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RESUMO

A paroxonase sérica humana (PON) € uma enzima localizada na HDL e estd envolvida na
detoxificacdo de organofosforados e possivelmente na prevencao da peroxidacdo lipidica da
LDL, tendo, portanto, caracteristicas antiaterogé€nicas. A dislipidemia € um dos principais
fatores de risco para a doencga arterial coronariana (DAC) que € a mais importante
complicacdo do diabetes mellitus atingindo em torno de 50 % dos pacientes. Alguns estudos
sugerem uma associagdo dos polimorfismos genéticos da enzima PON com o
desenvolvimento de DAC e outras complicacdes em pacientes diabéticos tipo 2. O presente
trabalho teve como objetivo avaliar o efeito dos polimorfismos PON1-192 e PON2-311 na
atividade enzimaética, no controle glicEmico e no perfil lipidico em 61 pacientes diabéticos
tipo 2 e 82 individuos controle. O sangue foi coletado, ap6és 12h de jejum, para a
determinacdo da glicemia, insulina e hemoglobina glicada (HbAic), colesterol total,
lipoproteinas e triglicerideos e das atividades arilesterase e paroxonase da enzima PON. O
DNA foi extraido dos leucécitos do sangue periférico pelo método de extracdo salina. A
andlise dos polimorfismos foi realizada por PCR-RFLP. Nao houve diferenga significativa na
distribuicdo dos gendtipos e na freqiiéncia alélica dos polimorfismos PON1-192 (QQ, RQ,
RR) e PON2-311 (SS, SC, CC) entre os pacientes diabéticos e os individuos do grupo
controle. Os valores da atividade paroxonase e arilesterase foram semelhantes para os dois
grupos de participantes. O polimorfismo PON1-192 influenciou a atividade paroxonase em
ambos os grupos, sendo menor nos portadores do gendtipo QQ, intermedidria no genétipo RQ
e maior no gendtipo RR (p < 0,05). A atividade paroxonase e arilesterase foi menor nos
individuos do grupo controle portadores do genétipo PON2-311 SS. Os genétipos dos
polimorfismos PON1-192 e PON2-311 ndo afetaram os parametros do controle glicémico e
do perfil lipidico nos pacientes diabéticos tipo 2, apesar dos pacientes portadores dos alelos
PONT1-192 R e PON2-311 C demonstrarem tendéncia para maiores niveis de glicose, insulina
e triglicerideos. Considerando os resultados do presente trabalho, podemos sugerir que os
pacientes diabéticos tipo 2 apresentaram distribuicdo génica e freqiiéncia alélica dos
polimorfismos PON1-192 e PON2-311 semelhante aos individuos ndo diabéticos. A atividade
da enzima paroxonase também ndo foi diferente nos dois grupos de estudo. A existéncia de
associacdo dos gendtipos PON1-192 RR e PON2-311 CC com concentracdes maiores de
glicose, insulina e triglicerideos ndo foi estatisticamente significante para sugerirmos a
utilizacdo desse parametro como indicador precoce de complicacdes em pacientes com
diabetes mellitus tipo 2.



ABSTRACT

A STUDY OF THE PON1-192 AND PON2-311 POLYMORPHISMS AND
PARAOXONASE ENZYME ACTIVITY IN TYPE 2 DIABETIC PATIENTS

The human serum paraoxonase (PON) is an enzyme located in the HDL and is involved in the
detoxification of organophosphates and possibly in the prevention of lipid peroxidation of
LDL, having, therefore, antiatherogenic characteristics. Dyslipidemia is one of the main risk
factors for coronary artery disease (CAD), which is the most important complication of
diabetes mellitus, affecting around 50 % of the patients. Some studies suggest an association
between the genetic polymorphisms of the PON enzyme and the development of CAD and
other complications in type 2 diabetic patients. This study’s goal was to evaluate the effect of
the PON1-192 and PON2-311 polymorphisms in the enzymatic activity, in the glycaemic
control and in the lipid profile in 61 type 2 diabetic patients and 82 control individuals. The
blood was collected, after a 12h fasting, to determine glucose level, insulin and glycosylated
hemoglobin (HbAc), total cholesterol, lipoproteins and triglycerides and the arilesterase and
paraoxonase activities of the PON enzyme. The DNA was extracted from peripheral blood
leukocytes using the saline extraction method. The analysis of the polymorphisms was made
by PCR-RFLP. There was no significant difference in the genotype distribution or in the
allelic frequency of the PONI1-19s (QQ, RQ, RR) and PON2-311 (SS, SC, COC)
polymorphisms between diabetic patients and control group individuals. The values of the
paraoxonase and arylesterase activities were similar in the two groups. The PONI1-192
polymorphism affected the paraoxonase activity in both groups, being smaller amongst QQ
genotype individuals, intermediate for RQ genotype and greater for RR genotype individuals
(p < 0,05). The smallest paraoxonase and arylesterase activities were found amongst control
group individuals having PON2-311 SS genotype. The genotypes for PON1-192 and PON2-
311 polymorphisms did not affect glycaemic control and lipid profile parameters in type 2
diabetic patients, although patients with the PON1-192 R and PON2-311 C alleles showed a
tendency for higher levels of glucose, insulin and triglycerides. Considering the results of the
present work, we can suggest that type 2 diabetic patients presented genetic distribution and
allelic frequencies of the PON1-192 and PON2-311 polymorphisms similar to the non-
diabetic patients. The paraoxonase enzyme activity was not different between the two studied
groups. The existence of an association between the PON1-192 RR and PON2-311 CC
genotypes and higher levels of glucose, insulin and triglycerides was not statistically
significant to suggest the utilization of this parameter as an early indicator of complications in
type 2 diabetes mellitus patients.
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1 INTRODUCAO

De acordo com dados do Ministério da Sadde no Brasil, em 1998, mais de 250 mil
pessoas morreram devido as doencas cardiovasculares, correspondendo a 32 % de todas as
causas de morte em nosso pais (SIM-Brasil, 2000). Segundo o relatério da OMS, o mais
abrangente ja realizado sobre doencgas cardiovasculares, esses males matardo mais de 24
milhdes de pessoas por ano até 2030 (SMITH e cols., 2004). A doenga arterial coronariana
(DAC) ¢ detectada em mais de 50 % dos pacientes diabéticos e é considerada a mais
importante complicagdo do diabetes mellitus tipo 2 (DM2). Estima-se que 77 % das
hospitalizagdes por complicacdes cronicas do diabetes, nos Estados Unidos da América, sio
atribuidas as doencas cardiovasculares. (MOORADIAN, 2003; DONANGELO e OLIVEIRA,
2004). O diabetes mellitus € um importante e crescente problema de saide publica para todos
os paises, independente do seu grau de desenvolvimento. O nimero de pacientes diabéticos
estd aumentando de forma exponencial, adquirindo caracteristicas epidémicas em alguns
paises, favorecido pelo aumento na expectativa de vida da populagdo, obesidade e
sedentarismo. A prevaléncia da aterosclerose corondria em diabéticos adultos é maior do que
na populacdo nao diabética, triplicando o risco de morte de causa corondria (PORTO, 1998;
ARONSON e cols, 2001; DONANGELO e OLIVEIRA, 2004). As principais causas
relacionadas a fisiopatologia da aterosclerose no diabetes sdo: dislipidemia, resisténcia
insulinica, disfun¢do endotelial, microangiopatia diabética, glicacdo ndo enzimadtica, estresse
oxidativo, alteracdes hemorreoldgicas e da hemostasia e associacdes com outros fatores de

risco (BOZZA e cols., 2004).

1.1 Patogénese da Aterosclerose

A aterosclerose tem etiologia multifatorial, decorrente de um processo inflamatério
cronico da parede arterial, com depdsitos de colesterol, restos celulares, plaquetas, fibrina e
calcio que levam a formacao de placas enrijecidas e reducdo da elasticidade e da luz do vaso.
Afeta principalmente artérias de médio e grande calibre (PORTO, 1998). As lesdes da
aterosclerose ocorrem na camada mais interna da artéria, a intima, e limitam-se basicamente a
esta regidao do vaso. As lesdes sdo, em geral, excéntricas, € quando se tornam grandes o
bastante, conseguem obstruir a artéria e o suprimento vascular para o tecido ou o6rgio,
resultando em isquemia e necrose. As conseqiiéncias sdo, freqiientemente, seqiielas clinicas

caracteristicas de infarto do miocérdio, infarto cerebral, gangrena dos membros ou morte



14

subita (BENNETT, 1997). A cardiopatia isquémica ¢ uma das formas mais importantes da
doenca aterosclerdtica nos paises industrializados, ndo somente por ser a causa mais comum
de morte, como também por incapacitar tempordria ou definitivamente um grande nimero de

individuos em idade produtiva (PORTO, 1998).

A aterogénese envolve diferentes células, citocinas e fatores de crescimento resultando
em lesdo endotelial e acimulo de produtos celulares no espagco subendotelial que,
posteriormente, levardo ao comprometimento da camada média (DRAGANOYV, 2000). Sao
vdrias as teorias que tentam explicar o desenvolvimento da aterosclerose, entretanto todas elas
concordam que a lesdo endotelial é o ponto de partida na etiopatogenia deste processo.
Inicialmente, a lesdo € minima e sutil, ndo havendo importantes mudancas estruturais, mas
favorece o surgimento de uma resposta inflamatéria que resulta em aumento da
permeabilidade endotelial aos mondcitos, lipideos e plaquetas circulantes (ROSS, 1993). As
lipoproteinas de baixa densidade (LDL) sdo depositadas no endotélio na razdo direta de sua
concentracdo plasmadtica, sofrem reacOes de oxidagcdo por espécies reativas de oxigénio e/ou
de nitrogé€nio, ou ainda, de lipoper6xidos locais, apés o que adquirem propriedades pro-
inflamatoérias e citotoxicas (SOZMEN e cols., 2001) e passam a estimular a sintese de
proteinas quimiotdticas para mondcitos, os quais, penetrando no endotélio lesado,
transformam-se em macréfagos. No espaco sub-endotelial, os macréfagos captam a LDL
oxidada através de receptores celulares (“scavenger receptors”) que ndo sofrem hipo-
regulagdo pelo contetido de colesterol intracelular. E assim, ao acumularem lipideos os
macréfagos se transformam em células espumosas (“foam cells”) e ao se agruparem,
constituem a estria gordurosa, primeira fase da formacao da lesdo aterosclerdtica (KAPLAN,

1999; GIUGLIANO, 2000; ROSS, 1993).

A medida que aumenta o acimulo de colesterol pelos macréfagos e células
espumosas, verifica-se também a sua deposi¢do nas células musculares lisas e tecido
conjuntivo, formando a placa gordurosa ou ateroma. Os macréfagos secretam fatores
quimiotdticos e na presenga de fatores mitogénicos como o fator de crescimento derivado de
plaquetas, fator estimulante de granulécito-mondcito, fator de crescimento fibrobléstico, fator
de crescimento semelhante a insulina (“insulin-like”) e a interleucina-1, as células musculares
lisas multiplicam-se rapidamente, modificando a lesdo, que passa a ser proliferativa e de
aspecto fibroso, formando o fibroateroma. A placa aterosclerdtica madura passa a conter dois
componentes principais, um ateromatoso (rico em lipideos) e outro esclerdtico (rico em

coldgeno). Este tultimo é relativamente benigno e, quando predominante, em funcdo do



15

coldgeno dar sustentacdo a lesdo e protegé-la de fissuras ou rupturas, confere-lhe uma
condic¢do “estavel”. J4 o componente ateromatoso, quando € o principal constituinte da placa,
torna-se mais vulnerdvel e “instdvel”, e a placa estd sujeita a complica¢des (SOZMEN e cols.,

2001).

1.2 Diabetes Mellitus Tipo 2 e Dislipidemias

O diabetes mellitus pode ser considerado um grupo de doencas metabdlicas
caracterizadas por hiperglicemia resultante do defeito na secrec@o da insulina, na sua a¢ao ou
ambos e caracteriza-se por importantes alteracdes no metabolismo dos carboidratos, lipideos e
proteinas (OLIVEIRA, 2004). O aumento da mortalidade em pacientes diabéticos por doencgas
cardiovasculares esté relacionado ao estado diabético per se e a combinacdo de varios fatores
de risco cardiovasculares, como obesidade, hipertensdo arterial e dislipidemia, entre outros. A
dislipidemia € um dos principais fatores de risco para a doenca cardiovascular em pacientes
diabéticos, cuja influéncia é maior do que nos demais individuos. A dislipidemia em
diabéticos, quando comparada a de ndo-diabéticos, é mais grave em mulheres do que em
homens, sugerindo que o risco de DAC ¢ relativamente maior em mulheres do que em
homens diabéticos (HAFFNER, 1998; HU e cols., 2001). As alteracdes mais freqiientes na
populacdo diabética sdo hipertrigliceridemia, baixo nivel de colesterol das lipoproteinas de
alta densidade (HDL-C) e alteracdes qualitativas nas lipoproteinas, tais como a formacao de
particulas de LDL pequenas e densas. A LDL densa é mais freqiiente na circulagdo quanto
mais elevados forem os niveis de triglicerideos, sendo mais aterogénicas do que as LDL
maiores ¢ menos densas (SANTOS, 2001; DONANGELO e OLIVEIRA, 2004; GARIN e
cols.,1997). A estratificacdo dos fatores de risco de doenca arterial coronariana em pacientes
com DM?2 mostra que o colesterol da LDL (LDL-C) e das lipoproteinas de alta densidade
(HDL-C) sao os melhores preditores de DAC. Entretanto, a prevaléncia de elevada
concentracdo de LDL-C em diabéticos nao € diferente dos niveis encontrados na populagao
ndo diabética. Em contraste, a incidéncia de hipertrigliceridemia e baixos niveis de HDL-C
em diabéticos €, aproximadamente, duas vezes maior do que no grupo de ndo diabéticos

(MOORADIAN, 2003).

Nos pacientes com diabetes tipo 2, o metabolismo dos lipideos provenientes da dieta
encontra-se comprometido pela coexisténcia de obesidade e hiperlipidemia associado a

resisténcia insulinica (GINSBERG e TUCK, 2001). A anormalidade lipidica mais freqiiente
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nos diabéticos € a hipertrigliceridemia, causada pelo acimulo de lipoproteinas ricas em
triglicerideos (quilomicrons e lipoproteina de densidade muito baixa (VLDL), bem como de
lipoproteina de densidade intermedidria (IDL) (DONANGELO e OLIVEIRA 2004). A
superproducio de VLDL, com aumento da secrecdo de triglicerideos e apolipoproteina B-100,
parece ser a etiologia comum do aumento dos niveis plasmaticos de VLDL em pacientes
diabéticos tipo 2. O aumento na producdo e secrecdo de VLDL é, provavelmente, resultado
direto da resisténcia insulinica e do fluxo aumentado de dcidos graxos livres caracteristico do
diabetes tipo 2 (GINSBERG e TUCK, 2001). Tanto o aumento na produgdo hepatica de
VLDL como a reducdo na metabolizagdo da VLDL por diminui¢do na atividade da enzima
lipase lipoprotéica contribuem para a hipertrigliceridemia (BOZZA e cols., 2004). Nos
pacientes com diabetes tipo 2, a regulacdo plasmética dos niveis de LDL, bem como de
VLDL, é complexa. O aumento do catabolismo da fracio LDL é comum em nao diabéticos
com hipertrigliceridemia significante, ainda que a base para isto esteja incerta. Niveis
plasméticos elevados de triglicerideos podem, provavelmente, aumentar o catabolismo da
LDL em pacientes com diabetes tipo 2. Isto também pode ser uma conseqii€éncia da glica¢ao
da LDL. Esses multiplos efeitos potenciais no metabolismo da LDL tornam dificil prever que
nivel de LDL estard presente em qualquer individuo com diabetes tipo 2 (GINSBERG e
TUCK, 2001).

