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1 INTRODUCAO GERAL

1.1 Diabetes melito

O diabetes melito (DM) é um grupo heterogéneo de alteragdes metabodlicas
caracterizado por hiperglicemia crbénica, com alteracbes do metabolismo de
carboidratos, acidos graxos e proteinas. A observacdo mais freqiiente é a hiperglicemia
em jejum, mas que também pode ser reconhecido durante estdgios menos evidentes,
pela presenca de intolerancia a glicose. Geralmente é causado por defeitos na secre¢do
e/ou acdo da insulina, podendo também estar relacionado a resposta diminuida do tecido
em um ou mais pontos da via de acdo desse horménio. Varios processos patogénicos
estdo envolvidos no desenvolvimento desta doenca, como destruicdo auto-imune das
células B pancreaticas, responsaveis pela producdo de insulina, e alteragdes que
resultam na resisténcia a acdo deste horménio (COTRAN et al., 2000; AMERICAN
DIABETES ASSOCIATION, 2009).

Os sintomas de hiperglicemia incluem polidria, polidipsia, perda de peso,
polifagia, alteracdes visuais, diminuicdo do crescimento e suscetibilidade a infecces.
Em formas mais graves, podem ocorrer cetoacidose ou estado hiperglicémico
hiperosmolar que, na auséncia de tratamento efetivo, leva a estupor, coma e morte.
Muitas vezes, a hiperglicemia suficiente para causar alteracdes patoldgicas funcionais,
pode estar presente por um longo periodo de tempo do diagnoéstico. Em consequéncia, 0
diabetes é frequentemente descoberto em decorréncia de resultados anormais de exames
de sangue ou urina de rotina, ou da presenca de complicacées (KHAN et al., 1994; THE
EXPERT COMMITTEE ON THE DIAGNOSIS AND CLASSIFICATION OF
DIABETES MELLITUS, 2009).

A hiperglicemia cronica do diabetes esta associada a danos em longo-prazo,
disfuncgdes e insuficiéncia de varios orgaos, especialmente olhos, rins, nervos, coragéo e
vasos sanguineos. No sistema nervoso central (SNC) é comum o aparecimento de
microangiopatias, infartos vasculares cerebrais e hemorragias. Perifericamente observa-
se neuropatia com risco de Ulceras de pé, amputagdes e artropatia “charcot”. Na
neuropatia autbnoma séo relatadas alteracdes disturbios gastrintestinais genitourinarios
e disfuncdo sexual. Nos microangiopéticos, retinopatia, catarata, glaucoma; distdrbios
cardiovasculares, como aterosclerose, hipertensdo e infarto agudo do miocardio (IAM).
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Os danos renais incluem nefrosclerose, com glomerulosclerose, arteriosclerose e
glomerulonefrite. O diabetes também aumenta o risco de obesidade, dislipidemias e
alteracdes nos fatores de coagulacdo (SAVAGE, 1996; COTRAN et al., 2000; THE
EXPERT COMMITTEE ON THE DIAGNOSIS AND CLASSIFICATION OF
DIABETES MELLITUS, 2009).

Embora inumeras causas especificas do DM tenham sido identificadas, a
etiologia e a patogénese dos tipos mais comuns sdo menos claramente compreendidas.
A maioria dos casos de diabetes € classificada em duas categorias etiopatogénicas
amplas, denominadas diabetes melito tipo 1 (DMT1), e diabetes melito tipo 2 (DMT2),
mas a extensdo da heterogeneidade entre esses tipos permanece incerta. Em decorréncia
do numero crescente de formas de diabetes para os quais uma etiologia especifica pode
ser atribuida, a classificacdo clinica atual, proposta pela Associacdo Americana de
Diabetes (American Diabetes Association — A.D.A.), em 1997 e adotada pela
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) em 1999 e que substitui a classificacdo
previamente reconhecida internacionalmente de 1985 da OMS, classifica o diabetes de
acordo com os estadios clinicos e tipos etioldgicos. Os estadios clinicos refletem que o
diabetes progride durante sua historia natural e que os individuos podem se mover de
um estadio para o outro em qualquer direcdo. (WHO STUDY GROUP, 1985;
SECRETARIA DE ESTADO DE SAUDE DE MINAS GERAIS, 2006; THE EXPERT
COMMITTEE ON THE DIAGNOSIS AND CLASSIFICATION OF DIABETES
MELLITUS, 2009).

Individuos que desenvolvem diabetes passam por varios estadios clinicos
durante a evolugdo da doenga. Inicialmente, a regulacdo da glicose € normal e nenhuma
anormalidade glicémica pode ser identificada, mesmo se esses individuos passarem por
um teste oral de tolerancia a glicose (TTG). No entanto, neste estagio ja podem ser
observadas lesGes histoldgicas pancreaticas nesses individuos. Depois ocorre um
periodo, de duracdo variavel, no qual a regulacdo da glicose € comprometida. Esses
individuos podem apresentar anormalidade da concentracdo da glicose em jejum, ou
demonstrar intolerancia a glicose no TTG. O diagndstico pode ser realizado por
glicemia em jejum alterada, anormalidades marcadas de tolerancia a glicose.
(SAVAGE, 1996; GRUPO INTERDISCIPLINAR DE PADRONIZAQAO DA
HEMOGLOBINA GLICADA, 2009).

A classificacdo etiologica do DM atualmente recomendada pela OMS e pela
A.D.A. é apresentada na Tabela 1. Essa classificacdo difere daquela previamente
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recomendada, que utilizava os termos diabetes insulino-dependente e diabetes néo-
insulino-dependente  (WHO STUDY GROUP, 1985). Esses termos, utilizados
erroneamente, apenas classificavam o0s pacientes com base nas necessidades de
tratamento, ao invés de caracteristicas etioldgicas. Os termos DMT1 e DMT2 foram

adotados para as formas mais comuns de DM.

Tabela 1 - Classificacdo etioldgica dos distrbios de glicemia.

CLASSIFICACAO CARACTERISTICAS
Diabetes tipo 1 Destruicdo das células B pancredticas, geralmente levando a
(DMTL) deficiéncia absoluta de insulina. Pode ter causas A) Auto-imunes

(DMT1-A; B) Idiopaticas (DMT1-B).

Diabetes tipo 2  Varia entre resisténcia a insulina com relativa deficiéncia dessa a

(DMT2) um defeito predominantemente secretor com ou sem resisténcia a
esse hormonio.

Diabetes gestacional ~ Caracteriza-se pela intolerdncia a carboidratos, associada a
hiperglicemia de gravidade variavel, com o inicio ou primeiro
reconhecimento durante a gravidez. Estd associado a um risco
maior de morte fetal intra-uterina, hipoglicemia, ictericia,
policitemia e hipocalcemia neonatal, macrossomia e
prematuridade.

Outros tipos  Defeitos genéticos da fungéo da célula .

especificos Defeitos genéticos na acéo da insulina.

Doenca do pancreas exocrino.
Enddcrinopatias.

Induzido por drogas ou quimicos.

Infeccdes.

Formas incomuns de diabetes imuno-mediado.

Outras sindromes genéticas as vezes associadas ao diabetes.

Referéncia: KAHN et al., 2009. (modificado)
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1.1.1 Diabetes melito tipo 2

Esta forma de diabetes, antigamente referida como diabetes ndo-insulino-
dependente ou diabetes adulta, ¢ a forma mais comum da doenca. Caracteriza-se
principalmente por modificacdes da acdo e secrecao de insulina. Embora sua etiologia,
genética e fisiopatologia especificas ndo sejam completamente determinadas, a
destruicdo auto-imune das células p ndo ocorre, e 0s pacientes nao apresentam outras
causas de diabetes (REAVEN et al., 1976; DEFRONZO et al., 1979; TURNER et al.,
1979; OLEFSKY et al., 1982).

Ao contrario do DMT1, que resulta de um Unico mecanismo fisiopatoldgico - a
destruicdo auto-imune das células p e consequente auséncia de insulina endégena - a
maioria dos pacientes com DMT2 apresenta dois defeitos aparentemente diferentes: A.
deterioracdo na capacidade dos tecidos muscular e adiposo em responder a insulina, ou
seja, resisténcia a esse hormonio, e B. deficiéncia da célula B em compensar essa
resisténcia a insulina com aumentos na secrecéo desse horménio (KAHN, 1994).

O DMT?2 frequentemente permanece nédo diagnosticado por muitos anos, pois a
hiperglicemia se desenvolve gradualmente e, em estagios mais precoces, ndo é grave o
bastante para a notificacdo dos sintomas classicos pelo paciente. A cetoacidose
raramente ocorre espontaneamente neste tipo de diabetes, e quando identificada,
geralmente esta associada ao estresse ou outra doenga como, por exemplo, infeccGes.
No entanto, estes pacientes apresentam elevado risco de desenvolvimento de
complicacBes macro e microvasculares (MOSS et al., 1984; FUJIMOTO et al., 1987;
HARRIS, 1989; UUSITUPA et al., 1993; KUUSISTO et al., 1994; ANDERSSON;
SVAARDSUDD, 1995; BUTKIEWICZ et al., 1995; UMPIERREZ et al.,1995).

A maioria dos pacientes com esta forma de diabetes sdo obesos, ou apresentam
acumulo de gordura na regido abdominal, fatores que por si s6 causam diversos graus de
resisténcia a insulina. Nestes individuos, a secre¢éo de insulina é defeituosa e ineficiente
para compensar a resisténcia do organismo, fator que pode ser contornado por meio da
reducdo de peso e/ou tratamento farmacoldgico da hiperglicemia, mas que raramente
retornard ao normal (KAHN et al., 2009).

O risco de desenvolvimento do DMT2 aumenta com a idade, obesidade e
sedentarismo, ocorrendo frequentemente em individuos hipertensos e/ou dislipidémicos,

apresentando frequéncia variavel em diferentes grupos étnicos. Associa-se a elevada
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predisposicdo genética, mais do que a forma auto-imune, mostrando forte agregacao
familiar, de modo que as pessoas com um dos pais ou irmdo com a doenga apresentam
maior risco de desenvolvimento (BARNETT et al., 1981; KOLTERMAN et al., 1981,
KISSEBAH et al.,, 1982; SCARLETT et al., 1982; SIMONSON et al., 1984;
BOGARDUS et al., 1985; FIRTH et al., 1986; HENRY et al., 1986; FUJIMOTO et al.,
1987; NEWMAN et al., 1987; ZIMMET et al., 1992; WING et al., 1994; HARRIS et
al., 1995).

A contribuicdo de fatores geneticos para o desenvolvimento da resisténcia a
insulina, deterioracdo da secrecdo de insulina e 0 DMT2 é conhecida hd muitos anos
(PINCUS; WHITE, 1933; HARRIS, 1950). As evidéncias que fornecem suporte
cientifico a essa hipotese incluem agrupamento familiar dessas caracteristicas, taxa de
concordancia mais elevada do DMT2 entre gémeos monoziglticos versus gémeos
dizigdticos, e alta predominancia em determinados grupos étnicos (GOTTLIEB, 1980;
NEWMAN et al., 1987; KNOWLER et al., 1990; FLEGAL et al., 1991). Todavia, 0s
fatores ambientais também desempenham papel importante no aparecimento da doenca,
como por exemplo, dieta e estilo de vida (KAWATE, et al., 1979; POULSEN et al.,
1999; MOKDAD et al., 2000). Conseqglientemente, o diabetes € considerado um
disturbio complexo, com fatores genéticos que aumentam a suscetibilidade sobre a qual
os fatores ambientais atuam, viabilizando o desenvolvimento da hiperglicemia. Estima-
se que entre 25% e 70% das ocorréncias do DMT2 sejam atribuidos a fatores genéticos
(POULSEN et al., 1999).

Estudos de padrdes hereditarios indicam que varios genes provavelmente
estejam envolvidos na etiopatogenia do DMT2, embora seu nimero e contribuicfes
relativas ndo sejam muito precisos. Diferentes loci podem contribuir para a etiologia,
interagindo entre si. Entretanto, os genes podem também, pertencer a caminhos
diferentes, cada um sendo responsavel pelo desenvolvimento do diabetes em diferentes
subconjuntos de individuos (heterogeneidade genética) (RICH, 1990; COOK et al.,
1994).

A frequéncia do DMT2 varia consideravelmente entre diferentes subgrupos
étnicos. Individuos com descendéncia indigena, polinésia ou micronésia, asiatico-
indiana, hispanica ou afroamericana tém risco maior do que individuos de origem
européia (WEBER, 1990; LANDER et al., 2001). Pesquisas populacionais indicam
aumentos na predominancia dessa doenca, especialmente em individuos mais jovens,

com um aumento total de 33% e de 70% na faixa etaria de 30 a 39 anos, no periodo de
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1990 a 1998 (MOKDAD et al., 2000). A prevaléncia do DMT2 na populagédo adulta
brasileira era de 8 % no final da década de 80, e em 2006, aproximadamente 11% da
populagdo com idade igual ou superior a 40 anos apresentava essa doenga
(MINISTERIO DA SAUDE, 2006). Outro fato que tém preocupado os 6rgéos de satide
é 0 elevado nimero de diagnosticos de DMT2 na faixa pediatrica (GLASER, 1997). O
namero crescente de individuos afetados, juntamente com a lista extensiva de
complicagdes de longo prazo, incluindo aterosclerose acelerada, nefropatia, retinopatia e
neuropatia, fazem do DMT2 um sério problema de salde publica (DIABETES
RESEARCH WORKING GROUP, 1999). A ocorréncia desses fatores criou a
necessidade de entendimento da genética e do ambiente na etiologia dessa doenca,
indicando caminhos para a compreensdo de seus defeitos priméarios e permitindo a
realizacdo de testes para identificacdo de individuos com alto risco de desenvolvimento
da doenca e suas complicacbes. O conhecimento gerado pelas pesquisas conduzira a
novas formas de tratamento e prevencdo que auxiliardo no aumento e melhora da

qualidade de vida das populacdes.

