas ao estudo poderdo ser inspecionadas pelos pesquisadores
gue executam a pesquisa e pelas autoridades legais. No entanto, se qualquer informacao for
divulgada em relatério ou publicagdo, isto sera feito sob forma codificada, para que a
confidencialidade (sigilo) seja mantida.

k) Todas as despesas necessarias para a realizacao da pesquisa (exames, medicamentos etc.)
nao sao de sua responsabilidade.

[) Pela sua participagdo no estudo, vocé ndo receberd qualquer valor em dinheiro.
m) Quando os resultados forem publicados, ndo aparecera seu nome, e sim um cédigo.

n) As amostras serdo conservadas apds a realizacdo da pesquisa para posterior utilizacdo em
outras pesquisas cientificas similares, mantendo-se a confidencialidade (sigilo) das mesmas,
como dito acima.

Eu, li o texto acima e compreendi a natureza e

objetivo do estudo do qual fui convidado a participar. A explicagdao que recebi menciona os
riscos e beneficios do estudo e os tratamentos alternativos. Eu entendi que sou livre para
interromper minha participacdo no estudo a qualquer momento sem justificar minha
decisdo e sem que esta decisdo afete meu tratamento. Eu entendi o que ndo posso fazer
durante o tratamento e sei que qualquer problema relacionado ao tratamento serd tratado
sem custos para mim. Eu concordo voluntariamente em participar deste estudo.

(Assinatura do sujeito de pesquisa ou responsavel legal)

Local e data

Izabella Castilhos Ribeiro dos Santos

Pesquisadora responsavel



Anexo 2

Planilha para coleta de dados das gestantes diabéticas

87

9 Tabagismo 1) = Nunca fumou

Caracterizacdo do Paciente N° protocolo Data
Nome:
/
Dados clinicos
N Dados Obs.
1 Semana de gestacéo [ ]semanas Numero de gestacdes:
2 Idade [ ] anos
3 Peso Antes=| Jkg Depois= | kg
4 Altura [ ]cm
5 IMC
6 Etnia (1)= Euro brasileiro
(2)= Afro brasileiro
(3)= Indio
(4)= Oriental
7 Dieta (1)=Sim  (2)= N&o
8 Presséo Arterial (PA) [ / ] mmHg
(
(

2) = Ex-fumante
(3) = Fumante

10 | Fatores de risco Idade: (1)= Sim (2) = Nao
Obesidade: (1)= Sim (2)= Nao

Aborto(s): (1)= Sim (2)= Nao

Macrossomia: (1)= Sim (2)= Néo

Se sim, quantos:
Gravidez prévia com DG: (1)= Sim (2)= Néo
Morte neonatal: (1)= Sim (2)= Néo

11 | Histéria familiar de Pais: (1)=Sim (2)=Nao
diabetes Avéds: (1)=Sim (2) =Nao

Demais familiares: (1)=Sim (2)= Néo

12 | Histéria familiar de DAC | Pais: (1)= Sim (2) Nao
Avods: (1)= Sim (2)= Néo

Demais familiares: (1)= Sim (2)= Nao

13 | Medicamentos: a) Hipoglicemiantes: (1) = Sim (2)=N&o
Quais:
b) Hipolipemiantes: (1) = Sim (2) = Néo
Quais:
c) Anti-hipertensivos: (1) = Sim (2) = Nao
Quais:
d) Insulina: (1)= Sim (2)= Néo
Qutros:
14 | Exames: Glicemia de jejum:
TOTG:
Perfil:
Pés-prandial:
Hb glicada:
TSH:
Qutros:

15 | QOutras patologias:
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Anexo 3
Método de extragao de DNA gen6mico.

Modificag6es no método de Lahiri e Nurnberger, 1991.

Etapas

Acles

Coletar de 3 a 5 mL de sangue total em tubo de EDTA
Centrifugar o tubo de sangue por 10 min a 4000 rpm
Remover o plasma

Separar o creme leucocitario (buffy coat)

Em tudo Eppendorf colocar 900 pL de TKM1 contendo NP-40 (ou Triton X-100) a
2,5%

Adicionar 250 ulL do buffy coat

Homogeneizar em vortex

Centrifugar por 5 min a 10000 rpm

Desprezar quase todo o sobrenadante, deixando aproximadamente 500 uL

*Completar o volume do tubo com TKM1 (sem NP-40 ou Triton X-100)
Homogeneizar em vortex

Centrifugar por 5 min a 10000 rpm

Desprezar todo 0 sobrenadante

* Repetir esta etapa até que o sedimento esteja limpo

Completar o volume do tubo com agua ulira pura
Homogeneizar em vortex

Centrifugar por 5 min a 13000 rpm

Desprezar todo 0 sobrenadante

Adicionar ao sedimento:

40 pL de tampéo de proteinase K

20 pL de proteinase K

10 pL de SDS 20%

120 uL de agua ultra pura

Homogeneizar em vortex

Colocar em banho-maria 65 °C por 40 min

Em 20 min de banho-maria, homogeneizar novamente os tubos em vortex

Tirar os tubos do banho-maria e esfriar em temperatura ambiente
Adicionar 100 uL de Cloreto de Sodio 6M

Homogeneizar

Centrifugar por 10 min a 13000 rpm

Transferir o SOBRENADANTE para um novo tubo Eppendorf
Adicionar 700 uL de etanol absoluto

Homogeneizar por inversao

Centrifugar por 2 min a 13000 rpm

Desprezar sobrenadante

Adicionar 700 uL de etanol 70%

Homogeneizar em vortex

Centrifugar por 2 min a 13000 rpm

Desprezar sobrenadante

Deixar os tubos secar em temperatura ambiente, estufa a 37 °C, ou em bloco de
aquecimento a 65 °C

Depois de seco, reconstituir com 80 a 100 pL de agua ultra pura
Homogeneizar bem em vortex
Deixar 1 hora a 65 °C