Baixos niveis de HDL-C e apolipoproteina A (apo A) em pacientes com DM2 podem
estar presentes na auséncia de hipertrigliceridemia. No entanto, 0 mecanismo para esse
fendmeno nao estd esclarecido. Nessa patologia, as particulas de HDL sofrem mudancas na
composi¢do, com maior concentracdo de triglicerideos e um aumento na relacdo
colesterol/proteina resultante da deplecdo de apo A. Essas mudangas podem interferir no
transporte reverso do colesterol pela HDL. Tanto as alteracdes qualitativas, como as
quantitativas, correlacionam-se com a baixa atividade da lipase lipoprotéica (GINSBERG e

TUCK, 2001).

1.3 Enzima Paroxonase

O efeito protetor da HDL no desenvolvimento da aterosclerose, ou a relacdo inversa
entre os niveis plasméticos de HDL e as doencas cardiovasculares t€ém sido atribuidos ao
papel da HDL no transporte reverso do colesterol (GORDON e cols., 1989). No entanto,

experimentos in vitro, bem como estudos genéticos populacionais e familiares e investigacdes
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usando animais transgénicos, t€ém revelado que os niveis plasméticos de HDL-C nao refletem,
necessariamente, a eficidcia e a anti-aterogenicidade do transporte reverso do colesterol
(MERTENS e HOLVOET, 2001). O potencial da HDL em impedir diretamente alguns dos
processos fundamentais da aterogénese tem merecido, assim, grande aten¢do, particularmente
o seu potencial antioxidante (MACKNESS e DURRINGTON, 1995). A habilidade
antioxidante da HDL contra a modifica¢do oxidativa da LDL em vdrios sistemas in vitro €
conhecida hd longo tempo. Esse efeito antioxidante parece ser devido a influéncia de algumas
proteinas presentes nas particulas de HDL, principalmente a enzima paroxonase (PON), além
da apolipoproteina A-I e da PAF (fator de ativacdo plaquetdria) acetil-hidrolase
(KWITEROVICH, 1998; AVIRAM, 1999a e 1999b; KAPLAN e AVIRAM 1999;
SORENSON e cols., 1999; NAVAB e cols., 2000; HONG e cols., 2001; KOCH e cols., 2001;
MACKNESS e cols., 2001; SOZMEN e cols., 2001).

A paroxonase (EC.3.1.8.1 arildialquilfosfatase) ¢ uma glicoproteina com 354
aminodcidos e peso molecular de aproximadamente 45 KDa. Ela é uma esterase dependente
de cdlcio, cujo mecanismo de acdo ndo estd completamente elucidado (VAN LENTEN e
cols., 2001; DRAGANOYV e LA DU, 2004). A PON encontra-se distribuida em varios tecidos,
como figado, rins, intestino e soro, onde se encontra associada a HDL, mais especificamente
ligada as apo-Al e apo-J da HDL (MACKNESS, 1989a; MACKNESS, 1989b; MACKNESS
e DURRINGTON, 1995;: TOMAS e cols., 2004). Originalmente, demonstrou-se que a enzima
€ responsdvel pela hidrélise do “paroxon” (de onde origina o seu nome), um produto do
catabolismo do inseticida “paration”. A PON também € capaz de hidrolisar outros substratos,
como acetato de fenila (atividade arilesterase), dcidos carboxilicos aromaticos, organo-
fosfatos, per6xido de hidrogénio e peroxidos lipidicos (WATSON e cols., 1995; MACKNESS
e cols., 1996; AVIRAM e cols., 1998; NAVAB e cols., 1997; AVIRAM e cols., 2000). No
entanto, o substrato fisiolégico para a PON permanece ainda desconhecido. Acredita-se,
porém, que os fosfolipideos oxidados presentes na LDL modificada oxidativamente sejam os
provaveis substratos fisiologicos da PON (WATSON e cols., 1995). Além disso, foi
demonstrado que a PON € capaz de hidrolisar perdéxidos lipidicos presentes em lesdes

ateroscleréticas humanas (AVIRAM e cols., 2000).

Muitos estudos tém sugerido que os polimorfismos do gene da enzima antioxidante
PON sejam fator de risco para a DAC (MACKNESS e cols., 1991; RUIZ e cols., 1995,
SERRATO e cols., 1995; MACKNESS e cols., 1996; AVIRAM, 1999 b.; DURRINGTON e

cols., 2001), além de favorecer o surgimento de complicagdes vasculares em diabéticos,
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complicagdes do metabolismo da glicose e redu¢do da sensibilidade a insulina (LEVIEV e
cols., 2001; DEAKIN e cols., 2002). Polimorfismos genéticos sdo variacdes na seqiiéncia de
nucleotideos. De forma simplificada, os alelos especificos em um ou mais loci representam o
genotipo para aqueles genes, sendo o fendtipo o efeito da agdo do gene. A PONI humana
possui varios polimorfismos genéticos j4 identificados. Os mais estudados sdo o polimorfismo
na posi¢do 55 (Met/Leu), onde ocorre uma substituicdo do aminodcido metionina (M) por
leucina (L) e o polimorfismo na posi¢cdo 192 (Arg/Glu) com uma substitui¢do da arginina (R)
por glutamina (Q). O gene PONI ¢ parte de uma familia multigénica que inclui também os
genes PON2 e PON3, os quais exibem alto grau de homologia com o PON1 (LEUS e cols.,
2001). Todos os trés genes da PON estdo préximos uns dos outros no braco longo do
cromossomo 7, regidao q21.3-22.1. Para o gene PON2 ja foram descritos polimorfismos nas
posicdes 148 (Ala/Gli) onde ocorre a troca da alanina por glicina e 311 (Cis/Ser) substitui¢ao
de cisteina por serina. Mais recentemente, dois outros polimorfismos da PONI1 foram
identificados, um na posi¢dao 102 (Leu/Val) e outro na posi¢ao 160 (Arg/Gli) (DRAGANOV e
LA DU, 2004). Os polimorfismos afetam a atividade catalitica das aloenzimas da PONI,
sendo que a alteragdo na cinética de hidrdlise € dependente do tipo de substrato. De forma
geral, o alelo 55M apresenta baixa atividade usando o paroxon como substrato e alta atividade
na hidrélise de perdxidos lipidicos na LDL (MACKNESS e cols., 1998). O paroxon é
hidrolisado mais eficientemente pela PON1-192 R (ADKINS e cols., 1993; HUMBERT e
cols., 1993; DAVIES e cols., 1996; LI e cols., 2000; DRAGANOV e LA DU, 2004). Porém,
em relac@o a hidrdlise dos perdxidos lipidicos, o polimorfismo PON-192R € menos efetivo
(AVIRAM e cols., 1998; MACKNESS e cols., 1998). Assim, o alelo PON-192R tem sido
considerado um fator de risco independente e estd positivamente associado com a DAC,
conforme demonstrado por alguns estudos clinicos (SANGHERA e cols., 1997; ZAMA e
cols., 1997, AUBO e cols., 2000). No entanto, outros autores ndo conseguiram demonstrar
essa associacdo (ANTIKAINEN e cols., 1996; PFOHL e cols., 1999). J4 a atividade catalitica
da PON com o acetato de fenila como substrato ndo € influenciada pela variacdo genética

(MACKNESS e cols., 1996; NAVAB e cols., 1997; LA DU, 1996).

A atividade sérica da PONI estd diminuida em individuos que tiveram infarto do
miocardio e em pacientes com diabetes mellitus tipo 1 e tipo 2 (MACKNESS e cols., 1991;
ABBOTT e cols., 1995; JAMES e cols., 2000a; MACKNESS, 2000). Em pacientes diabéticos
tipo 2 com DAC a diminui¢ao da atividade da PON1 pode chegar a 40 % daquela observada
em pacientes ndo diabéticos com DAC (HEDRICK e cols.,2000). Além disso, pacientes
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diabéticos com complica¢des microvasculares, como neuropatia e nefropatia, apresentam
PONT1 com atividade inferior a dos diabéticos sem complicacdes (MACKNESS e cols.,2000).
A atividade catalitica da PON pode estar relacionada, também, a concentracdo da enzima.
Boemi e cols. (2001) demonstraram que as concentragdes séricas da PON estdo reduzidas em
pacientes diabéticos tipo 1 e, inclusive, afetam a sua capacidade antioxidante, predispondo
esses pacientes a maior lipoperoxidagdo e, conseqiientemente, ao risco aumentado de doenca
vascular. No entanto, a associa¢do da atividade da PON com a DAC permanece ainda uma
questdo em aberto (McELVEEN e cols., 1986; SECCHIERO e cols., 1989; AYUB e cols.,
1999).

Os polimorfismos da PON tém sido associados com a DAC em pacientes diabéticos,
principalmente o PON1-192 (RUIZ e cols., 1995; ODAWARA e cols., 1997; PFOHL e cols.,
1999). Mais recentemente, Hu e cols. (2003) demonstraram que o polimorfismo PON1-192
RR estd associado ao espessamento da artéria carétida em pacientes diabéticos tipo 2. A
freqiiéncia elevada do alelo R da PON1-192 tem sido reportada em pacientes diabéticos com
doenca macrovascular (HU e cols., 2003), doenga cerebrovascular (KOCH e cols., 2001) e
DAC (OSEI-HYIAMAN e cols., 2001). Complicacdes diabéticas, como retinopatia e oclusao
da veia central da retina, também podem estar associadas com o alelo PON1-55L (KAO e
cols., 1998) e PONI1-192R (MURATA e cols.,1998), respectivamente. A variacdo no
polimorfismo PON2 nio esta associada a presenca do diabetes tipo 2 e, dessa forma, ndo pode
ser interpretada como um agente causal. Entretanto, o PON2 pode ser um gene modificador
de um considerdavel complexo de fendtipos relatados no DM2 (HEGELE e cols., 1997).
Pinizzotto e cols. (2001) observaram que o polimorfismo PON2 311 estd associado com a
nefropatia diabética, independente de outros fatores de risco. Entretanto, os autores sugerem
que o polimorfismo PON2 311 ndo estd associado com a DAC (PINIZZOTTO e cols., 2001),
apesar desse polimorfismo ter sido relacionado a DAC em pacientes ndao diabéticos

(SANGHERA ¢ cols., 1998; LEUS, e cols., 2001).

A associagdo do polimorfismo da PON com a concentracdo dos lipideos e das
lipoproteinas plasmadticas em pacientes diabéticos tem se mostrado inconsistente (ABBOT e
cols., 1995; ODAWARA e cols., 1997, MACKNESS e cols., 2000; AGACHAN e cols.,
2004).

A hiperglicemia é considerada uma das principais causas das complicagdes nos

pacientes diabéticos. Assim, € de grande importancia o conhecimento de varidveis que atuam
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no controle da glicemia, como por exemplo, o polimorfismo da paroxonase. Mackness e cols.
(2000), estudando o efeito de trés polimorfismos da paroxonase, PON1-192, PON1-55 e
PON2-310, em pacientes diabéticos observaram que existe uma associagdo entre o controle
glicémico e o polimorfismo da PON. Os pacientes com retinopatia portadores dos genotipos
192 RR, 55 MM e 310 CC apresentaram o pior controle glicémico, mas pacientes sem
complicagdes ndo foram afetados por esses gendtipos (MACKNESS e cols., 2000). Além
disso, Hegele e cols. (1997) também sugerem que o polimorfismo do gene G148 da PON2
estd relacionado com o aumento da glicemia de jejum de pacientes com diabetes mellitus tipo
2. A hiperglicemia per se, sem alteracdo génica, pode afetar a atividade da PON, a exemplo
do que ocorre com outros fatores externos, como a inje¢do de LDL e fosfolipideos oxidados
que diminuem a atividade da PON em camundongos, aparentemente, por reducdo da sintese
hepética da enzima (NAVAB e cols., 1997); o tabagismo, onde a menor atividade estd
relacionada a reducao da concentragdo sérica (JAMES e cols., 2000b) e a ingestdo de gordura

oxidada (SUTHERLAND e cols., 1999).
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2 JUSTIFICATIVA

A DAC ¢ a mais importante manifestacio clinica da aterosclerose e ainda € a principal
causa de morte nas sociedades desenvolvidas. Os pacientes diabéticos apresentam risco
elevado para o desenvolvimento da aterosclerose. Dos intimeros fatores de risco, e suas
modulagdes génicas, envolvidos no processo aterosclerético, especial énfase tem sido dada ao
estudo do polimorfismo da enzima paroxonase (PON) e sua atividade. A PON esté associada
as particulas de HDL e sdo responsaveis pelo efeito antioxidante conferido a HDL. Assim, o
potencial protetor da HDL para a DAC pode nio estar restrito apenas ao transporte reverso do
colesterol, mas também a sua atividade antioxidante. A atividade da PON apresenta uma
grande variagdo inter-individual devido ao controle genético. A base molecular para essa
variacdo € o polimorfismo na regido codificadora do gene resultando na substituicdo de
aminodcidos com a conseqiiente producdo de aloenzimas. Os polimorfismos afetam a
atividade hidrolitica da PON, modulam o controle glicémico e estdo envolvidos com a DAC
em pacientes diabéticos. No entanto, existem poucos estudos abordando a associac@o entre os
polimorfismos da PON, a atividade enzimatica e alguns parametros bioquimicos considerados
de risco em pacientes diabéticos sem DAC, particularmente na populacdo brasileira.
Hipotetizamos que, se os fatores genéticos podem agravar fenétipos clinicos em pacientes
com diabetes mellitus, e desta forma contribuir para a expressdo das complicagdes dessa
patologia, a determinacdo dos gendtipos e suas possiveis associagdes podem ter papel

importante no progndstico das complicagdes de pacientes com diabetes mellitus tipo 2.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Objetivo principal desse estudo foi avaliar a distribuicao gé€nica e a freqiiéncia alélica
dos polimorfismos PON1-192 e PON2-311 da enzima paroxonase e o efeito desses
polimorfismos na atividade enzimética, no controle glicémico e no perfil lipidico de pacientes

diabéticos tipo 2 da grande Floriandpolis e regido sul de Santa Catarina.