1.2 Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona

Desde sua descoberta em 1898 o Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona -
(SRAA) foi descrito como um sistema hormonal em que os rins influenciam a regulacao
cardiovascular sisttmica. Corresponde a um complexo sistema hormonal, cujo papel
fundamental esta relacionado ao controle da pressdo arterial sistémica (PA), a longo e
curto prazo, e homeostasia hidroeletrolitica do organismo (Figura 1). Quando ocorre
deplecdo da volemia, reducdo da pressdo arterial sistémica, reducdo na pressdo de
perfusdo arterial renal, reducdo na carga de sddio na macula densa, aumento da
atividade simpética do nervo renal e acdo de horménios como, vasopressina e
prostaglandinas, as células justaglomerulares renais liberam renina ativa na circulagéo.
No sangue, essa aspartil protease cliva o angiotensinogénio, uma glicoproteina secretada
principalmente pelo figado, mas também pelo coragéo, rins, glandula adrenal, intestino
delgado, pancreas, tecido adiposo marrom e branco, formando o decapeptideo
Angiotensina | (Angl) (CAMPBELL; HABENER, 1986; GOMEZ et al., 1990;
MENARD, 1993; REUDELHUBER, 1995; DZAU et al., 1987; FLEMING et al.,
2005).
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Figura 1. Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona Classico. Seus componentes, interaces,
sitios de intervencdo de drogas e efeitos principais em diferentes érgaos. Modificado de BADER;
GANTEN, 2008. Abreviaturas: ECA- Enzima Conversora de Angiotensina.
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A Enzima Conversora de Angiotensina (ECA), uma metaloprotease contendo
zinco, produzida pelas células endoteliais pulmonares, age sobre a Angl removendo
dois amino&cidos C-terminais, gerando o octapeptideo, Angiotensina Il (Angll). A
Angll mantém e modula a presséao arterial (PA), o controle da volemia, a regulacdo da
circulacdo sisttmica e renal, influenciando tanto a filtracdo glomerular como a
reabsorcao tubular de sédio, e regula a secrecdo de renina. Além disso, desempenha
funcBes intracelulares, incluindo a inducdo de hiperplasia e/ou hipertrofia celular. E
capaz também de regular e estimular diversos fatores que modificam o metabolismo do
tecido adiposo marrom e branco, como as prostaglandinas, enzimas lipogénicas
(G3PHD e FAS), cAMP, catecolaminas, proteina desacopladora mitocondrial 1 (UCP1),
prolactina, dentre outros. (HOMMA et al., 1990; REUDELHUBER, 1995; WOLF,
1995; WANG; GIEBISCH, 1996; CAREY et al., 1997; MATSUSAKA,; ICHIKAWA,
1997; TANK et al., 1997).

A acdo da Angll esta relacionada ao tipo de receptor com que interage. Existem
quatro subtipos de receptores descritos, AT1, AT2, AT3 e AT4 (WRIGHT; HARDING,
1994), sendo que essa liga-se preferencialmente aos receptores AT1 e AT2, expressos
em diversos tecidos, dentre eles o cardiovascular e adiposo (MALLOW et al., 2000).
Ambos pertencem a classe de receptores acoplados a proteina G, com sete dominios
transmembrana, localizados no coracdo, rins, gbnadas, placenta, glandula pituitaria,
glandula adrenal, vasculatura periféerica e SNC (GOMEZ et al, 1990;
REUDELHUBER, 1995). Os receptores AT1 conferem as acdes mais classicas como
vasoconstricao, liberacdo de aldosterona, retencdo salina nos tdbulos proximais, e
estimulagdo no sistema nervoso simpético via receptores cerebrais.

Foram descritos diversos SRAA locais em tecidos com capacidade local de
formagéo e atuacdo da Angll. Acredita-se que todos os componentes desse sistema
possam ser encontrados no cerebro, coracao, vasos, tecido adiposo, pancreas, placenta e
rins (GRIENDLING et al., 1993; DANSER; SCHALEKAMP, 1996; ENGELI et al.,
2000; NIELSEN et al., 2000; BADER et al., 2001; SERNIA, 2001; MORIMOTO;
SIGMUND, 2002; CAREY; SIRAGY, 2003; FLEMING et al., 2005).
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Em adicdo aos componentes classicos do SRAA, novos componentes
foram descritos, como a ECA2, uma proteina homologa & ECA, cuja funcédo € degradar
a Angll produzindo Ang-(1-7). Além disso, uma proteina recentemente descoberta, a
P(RR), ativa renina e pro-renina em tecidos. Os papéis fisiologicos desses componentes
ainda ndo foram completamente elucidados, mas acredita-se que exercam impacto
consideravel na geracdo local de Angll e mediacédo de efeitos em tecidos (TIPNIS et al.,
2000; DONOGHUE et al., 2000; BADER; GANTEN, 2008). A figura 2 ilustra a via

metabolica com 0s novos componentes descritos.

Figura 2. Novo SRAA. Os novos componentes descobertos. Modificado de BADER;
GANTEN, 2008. Abreviaturas: ECA — Enzima Conversora de Angiotensina, ECA2 — Enzima Conversora
de Angiotensina 2.

1.2.1 Polimorfismo do gene da ECA

Modificagdes no SRAA trazem conseqléncias para as células dos tecidos
endotelial e muscular que incluem: inflamagdes, tromboses e complicagdes
cardiovasculares. No diabetes esses efeitos parecem ser ampliados, com aterosclerose e
microangiopatias. O SRAA pode ter papel importante no desenvolvimento da
nefropatia diabética e de outras complicagfes do DM, e os polimorfismos do gene da
ECA podem influenciar no aparecimento dessas complicagdes. Um destes
polimorfismos decorre da insercdo/delecédo (I/D) de um fragmento de 287 pares de
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bases no intron 16 do gene que codifica para a ECA, no locus génico 17923.3
(DEINUM; CHATURVERDI, 2002).

Ainda que o polimorfismo se encontre em um intron, sabe-se que o genotipo
D/D é acompanhado de concentracfes plasmaticas e celulares elevadas da ECA.
Observa-se também maior quantidade tecidual e plasmatica de Angll do que no
genotipo I/l, sendo que individuos que apresentam o gendtipo I/D apresentam
concentracdes intermediarias da enzima. A presenca do alelo D pode acarretar um
possivel desenvolvimento de hipertensdo e dano glomerular, levando a instalacdo da
nefropatia diabética. A associacdo entre o desenvolvimento da nefropatia com a
predisposicdo genética para a hipertensdo arterial parece ser também um precursor de
complicacBes coronarianas. Pacientes que possuem nefropatia diabética podem
apresentar maior prevaléncia de cardiopatias, seguidos de um aumento da pressdo
arterial (NAKAI et al., 1994; DANSER et al., 1995).

A influéncia dos polimorfismos da ECA e a susceptibilidade a doencas
demonstraram relacdo significativa em individuos com genétipo D/D, para doenca
coronariana e infarto agudo do miocardio, em diabéticos com complicagdes renais. Em
individuos ndo diabéticos, a presenca do genétipo D/D esta associada a maior risco de
infarto do miocéardio e miocardiopatia dilatada (ESPINOSA et al., 1998; HADJADJ et
al., 2001).

1.3 Adenosina Deaminase

A Adenosina Deaminase (ADA) é uma enzima que participa do metabolismo de
nucleotideos, presente em plantas e animais, em diferentes tecidos de invertebrados e
também em humanos. Localiza-se no citosol, e age como um receptor de membrana
“ecto ADA”. Sua fungdo ¢ catalisar a desaminacdo hidrolitica irreversivel da adenosina
e 2'-desoxiadenosina em inosina e 2"-desoxinosina, respectivamente. Em mamiferos, a
ADA ¢é filogenéticamente conservada, e apresenta-se amplamente distribuida em
diferentes tecidos. No entanto, 0os maiores niveis desta enzima estdo presentes no trato
digestorio, timo e bago, refletindo seu papel critico na maturacéo de células T timica e
extratimica. Sua atividade muda marcadamente durante o desenvolvimento e
diferenciacdo celular em diferentes espécies (GEIGER et al., 1991; WILSON;
QUIOCHO, 1993; MOHAMEDALI et al., 1993; SHARMA et al.,, 1994;SINGH;
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SHARMA, 1995).

A ADA ¢é considerada um indicador de imunidade celular, apresentando
fundamental importancia para diferenciacdo e proliferacdo linfocitarias. Sua auséncia
em humanos resulta em imunodeficiéncia grave, conhecida como Sindrome da
Imunodeficiéncia Severa Combinada, em que os linfécitos T e B sdo incapazes de
proliferar-se e sobrepor os desafios antigénicos (WIGINTON et al., 1986; GEIGER,;
NAGY, 1990; PRIEBE; NELSON, 1991; BLACKBURN; KELLEMS, 2005).

O papel biologico da ADA no metabolismo da adenosina parece ser um evento
importante para a regulacdo do fluxo sangiiineo, da neurotransmissao, da atividade da
musculatura lisa e da agregacao plaquetaria. Além disso, ha grande variedade de efeitos
que a adenosina exerce por meio de sua ligacdo a receptores especificos de superficie
celular, incluindo mecanismos imunorregulatérios (LUCARINI et al., 1989; DONG et
al., 1996).

Essa enzima apresenta importante funcdo diagnostica em diversas doencas,
como infec¢des causadas por microrganismos intracelulares, malignidade ou empiemas,
auxiliando no diagndstico de doencas como febre tifoide, brucelose, toxoplasmose
aguda, leishmaniose visceral, rickettsiose, hepatites A e B, catapora, mononucleose,
tuberculose, dentre outras (GAKIS et al., 1982, 1989, 1991, 1994; PIRAS; GAKIS,
1973).

O gene ADA, localizado no brago longo do cromossomo 20 (20g13.11), possui
12 éxons distribuidos em 32 kilobases. Numerosas mutacdes e polimorfismos foram
descritos nesse gene, sendo em sua maioria, alelos ndo funcionais, comuns em pacientes
portadores de Imunodeficiéncia Severa Combinada (HIRSCHHORN et al., 1994;
PERSICO et al., 2000).

Dois alelos co-dominantes, frequentes em popula¢fes caucasoides, o0
ADA*1(G22), alelo selvagem, e o0 ADA*2 (A22), diferem entre si pela substituicdo de
uma guanina por uma adenina no éxon 1. Essa transicao leva a substituicdo de um &cido
aspartico por uma asparagina no aminoacido de numero 8 (Asp8Asn). A enzima
codificada pelo alelo ADA*2 apresenta funcéo catalitica 35% menor do que a enzima
produzida pelo alelo ADA*1, o que leva a aumento da concentragdo tecidual de
adenosina. Esse polimorfismo pode ser identificado pelo método de Reacdo em Cadeia
da Polimerase com polimorfismo de fragmento de restricdo (PCR-RFLP), pois, no alelo
ADA*2, a mutacdo acarreta a perda de um sitio de restricdo para a enzima Tagl. Os
alelos ADA*1 e ADA*2 foram identificados em caucasoides europeus com frequéncias
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alélicas iguais a 96% e 39%, respectivamente (BATTISTUZZI et al., 1981;
HIRSCHHORN et al., 1994; BARANKIEWICZ et al., 1997; NICOTRA et al., 1998;
PERSICO et al., 2000).

A influéncia significante da variante ADA*2 foi postulada em varios estados
patoldgicos, assim como no DMT2. Outros estudos cientificos evidenciam a elevada
frequéncia desse alelo em pacientes com asma bronquica e baixa em pacientes com
Doenca de Croéhn. Foi sugerido ainda, que mulheres portando o alelo ADA*2
apresentam menor risco de aborto espontaneo recorrente e uma maior taxa de fertilidade
(BOTTINI; GLORIA-BOTTINI, 1999; BOTTINI et al., 2001, 2005; LIU et al., 2006;
NICOTRA et al., 2007). Safranow et al., (2007) observaram uma baixa prevaléncia do
alelo ADA*2 em pacientes portadores de doenga arterial coronariana, levando a crer que
na populacdo sem essa doenca, esse alelo pode estar relacionado & um possivel efeito
protetor ou que leve a um atraso na progressao da doenga.