3.2 Objetivos especificos

a) Verificar a distribuicao dos gendtipos e a freqii€éncia relativa de alelos dos polimorfismos
dos genes da enzima paroxonase PON1-192 e PON2-311 em individuos do grupo controle e

pacientes diabéticos tipo 2;

b) Determinar a atividade enzimética da enzima paroxonase no soro dos pacientes diabéticos

tipo 2 e individuos do grupo controle;

c) Avaliar o perfil glicémico dos participantes do estudo, através das determinacdes da
glicemia de jejum, insulina e hemoglobina glicada, e a sua associagdo com os polimorfismos

PONI1-192 e PON2-311;

d) Verificar o efeito dos polimorfismos PON1-192 e PON2-311 na atividade da enzima

paroxonase no soro dos individuos do grupo controle e pacientes diabéticos tipo 2;

e) Determinar a concentragcdo dos lipideos e lipoproteinas séricas e o efeito dos polimorfismos

nesse perfil lipidico.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Reagentes

Os reagentes para as determinacdes laboratoriais do perfil lipidico e glicose foram
gentilmente doados pelo laboratério Roche-Brasil (Sao Paulo, SP). Triton X-100, cloreto de
sddio, cloreto de potdssio, etanol absoluto, isopropanol, metanol, cloroférmio, fenol, acido
acético glacial, azul de bromofenol foram da MERCK S.A. (Rio de Janeiro, RJ). Hidréxido de
sddio, sulfato de dodecil sodico (SDS), acido borico, EDTA, Tris (hidroximetil) aminometano
ultrapuro, agarose ultrapura, enzimas de restricdo Mbol e Nla III (Sinapse-Fermentas, EUA),
Dde I (BioLabs Inc, New England, EUA). Os marcadores de tamanho molecular de DNA e os
diferentes iniciadores (oligonucleotideos especificos) foram adquiridos da Gibco BRL, Life
Technologies, Inc. (Gaithersburg, MD, E.U.A.); Tag DNA polimerase, solu¢do de dNTPs
(dATP, dCTP, dGTP e dTTP), e brometo de etideo da Amershan Pharmacia Biotech, Inc.
(Uppsala, Suécia). O papel térmico de alto contraste foi obtido da Apha Innotech Corporation
(EUA). O paroxon (dietil p-nitrofenil fosfato), o acetato de fenila e o cloreto de magnésio

foram obtidos da Sigma Aldrich (St. Louis, MO, EUA).

4.2 Casuistica

4.2.1 Grupo Diabético

O grupo diabético foi constituido por sessenta € um pacientes caucasianos, sem
vinculo familiar, de ambos os sexos, com diagndstico clinico e laboratorial de diabetes
mellitus tipo 2 de acordo com os critérios do Consenso Brasileiro sobre Diabetes (glicemia de
jejum >126 mg/dL. em duas ocasides), realizado previamente. Os pacientes sdo oriundos de
Postos de Satide da Grande Floriandpolis (Cérrego Grande e Picadas do Sul), Tubardo (Deon,

UNISUL) e Turvo, e participam do Programa HIPERDIA do Ministério da Saude.

4.2.2 Grupo Controle

O grupo controle foi constituido por oitenta e dois individuos caucasianos,
normoglicémicos (glicemia de jejum < 110 mg/dL, segundo o Consenso Brasileiro sobre

Diabetes), de ambos os sexos e sem historico familiar de diabetes ou doenca arterial
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coronariana. Os participantes foram voluntarios selecionados pelo corpo clinico dos Postos de

Saude citados.

4.2.3 Critérios de exclusdo:

Segundo os registros clinico-laboratoriais existentes nos postos de sadde, os
individuos ou pacientes que apresentaram doenca arterial coronariana, doengas da glandula
tiredide, doencas renais, doenca hepatica, neoplasias, doengas inflamatdrias ou estavam em

uso de medicamentos hipolipemiantes ou hormonais foram excluidos do estudo.

Todos os participantes foram voluntérios e assinaram o termo de consentimento livre e
esclarecido (anexo A). O presente protocolo de estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em

Pesquisa com Seres Humanos da Universidade Federal de Santa Catarina (anexo B).

Os resultados do questiondrio aplicado aos participantes, bem como os resultados
laboratoriais (parametros bioquimicos) encontram-se registrados em formuldrio padrao

conforme exemplo no anexo C.

4.2.4 Amostras biologicas

As amostras de sangue (15 mL) dos individuos e pacientes foram coletadas de veia
periférica, apds jejum de 10-12h no periodo da manha, em tubos com ou sem anticoagulantes
(EDTA a 1 mg/mL e fluoreto de s6dio) por meio de sistema a vicuo (Vaccutainer®). O
sangue foi centrifugado a 2500 rpm (1050 x g) por 10min em centrifuga CELM modelo LS 35
(Celm Ind, Sao Paulo, Brasil) para a obten¢do do plasma e do soro. O sangue colhido com
EDTA foi utilizado para a extragdo do DNA das células sanguineas e para a determinacdo da
hemoglobina glicada HbA;c (HPLC - Variant-Il Bio Rad). O plasma obtido do sangue
colhido com fluoreto de sédio foi utilizado para a determinacdo da glicose, enquanto que os

parametros do perfil lipidico e a atividade da enzima paroxonase foram realizados no soro.

4.3 Métodos

4.3.1 Determinacoes bioquimicas

As concentragdes séricas de colesterol total (CT) e de colesterol da HDL (HDL-C)

foram determinadas pelo método enzimatico-colorimétrico CHOD/PAP (Roche, Sao Paulo,
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SP). O HDL-C foi determinado pelo método homogéneo. (Roche, Sdo Paulo, SP). A
concentracdo de colesterol da LDL (LDL-C) foi obtida através da equagdo de Friedewald:
LDL-C = Colesterol Total — (HDL-C = TG/5), quando o conteido de triglicerideos
apresentava-se inferior a 400 mg/dL, e a concentracdo de colesterol da VLDL (VLDL-C) foi
obtida pela divisdo da concentracgdo sérica de triglicerideos por cinco (FRIEDEWALD e cols.,
1972). A concentracdo sérica de triglicerideos (TG) foi determinada pelo método enzimético
colorimétrico GPO/PAP (Roche, Sdo Paulo, SP). A concentracao de glicose foi determinada
pelo método glicose-oxidase/peroxidase (Roche, Sao Paulo, SP). Todas as determinacdes
foram realizadas no analisador automitico COBAS MIRA PLUS (Hoffmann-La Roche,

Basiléia, Sui¢a) no Laboratorio de Anélises Clinicas da Unisul.

A quantificacdo da hemoglobina glicada HbA1c foi realizada no Laboratério Médico
Santa Luzia (Florianépolis, SC) através do método de troca i6nica por cromatografia liquida
de alta pressdao (HPLC; Variant II — BIO-RAD, EUA), considerado método padrdao pelo
National Glycohemoglobin Standarditazation Program e pelo Grupo Interdisciplinar de
Padronizacao da Hemoglobina Glicada (SBPC-2003), com valores de referéncia de 4 a 6 %.
A insulina foi determinada por imunoensaio de eletroquimioluminiscéncia (ECLIA) (Elecsys

1010 — Roche, Sao Paulo, SP), com valores de referéncia de 3 a 17 pU/mL.
4.3.2 Atividade Enzimadtica da Paroxonase (PON)

4.3.2.1 Atividade arilesterase no soro total e na particula de HDL isolada

A atividade arilesterase da enzima paroxonase foi determinada no Laboratério de
Pesquisa em Lipideos, Lipoperoxidacdao e Antioxidantes (Prof. Dr. Edson L. da Silva) de
acordo com o método descrito por Gan e cols. (1991). A reacdo foi iniciada pela adi¢ao de 20
UL de soro ou HDL (ambos diluidos 20 vezes) em 2 mL de tampao Tris HCI 20 mmol/L, pH
8,0, contendo CaCl, 1 mmol/L e acetato de fenila 1 mmol/L. A cinética da reacdo de
formacgao do fenol foi monitorada com leituras da absorbancia a cada minuto, durante 3min,
em comprimento de onda de 270 nm, a 25 °C (Espectrofotdmetro Spectrum 2000 UV/VIS,
EUA). Para corrigir a hidrélise espontanea do acetato de fenila foi incluido um branco da
reacdo. Para o célculo da atividade foi considerado o coeficiente de absortividade molar de
1,31 x 103 M'cem?. O resultado foi expresso em U/mL, sendo que uma unidade da
arilesterase corresponde a 1 pmol de acetato de fenila hidrolisado por minuto, por mL de soro

(GAN e cols., 1991).
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A HDL utilizada nas reagdes foi isolada por precipitagdo seletiva das lipoproteinas
contendo apolipoproteina B (BURSTEIN e cols., 1970), utilizando-se a mistura de acido
fosfotingstico e fons magnésio (1,5 mM e 54 mM, respectivamente). A mistura de soro e
solucdo precipitante (1:1, v/v) foi agitada por 30s em agitador tipo vortex e centrifugada a
3500 rpm durante 15min. A HDL presente no sobrenadante limpido foi dialisada em tampao
PBS pH 7,4 por 12h, a 4 °C (membrana com porosidade de 12000-14000 Da, Spectrum -
Gardena - EUA).

4.3.2.2 Andlise da atividade paroxonase da enzima paroxonase no soro total

A atividade paroxonase foi avaliada no Laboratério de Pesquisa em Lipideos,
Lipoperoxidacdo e Antioxidantes (Prof. Dr. Edson L. da Silva) conforme metodologia
descrita anteriormente (ABBOTT e cols.,1995). O soro foi incubado com 5 umol/L de eserine
(v/v) por 10min a temperatura ambiente. A velocidade de formagdo do p-nitrofenol foi
monitorada através das leituras da absorbancia em 405 nm, a 37 °C, durante 3min (Cobas
Mira Plus, Roche). A reacdo foi iniciada pela adicdo de 12,5 uL. de soro em 250 pL tampao
Tris HC1 20 mmol/L, pH 8,0, contendo CaCl, 1 mmol/L e paroxon 5,5 mmol/L. A atividade
foi calculada utilizando-se o coeficiente de absortividade molar de 18,05 x 103 M cm™. A
atividade da paroxonase, expressa em U/L, € definida como a formagdo de 1 pumol de p-

nitrofenol por minuto, por litro de soro.

4.3.3 Técnicas Moleculares

4.3.3.1 Extragcdo do DNA gendémico

O DNA gendmico foi extraido a partir dos leucdcitos sanguineos pelo método de
precipitacao salina modificado por Salazar e cols. (1998). As amostras de sangue (1000 puL)
foram submetidas a lise celular com 900 puL de tampdo Tris-1 (Tris-HCl a 10 mM pH 8,0,
KCla 10 mM, MgCl, a 10 mM, EDTA a 2 mM pH 8,0) contendo Triton X-100 a 2,5 %. Apds
centrifugacdo, os nucleos celulares foram lisados com 220 uL do tampdo Tris-2 (Tris-HCI a
10 mM pH 8,0, KCl a 10 mM, MgCl, a 10 mM, EDTA a 2 mM pH 8,0, NaCl a 400 mM)
contendo SDS a 1 %. As proteinas foram removidas por precipitagdo salina com 100 puL de
NaCl 5M. O DNA presente no sobrenadante foi isolado e purificado por precipitacdo

etandlica e, finalmente, ressuspendido em 100 pL do tampao TE (Tris-HCl a 10 mM e EDTA



27

a 1 mM, pH 8,0) e mantido a —20 °C. Os ensaios foram realizados no Laboratério de Biologia

Molecular do Prof. Dr. Carlos Frederico Tourinho dos Santos da Unisul — Palhoga, SC.

4.3.3.2 Avaliagado eletroforética e quantificacdo do DNA gendomico

A integridade das amostras do DNA extraido foi avaliada por eletroforese em gel de
agarose a 1% em tampao TBE (Tris-HCl a 90 mM, acido bérico a 90 mM e EDTA a 2 mM)
em cuba eletroforética (Gibco BRL, Life Technologies Inc. Gaithersburg, MD, EUA)
(SAMBROOK e cols., 1989). O gel foi imerso em tampao TBE, e as amostras contendo 5 uL.
do DNA e 2 pL do tampao de amostra (azul de bromofenol a 0,25%, xilenocianol FF a 0,25%
e glicerol a 30%) foram aplicadas. Aplicaram-se também 5 UL do marcador de tamanho
molecular de DNA de 1 kb diluido no tampao de amostra 1:6 (v/v). A separacdo eletroforética
foi realizada a 100 V, por 45min, utilizando fonte modelo EPS 200 (Pharmacia LKB,
Uppsala, Suécia). Apos a eletroforese, as bandas de DNA foram visualizadas em trans-
iluminador modelo Macrovue (Pharmacia LKB, Uppsala, Suécia), sob luz UV, ap6s coloragao
do gel com brometo de etideo (0,5 mg/L). Os resultados foram documentados com o sistema
fotografico Polaroid modelo DS 34 (Cambridge, EUA). Esse e todos os demais ensaios
relativos as técnicas de biologia molecular foram realizados no Laboratério de Biologia

Molecular da FCEF-USP, sob orientagao do Prof. Dr. Mario Hiroyuki Hirata.

A quantificacdo e andlise do grau de pureza (relacdo A260/A280 = Absorbancia em
260 e 280 nm, respectivamente) dos extratos de DNA foram realizadas em espectrofotometro
Beckman DU 640 (Fullerton, CA, EUA), ap6s diluicdo das amostras (1:50 v/v) em tampao
TE, pH 8,0 (SAMBROOK e cols., 1989).

4.3.3.3 Andlise dos polimorfismos dos genes da paroxonase PON1-192 e PON2- 311

A genotipagem dos polimorfismos da PON1-192 (R/Q) e PON2-311 (S/C) foi
realizada pela técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase seguida pela andlise do
polimorfismo de tamanho de fragmentos de restricio (PCR-RFLP). Os iniciadores utilizados
na reacdo de PCR foram selecionados com base em dados previamente publicados e nas
informagdes do Banco de Dados do “National Institute of Health” (National Institute of
Health, 2003) e produzidos pela Life Technologies do Brasil (SP, Brasil). A homologia das
seqiiéncias dos iniciadores para cada regido polimérfica foi estudada empregando-se o

programa BLAST. As seqiiéncias dos iniciadores especificos de cada polimorfismo e os
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tamanhos de fragmentos amplificados sdo apresentados no Quadro 1.

Quadro 1 — Seqiiéncia de iniciadores dos polimorfismos estudados

Gene Seqiiéncia de iniciadores Fragmento

PON1-192 Sense 5'-CCATTATAGCTAGCACGAAGGC-3' 331 pb
Antisense  5-GCCATCGGGTGAAATGTTGA-3'
PON2-311 Sense 5'-GTTAAGTTATCGCACTTTGATGC-3' 294 pb

Antisense 5-CCTTAATCAGTGTGTCATTGTGG-3'

A amplificagdo dos genes PONI1-192 e PON2-311 foi realizada utilizando-se o
seguinte protocolo: 1 pL (~100 ng) da solu¢do de DNA gendmico, 5 pL de tampao da reacao
de PCR (Tris-HCl 10 mM, pH 9,0; KCl 50 mM; MgCl, 2,5 mM e (NH4),SO4 20 mM), 50
UM de cada deoxinucleotideo (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 100 pM de cada iniciador, 1 U da
enzima Taq polimerase e d4gua deionizada esterilizada para volume final de 50 puL. Os tubos
foram homogeneizados e colocados no termociclador PTC-200 (MJ Research, Watertown,
MA, EUA), com condi¢des de temperatura diferentes para cada sistema, como descrito a
seguir. Todos os dois sistemas tiveram trinta e cinco ciclos. Para o polimorfismo PON1-192
seguiu-se o seguinte protocolo: desnatura¢do inicial (hot start): 98 °C por 3min; amplificacdo:
94 °C por 1min (desnaturagdo), 55 °C por 2min (hibridacdo) e 72 °C por Imin (extensao);
extensdo final: 72 °C por 10min. Ao final a reacdo foi interrompida por esfriamento a 4 °C.
Para o polimorfismo PON2-311: desnaturacdo inicial (hot start): 98 °C por 3min;
amplificacdo: 94 °C por 1min (desnaturacdo), 52 °C por Imin (hibridac¢do) e 72 °C por 1min
(extensdo); extensdao final: 72 °C por 10min. Ao final, a reacdo foi interrompida por

esfriamento a 4 °C.