A adenosina tem uma importante funcdo na modulacdo da acdo da insulina e no
metabolismo da glicose em diferentes tecidos. Segundo Kurtul et al., (2004) a insulina
age nos tecidos estimulando o transporte de glicose, estoque de glicogénio, glicdlise e
também como um inibidor da rede de producdo hepatica de glicose. A adenosina age
diretamente estimulando a atividade da insulina, por meio de diversos processos, como
transporte de glicose, sintese lipidica, atividade da piruvato desidrogenase, oxidacdo de
leucina e atividade fosfodiesterase de nucleotideos ciclicos (MORTIMORE et al., 1967;
JEFFERSON et al., 1968; TAYLOR; HALPERIN, 1979; RODBELL, 1980; FELIG et
al., 1982; PILKIS et al., 1983; BUDOHOSKI et al., 1984; JAMAL; SAGGERSON,
1987; McLANE et al., 1990; RUTKIEWICZ; GORSKI, 1990; HOSHINO et al., 1994).

Ha indicios de que a insulina pode afetar 0 metabolismo da adenosina por meio
de mudancas na atividade das principais enzimas envolvendo a producao e degradacdo
de nucleosideos, ou seja, 5 -nucleotidase e ADA. A atividade da 5 -nucleotidase em
membranas das células musculares mostrou-se reduzida por meio da acdo da insulina.
(RUTKIEWICZ; GORSKI, 1990). Rutkiewicz e Gorski (1990) ainda mostraram que a
insulina pode modular sua propria acdo no metabolismo da glicose em tecidos, por
mudar a atividade da ADA e, portanto, a concentracdo local de adenosina. Seus estudos
com ratos tratados com insulina e estreptozotocina indicaram que o efeito inibidor da
insulina na atividade da ADA ndo é uma consequéncia da hipoglicemia, mas sim
resultante de acdo direta do hormonio. Por outro lado, ratos com diabetes causado por

estreptozotocina mostraram significante elevagdo da agdo da ADA em todos os tecidos
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estudados, como musculo soleo, plantar, coragdo, figado e sangue, sugerindo que a
insulina exerca um efeito inibitorio tonico na atividade da ADA em tecidos de ratos.
Um outro estudo realizado por Singh e Sharma (1998) demonstrou que o diabetes
induzido em ratos por aloxan, um derivado do acido drico que degenera as células B
pancreaticas, estimulou a atividade da ADA de forma tecido/idade especifica. No
entanto, 0 mecanismo correto da acdo da ADA no diabetes ainda nao foi completamente
elucidado.

O DMT?2 é uma doenca multifatorial, e relatos cientificos evidenciam que a ECA
e a ADA apresentam papéis importantes na sua patogénese. No entanto, ndo se conhece
corretamente todos 0s mecanismos envolvidos no desenvolvimento desta doenca, a
exata acdo destes genes, se existe uma possivel interacdo entre estes e 0 DMT2, e a real
frequéncia desses polimorfismos em pacientes diabéticos e em individuos sadios no

Brasil.



CAPITULO 11
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2 OBJETIVOS

2.1 Gerais

Avaliar os polimorfismos dos genes ECA e ADA em individuos com e sem
DMT?2.

2.2 Especificos

1. Avaliar a frequéncia do polimorfismo insercdo/delecéo (1/D) no gene ECA,;

2. Auvaliar a frequéncia do polimorfismo Taql (ADA*1/*2) no gene ADA;

3. Comparar as frequéncias destes polimorfismos em pacientes e controles.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Casuistica

No presente estudo, foram analisadas 322 amostras de sangue periférico, sendo
162 individuos com DMT2 e 160 individuos sem essa doenca. O grupo de pacientes
com DM, denominado grupo teste, foi composto por individuos independente do sexo,
com etnia mista (PENA et al., 2000) e faixa etaria variando entre 37 e 89 anos. Para a
composicdo desse grupo foram selecionados pacientes com quadro clinico de DMT?2,
independente do uso de insulina, determinado por médicos da Unidade Bésica de Saude
de Tupa, local de proveniéncia dos pacientes e das analises bioquimicas das amostras.
Para o diagnostico, foram realizadas dosagens de glicemia de jejum, Hb Alc e avaliacdo
de historico clinico. Os testes complementares realizados em 75,93% (123) dos
pacientes foram: colesterol total, HDLc, LDLc (Férmula de Friedwald), triglicerideos,
uréia, creatinina, sodio, potassio, urina tipo 1 e hemograma completo. Na tabela 2, estdo
descritos os valores de referéncia utilizados para cada exame realizado.

A A.D.A. (2004) relatou que, pacientes diabéticos com HDLc abaixo de 40mg/dl

ou LDLc acima de 100 mg/dl ou triglicerideos acima de 150 mg/dl apresentam maior
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risco de doenca cardiovascular. Com base nesse pardmetro, foram reagrupados 81
individuos com esse perfil para compor um grupo denominado “Com risco de doenca
cardiovascular”.

As informacgfes sobre os grupos teste e com risco de doenca cardiovascular,
assim como os resultados de todos os testes laboratoriais realizados, apresentam-se nas
planilhas localizadas nos apéndices 1 e 2. E importante ressaltar que cada paciente
apresentava de dois a quatro resultados para os exames de glicemia, HDLc, LDLc,
Triglicerideos, Uréia e Creatinina. Para a obtencdo dos dados de andlise estatistica desse
grupo, foi realizada primeiramente a média das dosagens de cada paciente e depois a
média do grupo em questdo. Como alguns pacientes apresentavam medidas abaixo dos
niveis considerados adequados para o diagnéstico de diabetes, pois, encontravam-se em
tratamento, algumas meédias apresentaram indices dentro da faixa de normalidade, fato
que ndo significa a auséncia de diabetes para tais individuos.

O grupo controle foi formado por individuos doadores de sangue nédo-diabéticos,
de ambos os sexos, etnia mista (PENA et al., 2000) e faixa etaria variando entre 40 e 85
anos. Todos esses individuos ja haviam participado de outras pesquisas aprovadas pelo
Comité de Etica em Pesquisa e suas amostras estavam depositadas na UNESP. A
decisdo de utiliza-los deveu-se a padronizacdo prévia de seus dados e condicGes de
salde. A proposta inicial para este trabalho era de realizar um estudo caso-controle
pareado. No entanto, isso ndo foi possivel devido a dificuldade em parear individuos
saudaveis e pacientes. Portanto, como o DMT2 é uma doenca que geralmente acomete
individuos com idade acima de 40 anos, todos os individuos selecionados para o grupo
controle apresentavam idade igual ou superior a 40 anos. A tabela 3 mostra as

informacBes demogréficas e de testes laboratoriais do grupo de estudo.
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Tabela 2 - Valores de referéncia dos testes bioquimicos utilizados.

Teste

Valor de Referéncia

Glicemia de jejum
Hb Alc
Colesterol total
HDLc

LDLc
Triglicerideos
Uréia

Creatinina

Saodio

Potassio

>= 126 mg/dI

4,8 a6,0%

<200 mg/dl

> 40 mg/dl para homens e > 50 mg/dl para
mulheres

<100 mg/dl

< 150 mg/dl

10 — 50 mg/dl

Masculino superior a 12 anos: 0,70 — 1,20
mg/dl.

Feminino superior a 12 anos: 0,50 — 1,00
mg/di

148 mmol/I

3,5-5,2 mmol/Il

Fonte: A.D.A. 2004.



[0481$3]00 Q7 — 97177 ‘|0491$3]00 TAH — 971AH ‘(D71dH) epeal|9 eulqojbowsH — 9TWVJH :0gJped 01Asaq @ RIPIIN «

00'€¥00'08 9.'2%9g'sy  (8S)d
(09T=U) 8j011U0D
00'€¥00'08 ¢6'GFOT'.F (TOT) N
GO'GLFGO'T6T VYI'6CF06'CET  06'8F08'9F O00TEFITLIZ OF0OF20L 060SFE9EST 0STTF80'€9 (6v)d  (18=u) Jenosenoipied
8G'88 ¥ 92'€8T 0C'GZFGV'LTT T9TELFET'Sr T9'TEL F2L'96T V'OF LT, T2'9.F60'0.T T9'6F6G'€9  (Z€) N ©duUs0Q 8p 03siy WoD
SY'SLFV6'0LT ¥9'62 F0T'SCT €9'6F¥.'Ly VI'€CEFGZ'0TZ 2S0F8T'L  GO'OV FL0'WST OT'TTF.2'€9  (96)d
(29T = u) soongqelq
[2'G8F86'65T 6L'9CFS0TT  /G'LF¥8Cy TIVSEFV¥L'68T 8E0FPI'L 6V TOFO0ZYST €20TFLT'G9  (99) W
x(1p/Bw)
x(Ip/Bw) x(Ip/Bw) x(1p/Bw) x(1p/Bw) 2101
x(%) 9TV qH wnler x9pep| 0XaS
S09pJ4a91161 L 971aT 9T1aH [0481$8]0D
eIWRID

[43

‘opn1sa ap sodnib sop srelioyeloqe] Sa1se) ap 8 sealjelBowap sagdewoul - € ejage L



33

3.2 Consideracées Eticas

Esse projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa desta
Instituicdo de Ensino Superior sob o n° 0002.0.229.000-09. Apos o esclarecimento e
assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, foi determinado um codigo
para a identificacdo do paciente, colocado em sua ficha e tubo de coleta. Todas as
coletas foram realizadas no Laboratério da Unidade Bésica de Saude de Tupa, sob
supervisdo e responsabilidade do bidlogo e colaborador desse projeto Edi Carlos lacida.
Foi obtido Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, ap6s a orientacdo sobre a
pesquisa. Para a coleta, primeiramente a pele dos pacientes foi higienizada diversas
vezes com algoddo embebido em etanol a 70% a fim de garantir a correta assepsia,
evitando assim, possiveis infeccdes locais. O material para o procedimento foi aberto
pelo coletador na presenca do paciente, no momento da coleta, apos confirmagdo dos
dados de identificacdo. Apds esse procedimento, foi realizada a puncdo venosa para
coleta de sangue em tubos contendo EDTA como anticoagulante. As amostras ficaram
armazenadas em temperatura entre 4°C a 8°C até o momento da retirada do plasma, e
depois encaminhadas ao Laboratério de Hemoglobinas e Genética das Doencas
Hematoldgicas do IBILCE/UNESP, onde foram armazenadas a -20°C até o momento da

extracdo do material genémico.

3.3 Métodos

3.3.1 Extracdo de DNA

Todas as amostras de sangue foram submetidas & extracdo de DNA gendmico
pelo método de fenol-cloroférmio modificado, previamente & amplificagdo com o0s
iniciadores especificos para cada polimorfismo (PENA et al.,, 1991; SAIKI, 1992).

Apos a extragdo do material gendmico, todas as amostras foram quantificadas e
qualificadas por espectrofotometria (Nanodrop 2000c® - ThermoScientific) para
garantir a qualidade da amostra requerida para a amplificagdo, utilizando como
parametros concentracdo em torno de 100ng/ul e pureza entre 1,8 e 1,9. As amostras

que ndo apresentavam este padrdo foram descartadas e 0 DNA reextraido (Apéndice 3).
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3.3.2 Estratégias adotadas para atingir o objetivo especifico 1

O DNA gendmico extraido foi submetido a amplificagdo com iniciadores
especificos para a regido de interesse do gene ECA (1). O fragmento amplificado foi
verificado em gel de agarose a 1,5% e, na presenca do gendtipo D/D, foi realizada uma
nova amplificagdo de DNA genémico com outro par de iniciadores (2), que permitiu a
confirmagdo do gendtipo, de acordo com metodologia descrita por FERNANDEZ-
LLAMA et al., (1999). (Apéndice 4)

Iniciadores (1):

Senso: 5°CTG GAG ACC ACT CCCATCCTTTCT &
Antisenso: 5" GAT GTG GCC ATC ACATTC GTC CAG AT 3

Iniciadores (2):
Senso: 5" TGG GAC CAC AGC GCC CGC CACTAC 3
Antisenso: 5’TCG CCA GCC CTCCCATGC CCATAA Y

3.2.3 Estratégias adotadas para atingir o objetivo especifico 2

O DNA gendmico extraido foi submetido a amplificagdo com iniciadores
especificos para a regido de interesse do gene ADA. O fragmento amplificado foi entéo
digerido com a enzima de restricdo Tagl, especifica para a identificacdo dos alelos
ADA*1 e ADA*2. Posteriormente a digestdo enzimatica, o produto obtido foi submetido
a eletroforese em gel de agarose a 1,5% e coloracdo com brometo de etideo, que
permitiu a visualizacdo em iluminacdo UV e determinacdo dos polimorfismos dos
fragmentos de restricdo, de acordo com metodologia descrita por Safranow et al.,
(2007). (Apéndice 5)

Iniciadores:

Senso 5"GCC CGG CCC GTT AAG AAG AGC 3
Antisenso 5° GGT CAA GTC AGG GGC AGA AGC AGA 3
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3.2.4 Analise Estatistica

Para comparar as frequéncias dos polimorfismos analisados foram utilizados os
testes qui-quadrado (xz) e exato de Fisher, aceitando-se erro alfa de 5%. Quando as
premissas para a realizacdo do teste qui-quadrado foram violadas, foi utilizada a
estimativa por maxima verossimilhanca. Também foi avaliado o Odds Ratio (OR) para
os polimorfismos analisados e Equilibrio de Hardy-Weinberg. Os célculos foram

realizados utilizando-se o software Statistica (versao 7.0).
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Resumo

O diabetes melito tipo 2 (DMT2), caracteriza-se por modificacOes da acdo e secrecdo de
insulina, sendo geralmente associado a elevada predisposicdo genética. Existem relatos
de que o polimorfismo I/D do gene ECA esteja relacionado ao DMT2 e as suas
complicacdes cardiovasculares. No presente estudo foram analisados 162 pacientes com
DMT?2 e 160 individuos sem essa doenca. Dentre o grupo de pacientes diabéticos, foi
selecionado um grupo de 81 individuos com risco de desenvolvimento de doencas
cardiovasculares, por meio de avaliacdo dos exames de HDLc, LDLc e triglicerideos.
Para a identificagdo dos polimorfismos foram realizadas duas reagdes em cadeia da
polimerase, na primeira foram identificados todos os polimorfismos e na segunda, foi
confirmada a presenca do alelo I. As frequéncias obtidas foram: pacientes diabéticos 1/I
(19,1%); I/D (52,5%); D/D (28,4%); grupo controle I/I (12,5%); I/D (55,6%); D/D
(31,9%) e grupo de diabéticos com riscos de doenca cardiovascular 1/l (16%); 1/D
(59,3%); D/D (24,7%). Nao foram observadas diferencas estatisticamente significantes
entre as frequéncias alélicas e genotipicas nos grupos estudados. Nas populacdes
caucasoides e do leste asiatico foram relatadas associa¢fes entre o alelo D e 0 DMT2.
No entanto, em popula¢Ges miscigenadas, como a brasileira, ndo foi encontrada tal
relacdo. Esse fato ndo descarta a necessidade de maiores estudos acerca das frequéncias
desse polimorfismo na populacdo brasileira e também da associacdo com os fatores de
risco, que podem comprometer a qualidade de vida dos pacientes com DMT2 na

populagéo brasileira.

Palavras-chave: diabetes melito tipo 2; polimorfismo da enzima conversora de

angiotensina; risco de doenca cardiovascular.
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Introducéo
O diabetes melito (DM), um distarbio da homeostase da glicose, afeta
aproximadamente 5% da populacdo mundial, sendo caracterizado por deficiéncia
absoluta ou relativa de insulina e/ou resisténcia a esse horménio. O diabetes melito tipo
2 (DMT2), considerado a forma mais comum de DM, caracteriza-se por modificacdes
da aco e secregdo de insulina, sendo geralmente associado & predisposicdo genética ™.
Apresenta-se relacionado a complica¢Ges que incluem risco de desenvolvimento de
aterosclerose, doengas cardiovasculares, nefropatia, retinopatia e neuropatia tornando a
condicio um sério problema de satde publica ™3. A Enzima Conversora de
Angiotensina (ECA) catalisa a conversdo da angiotensina-I (Ang-1) em angiotensina-I1
(Ang-11), que mantém e modula a pressdo arterial (PA), o controle da volemia, a
regulacdo da circulacdo sistémica e renal, influenciando tanto a filtracdo glomerular
como a reabsorcdo tubular de sodio. Desempenha funcdes intracelulares, incluindo a
inducdo de hiperplasia e/ou hipertrofia celular, com acdo pré-inflamatéria e pro-
oxidante, o que resulta em toxicidade celular e apoptose. Modificagcbes no sistema
renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) trazem conseqiiéncias para as células dos
tecidos endotelial e muscular que incluem: processo inflamatorio, eventos trombdticos e
complicagOes cardiovasculares. Alguns estudos demonstraram que um pProcesso
inflamatério cronico de baixo grau prediz um risco de intolerancia a glicose e DMT2. &
4,5,6,7,8,9,10].
Existem relatos de diversos polimorfismos relacionados a ECA, e um destes
decorre da inser¢do/delecdo (1/D) de um fragmento de 287 pares de bases no intron 16
do gene que codifica para a ECA, no lécus génico 17g23.3 M. Ainda que esse
polimorfismo se encontre em um intron, sabe-se que o alelo D codifica uma enzima
com maior atividade que o alelo | [12.13] Alguns estudos associam a presenca do alelo
D e do gendtipo D/D a predisposi¢cdo ao desenvolvimento de doenca coronariana e
infarto agudo do miocérdio em individuos diabéticos e sem essa doenca ** *!. Tendo
em vista a quantidade de variaveis que influenciam, tanto o aparecimento como a
evolucdo e prognostico do diabete, hd a necessidade do entendimento das relacbes
existentes entre os fatores ambientais e genéticos da doenca. Assim sendo, 0 objetivo
do presente estudo foi avaliar a frequéncia do polimorfismo I/D da ECA em individuos
com DMT2 e sem essa doenga.
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Casuistica

Foram analisadas amostras de sangue de 162 individuos com DMT2 e 160
individuos sem essa doenca. O grupo dos pacientes com diabetes, denominado grupo
teste, foi composto por individuos com idade entre 37 e 89 anos, independente do sexo e
com etnia mista *®). Para o diagnéstico foram realizadas dosagens de glicemia de jejum
(valor de referéncia: 70 a 99,00 mg/dl), Hb Alc (valor de referéncia: 4,8 a 6,0%) e
avaliacdo do historico clinico. Os testes complementares foram: colesterol total (valor
de referéncia: < 200 mg/dl), HDLc (valor de referéncia: > 40mg/dl), LDLc (valor de
referéncia: < 130 mg/dl — Férmula de Friedwald) e triglicerideos (valor de referéncia: <
150mg/dl). A A.D.A. (2004) relatou que, pacientes diabéticos com HDLc abaixo de
40mg/dl ou LDLc acima de 100 mg/dl ou triglicerideos acima de 150 mg/dl "
apresentam maior risco de desenvolvimento de doenca cardiovascular. Com base nesse
parametro, foram reagrupados 81 individuos com esse perfil para compor um grupo
denominado “Com risco de doenga cardiovascular”. O grupo controle foi composto por
160 individuos saudaveis, com idade entre 40 e 85 anos, independente do sexo e com

etnia mista.

Material e método

Apoés consentimento informado, foram coletados 5ml de sangue periférico em
tubos contendo EDTA como anticoagulante de cada um dos participantes. Esse material
foi armazenado a temperatura de 8°C até 0 momento da extracdo de DNA, que nao
excedeu uma semana.

Para a identificacdo do polimorfismo primeiramente foi realizada a extracdo do
DNA gendmico pelo método de fenol-cloroférmio modificado 8. Apés a quantificacéo
e qualificacdo do DNA por meio de espectrofotometria (Nanodrop-2000c® —
ThermoScientific), foi realizada Reacdo em Cadeia da Polimerase % em volume de
25ul que continha 1,5mM de MgCl,, tampao 10x sem MgCl,, 0,12mM de dNTP, 0,8 U
de Taqg Polimerase (Biotools®), 100ng de DNA genémico e 0,2 uM de cada iniciador:
5CTG GAG ACC ACT CCC ATC CTT TCT 3 e (senso) 5GAT GTG GCC ATC
ACA TTG GTC AGA T 3 (antisenso). Foi realizada uma primeira desnaturacdo a 95°C
durante 5 min, seguida de 35 ciclos que consistiam de desnaturacdo a 95°C durante 30s,
anelamento a 58°C por 30s e extensdo a 72°C durante 1 min, finalizando o processo

com extensdo a 72°C durante 5 min. Os iniciadores flanqueiam a regido polimorfica e



42

permitem identificar o fragmento de 490 pb que corresponde a insercdo (1) e outro
fragmento de 190pb que corresponde a delecdo (D). Devido a possibilidade de erro na
classificagdo de heterozigotos I/D como D/D em torno de 10%, decorrente da
amplificacdo preferencial do alelo D e inadequada do alelo I, foi realizada uma segunda
amplificacdo de todas as amostras classificadas como D/D para a confirmacdo do
gendtipo. Os iniciadores utilizados foram: 5TGG GAC CAC AGC GCC CGC CAC
TAC 3'(senso) e 5TCG CCA GCC CTC CCA TGC CCA TAA 3 (antisenso)®. A
reacdo em cadeia da polimerase foi realizada sob as mesmas condi¢Ges da primeira
reacdo, com excecdo da temperatura de anelamento que foi de 64°C. Na presenca do
alelo I, o produto da reacdo foi de 335pb, e na presenca do alelo D ndo houve
amplificagdo. A separacdo dos fragmentos foi realizada mediante eletroforese em gel de

agarose a 1,5%, com brometo de etideo e visualizada em luz ultravioleta.

Analise estatistica

Foi utilizado o teste qui-quadrado, aceitando-se o erro alfa de 5% para as
frequéncias dos polimorfismos, com uso do software Statistica (Versdo 7.0). As
frequéncias genotipicas foram avaliadas entre si, ou seja, D/D vs I/D vs I/l e também
D/D vs I/D + I/l; D/D + 1/D vs I/l e D/ID vs I/l a fim de observar possiveis efeitos
codominantes, recessivos, dominantes e aditivos do alelo D, respectivamente. Também
foi avaliado o Odds Ratio (OR) com intervalo de confianca de 95%, e célculos para
Equilibrio de Hardy-Weinberg.

Resultados

A distribuicdo dos gendtipos relacionados ao polimorfismo I/D da ECA
apresentou-se em Equilibrio de Hardy-Weinberg. Quanto aos gendtipos obtidos nesse
estudo, foram observadas frequéncias maiores de heterozigose (I/D), seguida por
homozigose do alelo D (D/D) e por fim, homozigose do alelo | (I/I) em todos 0s grupos
analisados. As tabelas 1 e 2 mostram as frequéncias genotipicas dos grupos teste,
controle e com risco de doenca cardiovascular, e o calculo de OR para cada grupo em
relacdo ao grupo controle. Foram observadas frequéncias maiores para o alelo D em
todos os grupos estudados. Nas tabelas 3 e 4 podem ser verificadas as frequéncias
alélicas do polimorfismo avaliado em cada um dos grupos analisados e o calculo de OR
para cada grupo comparado ao controle. No entanto, ndo foram observadas diferencas

estatisticamente significantes entre as frequéncias genotipicas e alélicas em nenhum dos
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grupos analisados. Quando feita a comparacdo das frequéncias genotipicas entre
pacientes e controles sob o modelo dominante (D/D + 1/D vs I/l), foi observado p =
0,07 e para 0 mesmo grupo sob o modelo aditivo (D/D vs /) p = 0,08. Ainda foi
avaliado o OR com intervalo de confianca que apresentou valores de OR 2,45; IC 1,01 —
5,91; p=0,07.

O risco de desenvolvimento de diabetes ou doengas cardiovasculares foi
calculado para os individuos do sexo masculino e feminino e também para 0s grupos
teste, controle e diabéticos com risco de doenca cardiovascular conforme as tabelas 1, 2,
3 e 4. No entanto, ndo foram observados valores significantes em nenhum dos grupos e

modelos de heranca analisados.

Discusséo

Nossos resultados corroboram os de Costa, et al., (2002) que estudaram a
frequéncia do polimorfismo 1/D do gene da ECA, em pacientes brasileiros com DMT2,
ndo encontrando relacdo entre 0 mesmo e a doenca em estudo Y. Nos estudos de
Stephens et al., (2005), encontraram associacao entre 0 DMT2 e o polimorfismo 1/D do
gene da ECA em populacbes caucasoOides. Esses dados sdo corroborados pela
metanalise realizada por Zhou et al., (2009) que relataram associagdo entre o alelo D e 0
DMT2 em populagdes caucasoides e do leste asiatico, mas ndo em populacdes turcas e
miscigenadas, como a brasileira.

Em relacdo ao grupo de pacientes com risco de doenca cardiovascular, também
ndo foram observadas diferencas significantes entre as frequéncias alélicas e genotipicas
do polimorfismo da ECA em comparacdo com 0s grupos de pacientes diabéticos e
controles. Alguns estudos revelaram a associacdo do alelo D com doenca cardiovascular
em populacdes turcas, francesas e chinesas ** 2> 2%, Zintzaras et al., (2008) verificaram
associacdo do alelo D com doenca arterial coronariana em individuos caucasoéides e
turcos quando feita anélise estatistica sob o modelo aditivo (D/D vs I/1). Em individuos
do Leste asiatico, foram observadas associa¢fes quando realizada analise sobre o
modelo recessivo (DD vs D/l + I/1) e, em populagfes negras, latinas e do leste indiano
ndo foram observadas associag¢Oes significantes. Stephens et al., (2005) em seu estudo
em populagdo caucasoide relataram ndo haver diferencas entre as frequéncias
genotipicas e alélicas nos grupos de pacientes diabéticos com e sem doenca
cardiovascular. Nossos dados séo coincidentes com os dos autores supracitados, pois,
nossa populacdo de estudo é miscigenada, com contribuicdo de diversos grupos étnicos
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formadores, como as populacdes caucasoide, latina e negra ™°/.