Os produtos de PCR foram avaliados em gel de agarose 2,0 % em tampao TBE,
utilizando-se uma cuba eletroforética horizontal da Gibco BRL (Life Technologies Inc.,
Gaithersburg, MD, EUA). Foram aplicados 7 pL do produto de PCR diluido em 1uL de
tampao de amostra (azul de bromofenol 0,25 %, xilenocianol FF 0,25 % e glicerol 30 %) e 5
UL do marcador do tamanho molecular de DNA de 100 pares de bases (bp) diluido também
no tampao de amostra em 1:6 (v/v). A separacdo eletroforética foi realizada a 100 V por

45min, utilizando-se fonte de energia da Pharmacia LKB modelo EPS200 (Uppsala, Suécia).
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Em seguida, o gel foi corado com brometo de etideo (0,5 mg/L) por 10min e as bandas
eletroforéticas foram visualizadas sob luz UV em trans-iluminador Pharmacia LKB Macrouve
(Uppsala, Suécia). O gel foi fotografado empregando o sistema de captura de imagens
Multimagen Light Cabinet (Alpha Innotech Co., EUA) e o tamanho das bandas dos produtos
de PCR foi analisado em relagdo ao do marcador de DNA empregando-se o programa de
andlise de imagens Chemilmager 4400 v 5.5 (Alpha Innotech Co, EUA). Os produtos de PCR

foram armazenados a —20 °C até a andlise por RFLP.

4.3.3.4 Reacado de restricdo dos produtos de PCR

Para a andlise dos polimorfismos genéticos da paroxonase, os produtos de PCR
especificos foram digeridos com as enzimas de restricdo Mbol e Ddel. A enzima Mbol foi
utilizada na pesquisa do polimorfismo PON1-192, com o seguinte protocolo: 1 uL. de tampao
de reagdo, 8,9 uL de produto de PCR e 1 U da enzima para volume final 10 uL. A enzima
Ddel foi utilizada na pesquisa do polimorfismo PON2-311: 1 uL. de tampao, 2,5 U da enzima
e 8,25 uL do produto de PCR, para volume final de 10 pL. Ambos os sistemas foram

incubados a 37 °C, por 2h, para posterior andlise dos fragmentos de restri¢cao.

4.3.3.5 Andlise dos fragmentos de restri¢do

Os produtos de digestdo enzimética dos polimorfismos PON1-192 e PON2-311 foram
identificados em gel de agarose 1 %. Foram aplicados 10 puL do produto de restricdo contendo
3 uL do tampao de amostra. Foram aplicados também 3 pul. de marcador de tamanho
molecular de DNA de 50 ou 100 pb diluido em tampao de amostra 1:6 (v/v). A separacdo
eletroforética foi realizada a 100 V durante 45min. O gel de agarose foi corado com brometo
de etideo e documentado, conforme previamente descrito. Apds a separacdo eletroforética,
observou-se a presenca dos fragmentos de diferentes tamanhos, de acordo com cada
polimorfismo: i) Para o polimorfismo PON1-192, o genétipo RR foi caracterizado pela
presenca dos fragmentos 181, 122 e 28 pb; homozigotos QQ: 181 e 150 pb e heterozigotos
RQ: 181, 150, 122 e 28 pb; ii) Para o polimorfismo PON2-311, a presenca dos fragmentos
129, 98, 67 pb indica o gendtipo CC; a presenca de fragmentos de 196 e 98 pb indica o
genotipo SS e de fragmentos de 196, 129, 98 e 67 pb caracteriza o genétipo CS.



30

4.3.4 Controle de Qualidade das andlises bioquimicas e moleculares

As determinagdes de colesterol total, triglicerideos, HDL-Colesterol e glicose foram
realizadas em paralelo com soros controle com valores baixo e alto (Precinorm e Precipath,

respectivamente, Roche - SP).

As amplificacOes realizadas pela técnica de PCR foram monitoradas utilizando-se o
controle de reagentes (tubo no qual sido adicionados todos os reagentes para a amplificagdo,
exceto a amostra de DNA) em cada conjunto de reacdes. Esse controle visa detectar possiveis
contaminacgdes dos reagentes de PCR por 4cidos nucléicos ou produtos de PCR. Também

foram repetidas de forma aleatdria 10 % de todas as reacdes de amplificacao.

As reacdes de restricdo enzimdtica foram monitoradas utilizando-se controle positivo,
que consiste na andlise de uma amostra de gen6tipo homozigético para a presenga do sitio de
restricdo em estudo, evitando-se interpretacdes erroneas dos genotipos por digestdo parcial
dos produtos de PCR com a enzima de restricio (ICCMB, 1999). Além disso, outra forma de
controlar a qualidade da identificacdo dos gendtipos foi a interpretacdo por dois analistas

separadamente.

4.3.5 Anadlise estatistica

Os resultados sdo apresentados com média * desvio padrao (DP). A distribuicao das
freqiiéncias génica e dos alelos foi avaliada pelo teste de qui-quadrado %2 (BEIGUELMAN,
1995). As diferencas inter e intragrupos foram determinadas utilizando-se os testes de andlise
de variancia (ANOVA) e teste complementar de Dunn. Os valores que ndo apresentaram
distribuicao normal foram submetidos a transformacgdo logaritmica. Persistindo a distribui¢dao
ndo gaussiana, as diferencas foram avaliadas pelos testes de Mann-Whitney ou Kruskal-
Wallis. Para a anélise de correlacdo foi utilizado o teste de Spearman. O nivel de significancia
considerado foi de 95 % (p < 0,05). Todas as andlises foram realizadas com o auxilio do

programa Sigma Stat para Windows, versao 2.0 da Jandel Scientific (Sigma Co., EUA).
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5 RESULTADOS

5.1 Caracteristicas biodemograificas, clinicas e laboratoriais dos pacientes diabéticos e

individuos do grupo controle.

A populagdo estudada foi composta de oitenta e dois individuos normoglicémicos
(grupo controle) e sessenta e um pacientes diabéticos (grupo diabético). Nao houve diferenca
significativa na distribui¢do de participantes do sexo masculino ou feminino entre os dois
grupos (p > 0,05; Tabela 1). No entanto, em ambos os grupos o percentual de mulheres foi
aproximadamente duas vezes superior ao percentual de homens (p < 0,05). Os pacientes
diabéticos apresentaram idade e indice de massa corporal (IMC) superiores aos participantes
do grupo controle (p < 0,05). Além disso, os valores de IMC indicaram a presenca de maior
percentual de pacientes obesos (IMC > 30 kg/m?) no grupo diabético (44,2 vs 14,6 %; p <
0,05). Ao contrério, no grupo diabético o percentual de pacientes com hipertensao arterial (PA
> 135/80 mmHg segundo IV Diretrizes Brasileira de Hipertensdo Arterial) (MION e cols,
2004) e fumantes foi significativamente menor quando comparado ao grupo controle (p <

0,05; Tabela 1).

Tabela 1 - Dados biodemograficos e caracteristicas clinicas dos pacientes diabéticos e
individuos do grupo controle.

Grupos
Controle (n = 82) Diabético (n = 61)

Género

Feminino 53 (64,6 %) ** 42 (68,8 %) **

Masculino 29 (35,4 %) 19 (31,2 %)
Idade (anos) 572+13,3 61,7t 10,0 *
IMC (kg/m?) 26,45+ 3,92 29,38 £5,50 *
IMC (> 30 kg/m?) 12 (14,6 %) 27 (44,2 %) *
Hipertensos 39 (47,6 %) 18 (29,5 %) *
Fumantes 09 (11,0 %) 03 (4,9 %) *
Ex-fumantes 16 (19,5 %) 20 (32,8 %) *

Os valores estio expressos como média + desvio-padrio. IMC, Indice de Massa Corporal; * p
< 0,05 comparado ao grupo controle; ** p < 0,05 comparado ao sexo masculino (teste ¢ de

Student e teste xz).
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Os resultados dos ensaios laboratoriais relacionados ao controle glicémico dos
participantes de ambos os grupos estdo mostrados na Tabela 2. Os pacientes diabéticos
apresentaram valores de glicemia em jejum e insulina superiores aos dos individuos do grupo
controle (p < 0,01). Os niveis de hemoglobina glicada (HbAc) nos pacientes diabéticos foram
de 7,8 + 2,1 %, aproximadamente 1 ponto percentual acima do limite superior de 7 %,
conforme sugerido pelos estudos clinicos e randomizados “Diabetes Control and

Complication Trial” (DCCT) e “United Kingdon Prospective Diabetes Study” (UKPDS).

Tabela 2 - Concentracdes séricas de glicose, insulina e hemoglobina glicada (HbA c) nos
participantes dos grupos controle e diabético.

Grupos
Controle Diabético p
Glicose (mg/dL)** 91,7+ 10,4 157,4 £ 60,8 0,001
(n=82) (n=061)
Insulina (uU/mL) * 6,6 £11,6 14,6 + 18,1 0,001
(n = 50) (n=61)
HbAc (%) N.D. 7,8+2,1 -

Os valores estdo expressos como média * desvio-padrdao. n = nimero de participantes. N.D. =
ndo determinado. * Teste de Mann-Whitney. ** Teste ¢ de Student. A varidvel glicose sofreu
transformacao logaritmica.

Os resultados das determinagdes laboratoriais do perfil lipidico dos participantes estao
apresentados na Tabela 3. As concentragdes de colesterol total e de colesterol da lipoproteina
de baixa densidade (LDL-C) ndo apresentaram diferencas significativas entre os dois grupos
estudados. Entretanto, concentracdes elevadas de triglicerideos e VLDL-C foram observadas
nos pacientes diabéticos em relacdo aos participantes do grupo controle (p < 0,05). As
concentracoes de colesterol da lipoproteina de alta densidade (HDL-C) dos pacientes

diabéticos foram significativamente inferiores aos do grupo controle (p < 0,01).
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Tabela 3 - Concentracdes séricas de lipideos e lipoproteinas dos pacientes do grupo diabético
e individuos do grupo controle.

Grupos
Parametros (mg/dL) Controle (n = 82) Diabético (n = 61) p
Colesterol total * 202,91 £ 25,84 212,21 £38,19 0,299
Triglicerideos ** 156,66 + 94,08 203,05 £ 99,91 0,001
HDL-C ** 51,73 £ 12,56 46,43 + 13,25 0,005
LDL-C * 119,85 £ 23,80 125,15 £ 35,22 0,888
VLDL-C ** 31,33 £ 18,82 40,61 = 19,98 0,001

Os valores estdo expressos como média + desvio-padrdo. n = nimero de participantes; HDL-
C, colesterol da lipoproteina de alta densidade; LDL-C, colesterol da lipoproteina de baixa
densidade; VLDL-C, colesterol da lipoproteina de densidade muito baixa. * Teste de Mann-
Whitney. ** Teste ¢t de Student (os valores dessas varidveis sofreram transformagdo
logaritmica).

5.2 Determinacao das Atividades Enzimaticas da Paroxonase (PON): Atividade

arilesterase e atividade paroxonase

Considerando que o substrato fisiolégico para a PON nao € conhecido, a atividade da
enzima foi determinada nas amostras de soro e de HDL dos participantes, utilizando-se dois
diferentes substratos: acetato de fenila (atividade arilesterase) e paroxon (atividade
paroxonase). A atividade arilesterase apresentou correlacdo positiva com a atividade
paroxonase no soro (r = 0,391; p < 0,05; Figura 1). Além disso, a andlise de correlagdo
mostrou que existe correlacdo positiva também entre a atividade arilesterase sérica e a
atividade arilesterase nas particulas de HDL isoladas por precipitacdo das lipoproteinas

contendo apolipoproteina B (r = 0,519; p < 0,05; Figura 2).
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Figura 1 - Atividades paroxonase e arilesterase da PON no soro de todos os participantes do

estudo (n = 143). Correlagdo de Spearman, r = 0,391 p < 0,05.
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Figura 2 - Atividade arilesterase da PON no soro e nas particulas de HDL de todos os

participantes do estudo (n = 143). Correlacao de Spearman, r = 0,519; p < 0,05.
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No entanto, ndo houve associacdo entre a atividade arilesterase da PON nas particulas
de HDL e a concentragdo de HDL-C, tanto nos individuos do grupo controle como nos

pacientes diabéticos. A Figura 3 mostra os resultados de ambos os grupos combinados.
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Figura 3 - Atividade arilesterase na HDL e concentracio de HDL colesterol de todos os
participantes do estudo (n = 143). Correlacdo de Spearman, r = 0,144; p > 0,05.

Os resultados dos ensaios demonstraram que as atividades arilesterase e paroxonase no

soro dos pacientes diabéticos ndo foram estatisticamente diferentes das atividades séricas nos

individuos do grupo controle (Figura 4).
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Figura 4 - Atividades paroxonase e arilesterase da enzima paroxonase no soro de individuos
do grupo controle e de pacientes diabéticos. Os resultados estdo expressos como média +
desvio-padrao. Grupo controle, n = 82; grupo diabético, n = 61; U = unidade de enzima:
quantidade de enzima que hidrolisa 1 umol de acetato de fenila por minuto, por mililitro de
soro (atividade arilesterase) ou 1 umol de paroxon por minuto, por litro de soro (atividade
paroxonase). Nao houve diferenca significativa entre os grupos (Testes t de Student e Mann-
Whitney).

Considerando a influéncia do hdbito de fumar na atividade da paroxonase, os
participantes de ambos os grupos de estudo foram estratificados em fumantes, ex-fumantes e
nao fumantes e a atividade da PON foi avaliada. O percentual de ndo fumantes foi semelhante
nos dois grupos (controle: 70 % vs diabético: 62 %; p > 0,05). No entanto, o percentual de
fumantes e ex-fumantes no grupo diabético foi de 5 % e 33 %, respectivamente, contra 11 % e
19 %, respectivamente, no grupo controle (p < 0,05). Os resultados da atividade paroxonase
ndo foram diferentes entre fumantes, ex-fumantes e ndo fumantes do grupo controle em
comparacdo com o grupo diabético (Tabela 4). Também ndo houve diferenca intra-grupo,
embora os fumantes de ambos os grupos apresentassem tendéncia a menores atividades (p =
0,07). Quando os valores dos dois grupos foram combinados foi possivel detectar a diferenca
estatistica na menor atividade dos fumantes (p < 0,05). O tabagismo afetou a atividade
arilesterase da PON nos individuos do grupo controle. A atividade sérica arilesterase, nos
individuos ndo fumantes do grupo controle, foi maior em comparag¢do com os individuos ex-

fumantes e fumantes (p < 0,05). No entanto, a atividade arilesterase no soro dos individuos do
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grupo controle ndo foi diferente daquela dos pacientes diabéticos, independente do hébito de

fumar.