As frequéncias genotipicas e alélicas observadas em nosso estudo apresentaram-
se similares ao estudo de Costa et al., (2002), que avaliaram a associacdo entre o
polimorfismo I/D do gene ECA e Sindrome Metabdlica em pacientes com DMT2 da
regido sul do Brasil e ao estudo de Sakuma et al., (2004), que avaliaram esse mesmo
polimorfismo em afrodescendentes com doenga arterial coronariana residentes no
estado do Mato Grosso do Sul, Brasil. Em ambos os estudos foram observadas maiores
frequéncias do gendtipo I/D, seguidas por D/D e I/l. Observamos também frequéncias
genotipicas e alélicas similares as das populacdes espanhola, européia em geral,
libanesa e afro-americana, que encontram-se entre as principais etnias formadoras da
populacdo de nossa regido de estudo ™®. As frequéncias obtidas em nosso trabalho
diferiram de outros realizados em populagfes brasileiras, como o estudo de Freitas et
al., (2007) que relataram 78,21% (I/1), 16,0% (I/D) e 5,13% (D/D) em individuos
residentes na regido noroeste do Amazonas, e no estudo de Corréa et al., (2009) que
avaliaram esse polimorfismo em mulheres com e sem cancer de mama no estado de S&o
Paulo, obtendo frequéncias de 46% (D/D), 37% (1/D) e 17% (I/1). Acreditamos que as
diferencas entre nossos dados e os obtidos no estudo de Freitas et al., (2007) devem-se
as diferencas genéticas intrinsecas dos grupos formadores das populagbes do Sul e
Sudeste com as do Norte do Brasil ¢\, A conformidade na analise do Equilibrio de
Hardy-Weinberg evidencia que os dados obtidos sdo concisos e demonstram a realidade
da populacéo estudada.

Foram relatadas variacfes das frequéncias alélicas e genotipicas em relacdo aos
diversos grupos étnicos e, acreditamos que esse fato, relacionado a elevada miscigencao
da populagdo brasileira e a presenca de haplétipos no polimorfismo 1/D da ECA B4, sgo
fatores que contribuem para as diferencas observadas entre nosso estudo e os estudos
realizados em outras populacées

Mettimano et al., (2001) revelaram que idade avangada, sedentarismo,
sobrepeso, etilismo e tabagismo sao fatores de risco para o desenvolvimento de diabetes
e complicacdes relacionadas, especialmente quando associados ao gendétipo D/D da
ECA. Portanto, para uma correta classificagio do risco de desenvolvimento e
complicagdes relacionadas ao DMT2, acreditamos ser necessaria a analise de
polimorfismos genéticos, dos haplétipos, de outros genes que podem relacionar-se ao
gene da ECA, interagdes pos-transcricionais e pos-traducionais e ainda fatores externos

como sedentarismo, idade e alimentag&o.
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Apesar de nossos resultados ndo demonstrarem relagdo entre o
polimorfismo I/D da ECA, o DMT2 e o risco de complicagdes cardiovasculares, é
importante salientar que a presenca do alelo D, verificada em 131 pacientes de nosso
grupo teste, deve ser considerada, a fim de evitar possiveis complicacdes ao paciente
diabético. Para uma correta classificacdo dos fatores genéticos que interferem no
aparecimento e complicacOes dessa doenca na populacdo brasileira, acreditamos serem
necessarios maiores estudos acerca desse polimorfismo e seus haplétipos, assim como a
relacdo entre esses e os fatores de risco ambientais que influenciam a qualidade de vida
do paciente diabético. Além do mais, os conhecimentos gerados pelas pesquisas
conduzem a novas formas de tratamento e prevencgdo, sendo esse ultimo, o principal
objetivo da OMS B e da Associagdo Americana de Diabetes para o controle dessa

doenca que é considerada uma epidemia mundial nessa década %!,
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Resumo

O diabetes melito tipo 2 (DMT2), caracteriza-se por modificacOes da acdo e secrecdo de
insulina, sendo geralmente associado a elevada predisposicdo  genética.
Aproximadamente 90% dos casos de diabetes melito (DM) estdo associados a esta
forma da doenca. Existem relatos de atividade aumentada da enzima adenosina
deaminase em individuos com DM e doenga coronariana. No presente estudo foram
analisadas amostras de 162 pacientes com DMT2 e 160 individuos sem essa doenca.
Dentre o grupo de pacientes diabéticos, foi selecionado um grupo de 81 individuos com
risco de desenvolvimento de doencas cardiovasculares, por meio de avaliacdo dos
exames de HDLc, LDLc e triglicerideos. Para a verificacdo do polimorfismo Taqgl do
gene ADA, foi realizada uma PCR-RFLP, que possibilitou a identificacdo dos alelos
ADA*1 e ADA*2. As frequéncias genotipicas obtidas foram: em pacientes diabéticos
ADA*1/*1 (89,31%); ADA*1/*2 (10,06%); ADA*2/*2 (0,63%); grupo controle
ADA*1/*1 (91,25%); ADA*1/*2 (7,50%); ADA*2/*2 (1,25%); pacientes com risco
cardiovascular ADA*1/*1 (91,20%); ADA*1/*2 (7,50%); ADA*2/*2 (0,0%). N&do foram
observadas diferencas estatisticamente significantes entre as frequéncias alélicas e
genotipicas nos grupos estudados. No entanto, esse fato ndo descarta a necessidade de
maiores estudos acerca das frequéncias desse polimorfismo na populagdo brasileira e
também da associacdo desse com a atividade enziméatica da ADA, além dos fatores de
risco, que podem comprometer a qualidade de vida dos pacientes com DMT2 na

populacdo brasileira.

Palavras-chave: diabetes melito tipo 2; polimorfismo da enzima adenosina deaminase;

risco de doenca cardiovascular.
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Introducéo

O diabetes melito (DM), é uma sindrome de etiologia multipla que ocorre em
aproximadamente 5% da populacdo mundial, sendo considerado um dos maiores
problemas de satde publica. E decorrente da deficiéncia absoluta ou relativa de insulina
e/ou resisténcia a esse hormdnio e caracteriza-se por alteracbes no metabolismo de
carboidratos, lipidios e proteinas. O diabetes melito tipo 2 (DMT2), considerado a
forma mais comum de DM, acomete aproximadamente 90% dos pacientes com DM.
Caracteriza-se por: resisténcia a agdo da insulina e deficiéncias na secre¢do desse
horménio, sendo geralmente associado & elevada predisposicdo genética’. Apresenta-se
relacionado a complicac6es que incluem risco de desenvolvimento de aterosclerose,
doencas cardiovasculares, nefropatia, retinopatia e neuropatia, tornando a condi¢do um
sério problema de sadde pUblica’?.

A Adenosina deaminase (ADA) é uma enzima que participa do metabolismo de
nucleotideos, mais especificamente da via de salvacao das purinas. Apresenta-se
amplamente distribuida em diferentes tecidos, com maiores niveis presentes no trato
digestario, timo e baco, o que reflete seu papel critico na maturacao de células T timica
e extratimica **>®’. Sua principal funcéo é catalisar a desaminag&o hidrolitica de
adenosina e 2" -desoxiadenosina em inosina e 2-desoxinosina. E uma enzima essencial
para a diferenciacéo e proliferacéo linfocitarias e do sistema monocitico-macrofagico.
Tem sido utilizada para monitoramento de diversas doengas em que a imunidade esta
alterada®®. O interesse nessa enzima foi estimulado pelos achados de pacientes com
deficiéncias hereditarias de ADA que desenvolviam imunodeficiéncias combinadas.

O papel bioldgico da ADA no metabolismo da adenosina parece ser um evento

importante para a regulacdo do fluxo sanguineo, neurotransmissao, atividade da
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musculatura lisa e agregacdo plaquetaria. Além disso, ha grande variedade de efeitos
que a adenosina exerce por meio de sua ligacao a receptores especificos de superficie
celular, incluindo mecanismos imunorregulatérios % *.

O gene ADA, localizado no brago longo do cromossomo 20 (20q13.11), possui
12 éxons distribuidos em 32 kilobases***3. Dois alelos co-dominantes, fregiientes em
populacgdes caucasoides, 0 ADA*01 e o ADA*02, diferem entre si pela substituicdo de
uma guanina por uma adenina no éxon 1. Essa transicao leva a substituicao do acido
aspartico por uma asparagina no aminoacido de numero 8 (Asp8Asn). A enzima
codificada pelo alelo ADA*2 apresenta funcao catalitica 35% menor do que a enzima
produzida pelo alelo ADA*1, o que leva a aumento da concentracao tecidual de
adenosinalZ, 13, 14, 15,16.

O DMT2 é uma doenca multifatorial e relatos cientificos evidenciam que a ADA
apresenta um papel importante na sua patogénese!” ¥, No entanto, os mecanismos
envolvidos no desenvolvimento desta doenca, a exata a¢cao desse gene, e a frequéncia de
seus polimorfismos em pacientes diabéticos e em individuos sadios no Brasil, ndo séo
conhecidos. Com base no exposto acima, o objetivo do presente estudo foi avaliar a
frequéncia do polimorfismo Tagl (ADA*1/*2) da enzima adenosina deaminase em
pacientes diabéticos brasileiros, comparando os resultados com um grupo controle
combinado.

Casuistica

Foram analisadas amostras de sangue de 159 individuos com DMT2 e 160
individuos sem essa doenca. O grupo dos pacientes com diabetes, denominado grupo

teste, foi composto por individuos com idade entre 37 e 89 anos, independente do sexo e

com etnia mista **. Para o diagnéstico foram realizadas dosagens de glicemia de jejum
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(valor de referéncia: 70 a 99,00 mg/dl), de Hb Alc (valor de referéncia: 4,8 a 6,0%) e
avaliacdo do historico clinico. Os testes complementares foram: colesterol total (valor
de referéncia: < 200 mg/dl), HDLc (valor de referéncia: > 40mg/dl), LDLc (valor de
referéncia: < 130 mg/dl — Formula de Friedwald) e triglicerideos (valor de referéncia: <
150mg/dl). A Associacdo Americana de Diabetes (2004) relatou que, pacientes
diabéticos com HDLc abaixo de 40mg/dl ou LDLc acima de 100 mg/dl ou triglicerideos
acima de 150 mg/dl ° apresentam maior risco de doenca cardiovascular. Com base
nesse parametro, foram reagrupados 78 individuos com esse perfil para compor um
grupo denominado “Com risco de doenga cardiovascular”. O grupo controle foi
composto por 160 individuos saudaveis com idade entre 40 e 85 anos independente do
sexo e com etnia mista.

Apds consentimento informado, foram coletadas amostras de sangue periférico
em tubos contendo EDTA como anticoagulante. Esse material foi armazenado a

temperatura de 8°C até o0 momento da extracdo de DNA, que ndo excedeu uma semana.

Material e Método

O DNA gendmico foi obtido pelo método de fenol-cloroférmio modificado .
Para a identificacdo do polimorfismo foi realizada Reacdo em Cadeia da Polimerase 22
em volume de 25uL que continha tampé&o 10X sem MgCl,; 1,5mM de MgCl,; 1,07mM
DMSO; 8mM de p-mercaptoetanol; 0,2uM de dNTP; 1 U de Taq DNA Polimerase
(Invitrogen®), 20ng/ul de DNA gendmico e 0,05uM de cada iniciador: 5~ -
GCCCGGCCCGTTAAGAAGA- GC-3" (senso) e 5~ -
GGTCAAGTCAGGGGCAGAAGCAGA-3~ (antisenso) (GenBank No. M13792),

segundo Safranow et al., (2007). O mix sem a enzima Taq Polimerase foi colocado em
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termociclador (Bio-Rad®) para uma primeira desnaturacdo (HotStart) a 94°C por 15
minutos. Apds esse procedimento, foi adicionada a Polimerase e entdo realizados 36
ciclos que consistiam de desnaturacdo a 94°C durante 40s, anelamento a 68°C por 80s e
extensdo a 72°C durante 80 segundos, finalizando o processo com extensédo a 72°C
durante 8 min. Os iniciadores flanqueiam a regido polimdrfica e permitem identificar o
fragmento de 397 pb que corresponde a regido amplificada. Para a identificacdo do
polimorfismo foi realizada digestdo com enzima de restricdo Tagl (Biolabs®). Foi
incubada uma aliquota de 8,5 uL de produto de PCR com 5 U de Taql a 65°C por 3
horas. Os fragmentos foram separados por eletroforese em gel de agarose a 1,5% corado
com brometo de etideo e visualizado sob luz UV. O produto da digestdo do alelo
ADA*1(G22) foi clivado em fragmentos de 245pb e 152pb, e do alelo ADA*2 (A22) foi

identificado pela falta do sitio de restricdo para a enzima, com um fragmento de 397pb.

Anélise estatistica

Foram utilizados os testes qui-quadrado e exato de Fisher, aceitando-se o erro
alfa de 5% para as frequéncias dos polimorfismos com o software Statistica (Versao
7.0). Também foi avaliado o Odds Ratio (OR) com intervalo de confianca de 95% e

Equilibrio de Hardy-Weinberg.

Resultados

Quanto aos gendtipos, foram observadas frequéncias maiores de homozigose
para o alelo ADA*1, seguida por heterozigose (ADA*1/*2) e por fim, homozigose do
alelo ADA*2 em todos os grupos analisados. As tabelas I e 11 revelam as frequéncias

genotipicas dos grupos teste, controle e com risco de doenca cardiovascular e 0s
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calculos de OR de cada grupo em relacéo ao grupo controle.

Foram observadas frequéncias maiores do alelo ADA*1 em todos os grupos
estudados. Nas tabelas 111 e IV podem ser verificadas as frequéncias alélicas de cada um
dos grupos analisados e os célculos de OR para cada grupo, comparado ao controle. Ndo
foram observadas diferencas estatisticamente significantes entre as frequéncias
genotipicas e alélicas em nenhum dos grupos avaliados, mesmo quando separados por
sexo e faixa etaria. A frequéncia dos alelos ADA*1/*2 estava em equilibrio de Hardy-
Weinberg em todos os grupos avaliados.

A anélise de OR, utilizada para verificar o risco de desenvolvimento de DM ou
doencas cardiovasculares na presenca dos polimorfismos avaliados, foi calculado para
os individuos do sexo masculino e feminino e também para os grupos teste, controle e
diabéticos com risco de doenca cardiovascular. No entanto, ndo foram observados
valores significantes em nenhum dos grupos analisados.

Discusséo

O alelo ADA*1 codifica para uma enzima com maior atividade catalitica do que
a codificada pelo alelo ADA *2, assim, os portadores dos genotipos ADA*1/*2 e ADA
*2/*2 apresentam menor atividade catalitica dessa enzima do que os portadores do
genétipo ADA*1/*1, levando a uma maior concentragdo de adenosina, maior atividade
dos receptores e tolerancia diminuida a glicose . As frequéncias genotipicas e alélicas
encontradas em nosso estudo estdo de acordo com os estudos de atividades enzimaticas,

que verificaram a presenca de maior atividade da ADA em pacientes com DM 171825

26]

Os dados de frequéncias alélicas e genotipicas desse polimorfismo na populacéo

brasileira evidenciam uma maior frequéncia do gendtipo ADA*1/*1 e do alelo ADA*1.
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Safranow et al., (2007) avaliando a frequéncia do polimorfismo na populacao polonesa
e Liu et al., (2006) na populacdo chinesa também encontraram frequéncias similares as
que observamos em nosso grupo da populacao brasileira, com maior proporcéo de
ADA*1/*1, seguido por ADA*1/*2 e ADA*2/*2.

Em relacdo ao grupo com risco de doencga cardiovascular, foram encontradas
baixas frequéncias do alelo ADA*2. De acordo com os estudos de Safranow et al.,
(2007) e Banci et al., (2009), existe uma frequéncia menor do alelo ADA*2 em
individuos com doenca arterial coronariana (DAC) em relacdo aos individuos sem essa
doenca. Os autores acreditam que o efeito cardioprotetor da adenosina possa influenciar
no desenvolvimento da DAC ™. Em nosso estudo, foi encontrada baixa frequéncia do
alelo ADA*2 no grupo com risco de doenca cardiovascular, no entanto, ndo houveram
diferencas estatisticamente significantes em relacdo aos outros grupos de estudo.
Mesmo ndo havendo diferencas entre as frequéncias alélicas nos grupos analisados,
acreditamos ser necessario um maior acompanhamento dos pacientes diabéticos com
risco de doenca cardiovascular e genétipo ADA*1/*1, pois a maior atividade da ADA
nesses pacientes, diminui a concentragdo de adenosina 12 %!,

Ainda ndo se sabe corretamente quais 0s mecanismos pelo qual a ADA age no
metabolismo da glicose, mas ha relatos de que a adenosina tem uma importante funcao
na modulagdo da acdo da insulina e no metabolismo da glicose em diferentes tecidos "
25.2638] segundo Kurtul et al., (2004) a insulina age nos tecidos estimulando o
transporte de glicose, estoque de glicogénio, glicolise e tambem como inibidor da rede
de producéo hepatica de glicose. A adenosina age diretamente estimulando a atividade
da insulina, via diversos processos, como transporte de glicose, sintese lipidica,

atividade da piruvato desidrogenase, oxidagéo de leucina e atividade fosfodiesterase de
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nucleotideos ciclicos [17, 25, 26, 29, 30,31, 32, 33, 34, 35, 36].

Rutkiewicz e Gorski (1990) demonstraram que a insulina pode modular sua
prépria acdo no metabolismo da glicose em tecidos, por mudar a atividade da ADA e,
portanto, a concentracdo local de adenosina. Seus estudos com ratos tratados com
insulina e estreptozotocina indicaram que o efeito inibidor da insulina na atividade da
ADA néo é uma consequiéncia da hipoglicemia, mas sim resultante de uma acéo direta
do horménio. Han et al., (1998), observaram que ap0s a remoc¢éao da adenosina com
ADA ou bloqueio de sua acdo com antagonistas, houve diminui¢édo no transporte de
glicose para os musculos esqueléticos. Os autores acreditam que esse fenémeno foi
causado pela reducdo no nimero de canais GLUT4 na superficie celular ou diminuicéo
na atividade de transporte de glicose intrinseco do GLUTA4. Esses canais sdo proteinas
presentes principalmente na membrana de tecidos muscular e adiposo, responsavel pelo
transporte de glicose para o interior da célula. Apesar da possivel correlacdo observada
em outros relatos, entre a maior frequéncia do alelo ADA*1 e 0 DM e doencas
cardiovasculares, ndo verificamos em nosso estudo diferencas estatisticamente
significantes que co-relacionassem esse polimorfismo ao DM com o grupo em estudo.

A populacéo brasileira é miscigenada ™ e essa caracteristica influencia a
relacdo de certos genes com a susceptibilidade e desenvolvimento de complicagdes do
DM, uma doenga multifatorial. Acreditamos serem necessarios maiores estudos acerca
dos polimorfismos genéticos e atividades enzimaticas da ADA na populacao brasileira,
com e sem DM, assim como a investigacao de outros fatores, que influenciem a
fisiopatologia do DMT2, como mecanismos pos-traducionais e transcricionais e

interacdes génicas .
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4 DISCUSSAO GERAL

Em nosso estudo ndo foram observadas diferencas estatisticamente significantes
entre as frequéncias alélicas e genotipicas dos genes ECA e ADA nos grupos de
pacientes, diabéticos com risco de doenca cardiovascular e controle. Stephens et al.,
(2005), em seu estudo com populacBes caucasoides, verificaram associacdo entre o
polimorfismo I/D da ECA e DMT2. Zhou et al., (2009) em sua metanalise, verificaram
que a associacdo do alelo D com essa doenca, apenas ocorre em populacdes caucasoides
e do leste asiatico, mas ndo em populagdes turcas e miscigenadas, como a brasileira.
Provavelmente nosso resulatdos esteja relacionado ao numero amostral e sugerimos
ampliacdo do numero de pacientes para melhor relagcdo dos polimorfismos.

A associagdo desse polimorfismo com as doengas cardiovasculares também ndo
foi observada em nosso estudo. Foram descritas associacdes entre o alelo D e doencas
cardiovasculares nas populacdes turcas, francesas, chinesas, caucasoides e do leste
asiatico. (ARAZ et al., 2001; HADJADJ et al.,, 2003; THOMAS et al., 2003;.
ZINTZARAS et al., 2008). No entanto, em populagdes negras, latinas e do leste indiano
ndo foram observadas associacdes significantes (ZINTZARAS et al., 2008). Nossos
dados sdo coincidentes com os dos autores supracitados, pois, nossa populacdo de
estudo é miscigenada, com contribuicdo de diversos grupos étnicos formadores, como
populacbes caucasobide, latina e negra (PENA et al., 2000). ]

As frequéncias alélicas e genotipicas observadas em nosso estudo sao coincidentes
com as observadas por Costa et al., (2002) e Sakuma et al., (2004) que estudaram esse
mesmo polimorfismo e individuos com DMT2 e doencga coronariana em populacfes
brasileiras de outras regides do pais. Em ambos os estudos foram observadas maiores
frequéncias do gendtipo I/D, seguidas por D/D e I/l. Observamos também frequéncias
genotipicas e alélicas similares as de estudos nas populacfes espanhola, européia em
geral, libanesa e afro-americana, que encontram-se entre as principais etnias formadoras
da populacédo de nossa regido de estudo(PENA et al., 2000).

Quanto as analises do polimorfismo Taql para o gene da ADA, também ndo foi
observada relagdo entre 0 mesmo e o DMT2 e doengas cardiovasculares. Foram
encontradas maiores frequéncias do alelo ADA*1 em todos o0s grupos analisados.

Nossos resultados estdo de acordo com os trabalhos que avaliaram a atividade
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enzimatica da ADA em pacientes com DMT2, observando uma maior atividade da
enzima nesses individuos (JAMAL; SAGGERSON, 1987; RUTKIEWICZ ; GORSKI,
1990; HOSHINO et al., 1994; KURTUL et al., 2004).

As frequéncias alélicas e genotipicas encontradas sdao semelhantes aos estudos de
Safranow et al., (2007), na populacéo polonesa e Liu et al., (2006) na populagéo chinesa
que obtiveram maiores frequéncias do gendtipo ADA*1/*1, seguido por ADA*1/*2 e
ADA*2/*2 em seus grupos de estudo.

Para o grupo de estudo com risco de doenca cardiovascular, foram observadas
menores frequéncias do alelo ADA*2, assim como no estudo de Safranow et al., (2007)
que avaliaram esse polimorfismo em pacientes com doenca arterial coronariana,
encontrando uma correlacédo entre a baixa frequéncia desse alelo e a presenca da doenca.
Em nosso estudo essa correlacdo ndo foi verificada, pois, ndo houveram diferencas
estatisticamente significantes entre as frequéncias alélicas e genotipicas nos grupos
analisados. Mesmo sem essa associagdo, acreditamos ser necessario o acompanhamento
dos pacientes diabéticos com risco de doenca cardiovascular que apresentem o0s
gendtipos ADA*1/*1 e ADA*1/*2, pois, a maior atividade da ADA nesses pacientes,
diminui a concentracdo de adenosina, um potente cardioprotetor (SAFRANOW et al.,
2007; BANCI et al., 2009).

Ainda nédo se sabe corretamente quais 0s mecanismos pelo qual a ADA relaciona-
se a0 DM, apenas sabemos que sua atividade apresenta-se elevada em pacientes com
essa doenca. Kurtul et al., (2004) relataram que a adenosina age diretamente
estimulando a atividade da insulina em diversos tecidos, o que diminuiria a intolerancia
a glicose. Han et al., (1998) observaram que ap6s a remocao da adenosina com ADA ou
bloqueio de sua agdo com antagonistas, houve uma diminuicdo no transporte de glicose
para 0s musculos esqueléticos e diminuicdo do numero de canais GLUT4 nesses
tecidos. Esses canais sdo proteinas presentes principalmente na membrana de tecidos
muscular e adiposo, responsaveis pelo transporte de glicose para o interior da célula.

Acreditamos serem necessarios maiores estudos relacionando os polimorfismos
dos genes ECA e ADA com o DMT2, para que ocorra um melhor entendimento dos
mecanismos pelos quais esses genes atuam na etiopatogénese da doenca, assim como a
investigacdo de outros fatores (mecanismos), que influenciem o DMT2, como

mecanismos pos-traducionais e transcricionais e interacdes génicas.
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5 CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos concluimos que:

1. Existe maior freqiéncia do gendtipo I/D e do alelo D, tanto em diabéticos
quanto no grupo controle, compativel com os dados da literatura para a
populacdo brasileira.

2. Existe maior freqiiéncia do genotipo ADA*1/*1 e do alelo ADA*1, tanto em
diabéticos quanto no grupo controle, compativel com os dados da literatura. Esse
é o primeiro relato para a populacgéo brasileira.

e S0 necessarios estudos sobre hapldtipos do gene ECA assim como, estudos
sobre a atividade enzimatica da ADA e correlacdo com seus polimorfismos
genéticos na populagdo brasileira com e sem DM. Sdo necessarios também
estudos sobre interagfes dos genes estudados com outros genes e com fatores
pos-transcricionais e traducionais, além dos fatores externos, que se apresentam

altamente relacionados a essa doenca.



79

6 REFERENCIAS

Essas referéncias sdo relacionadas a introducdo e discussdo geral, conforme
normas do Programa de Pos-graduagdo em genética e segue o formato ABNT
NBR6023/2002.

AMERICAN DIABETES ASSOCIATION. Position Statement: Diagnosis and
Classification of Diabetes mellitus. Diabetes Care, v.32, sup. 1, p. S62 — S67, Jan,
2009.

AMERICAN DIABETES ASSOCIATION. American diabetes association.
Dyslipidemia Management in Adults with Diabetes. Diabetes Care, v. 27, s. 1, Jan,
2004.

ANDERSSON, D.K.G.; SVAARDSUDD, K. Longterm glycemic control relates to
mortality in type Il diabetes. Diabetes Care, v. 18, n. 12, p. 1534-1543, Dec, 1995.

ARAZ, M. et al. Angiotensin-converting enzyme gene polymorphism and
microvascular complications in Turkish type 2 diabetic patients. Diabetes Research
and Clinical Practice, v. 54, n. 2, p. 95-104, Nov, 2001.

BADER, M. et al. Tissue renin-angiotensin systems: new insights from experimental
animal models in hypertension research. Journal of Molecular Medicine, v. 79, n. 2-
3, p. 76-102, Apr, 2001.

BADER, M.; GANTEN, D. Update on tissue renin-angiotensin systems. Journal of.
Molecular Medicine, v.86, n. 6, p. 615-621, Jun, 2008.