Tabela 4 - Atividades paroxonase e arilesterase da PON no soro dos individuos do grupo
controle e pacientes diabéticos.

Fumantes Ex-fumantes Nao fumantes
Paroxonase (U/L)
Controle 226,9 +162,7 220,1 £ 152,6 315,4 +£210,3
(n=9) (n=16) (n=57)
Diabético 180,9 + 69,2 2159 +£129,1 359,5 £283,1
(n=3) (n =20) (n=37)
Todos 2039+ 1434 218,0+ 137,5 332,6 £240,8 *
(n=12) (n =35) (n=94)
Arilesterase (U/mL)
Controle 103,5 £ 23,7 99,5+293 119,5 +37,3 *
(n=9) (n=16) (n=57)
Diabético 119,2 £8.,5 110,7 £41,0 111,1 £34,2
(n=3) (n =20) (n=38)

Os resultados estdo expressos como média + desvio-padrdo. n = nimero de participantes. *p
< 0,05 comparado aos individuos ex-fumantes e fumantes (Mann-Whitney).

5.3 Avaliacao dos Polimorfismos PON1-192 e PON2-311 do gene da Paroxonase e

Distribuicio dos Genoétipos e da Freqiiéncia Alélica

5.3.1 Anadlise dos fragmentos de restricao do polimorfismo PON1-192

A identificacdo dos gendtipos do polimorfismo PON1-192 foi realizada pela andlise
dos fragmentos de restri¢do ap6s digestao com a enzima Mbo I, (Figura 5). O genétipo RR foi
caracterizado pela presenca de fragmentos com 28, 122, e 181 pb. O gendtipo heterozigoto
RQ foi identificado pela presenca de fragmentos com 28, 122, 150 e 181 pb e o gendtipo
homozigoto QQ pelos fragmentos com 150 e181 pb.
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Figura 5 - Produtos de restri¢do enzimdtica com Mbo I da regido polimérfica do gene PON1-
192, detectados em gel de agarose a 1%. Coluna M, marcador de tamanho molecular de DNA
de 50 bp; coluna 1, produto de PCR; coluna 2, genétipo QQ); coluna 3, genétipo RQ e coluna
4, genétipo RR.

5.3.2 Distribuigdo dos gendtipos e freqiiéncia alélica do polimorfismo PON1-192

A distribuicao dos genétipos e a freqiiéncia relativa dos alelos do polimorfismo PON1-
192 da enzima paroxonase, avaliada pelo teste do qui-quadrado (x?), mostraram que o
gen6tipo QQ foi 0 mais comum nos individuos dos grupos controle e diabético (50,0 e 47,5
%, respectivamente), seguido pelo RQ (39,0 e 44,3, respectivamente) e pelo de menor
freqiiéncia RR (11,0 e 8,2 %, respectivamente). Assim, o alelo Q foi o mais freqiiente (70,0
%) em ambos os grupos. Ndo houve diferenca significativa na distribui¢cdo de gendtipos e
freqliéncia de alelos entre os pacientes diabéticos e individuos controle (p > 0,05, teste xz),

(Tabela 5).
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Tabela 5 - Distribui¢do dos gendétipos e freqiiéncia relativa de alelos para o
polimorfismo PON1-192 nos individuos dos grupos controle e diabético.

Grupos Genotipos (%) Freqiiéncia Alélica
QQ RQ RR Q R
Controle 50,0 39.0 11,0 0,70 0,30
n=2_82
Diabético 47,5 443 8,2 0,70 0,30
n=06l1

Nio houve diferenca significativa. Distribuicdo de gendtipos: x° = 0,552 (2 gl, p =
0,759). Freqiiéncia alélica: x2 =0,001 (1 gl, p =0,977).

5.3.3 Andlise dos fragmentos de restrigdo do polimorfismo PON2-311

Para a pesquisa do polimorfismo PON2-311 foi utilizada a digestdo com a enzima Dde

I e os produtos de restricdo enzimética estdo mostrados na Figura 6.

200 pb >
100 pb =

Figura 6 - Produtos de restri¢do enziméatica com Dde I da regido polimérfica do gene PON2-
311. Coluna M, marcador de tamanho molecular de DNA de 100 bp; coluna 1, genétipo SS;
coluna 2, gendétipo CS e coluna 3, gendtipo CC.

Na presenca do sitio de restri¢do para Ddel, a presenga dos fragmentos 67, 98 e 129 pb
indica genétipo CC. A presenga de fragmentos de 98 e 196 pb indica gendtipo SS, e os
fragmentos de 67, 98, 129 e 196 pb caracterizam o genétipo SC.

5.3.4 Distribuicdo dos gendtipos e freqiiéncia alélica do polimorfismo PON2-311

A distribuicao dos genétipos e a freqii€ncia relativa dos alelos do polimorfismo PON2-
311 nos individuos do grupo controle e nos pacientes diabéticos estdo apresentados na Tabela
6. A freqiiéncia dos genétipos CC, SC e SS nos individuos do grupo controle foi de

aproximadamente 6, 24 e 70 %, respectivamente, e aproximadamente 3, 39 e 57 % nos
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pacientes diabéticos, respectivamente. A freqiiéncia relativa dos alelos C e S foi de
aproximadamente 20 % para o alelo C e 80 % para o alelo S, para ambos os grupos (p > 0,05,

teste xz).

Tabela 6 - Distribuicio dos gendtipos e freqii€ncia relativa de alelos para o
polimorfismo PON2-311 nos individuos dos grupos controle e diabéticos.

Grupos Genoétipos (%) Freqiiéncia alélica
CC SC SS C S
Controle 6,1 24,4 69,5 0,18 0,82
n=82
Diabético 33 39,3 57,4 0,23 0,77
n=061

Nao houve diferenca significativa. Distribui¢do de genotipos: ¥*=3911 (2 gl, p=
0,142). Freqiiéncia alélica: x2 =0,939 (1 g/, p=0,333).

5.4 Avaliaciao da Influéncia do Polimorfismo PON1-192 no Perfil Glicémico, no Perfil

Lipidico e na Atividade Enzimatica

5.4.1 Associacdo entre o polimorfismo PONI1-192 e o perfil glicémico dos individuos do

grupo controle e pacientes diabéticos

O efeito do polimorfismo PON1-192 nos niveis de glicose e insulina estd mostrado na
Tabela 7. A concentracdo de glicose e de insulina nos pacientes diabéticos foi superior aquela
dos individuos do grupo controle (p < 0,05), independente do gendtipo. No entanto, a
concentracdo de glicose nos pacientes diabéticos portadores do gendtipo RR foi
aproximadamente 2,3 vezes superior aos controles RR. Nos pacientes diabéticos com
genétipo RR, os niveis de insulina foram aproximadamente 2,5 vezes superiores aos valores
observados nos pacientes portadores dos gendtipos QQ e RQ, e aproximadamente seis vezes
maiores em relacdo aos individuos RR do grupo controle (Tabela 7). Entretanto, essas
diferencas nao foram estatisticamente significativas devido ao pequeno nimero de pacientes e

a grande dispersao dos resultados.
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Tabela 7 - Concentracdes plasmaticas de glicose e insulina de acordo com os
geno6tipos do polimorfismo PON1-192 nos individuos do grupo controle e pacientes
diabéticos.

Controle (n = 82) Diabético (n = 61)
QQ RQ RR QQ RQ RR
(n=41) (n=32) (n=09) (n=29) (n=27) (n=05)
Glicose 93,5 90,8 86,7 150,5 159,9 198,0

(mg/dL) +10,5 10,2 +9,3 572 % + 60,4 * +772%

Controle (n = 50) Diabético (n = 61)
QQ RQ RR QQ RQ RR
(n=24) (n=19) (n=07) (n=29) (n=27) (n=05)
Insulina 7,9 5,5 5,0 12,4 13,6 31,8
(WU/mL) +16,0 54 +3,2 +10,9 * +132% +48,1

Os valores estdo expressos como média + desvio-padrdo. n = nimero de participantes.
*p < 0,05 comparado ao respectivo gendtipo do grupo controle.

A consistente, ainda que ndo significativa, tendéncia de niveis maiores de glicose no
gendtipo RR, seguido do gendtipo RQ, e menores valores no gendtipo QQ nos pacientes
diabéticos, e a tendéncia inversa nos individuos do grupo controle, ou seja, QQ > QR > RR,

pode ser melhor visualizada na Figura 7.

A concentracdo de hemoglobina glicada nos pacientes diabéticos nao foi influenciada

pelos genétipos do polimorfismo PON1-192 (Tabela 8).

Tabela 8 - Concentracdes de Hemoglobina Glicada (%) de acordo com os gendtipos dos
polimorfismos PON1-192 e PON2-311 nos pacientes diabéticos.

PON1-192 PON2-311
QQ QR RR CC CS SS
(n=28) (n=28) n=5) n=2) (n=24) (n=235)

7,79£2,08 798+£221 686%+157 740+x1,70 8,04%+249 7,66+ 1,85

Os valores estdo expressos como média * desvio-padrao. Nao houve diferenca
significativa entre os genétipos (ANOVA).
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Figura 7 - Efeito do polimorfismo PON1-192 na glicemia de jejum dos grupos controle (n =
82) e diabético (n = 61). Os valores estdo expressos como média + desvio-padrdo. * p < 0,05
quando comparado ao respectivo controle. Controle: QQ, n = 41; RQ, n = 32; RR, n = 09.
Diabético QQ, n =29; RQ, n=27; RR, n=05.

5.4.2 Associacdo entre o polimorfismo PON1-192 e o perfil lipidico dos individuos do grupo

controle e pacientes diabéticos

A influéncia dos genétipos do polimorfismo PON 1-192 nas concentracdes séricas de
lipideos nos pacientes diabéticos e individuos do grupo controle estd apresentada na Tabela 9.
Apesar de os valores de triglicerideos estarem aproximadamente 1,8 vezes maiores nos
pacientes diabéticos RR em relacdo aos individuos RR do grupo controle, ndo foram
encontradas diferencas significativas nas concentragdes de triglicerideos e dos demais lipideos

entre os gendtipos, tanto no grupo dos diabéticos como no grupo controle.



Tabela 9 - Concentracdes séricas de lipideos de acordo com os gen6tipos do polimorfismo PON1-192 nos individuos do grupo
controle e pacientes diabéticos

Controle (n = 82) Diabético (n = 61)
QQ RQ RR QQ RQ RR
(n=41) (n=32) (n=09) (n =29) (n=27) (n =05)
CT 207,9£20,9 197,5+£22,7 1994 £ 12,4 211,9£39,9 210,4 £37,6 223,4+36,5
TG 162,4 £100,0 151,2+£92,0 150,1 £75,9 218,1+118,3 179,5 £ 62,4 273,0t111,5
HDL-C 51,5+124 52,3+ 13,7 50,6 £9,1 41,8+ 11,0 50,9+ 144 45,0+8,2
LDL-C 1239+ 18,5 114,8 + 30,4 118,7+ 154 126,8 + 34,0 123,5 £ 36,2 123,8 £43,6

Os valores estdo expressos como média * desvio-padrao (mg/dL). Abreviaturas: CT, colesterol total; TG, triglicerideos; HDL-C,
HDL-colesterol; LDL-C, LDL- colesterol. Nao houve diferenca significativa entre os dois grupos e/ou entre os genotipos.
ANOVA-Kruskal-Wallis. Os valores de TG e HDL-C sofreram transformagdes logaritmicas.

9%
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5.4.3 Influéncia do polimorfismo PONI-192 nas atividades paroxonase e arilesterase da

PON nos individuos do grupo controle e pacientes diabéticos

A influéncia dos genétipos do polimorfismo PON1-192 nas atividades paroxonase e
arilesterase estd apresentada na Figura 8 e na Figura 9, respectivamente. O polimorfismo
PON1-192 modificou a atividade paroxonase da PON no soro dos participantes dos grupos
controle e diabético (Figura 8). A atividade paroxonase foi significativamente menor nos
portadores do genétipo QQ, intermedidria nos portadores do genétipo RQ e maior no genétipo
RR (p < 0,05). No entanto, a atividade arilesterase sérica nao foi afetada pelo polimorfismo

PON1-192 em nenhum dos grupos estudados (Figura 9).

PON1-192 Paroxon
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Figura 8 — Influéncia dos genétipos do polimorfismo PON1-192 sobre a atividade
paroxonase em individuos do grupo controle e pacientes diabéticos. Os valores estdo
expressos como média * desvio-padrdo. U = Unidade de enzima (umol/L). * p < 0,05 em
relacdo aos gendtipos RQ e QQ do mesmo grupo (ANOVA e teste complementar de Dunn).
Controle QQ, n=41; RQ, n =32; RR, n =09 . Diabético QQ, n =29; RQ, n =27; RR, n = 05.
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Figura 9 - Influéncia dos gend6tipos do polimorfismo PON1-192 sobre a atividade arilesterase
em individuos do grupo controle e pacientes diabéticos. Os valores estdo expressos como
média £ desvio-padrao. U = Unidade de enzima (Lmol/ml). Controle QQ, n = 41; RQ, n = 39;
RR, n = 09. Diabético QQ, n = 29; RQ, n = 27; RR, n = 05. Nao houve diferenca significativa
(p>0,05; ANOVA).

5.5 Avaliacio da Influéncia do Polimorfismo PON2-311 no Perfil Glicémico, no Perfil

Lipidico e na Atividade Enzimatica da PON.

5.5.1 Efeito do polimorfismo PON2-311 no perfil glicémico dos individuos do grupo

controle e pacientes diabéticos

O polimorfismo PON2-311 ndo afetou a concentracdo de glicose e insulina nos
individuos do grupo controle ou nos pacientes diabéticos. Os niveis de glicemia em jejum e de
insulina foram superiores nos pacientes diabéticos em relagdo aos individuos do grupo
controle, independente do genétipo do polimorfismo PON2-311 (Tabela 10). Além disso, a
concentracdo de hemoglobina glicada nos pacientes diabéticos ndo foi influenciada pelos

genotipos do polimorfismo PON2-311 (Tabela 8).
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Tabela 10 - Concentragdes plasmaticas de glicose e insulina de acordo com os
geno6tipos do polimorfismo PON2-311 nos individuos do grupo controle e pacientes
diabéticos.

Controle (n = 82) Diabético (n = 61)
CC SC SS CC SC SS
(n=05) (n=20) (n=57) (n=02) (n=24) (n=35)
Glicose 99,8 89,9 91,6 185,5 166,2 151,8

(mg/dL) +54 93 +10,8 + 88,4 + 60,4 60,3

Controle (n = 50) Diabético (n = 61)
CC SC SS CC SC SS
n=04) (n=10) (n=36) (n=02) (n=24) (n=35)
Insulina 3,6 7,0 6.8 16,1 16,4 13,2
(WU/mL) +1,8 6,5 132 5.2 +24.7 11,5

Os valores estdo expressos como média t desvio-padrao. Nao houve diferencas
significativas inter ou intra-grupos (ANOVA).