BANCI, M. et al. Adenosine deaminase genetic polymorphism and coronary artery
disease. Cardiology, v. 112, n. 1, p. 74-75, Jun, 2009.

BARANKIEWICZ, J. et al. Regulation of adenosine concentration and cytoprotective
effects of novel reversible adenosine deaminase inhibitors. The Journal of
Pharmacology and Experimental Therapy, v. 283, p. 1230-1238, Dec, 1997.

BARNETT, A.H. et al. Diabetes in identical twins. Diabetologia, v. 20, n. 2, p. 87-93,
Feb, 1981.

BATTISTUZZI, G. et al. Activity of adenosine deaminase allelic forms in intact
erythrocytes and in lymphocytes. Annals of Human Genetics, v. 45, p. 15-19, Feb,
1981.

BLACKBURN, M.R.; KELLEMS, R.E. Adenosine deaminase deficiency: metabolic
basis of immune deficiency and pulmonary inflammation. Advances in Immunology,
v. 86, p. 1-41, 2005.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11640993?itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum&ordinalpos=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11640993?itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum&ordinalpos=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Bader%20M%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'J%20Mol%20Med.');
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Cardiology.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15705418?ordinalpos=3&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15705418?ordinalpos=3&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum

80

BOGARDUS, C. et al. Relationship between degree of obesity and in vivo insulin
action in man. The American Journal of Physiology, v. 248, n. 3, p. E286— E291,
Mar, 1985.

BOTTINI, E.; GLORIA-BOTTINI, F. Adenosine deaminase and body mass index in
non-insulin-dependent diabetes mellitus. Metabolism, v. 48, p. 949-951, 1999.

BOTTINI, N. et al. Autism: evidence of association with adenosine deaminase genetic
polymorphism. Neurogenetics, v. 3, n. 2, p. 111-113, Mar, 2001.

BOTTINI, N. et al. Genetic polymorphism and Th1/Th2 orientation. International
Archives of Allergy and Immunology, v. 138, n. 4, p. 328-333, Dec, 2005.

BUDOHOSKI, L. et al. Effect of analogues of adenosine and methyl xanthines on
insulin sensitivity in soleus muscle of the rat. FEBS Letters, v. 167, n. 1, p. 1-4, Feb,
1984.

BUTKIEWICZ, E.K. et al. Insulin therapy for diabetic ketoacidosis. Diabetes Care, v.
18, n. 8, p. 1187-1190, Aug, 1995.

CAMPBELL, D.J.; HABENER, J.F. Angiotensinogen gene is expressed and
differentially regulated in multiple tissues of the rat. The Journal of Clinical
Investigation, v. 78, n. 1, p. 31-39, Jul, 1986.

CAREY, R.M. et al. Biomechanical coupling in renin-releasing cells. The Journal of
Clinical Investigation, v. 100, n. 6, p. 1566-1574, Sep, 1997.

CAREY, R.M.; SIRAGY, H.M. The intrarenal renin-angiotensin system and diabetic
nephropathy. Trends in Endocrinology and Metabolism, v. 14, n. 6, p. 274-281, Aug,
2003.

CAREY, R.M.; SIRAGY, H.M. Newly recognized components of the renin-angiotensin
system: potential roles in cardiovascular and renal regulation. Endocrinology Reviews,
v. 24,n. 3, p. 261-271, Jun, 2003.

COOK, J. T. et al. Segregration analysis of NIDDM in Caucasian families.
Diabetologia, v. 37, n.12, p. 1231-1240, Dec, 1994.

COSTA, L.A. et al. The ACE Insertion/Deletion Polymorphism is not associated with
the metabolic syndrome (WHO definition) in Brazilian type 2 diabetic patients.
Diabetes Care.v. 25, n. 12, p. 2365-2366, Dec, 2002.

COTRAN, R. S.; KUMAR, V.; COLLINS, T. (Org.).Patologia Estrutural e
Funcional. 6 ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan S.A, 2000. 1251p.

DANSER, A.H. et al. Angiotensin-converting enzyme in the human heart. Effect of
the deletion/insertion polymorphism. Circulation, v. 95, n. 6, p. 1387-1388, Set, 1995.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Budohoski%20L%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Carey%20RM%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Siragy%20HM%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Trends%20Endocrinol%20Metab.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Carey%20RM%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Siragy%20HM%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Endocr%20Rev.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Danser%20AH%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Circulation.');

81

DANSER, A.H.; SCHALEKAMP, M.A. Is there an internal cardiac renin-angiotensin
system. Heart, v. 76, s. 3, p. 28-32, Nov. 1996.

DEFRONZO, R. et al. Insulin sensitivity and insulin binding to monocytes in maturity-
onset diabetes. The Journal of Clinical Investigation, v. 63, n. 5, p. 939-946, May,
1979.

DEINUM, J.; CHATURVEDI, N et al. The Renin-Angiotensin system and vascular
disease in diabetes. Department of Internal Medicine, Erasmus Medical Center,
Rotterdam, v. 02, n. 02, p. 149-156, May,. 2002.

DONG, R.P. et al. Characterization of adenosine deaminase binding to human CD26 on
T cells and its biologic role in immune response. Journal of Immunology, v. 156, n. 4,
p. 1349-1355, Feb, 1996.

DONOGHUE, M., et al, A novel angiotensin-converting enzyme-related
carboxypeptidase (ACE2) converts angiotensin | to angiotensin 1-9. Circulation
Research, v. 87, n. 5, p. E1-E9, Sep, 2000.

DZAU, V.J. et al. A comparative study of the distributions of renin and angiotensinogen
messenger ribonucleic acids in rat and mouse tissues. Endocrinology, v. 120, n. 6, p.
2334-2338, Jun, 1987.

ENGELI, S. et al. Physiology and pathophysiology of the adipose tissue renin-
angiotensin system. Hypertension, v. 35, n. 6, p. 1270-1277, Jun, 2000.

ESPINOSA, J.S. et al. Association between myocardial infarction and angiotensin
converting enzyme gene polymorphism in young patients. Medicina Clinica (Barc), v.
110, n. 13, p. 488-491, Apr, 1998.

FELIG, P. et al. Hypoglycemia during prolonged exercise in normal men. The New
England Journal of Medicine v. 306, n. 15, p. 895-900, Apr, 1982.

FERNANDEZ-LLAMA, P. et al. Polimorfismos geneticos del sistema renina-
angiotensina e hipertension arterial esencial. Medicina Clinica (Barcelona), v. 112,
p.561-564, 1999.

FIRTH, R.G. et al. Effects of tolazamide and exogenous insulin on insulin action in
patients with non-insulin- dependent diabetes mellitus. The New England Journal of
Medicine, v. 314, n. 20, p.1280-1286, May, 1986.

FLEGAL, K. M. et al. Prevalence of diabetes in Mexican-Americans, Cubans and
Puerto Ricans from the Hispanic-Health and Nutrition Examination Survey, 1982-1984.
Diabetes Care, v. 14, supp. 3, p. 628-638, 1991.

FLEMING, 1. et al. New fACEs to the renin-angiotensin system. Physiology
(Bethesda), v. 20, p.91-95, Apr, 2005.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Danser%20AH%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Schalekamp%20MA%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Heart.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8568233?ordinalpos=9&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8568233?ordinalpos=9&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Engeli%20S%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Hypertension.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Espinosa%20JS%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Med%20Clin%20(Barc).');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Fleming%20I%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Physiology%20(Bethesda).');
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Physiology%20(Bethesda).');

82

FUJIMOTO, W.Y. et al. Prevalence of complications among second- generation
Japanese-American men with diabetes, impaired glucose tolerance or normal glucose
tolerance. Diabetes, v. 36, n. 6, p. 730-739, Jun, 1987.

GAKIS, C. et al. Unusual biochemical pattern of serum adenosine deamiase activity in
acute lymphoblastic leukemia. Haematologica, v. 67, p. 199-206, 1982.

GAKIS. C. et al. Serum adenosine deaminase activity in HIV-positive subjects: a
hypothesis on the significance of ADA-2. Panminerva Medica, v. 31, n. 3, p. 107-113,
Jul-Sep, 1989.

GAKIS C, et al. Serum and pleural adenosine deaminase activity, correct inter-
pretation of the findings. Chest, v. 99, n. 6, p. 1555-1556, Jun, 1991.

GEIGER, J. D. et al. In Adenosine and Adenine Nucleotides as Regulators of
Cellular Function. Boca Raton: CRC Press, 1991. 71-84 p.

GEIGER, J. D. and NAGY, J. I. . In Adenosine and adenosine Receptors. Clifton N. J.
Humana Press. 1990.

GLASER, N.S. Non-insulin dependent diabetes mellitus in childhood and adolescence.
Pediatric Clinics of North America, v. 44, n. 2, p. 307-337, Apr, 1997.

GOMEZ, R.A. et al. Molecular biology of the renal renin-angiotensin system. Kidney
International, v. 38, p. S18-S23, Nov, 1990.

GOTTLIEB, M.S. Diabetes in offsprings and siblings of juvenile and maturity onset
type diabetics. Journal of Chronic Diseases, v. 33, n. 6, p. 331-339, 1980.

GRIENDLING, K.K. et al. Molecular biology of the renin-angiotensin system.
Circulation, v. 87, n. 6, p. 1816-1828, Jun, 1993.

GRUPO INTERDISCIPLINAR DE PADRONIZACAO DA HEMOGLOBINA
GLICADA - Alc. Atualizagdo Sobre A Hemoglobina Glicada (Alc) Para Avaliacao
Do Controle Glicémico E Para O Diagnostico Do Diabetes: Aspectos Clinicos E
Laboratoriais. Posicionamento Oficial, 3 ed., 2009.

HADJADJ, S. et al. Prognostic value of angiotensin-1 converting enzyme 1/D
polymorphism for nephropathy in type 1 diabetes mellitus: a prospective study. Journal
of the American Society of Nephrology, v. 12, n. 3, p. 541-549, Mar, 2001.

HADJADJ, S. et al. Angiotensin-I-converting enzyme insertion/deletion polymorphism
and high urinary albumin concentration in French Type 2 diabetes patients. Diabetic
Medicine: a journal of the British diabetic association, v. 20, n. 8, p. 677-682, Aug,
2003.

HAN, D. H. et al. Removal of adenosine decreases the responsiveness of muscle
glucose transport to insulin and contractions. Diabetes, v. 47, n. 11, p. 1671-1675, Nov,


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Griendling%20KK%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Circulation.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Hadjadj%20S%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'J%20Am%20Soc%20Nephrol.');
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'J%20Am%20Soc%20Nephrol.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12873298?itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum&ordinalpos=2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12873298?itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum&ordinalpos=2

83

1998.

HARRIS, H. The familial distribution of diabetes: a study of the relatives of 1241
diabetic propositi. Ann. Eugenet, v. 15, p. 95-119, 1950.

HARRIS, M.I. Impaired glucose tolerance in the U.S. population. Diabetes Care, v.12,
n.7, p. 464-474, Jul, 1989.

HARRIS, M.I. et al. (Eds.). Diabetes in America. 2nd. ed. Washington DC: U.S.Govt.
Printing Office, 1995.

HENRY, R.R. et al. Effects of weight loss on mechanisms of hyperglycemia in obese
non-insulin-dependent diabetes mellitus. Diabetes, n. 35, n. 9, p.990- 998, Sep, 1986.

HIRSCHHORN, R. et al. An Asp8Asn substitution results in the adenosine deaminase
(ADA) genetic polymorphism (ADA 2 allozyme): occurrence on different chromosomal
backgrounds and apparent intragenic crossover. Annals of Human Genetics, v. 58, p.
1-9, Jan, 1994.

HOMMA, T. et al. Angiotensin Il induces hypertrophy and stimulates collagen
production in cultured rat glomerular mesangial all. Clinical Research, v. 38, p. 358,
1990.

HOSHINO, T. et al. Elevated adenosine deaminase activity in the serum of patients
with DM. Diabetes Research and Clinical Practice, v. 25, n. 2, p. 97-102, Sep, 1994.

JAMAL, Z.; SAGGERSON, E. D. Enzymes involved in adenosine metabolism in rat
white and brown adipocytes: effects of streptozotocin-diabetes, hypothyroidism, age
and sex differences. The Biochemical Journal, v. 245, n. 3, p. 881-886, Aug, 1987.

JEFFERSON, L.S. et al. Role of adenosine 3°,5’-monophosphate in the effects of
insulin and anti-insulin serum on liver metabolism. The Journal of Biological
Chemistry, v. 243, n. 5, p. 1031-1038, Mar, 1968.

KAHN, C. R. Insulin action, diabetogenes, and the cause of type Il diabetes. Diabetes,
v. 43, p. 1066-1084, 1994.

KAHN, R. et al. Joslin: diabetes melito. 14 ed. Porto Alegre: Artmed, 2009. 1224p.

KAWATE, R. et al. Diabetes mellitus and its vascular complications in Japanese
migrants on the Island of Hawaii. Diabetes Care, v.2, n.2, p. 161-170, 1979.

KISSEBAH, A.H. et al. Relationship of body fat distribution to metabolic complications
of obesity. The Journal of Clinical Endocrinology and Metabolism, v. 54, n. 2, p.
254 260, Feb, 1982.