5.5.2 Efeito do polimorfismo PON2-311 no perfil lipidico nos individuos do grupo controle

e pacientes diabéticos

A Tabela 11 mostra os resultados dos lipideos e lipoproteinas séricas dos individuos
do grupo controle e pacientes diabéticos segundo a estratificacio pelos gendtipos do
polimorfismo PON2-311. Em geral, embora as diferencas ndo tenham sido significativas
devido, provavelmente, ao pequeno nimero de individuos avaliados e a dispersdo dos
resultados, os valores de triglicerideos foram superiores e os niveis de HDL-C foram
inferiores nos pacientes diabéticos. No entanto, € possivel observar que os pacientes
diabéticos (n = 2) portadores do genodtipo CC possuem niveis menos desejaveis de
triglicerideos e HDL-C em comparacdo com os individuos do grupo controle com genétipo

CC (n=5) (Tabela 11).



Tabela 11-Concentracdes séricas de lipideos de acordo com os genétipos do polimorfismo PON2-311 nos individuos do grupo
controle e pacientes diabéticos

Controle (n=82) Diabético (n=61)
CC SC SS CC SC SS
(n=05) (n = 20) (n=57) (n=02) (n=24) (n = 35)
CT 204,6 £ 11,9 2142 £ 14,8 198,8 £ 28,6 186,0 £ 0,01 215,5+£32,5 211,5+42,5
TG 136,4+ 39,2 191,5 £107,8 146,2 £ 90,3 210,0 £ 46,7 186,6 £ 80,5 2182+ 111,6
HDL-C 54,0+£7,2 50,9 £ 16,9 51,8+ 11,3 355+6,4 50,1+ 134 43,7+ 12,6
LDL-C 123,3£8,6 191,5 £107,8 146,2 £ 90,3 108,5 £ 16,0 128,0 £ 26,4 1242+ 41,1

Os valores estdao expressos como média *+ desvio-padrdao (mg/dL). Nao houve diferenca significativa intra ou inter-grupos
(ANOVA-Kruskal-Wallis) As varidveis TG e HDL-C sofreram transformacgdes logaritmicas. Abreviaturas: CT, colesterol total;
TG, triglicerideos; HDL-C, HDL-colesterol e LDL-C, LDL- colesterol.

Ly
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5.5.3 Efeito do polimorfismo PON2-311 na atividade enzimdtica sérica da PON nos

individuos do grupo controle e pacientes diabéticos

A acdo do polimorfismo PON2-311 nas atividades paroxonase e arilesterase pode ser
observada na Figura 10 e na Figura 11, respectivamente. Os individuos do grupo controle
portadores do gendtipo SS apresentaram atividade paroxonase significativamente menor que
os individuos portadores dos demais gendtipos (p < 0,05). No entanto, esse efeito ndo foi

observado nos pacientes diabéticos (Figura 10).
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Figura 10 - Influéncia dos genétipos do polimorfismo PON2-311 sobre a atividade
paroxonase em individuos do grupo controle e pacientes diabéticos. Os valores estdo
expressos como média t desvio-padrao. Grupo controle: CC, n = 5; SC, n = 20; SS, n = 57.
Grupo diabético: CC, n = 2; SC, n = 24; SS, n = 35. * p < 0,05 comparado aos demais

genotipos do respectivo grupo. U = unidade, quantidade de enzima que hidrolisa 1 umol de
paroxon por minuto, por litro de soro.

A atividade arilesterase no soro dos individuos do grupo controle portadores do
genotipo SS foi menor em comparacdo com os demais gendtipos (p < 0,05). Entretanto, nos
pacientes diabéticos a atividade arilesterase ndo sofreu influéncia do polimorfismo PON2-311
(Figura 11).
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Figura 11 — Atividade arilesterase da PON de acordo com o polimorfismo PON2-311.0s
valores estdo expressos como média * desvio-padrdo. Grupo controle: CC, n = 5; SC, n = 20;
SS, n = 57. Grupo diabético: CC, n = 2; SC, n = 24; SS, n = 35. * p < 0,05 comparado aos
demais gendtipos do respectivo grupo. U = unidade, quantidade de enzima que hidrolisa 1
pmol de acetato de fenila por minuto, por mililitro de soro.
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6 DISCUSSAO

A doenca arterial coronariana (DAC) é a mais importante complicagdo do diabetes
mellitus tipo 2 (DM2). A doenca cardiovascular é diagnosticada em mais de 50% dos
diabéticos e € responsdvel por 75 a 80 % das internacdes hospitalares e Obitos
(DONANGELO e OLIVEIRA, 2004). Multiplos fatores contribuem para a aterosclerose
acelerada nos pacientes diabéticos. Esses fatores incluem os riscos tradicionais, como
obesidade, hipertensdo e dislipidemia, juntamente com modificagdes das lipoproteinas e
outras proteinas pela glicacdo e oxida¢do, aumento da coagulagdo e, possivelmente,
resisténcia insulinica (MOORADIAN, 2003). A aterosclerose pode resultar de uma condi¢do
conhecida como estresse oxidativo, o qual € caracterizado por um desequilibrio entre a
geracdo de radicais livres e os sistemas seqiiestradores de radicais. O estresse oxidativo e a

oxidagdo da LDL tém sido propostos como um dos mais importantes mecanismos que

aceleram o processo aterosclerético.

Ao conhecido mecanismo protetor da aterosclerose atribuido a HDL por sua
participacdo no transporte reverso do colesterol, tem-se somado a descoberta de uma fungao
antioxidante da HDL contra a peroxidagdo lipidica da LDL. Essa caracteristica adicional da
HDL pode ser decisiva, tendo em vista que exerce a sua agdo prevenindo ou atenuando a
formag¢do da placa de ateroma. Neste sentido, o paradigma protetor da HDL tem se ampliado
substancialmente e, parece, que ndo s6 a quantidade de HDL € importante, mas também os
aspectos qualitativos antioxidantes da particula. A presenca da enzima antioxidante
paroxonase (PON) nas particulas de HDL, a qual condiciona a capacidade da HDL inibir o

processo oxidativo da LDL no espaco sub-endotelial, consolida essa hipdtese.

Evidéncias experimentais sugerem que a diminuicdo na atividade sérica da PON pode
ocorrer como parte de uma resposta inflamatéria. A diminui¢do cronica na atividade da PON
pode aumentar a susceptibilidade a aterosclerose e a diminuicdo aguda, devido a alguma
intercorréncia inflamatéria aguda, poderia exacerbar a oxida¢do da LDL, induzindo a
formagdo de células espumosas sobre uma lesdo ateromatosa pré-existente, debilitando a capa
fibrosa da placa e predispondo a ruptura e a evento isquémico agudo devido a formacao de
coagulo sobre a superficie da lesao (DURRINGTON e cols., 2001). Assim, considerando-se

que a capacidade antioxidante das particulas de HDL depende quase que exclusivamente da
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enzima PON, parece plenamente justificado pesquisar quais fatores modulam ou permitem

aumentar a sua atividade.

A atividade plasmatica da paroxonase varia grandemente entre os individuos e a base
molecular para essa variagdo pode ser devido aos polimorfismos da paroxonase (ADKINS e
cols., 1993; AUBO e cols., 2000, LEUS e cols., 2001). O interesse pela paroxonase no
contexto da aterosclerose surgiu apds os relatos de que a atividade sérica da enzima estava
diminuida em pacientes que tinham sofrido infarto do miocardio (McELVEEN e cols., 1986).
Estudos posteriores indicaram que a atividade da paroxonase também estava diminuida em
pacientes com hipercolesterolemia familiar e com diabetes mellitus tipo 1 (MACKNESS e
cols., 1991; ABOTT e cols, 1995). Ambas as condicdes apresentam uma susceptibilidade
aumentada para o desenvolvimento da aterosclerose, indicando uma provavel relagdo entre a
paroxonase e a aterosclerose e, possivelmente, um envolvimento da paroxonase nas

propriedades antiaterogénicas da HDL.

Apesar de algumas inconsisténcias, existem relatos de que os polimorfismos da
paroxonase, PONI1-192, PONI-55 e PON2-311, estao associados com as doencgas
cardiovasculares e outras complicacdes em pacientes com diabetes mellitus, e também estao
envolvidos com a atividade da enzima (MACKNESS e cols., 1991; RUIZ e cols., 1995;
RUIZ, 1997: AUBO e cols., 2000, MALIN e cols., 2001). Caso essas associagdes se
confirmem em pacientes diabéticos sem doenca aterosclerdtica estabelecida, poderd haver
uma opg¢ao adicional de ensaios laboratoriais para se prever as complicacdes do diabetes
mellitus. Considerando a falta de informacgdes sobre esse tema na populacdo de pacientes
diabéticos existentes em nosso meio, analisamos a distribui¢cdo genotipica e a freqiiéncia
alélica dos polimorfismos PON1-192 e PON2-311 da paroxonase, bem como o efeito desses
polimorfismos na atividade enzimética, no controle glicémico e no perfil lipidico de pacientes

diabéticos tipo 2 de Floriandpolis e da regido sul de Santa Catarina (Tubarao e Turvo).

A populagdo de pacientes diabéticos avaliada nesse estudo apresentou indice de massa
corporal superior aos individuos do grupo controle, bem como um percentual maior de
pacientes obesos (IMC > 30 kg/m% Tabela 1). A associacdo entre obesidade e diabetes
mellitus tipo 2 é bem conhecida. Em geral, mais de 85 % dos pacientes diabéticos tipo 2 sao
obesos. Grandes estudos prospectivos demonstraram que 64 % dos casos de DM2 em homens

e 74 % em mulheres poderiam, teoricamente, ser evitados se nenhum individuo apresentasse
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IMC superior a 25 kg/m”. A sindrome de resisténcia insulinica associa-se de forma ubiqua
com a obesidade e 0o DM2 e, provavelmente, tem um papel importante na patogenia do DM2 e
da prépria obesidade (CARNEIRO, 2004). O IMC em pacientes diabéticos tipo 2 ndo tem
sido associado aos polimorfismos PON1-192 e PON2-311 (PINIZZOTTO e cols., 2001).
Entretanto, o grau de obesidade interage com o polimorfismo PON2 influenciando o risco de
nefropatia diabética, mas a patofisiologia ainda ndo € conhecida (PINIZZOTTO e cols.,

2001).

Conforme esperado, os pacientes diabéticos avaliados nesse estudo apresentaram
valores de glicose e de insulina superiores aos dos individuos do grupo controle (Tabela 2). Ja
€ bem conhecida a influéncia da hiperglicemia para o desenvolvimento e amplificacdo do
processo aterosclerdtico, tornando-a assim um fator de risco. A glicose ativa vias metabdlicas
do poliol, proteina quinase C e da producdo de produtos finais de glicacdo. Quando ha
deficiéncia insulinica, ou resisténcia a insulina como no DM?2, a hiperglicemia se desenvolve
a partir de trés processos: i) aumento da gliconeogénese; ii) glicogendlise acelerada; e iii)
reducdo na utilizacdo periférica da glicose (ZAJDENVERG e OLIVEIRA 2004). A
hiperglicemia cronica, com distirbios no metabolismo dos carboidratos, lipideos e proteinas,
estd associada com danos, disfuncdes e insufici€éncia de varios 6rgdos. A hiperglicemia esta
relacionada com o estresse oxidativo, o qual, por sua vez, estd associado a modificacdo das
lipoproteinas, a lesdo do endotélio e a producdo de resposta alterada de vasodilatacdo a
isquemia (HEDRICK e cols., 2000; BECKMAN e cols,. 2002; BOZZA e cols., 2004). Além
disso, concentragdes pouco elevadas de glicose parecem aumentar a aderéncia dos mondcitos
nas células do endotélio adrtico humano, um evento chave para a aterogénese (KOYA e
KING, 1998; HEDRICH e cols., 2000). Outra consideragdao importante ¢ a formacdo ndo
enzimatica dos produtos finais de glicacdo, normalmente conhecidos pela sigla AGE’s,
através da longa exposi¢ao de proteinas e lipideos a glicose. Os produtos finais de glicacao
estdo aumentados nos diabéticos e estdo associados com a gravidade das complicacdes
(VLASSARA e PALACE, 2002; ZAJDENVERG e OLIVEIRA, 2004; BOZZA, e cols.,
2004). Nos diabéticos, a glicacdo das apolipoproteinas correlaciona-se positivamente com os
indicadores de controle glicémico, como a HbAlc. A glicacdao de enzimas ou apolipoproteinas
envolvidas no metabolismo da HDL também pode causar anormalidades na funcdo da HDL e
contribuir para a aceleracdo da aterogé€nese em pacientes diabéticos. Moorandian (2003)
mostrou que a glicacdo da HDL diminui varias funcdes chaves da particula, deixando-a mais

pré-aterogénica. Essas funcdes incluem a associagdo da HDL com a lipase hepética e
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propriedades antioxidantes mediadas, principalmente, pela paroxonase. A glicagdo da PON

purificada causou uma reducdo da sua atividade em 40 % (HEDRICK e cols., 2000).

A resisténcia insulinica € definida como uma condicao, genética ou adquirida, em que
ocorre menor utilizagdao de glicose pelos tecidos em resposta ao estimulo insulinico. Quando
as células B tornam-se incapazes de aumentar a secre¢do de insulina a ponto de vencer a
resisténcia tecidual e promover a captacdo de glicose, surge a hiperglicemia em graus
variados. O tecido adiposo visceral caracteriza-se por intensa atividade lipolitica, o que resulta
em producdo de 4cidos graxos para a circulacdo. A elevada concentragdo de 4cidos graxos
livres na circulagdo provoca uma série de conseqii€éncias metabdlicas, especialmente no
figado, pancreas e tecidos periféricos, como, por exemplo, o aumento da gliconeogénese.
Desse modo, eleva-se a glicemia, que por sua vez acarreta secre¢do pancredtica de insulina,
favorecendo a hiperinsulinemia. Tanto devido a hiperinsulinemia crdnica, como pela
competicdo dos dcidos graxos circulantes na captagdo muscular de substratos, a glicose €
menos captada em resposta a insulina, caracterizando o estado de resisténcia insulinica
(DONNAGELO e OLIVEIRA, 2004). O estresse oxidativo também pode contribuir para o

diabetes e suas complicagdes, por predispor a resisténcia insulinica (LEVIEV e cols., 2001).

Atualmente, o controle glicémico dos pacientes € feito com base nos resultados da
HbA/c. Os niveis médios de HbAc verificados nesse estudo foram de 7,8 % (Tabela 2). Esse
valor de HbAc sugere que as medidas terapéuticas e/ou educacionais adotadas ainda nao sao
efetivas a ponto de proporcionar aos pacientes um controle glicEmico que os deixe dentro dos
valores recomendados de HbAc <7 %, os quais sdo necessarios para retardar o aparecimento
das complica¢des do DM2, conforme sugerido pelos estudos DCCT e UKPDS. Segundo esses
estudos, para cada 1 % de reducdo nos niveis de HbA;c, os riscos de complicacdes
microvasculares sdo reduzidos em 25 % e a ocorréncia de infarto do miocdrdio em 18 %

(ZAJDENVERG e OLIVEIRA, 2004).

O perfil lipidico dos pacientes avaliados nesse estudo € cldssico de pacientes com
diabetes mellitus tipo 2 (Tabela 3). Conforme observado, as anormalidades lipidicas mais
comuns nessa patologia sdo a elevacdo dos niveis de triglicerideos e a redu¢ao do HDL-C,
enquanto que o colesterol total e a LDL-C podem permanecer inalterados (KOPPRASCH e
cols., 2003, DONANGELO e OLIVEIRA, 2004). A prevaléncia de niveis elevados de LDL-C

em diabéticos ndo €, normalmente, diferente dos niveis encontrados na populagdo ndo
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diabética (GINSBERG e TUCK, 2001; MOORADIAN, 2003). Entretanto, a concentracao de
LDL ndo deve ser negligenciada, considerando-se, principalmente, as modificacdes que
ocorrem nas lipoproteinas dos pacientes diabéticos. As particulas de LDL dos diabéticos sao
mais densas e menores, se oxidam mais facilmente e, portanto, sdo pro aterogénicas. A LDL
pequena e densa estd, também, associada a outras condicdes aterogénicas como
hipertrigliceridemia e niveis diminuidos de HDL-C, resisténcia insulinica e hiperinsulinemia
(SANTOS, 2001). Nos diabéticos essa alteracdo acontece mesmo com niveis normais de

triglicerideos.

A relacdo entre hipertrigliceridemia e aterosclerose nao foi suficientemente
comprovada em grandes estudos populacionais. Assim, apesar de existirem controvérsias
acerca da hipertrigliceridemia como fator de risco independente para a DAC em nao
diabéticos na auséncia de redu¢cdo de HDL-C ou elevacio de LDL-C, os niveis de
triglicerideos em pacientes diabéticos estdo positiva e independentemente associados com o
aumento do risco para DAC (BOZZA, e cols., 2004). Tanto o aumento na produ¢do hepatica
de VLDL, como a reducdo no metabolismo da VLDL por diminuicdo da atividade da lipase
lipoprotéica, contribuem para a hipertrigliceridemia e resultam em baixas concentracdes de
HDL-C (MOORADIAN, 2003). Além disso, a composicdo da VLDL e IDL € anormal. As
particulas s@o menores e mais densas, o que as torna mais aterogé€nicas (DONANGELO e

OLIVEIRA, 2004).

A HDL também sofre mudangas na sua composicao, apresentando maior concentracao
de triglicerideos e um aumento na relagdo colesterol/proteina por deplecao de apo A. Tanto as
alteracOes qualitativas como as quantitativas correlacionam-se com a baixa atividade da
enzima lipase lipoprotéica. A glicacdo ndo enzimética também pode interferir na ligagdo com
o receptor da HDL, contribuindo, assim, para os baixos niveis de HDL e de apo A, que sao

comuns em pacientes diabéticos tipo 2 (DONANGELO e OLIVEIRA, 2004).

Virios estudos procuram demonstrar que o polimorfismo da paroxonase esta associado
as complicacdes em pacientes diabéticos, inclusive DAC, e a atividade da enzima (RUIZ e
cols., 1995; ODAWARA e cols., 1997; PFOHL e cols., 1999; JAMES, e cols., 2000a, OSEI-
HYIAMAND, e cols.,, 2001). A distribuicdo génica e a freqiiéncia dos alelos dos
polimorfismos da PON avaliados nesse estudo, PON1-192 e PON2-311, foram semelhantes

entre os individuos do grupo controle e os pacientes diabéticos tipo 2 (Tabela 5 e Tabela 6).
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Esses resultados estdo de acordo com outros estudos (MALIN, e cols., 1998; AUBO e cols.,
1999; PFHOL e cols., 1999; MACKNESS, e cols., 2000) e, inclusive, semelhantes a
distribuicao encontrada na populagdo caucasiana brasileira (ALLEBRANT e cols., 2002). A
populacio do presente estudo foi formada por caucasianos com grande influéncia de
imigrantes europeus, composta principalmente por descendentes italianos e alemaes.
Allebrant e cols. (2002) relataram a presenca de diferencas significativas entre a freqiiéncia
alélica dos polimorfismos PON1-192 e PON1-55 nos afro-brasileiros, em comparacdo com
euro-brasileiros sauddveis, demonstrando a importancia dos grupos étnicos. Na raca negra
brasileira o percentual de portadores do gendtipo QQ foi inferior aos caucasianos
(ALLEBRANDT e cols., 2002). Em relacdo ao polimorfismo PON2-311 no presente estudo,
obtivemos um pequeno nimero de portadores do genétipo CC da PON2-311, tanto no grupo
controle (6,0 %) como nos diabéticos (3,3 %). Resultado similar foi obtido por Leus e cols.

(2001) em pacientes com hipercolesterolemia familiar.

Como mencionado anteriormente, o alelo R do polimorfismo PON1-192 tem sido
associado a DAC em pacientes diabéticos tipo 2 (RUIZ e cols., 1995; SERRATO e cols.,
1995, ODAWARA e cols., 1997; MACKNESS, e cols., 2001). Em relacdo aos polimorfismos
do gene PON2, novamente a presen¢a do diabetes mellitus € importante em determinar se os
polimorfismos estdo associados ao risco para o desenvolvimento da DAC (HEGELE e cols.,
1997). No entanto, as etnias parecem exercer uma fun¢do ainda maior. Por exemplo, dentro da
populacdo caucasiana, o genétipo Q do polimorfismo PON1-192 predomina, enquanto que
nos orientais e negros o genétipo R é mais comum (MACKNESS e MACKNESS, 2004),
apesar da incidéncia de DAC nessas racas (pelo menos nos seus paises de origem) ser menor
que nos caucasianos. O polimorfismo PON2-311 parece estar associado com o risco
aumentado para a DAC em sul asidticos (indianos) e chineses, mas nao em malaios e
caucasianos (SANGHERA, e cols., 1998). Recentemente, Wheeler e cols. (2004) publicaram
uma meta-andlise dos estudos genéticos epidemioldgicos existentes até essa data. Eles
investigaram os polimorfismos 55, 108 e 192 da PON1 e o polimorfismo 311 da PON2 e as
suas associagdes com a DAC em 12.786 individuos controles e 11.212 pacientes com DAC.
Nao houve associacdo significativa com a DAC para nenhum dos polimorfismos avaliados.
Os autores concluiram que estudos maiores e avaliagdes mais rigorosas sdo necessarios para
investigar os polimorfismos genéticos da PON e a DAC. No entanto, os resultados da meta-
andlise ndo consideraram as diferentes etnias e, assim, € possivel que os polimorfismos da

PON possam ainda representar um fator de risco para a DAC em grupos étnicos particulares.
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Segundo Aubd e cols. (2000), é perfeitamente concebivel que o polimorfismo PON1-
192 produza apenas efeito no risco para DAC em grupos particulares de pacientes na presenca
adicional de fatores que t€m prevaléncia diferente entre as populagdes. Dessa maneira, o
possivel efeito deletério do polimorfismo PON1-192 pode ser mais expressivo quando uma
variante genética e condi¢do oxidativa particular coexistirem. Entre os fatores que podem ser
associados, a dislipidemia e o diabetes mellitus aparecem como grandes candidatos.
Entretanto, a associacdo dos polimorfismos da PON1-192 e PON2-311 com o diabetes
mellitus em pacientes sem DAC parece realmente ndo existir, conforme demonstrado no

presente estudo e também por Kopprasch e cols., (2003).

Um dos principais objetivos do presente estudo foi a verificacdo da atividade da
enzima paroxonase (PON) na populagdo de pacientes diabéticos tipo 2. Os resultados
demonstraram a existéncia de uma correlacdo positiva entre os dois substratos utilizados,
paroxon e acetato de fenila, bem como entre a atividade da PON no soro e na HDL (Figura 1
e Figura 2). No entanto, a atividade arilesterase da PON na HDL néo se correlacionou com a
concentracdo de HDL-C (Figura 3). Esses resultados estdo de acordo com outros relatos
recentemente publicados (AYUB e cols.,1999; KOPPRASCH e cols., 2003; TOMAS e cols.,
2004) e confirmam a suposi¢do de que somente a determinagdo da concentracdo de HDL pode
ndo representar todo o potencial protetor das particulas de HDL, pelo menos em relagdo a
atividade da PON. Baixos niveis séricos de PON ocorrem quando a concentragdo de HDL esta
profundamente diminuida, como na doenga de Tangier. Porém, quando os niveis de HDL
estdio moderadamente diminuidos, como por exemplo, no diabetes mellitus e na
hipercolesterolemia familiar, a atividade da PON independe das mudancas na concentracdo de

HDL (AYUB e cols., 1999).

No presente estudo ndo foram encontradas diferencas significativas para a atividade da
PON, utilizando-se dois diferentes substratos, entre o grupo de pacientes diabéticos e o de
individuos controles (Figura 4). Apesar de varios trabalhos demonstrarem uma diminuic¢ao da
atividade da PON em pacientes diabéticos tipo 1 e tipo 2 (ABBOT, e cols.,, 1995;
MACKNESS, e cols., 1998; SAKAI e cols., 1998; BOEMI e cols., 2001; HEDRICK e cols.,
2000; INOUE e cols., 2000; MACKNESS e cols., 2000; TOMAS e cols., 2002), resultados
discordantes foram relatados por outros autores (RAHMANI e cols., 2002; SANGUINETTI e
cols., 2001; KOPPRASCH e cols., 2003; AGACHAN e cols., 2004). A atividade da PON

encontra-se mais intensamente diminuida em pacientes diabéticos com neuropatia (ABBOT e
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cols., 1995; MACKNESS e cols., 2000), nefropatia (IKEDA e cols., 1998) e retinopatia
(IKEDA e cols., 1998; MACKNESS e cols., 2000). Assim, Kopprasch e cols. (2003)
concluiram que a atividade diminuida da PON deve ser um evento tardio e dependente das
complicagdes, pois esses autores nao observaram diferencas na atividade da enzima ao
compararem individuos normoglicémicos com intolerantes a glicose e com pacientes
diabéticos recém diagnosticados. Corroborando com essa justificativa podemos considerar as
hipéteses de Inoue e cols. (2000) para explicar os possiveis mecanismos que diminuem a
atividade da enzima paroxonase em pacientes diabéticos: i) a presenca de inibidores da
atividade da PON no sangue de diabéticos, como as proteinas glicadas; ii) a glica¢do da

propria paroxonase, como acontece com outras proteinas; e iii) a modificacdo da composi¢ao

ou conformagdo da HDL que pode prejudicar a interacdo da PON com o substrato.

Os pacientes diabéticos avaliados no presente estudo ndo apresentaram as
complicacOes classicas. Oito pacientes tiveram diagnostico recente de diabetes e,
aproximadamente, 50 % apresentavam controle glicémico aceitdvel (HbAlc < 7 %),
justificando, assim, a auséncia de diminui¢do da atividade da PON. No entanto, considerando-
se a idade dos pacientes (61,7 = 10,0 anos) € possivel sugerir que muitos deles ja
apresentavam a doencga hd cerca de 5-10 anos, idade semelhante aquela dos pacientes de
outros estudos que também ndo encontraram diminui¢do na atividade da PON
(SANGUINETTI e cols., 2001; RAHMANI e cols., 2002; AGACHAN e cols., 2004). Assim,
outras justificativas para a discordancia entre os resultados dos diferentes estudos, além do

tempo da patologia, devem ser buscadas.

Em geral, a utiliza¢do da determinagdo da atividade sérica da PON como marcador de
DAC, em pacientes com ou sem diabetes, tem produzido diferentes e controversos resultados.
Os niveis séricos da enzima paroxonase diferem significativamente entre os individuos, sendo
que as variagcdes podem ocorrer devido a doengas, dieta, idade, gravidez, menopausa,
medicamentos, estilo de vida e fatores ambientais e genéticos (JAMES e cols., 2000b;
KLEEMOLA e cols., 2002; FERRE e cols., 2002; DRAGANOV e cols., 2004; LI e cols.,
2003; BOEMI e cols., 2004; SERES e cols., 2004; TOMAS e cols., 2004). A expressao de
alguns fatores estd sob controle genético e, por essa razdo, nao € surpreendente que as
associagoes tenham sido varidveis em diferentes comunidades avaliadas nos vérios estudos

(RAHMANI e cols., 2001).
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Dentre os vérios fatores ambientais de relevancia para a atividade enzimdtica da PON
encontra-se o tabagismo. A atividade paroxonase da PON nos participantes fumantes e ex-
fumantes de ambos os grupos foi menor em comparagdo aos nao fumantes (p < 0,05; Tabela
4). No entanto, individualmente, os pacientes diabéticos fumantes ou ex-fumantes nao
apresentaram valores da atividade da PON diferentes dos individuos do grupo controle, ndo
demonstrando, portanto, a existéncia de fatores acumulativos nos pacientes diabéticos.
Existem trabalhos relacionando o habito de fumar com diminui¢ao da atividade enzimadtica da
PON, que pode ser devido ao aumento do dano oxidativo presente nos fumantes (JAMES e
cols., 2000b; BOEMI e cols., 2004). Segundo Boemi e cols. (2004), a combinacdo de fumo e
diabetes pode ser particularmente deletéria para a atividade sérica da PON1, com conseqiiente
risco potencial para doenca arterial coronariana. O ato de fumar pode levar ao aumento da
peroxidacdo lipidica, promovendo elevacdo nos niveis de LDL oxidada. O fumo pode
aumentar o estresse oxidativo ndo somente por produzir radicais livres, mas também por
debilitar os mecanismos de defesa antioxidante. James e cols. (2000b) também demonstraram

que extratos de cigarro inibiram in vitro a atividade enzimatica da PON.

Apesar da auséncia de diferengas na distribuicdo gé€nica e na freqiiéncia alélica dos
polimorfismos PON1-192 e PON2-311 nos pacientes diabéticos tipo 2 aqui avaliados, bem
como diferenca na atividade enzimdtica da PON, pesquisamos a influéncia desses
polimorfismos nos parametros do controle glicémico, do perfil lipidico e na atividade da
paroxonase. Nenhum dos polimorfismos influenciou a concentragdo de glicose plasmatica
nem de insulina ou os niveis de hemoglobina glicada (Tabela 7 e Tabela 8). No entanto, os
pacientes diabéticos portadores dos genétipos PON1-192 RR e portadores do alelo C do
polimorfismo PON2-311 apresentaram uma tendéncia, porém ndo significativa, de maiores
niveis de glicose e de insulina. Considerando que a hiperglicemia é uma das principais causas
de complicacdes nos pacientes diabéticos, inclusive DAC, € de grande importancia o
conhecimento de varidveis que atuam no controle da glicemia e, nesse sentido, o
polimorfismo da PON pode exercer um papel importante no controle glicémico. Mackness e
cols. (2000), estudando os efeitos dos polimorfismos PON1-192, PON1-55 e PON2-311 em
pacientes diabéticos, observaram que existe uma correlagdo entre o controle glicémico e os
polimorfismos e que os pacientes portadores dos gendtipos 192 RR, 55 MM e 311 CC
apresentaram o pior controle glicémico, porém, somente naqueles pacientes com retinopatia.

Em nosso estudo, todavia, torna-se dificil demonstrar a influéncia dos genétipos RR e CC no
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controle glicémico em termos estatisticos, devido ao pequeno nimero de pacientes portadores

desses genotipos.

Os genétipos dos polimorfismos PONI1-192 e PON2-311 ndo afetaram
significativamente o perfil lipidico dos individuos do grupo controle ou dos pacientes
diabéticos (Tabela 9 e Tabela 11), concordando com outros relatos na literatura (PFHOL,
1999; MACKNESS e cols., 2001; BONAFE e cols., 2002; AGACHAN e cols., 2004). No
entanto, os pacientes diabéticos portadores do alelo PON1-192 RR e PON2-311 CC tiveram
valores de triglicerideos mais elevados, portanto, menos desejaveis. Hu e cols. (2003) também
encontraram resultados semelhantes. Esses autores demonstraram que pacientes com diabetes
mellitus tipo 2 portadores do alelo R apresentaram niveis elevados de triglicerideos, colesterol
total e LDL-C e baixa concentracio de HDL-C, tendo portanto um perfil lipidico
desfavordvel, que pode contribuir para o desenvolvimento da aterosclerose. Ambos o0s
polimorfismos, PON1-192 e PON2-311, t€ém sido associados com diferentes niveis de
lipideos e de lipoproteinas plasmadticas, porém de forma inconsistente (LEUS cols., 2001;
FANELLA e cols., 2000; MALIN, e cols., 2001; WATZINGER e cols., 2002; MACKNESS e
cols., 2001; BONAFE e cols., 2002). Os resultados contraditérios podem ser parcialmente
explicados pelas diferentes etnias estudas, as quais possuem diferencas intrinsecas nos
polimorfismos da paroxonase. Assim, estudos adicionais sdo necessarios para avaliar a real
interferéncia ou associa¢do dos polimorfismos da PON nos niveis dos lipideos plasmaticos,
através da comparagdo dos resultados obtidos em estudos realizados com diversas etnias

geneticamente isoladas.

Como discutido anteriormente, a atividade da PON é, em parte, determinada
geneticamente. Verificamos, assim, se os polimorfismos PON1-192 e PON2-311 afetariam a
atividade da paroxonase nos pacientes diabéticos tipo 2. Os pacientes portadores dos
gendtipos homozigéticos PON1-192 RR e PON2-311 CC apresentaram maior atividade da
paroxonase utilizando-se paroxon como substrato (Figura 8 e Figura 10). No entanto, os
individuos do grupo controle também apresentaram esse perfil de atividade em relacdo aos
genotipos da PON, demonstrando, assim, que o efeito do polimorfismo ndo estd associado a
patologia. A atividade arilesterase, com acetato de fenila como substrato, também foi
semelhante entre controles e diabéticos portadores dos diferentes genétipos (Figura 9 e
Figura 11). Esses resultados estdo de acordo com outros estudos, onde ficou demonstrado que

na populagdo em geral a atividade da PON, nos diferentes polimorfismos, é dependente do
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substrato, com os alelos 192 R e 311 C estando associados as maiores atividades com
paroxon, enquanto que a atividade catalitica da PON com acetato de fenila como substrato,
ndo ¢é influenciada pela variagao genética (MACKNESS e cols., 1996; NAVAB e cols., 1997;
LA DU, 1996; MACKNESS e cols., 2000; MACKNESS e cols., 2001). Além disso, enquanto
estdivamos finalizando esse estudo, Agachan e cols. (2004) relataram que os diferentes
genOtipos afetaram a atividade da PON igualmente em pacientes com diabetes mellitus tipo 2
e em individuos nao diabéticos. Resultados semelhantes foram descritos por Kopprasch e
cols. (2003), ao avaliarem pacientes diabéticos recém diagnosticados. Da mesma maneira,
Inoue e cols. (2000) ja sinalizavam que os polimorfismos nio estavam envolvidos com a

baixa atividade da PON em pacientes diabéticos.

E interessante notar que justamente o alelo R do polimorfismo PON-192, o qual estd
associado a alta atividade paroxonase da PON, € o menos efetivo para a hidrdlise de
perdxidos lipidicos, que sdo os provaveis substratos fisioldgicos para a PON justificando,
assim, o papel anti-aterosclerético da PON (AVIRAM e cols., 1998; MACKNESS e cols.,
1998). Além disso, o alelo R também estd positivamente associado a DAC em pacientes
diabéticos tipo 2 (RUIZ e cols., 1995) e ao espessamento das camadas intima e média da
artéria cardtida de pacientes diabéticos tipo 2, representando, assim, maior fator de risco para
a doenca macrovascular nessa patologia (HU e cols., 2003). Em um estudo de estrutura e
atividade, Durrington e cols. (2001) mostraram que o aminoécido cistina, na posi¢do 283, é
essencial para a protecdo da LDL contra a oxida¢do, mas nao para a hidrélise de compostos
organofosforados, sugerindo que a PON possui dois sitios ativos: um sitio para a atividade
antioxidante, dependente da Cys283, e outro sitio responsdvel pela hidrélise de
organofosforados, dependente de cdlcio. Assim, alteragdes na capacidade de hidrolisar
substratos como paroxon, acetato de fenila, diazoxon e outros organofosfatos nao
necessariamente refletem em alteracdo na capacidade antioxidante. Dessa maneira, a luz dos
novos conhecimentos, € questiondvel o valor dos resultados da associacdo da atividade
paroxonase ou arilesterase da PON com os gend6tipos da enzima. Os polimorfismos da PON
deveriam ser estudados através de sua associacdo com a atividade antioxidante da enzima
paroxonase. No entanto, ndo existem metodologias simples e rotineiras para o isolamento das
particulas de HDL, ou purificagdo da PON, e a subseqiiente realizacdo do ensaio laboratorial
contra peroxidos lipidicos. As metodologias correntes sdo extremamente laboriosas e caras,
dificultando sobremaneira a sua aplicacdo em grandes estudos populacionais ou na rotina

laboratorial.
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Avaliamos a atividade antioxidante da HDL, partindo do pressuposto que a HDL
i1solada por precipitacdo seletiva das VLDL e LDL manteve a sua atividade arilesterase intacta
(Figura 2). A HDL foi dialisada contra tampao fosfato para remover os agentes precipitantes,
cloreto de magnésio e acido fosfotingstico, bem como os antioxidantes hidrossoliveis que
poderiam interferir no ensaio. Em seguida, a HDL foi incubada com lipossomos
(fosfatidilcolina de ovo), e a reacdo de lipoperoxidacdo foi iniciada com ions cobre ou com o
azo-composto gerador de radicais livres AAPH (hidrocloreto de 2,2-azobis-2-
amidinopropano). A atividade antioxidante foi monitorada através da determinacdo dos
hidroperéxidos lipidicos (rea¢do colorimétrica) e das substancias reativas ao dacido
tiobarbitdrico, formados na auséncia e na presengca de HDL. Nao houve diferenca entre a
habilidade antioxidante da HDL dos pacientes diabéticos em comparagdo com a HDL dos
individuos do grupo controle, bem como entre os diferentes gendtipos dos polimorfismos
PON1-192 e PON2-311 (inibi¢do da peroxidagdo, grupo controle: 46,08 £ 21,40 % vs grupo
diabético: 51,61 * 23,27 %). Entretanto, esses resultados devem ser avaliados com cautela,
pois a HDL assim isolada contém outras proteinas plasmadticas, principalmente albumina, a
qual também possui atividade antioxidante e podem interferir nos ensaios (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 1999). Assim, outras formas simples de isolamento da HDL e/ou da PON
devem ser introduzidas para a avaliagdo apropriada da atividade antioxidante da PON nas
diferentes situacdes fisiopatoldgicas. A quantificagdo da LDL oxidada através de métodos
imuno-enzimaticos vem, aos poucos, se tornando comum e pacientes diabéticos ou com DAC
possuem niveis plasmdticos aumentados de LDL oxidada (KOPPRASCH e cols. 2002). No
entanto, os niveis de LDL oxidada no plasma de pacientes diabéticos ndo estiveram
associados ao alelo PON1-192 R (KOPPRASCH e cols., 2003). Mackness e Mackness (2004)
também vém enfatizando a necessidade de que sejam realizados mais estudos investigando a
hidrélise de peroxidos lipidicos pela PON na DAC. Porém, na auséncia de ensaios de rotina
baseados na hidrdlise de perdxidos lipidicos, os estudos deveriam incluir a hidrélise do
paraoxon e/ou diazoxon e a concentracdo da enzima, pois para aqueles autores o fenétipo
(atividade e concentra¢do) tem maior importancia como preditores para a DAC que o

geno6tipo da PON.

Em resumo, considerando os resultados do presente trabalho, podemos sugerir que os
polimorfismos PON1-192 e PON2-311 da paroxonase, bem como a atividade da enzima, ndo

estdo associados ao diabetes mellitus em pacientes sem DAC. Apesar da existéncia de uma
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possivel associacdo do alelo R do polimorfismo PON1-192 com maiores concentragdes de
glicose, insulina e triglicerideos (coincidente com a associacdo desse alelo com a DAC e com
a deficiéncia na hidrélise de perdxidos lipidicos na LDL demonstrada em alguns estudos),
essa associacdo nao foi significativa para a utilizacdo desse parametro como indicador
precoce de complicacdes em pacientes diabéticos tipo 2. Devemos considerar, ainda, que o
tamanho da populacdo analisada é, em geral, pequeno e que as conclusdes obtidas sdao
inerentes a essa amostragem. Estudos adicionais, com a participa¢do de um nimero maior de

individuos, deverdo ser realizados para a confirmacao dos resultados obtidos nesse trabalho.
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7 CONCLUSOES

a) Os pacientes com diabetes mellitus tipo 2 apresentaram distribui¢do génica e freqiiéncia

alélica dos polimorfismos PON1-192 e PON2-311 semelhante aos individuos nao diabéticos;

b) A atividade paroxonase e arilesterase da enzima paroxonase de pacientes diabéticos tipo 2

foi semelhante a atividade observada em individuos controles;

c¢) A atividade paroxonase foi maior nos portadores dos alelos PON1-192 R, independente da

presenca do diabetes mellitus tipo 2;

d) A atividade paroxonase e arilesterase foi menor nos individuos do grupo controle

portadores do genétipo PON2-311 SS;

e) Os gendtipos dos polimorfismos PON1-192 e PON2-311 ndo afetaram os pardmetros do
controle glicémico e do perfil lipidico nos pacientes diabéticos tipo 2, apesar de os pacientes
portadores dos alelos PON1-192 R e PON2-311 C demonstrarem tendéncia para maiores

niveis de glicose, insulina e triglicerideos.
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CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
P el DEPARTAMENTO DE ANALISES CLINICAS
e CAMPUS UNIVERSITARIO — TRINDADE
R CEP.: 88040-970 - FLORIANOPOLIS — SANTA CATARINA
~ TEL.: (048) 331-9712/ 331- 9856 — FAX.: (048) 331-9542

% UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
FARMACGIA - UFSC

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O (A) senhor (a) estd sendo convidado a participar de um estudo, onde pretende-se avaliar a
presenca do polimorfismo genético da enzima paraoxonase (diferengcas na estrutura da enzima,
modificando a sua atividade) em pacientes diabéticos.
Este estudo é necessario porque acredita-se que o risco de desenvolver doencas do coragéo esteja
relacionado a presenca de diferengas na estrutura da enzima paraoxonase (polimorfismo). Supde-se
que esta enzima seja um dos fatores envolvidos na protecdo de doengas do coracao.
Precisamos de sua colaboracao e autorizagdo para uma coleta de sangue (trés tubos) em jejum de 12
horas. Isto traz apenas o desconforto de uma coleta de sangue, mas esperamos que traga beneficios,
tais como a possibilidade de conhecimento de novos fatores de risco para doengas do coragéo.
Esta pesquisa ndo oferece riscos, ndo tem fins lucrativos, é confidencial, 0 seu nome servira apenas
para que vocé possa receber o resultado do exame. As amostras serdo identificadas pelo nimero do
seu cadastro.
O (A) senhor (a) podera se beneficiar diretamente dos resultados obtidos caso este seja de interesse
clinico.
Sua participacao é voluntéria, podendo desistir desta pesquisa em qualquer de suas fases.
Se vocé tiver alguma duvida em relagdo ao estudo ou nao quiser mais fazer parte do mesmo, pode
entrar em contato pelos telefones 99601492 ou 234-2727 (Elisangela) ou 3319712 (prof. Edson). Se
vocé estiver de acordo em participar, posso garantir que as informagbes fornecidas serao
confidenciais (ou material coletado) e s6 seréo utilizados neste trabalho.

Eu, abaixo assinado concordo em fornecer amostra de sangue para realizagdo deste estudo.

Nome do paciente Assinatura Data

Elisangela Catapan
Nome do pesquisador Assinatura Tel. Contato: 9960-1492

CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
DEPARTAMENTO DE ANALISES CLINICAS
CAMPUS UNIVERSITARIO — TRINDADE
CEP.: 88040-970 - FLORIANOPOLIS — SANTA CATARINA
TEL.: (048) 331-9712 / 331- 9856 — FAX.: (048) 331-9542

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
FARMA% UFSC

TERMO DE CONSENTIMENTO POS-INFORMACAO

Eu, , fui esclarecido sobre a
pesquisa Polimorfismo genético da enzima Paraoxonase (PON) em pacientes diabéticos e concordo que meus
dados sejam utilizados na realiza¢do da mesma.

Floriandpolis, de de 2002.

Assinatura: RG:
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ANEXO B - PARECER CONSUBSTANCIADO DO COMITE DE ETICA EM
PESQUISA COM SERES HUMANOS
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ANEXO C - QUESTIONARIO - AVALIACAO CLINICA
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
. DEPARTAMENTO DE ANALISES CLINICAS
nalises Clinieas CAMPUS UNIVERSITARIO — TRINDADE
p.. - CEP.: 88040-970 - FLORIANOPOLIS — SANTA CATARINA
TEL.: (048) 331-9712 / 331- 9856 — FAX.: (048) 331-9542

A

P

Projeto de pesquisa: Polimorfismo da enzima Paraoxonase

Questiondrio — Avaliagdo Clinica

Identificaco: Paciente N° Grupo:

Nome:

N° Protocolo (cadastro)

Sexo: masculino feminino Estado civil:

Data do nascimento: / / Idade:

Peso: Kg Altura: cm  IMC:

Raga: branco pardo amarelo negro
Descendéncia:

Ocupacio:

Endereco: Bairro:

Cidade:

Estado: Cep.: Telefone:

Dados Complementares:

Fatores de Risco:

1. Hipertensao arterial: sim nao
2. Diabetes: sim nao Ultima
glicose:
3. Dislipidemia: sim nao
4. Histérico Familiar de Diabetes: sim nao
Parentesco:
5. Tabagista: sim  ndo N° cigarros: Passado Parou ha:
6. Antecedentes Familiares da DAC (infarto, AVC): sim nao

7. Problema respiratorio:

Antecedentes Morbidades
Cirurgias:
Internacoes:
Doencas:

W

Angina Pectoris: sim nao Inicio: / /
Infarto do Miocérdio: Sim Nao Data: / /

DAC em outro local: Cérebro Periférico Aorta Renal Intestino
Pés:

No Lo




Habitos
1. Atividade Fisica: sim nao
Freqiiéncia:

2. Bebida Alcodlica: sim  ndo Diario
Tipo da bebida:

1-3x semana

80

3. Stress: sim  ndo
4. Medicamentos: Freqiiente sim  ndo
Quais:

Insulina:

Vitaminas:

(hé quanto tempo)

Chimarrao:

Observacoes

Para uso do pesquisador:
Bioquimica Data:
Glicemia:
Hemoglobina glicada:
Colesterol Total

HDL LDL VLDL

Observacoes

Triglicérides