KNOWLER, W.C. et al. Diabetes mellitus in Pima Indians: incidence, risk factors and
pathogenesis. Diabetes/Metabolism Reviews, v. 6, n. 1, p. 1-27, Feb, 1990.



84

KOLTERMAN, O.G. et al. Receptor and post receptor defects contribute to the insulin
resistance in noninsulin- dependent diabetes mellitus. The Journal of Clinical
Investigation, v. 68, n. 4, p. 957-969, Oct, 1981.

KURTUL, N. et al. Adenosine deaminase activity in the serum of type 2 diabetic
patients. Acta Medica (Hradec Kralove), v. 47, n. 1, p. 33-35, 2004.

KUUSISTO, J. et al. NIDDM and its metabolic control predict coronary heart disease in
elderly subjects. Diabetes, v. 43, n. 8, p. 960-967, Aug, 1994.

LANDER, E.S. et al. Initial sequencing and analysis of the human genome. Nature, v.
409, n.6822, p. 860-921, Feb, 2001.

LIU, Y. et al. ADA polymorphisms and asthma: a study in the Chinese Han population.
The Journal of Asthma: official journal of the association for the Care of Asthma,
v. 43, n. 3, p. 203-206, Apr, 2006.

LUCARINI, N. et al. Erythrocyte acid phosphatase (ACP1) activity. In vitro modulation
by adenosine and inosine and effects of adenosine deaminase (ADA) polymorphism.
Human Genetics, v. 81, n. 2, p. 185-187, Jan, 1989.

MCLANE, M.P. et al. Adenosine reversal of in vivo hepatic responsiveness to insulin.
Diabetes, v. 39, n. 1, p. 62-9, Jan, 1990.

MALLOW, H et al. Production of angiotensin Il receptors type one (AT1) and type two
(AT2) during the differentiation of 3T3-L1 preadipocytes. Hormone and Metabolic
Research, v. 32, n. 11-12, p. 500-503, Nov-Dec, 2000.

MATSUSAKA, T.; ICHIKAWA, |. Biological functions of angiotensin and its
receptors. Annual Review of Physiology, v. 59, p. 395-412, 1997.

MENARD, J. Anthology of the renin-angiotensin system: a one hundred reference
approach to angiotensin 11 antagonists. Journal Hypertension Suppl, v. 11, n. 3, p. S3-
S11, Apr, 1993.

MINISTERIO DA SAUDE. Cadernos de atencdo bésica: diabetes mellitus. n.16.
Brasilia, DF, 2006. 56p.

MOHAMEDALLI, K.A. et al. The highest levels of purine catabolic enzymes in mice are
present in the proximal small intestine. J Biol Chem, v. 268, n. 31, p. 23728-23733,
Nov, 1993.

MOKDAD, A. H. et al. Diabetes trends in the U.S.:1990-1998. Diabetes Care, v. 23, n.
9, p. 1278-1283, Sep, 2000.

MORIMOTO, S.; SIGMUND, C.D. Angiotensin mutant mice: a focus on the brain
renin-angiotensin system. Neuropeptides, v. 36, n. 2-3, p. 194-200, Apr-Jun, 2002.


javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'J%20Asthma.');
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'J%20Asthma.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2912887?ordinalpos=9&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2912887?ordinalpos=9&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8315517?ordinalpos=5&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8315517?ordinalpos=5&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Mohamedali%20KA%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'J%20Biol%20Chem.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Morimoto%20S%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Sigmund%20CD%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Neuropeptides.');

85

MORTIMORE, G.E. et al. Effects of insulin on net carbohydrate alterations in perfused
rat liver. American Journal of Physiology, v. 212, n. 1, p. 179-83, Jan, 1967.

MOSS, S.E. et al. The association of glycemia and causespecific mortality in a diabetic
population. Archives of Internal Medicine, v. 154, n. p. 2473-2479, 1984.

NAKAI, K. et al. Deletion polymorphism of the angiotensin I-converting enzyme gene
Is associated with serum ACE concentration and increased risk for CAD in the
Japanese. Circulation, v. 90, n. 5, p. 2199-202, Nov, 1994,

NEWMAN, B. et al. Concordance for type 2 (non-insulin-dependent) diabetes mellitus
in male twins. Diabetologia, v. 30, n. 10, p. 763-738, Oct, 1987.

NICOTRA, M. et al. Adenosine deaminase and human reproduction: a comparative
study of fertile women and women with recurrent spontaneous abortion. American
Journal of Reprodutive Immunology, v. 39, n. 4, p. 266— 270, Apr, 1998.

NICOTRA, M. et al. repeated spontaneous abortion. Cooperative effects of ADA and
ACP1 genetic polymorphisms. American journal of reproductive immunology, v. 58,
n. 1, p. 1-10, Jul, 2007.

NIELSEN, A.H. et al. Current topic: the uteroplacental renin-angiotensin system.
Placenta, v. 21, n. 5-6, p. 468-477, Jul-Aug, 2000.

OLEFSKY, J.M. et al. Insulin action and resistance in obesity and noninsulin-dependent
type Il diabetes mellitus. The American Journal of Physiology, v. 243, n. 1, p. E15-
E30, Jul, 1982.

PENA, S. D. J. et al. DNA bioprints simple non — isotopic DNA fingerprints with
biotinnylated probes. Eletrophoresis, v. 12, p. 14-52, 1991.

PENA, S. D. et al. Retrato molecular do Brasil.Ciéncia Hoje, v. 27, n. 159, p. 16-25,
Abr, 2000.

PERSICO, A.M. et al. Adenosine deaminase alleles and autistic disorder: case-control
and family-based association studies. American Journal of Medical Genetics, v. 96, n.
6, p. 784-790, Dec, 2000.

PILKIS, S.J. et al. The action of insulin on hepatic fructose-2,6-bisphosphate
metabolism.The Journal of Biological Chemistry, v. 258, n. 3, p. 1495-503, Feb,
1983.

PINCUS, G.; WHITE, P. On the inheritance of diabetes mellitus. I1l. Further analysis of
family histories. Proceedings of the National Academy Sciences of U S A, v. 19, n. 6,
p. 631-635, Jun, 1933.

PIRAS, M.A.; GAKIS, C. Cerebrospinal fluid adenosine deaminase activity in


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Nakai%20K%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Circulation.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Nielsen%20AH%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Placenta.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11121182?ordinalpos=4&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11121182?ordinalpos=4&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum

86

tuberculosis meningitis. Enzyme, v. 14, p. 311-317, 1973.

POULSEN, P. et al. Heritability of type 2 (non-insulin-dependent) diabetes mellitus and
abnormal glucose tolerance — a population-based twin study. Diabetologia, v. 42, n. 2,
p. 125-127, Feb, 1999.

PRIEBE, T. S. and NELSON, J. A. In Adenosine and Adenine Nucleotides as
Regulators of Cellular Function. Boca Raton: CRC Press, 1991. 141-167 p.

REAVEN, G.M. et al. Nonketotic diabetes mellitus: insulin deficiency or insulin
resistance? American Journal of Medicine, v. 60, n. 1, p. 80-88, Jan, 1976.

REUDELHUBER, T.L. Molecular Biology of Renin. In Schléndorff, D.; Bonventre,
J.V. eds. Molecular Nephrology. 1° ed. New York: Dekker, 1995. 71-89p.

RICH, S.S. Mapping genes in diabetes: genetic epidemiological perspective. Diabetes,
v. 39, n. 11, p. 1315-1319, Nov, 1990.

RODBELL, M. The role of hormone receptors and GTP-regulatory proteins in
membrane transduction. Nature, v. 284, n. 5751, p. 17-22, Mar, 1980.

RUTKIEWICZ, J.; GORSKI, J. On the role of insulin in regulation of adenosine
deaminase activity in rat tissues. FEBS Letters, v. 271, n. 1-2, p. 79-80, Oct, 1990.

SAFRANOW, K. et al ADA*2 allele of the adenosine deaminase gene may protect
against coronary artery disease. Cardiology, v. 108, n. 4, p. 275-281, Feb, 2007.

SAIKI, R. K. The design and optimization of the PCR. I: Erlich, H. A. (Ed.) PCR
technology — Principles and applications for DNA amplification. New York: Oxford
University Press. p. 7-16, 1992

SAKUMA, T. et al. Five polymorphisms in gene candidates for cardiovascular disease
in Afro-Brazilian individuals. Journal of Clinical Laboratory Analysis, v. 18, n, 6, p.
309-316, 2004.

SAVAGE, PJ. Cardiovascular complications of diabetes mellitus: what we know and
what we need to know about their prevention. Annals of Internal Medicine, v. 124, p.
123 — 126, Jan, 1996.

SCARLETT, J.A. et al. Insulin treatment reverses the insulin resistance of type Il
diabetes mellitus. Diabetes Care, v. 5, n. 4, p. 353— 363, Jul, 1982.

SECRETARIA DE ESTADO DE SAUDE DE MINAS GERAIS. Manual de Atengéo
a Saude do Adulto - Hipertensdo Arterial e Diabetes mellitus.1?> Edicdo. Belo
Horizonte, MG, 2006. 198 p.

SERNIA, C. A critical appraisal of the intrinsic pancreatic angiotensin-generating
system. JOP: Journal of the pancreas, v. 2, n. 1, p. 50-55, Jan, 2001.


javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Cardiology.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15543563?itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum&ordinalpos=2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15543563?itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum&ordinalpos=2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Sernia%20C%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'JOP.');

87

SHARMA, R.C. et al. A quantitative analysis of binding affinities of ligands active at
adenosine receptors. Drug Design and Discovery, v. 12, n. 2, p. 169-177, Nov, 1994,

SIMONSON, D.C. et al. Mechanism of improvement in glucose metabolism after
chronic glyburide therapy. Diabetes, v. 33, n. 9, p. 838-845, Sep, 1984.

SINGH, L.S.; SHARMA, R. Developmental expression and corticosterone inhibition of
adenosine deaminase activity in different tissues of mice. Mechanisms of Ageing
Development, v.80, n. 2, p. 85-92, May, 1995.

SINGH, L. S.; SHARMA, R. Alloxan Diabetes Regulates Adenosine Deaminase
Activity In Mice : Tissue- And Age- Specific Correlation. Biochemistry and
Molecular Biology International, v. 46, n. 1, p. 55-61, Sep, 1998.

STEPHENS, J.W. et al. The D allele of the ACE/ID common gene variant is associated
with type 2 diabetes mellitus in Caucasian subjects. Molecular Genetics and
Metabolism, v. 84, n. 1, p. 83-89, Jan, 2005.

TANK, J.E. et al. Regulation of glomerular and proximal tubule renin mRNA by
chronic changes in dietary NaCl. The American Journal of Physiology, v. 273, n. 6
pt2, p. F892-F898, Dec, 1997.

TAYLOR, W.M.; HALPERIN, M.L. Stimulation of glucose transport in rat adipocytes
by insulin, adenosine, nicotinic acid and hydrogen peroxide: role of adenosine 3°:5’-
cyclic monophosphate. The Biochemical Journal, v. 178, n. 2, p. 381-389, Feb, 1979.

THOMAS, G.N. et al. Peripheral vascular disease in Type 2 diabetic Chinese patients:
associations with metabolic indices, concomitant vascular disease and genetic factors.
Diabetic Medicine: a journal of the British diabetic association, v. 20, n. 12, p. 988-
995, Dec, 2003.

TIPNIS, SR et al. A human homolog of angiotensin-converting enzyme. Cloning and
functional expression as a captopril-insensitive caboxypeptidase. The Journal of
Biological Chemistry, v. 275, n. 43, p. 33238-33243, Oct, 2000.

TURNER, R.C. et al. Insulin deficiency and insulin resistance interaction in diabetes:
estimation of their relative contribution by feedback analysis from basal plasma insulin
and glucose concentrations. Metabolism, v. 28, n. 11, p.1086-1096, Nov, 1979.

UMPIERREZ, G.E. et al. Diabetic ketoacidosis in obese African- Americans. Diabetes,
v.44,n.7,p. 79-85, Jul, 1995.

UUSITUPA, M.LJ. et al. Ten year cardiovascular mortality in relation to risk factors
and abnormalities in lipoprotein composition in type 2 (noninsulin- dependent) diabetic
and nondiabetic subjects. Diabetologia, v. 11, p.1175- 1184, Nov, 1993.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Sharma%20RC%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Drug%20Des%20Discov.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Singh%20LS%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Sharma%20R%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Mech%20Ageing%20Dev.');
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Mech%20Ageing%20Dev.');
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Mol%20Genet%20Metab.');
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Mol%20Genet%20Metab.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14632699?itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum&ordinalpos=6
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14632699?itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum&ordinalpos=6

88

WANG, T.; GIEBISCH, G. Effects of angiotensin Il on electrolyte transport in the early
and late distal tubule in rat kidney. The American Journal of Physiology, v. 271, n. 1
Pt 2, p. F143-F149, Jul, 1996.

WEBER, J.L. Informativeness of human (dC-dA)n-(dG-dT)n polymorphisms.
Genomics, v. 7, n. 4, p.524-30, Aug, 1990.

WHO STUDY GROUP. Diabetes mellitus. Technical Report Series 727. Geneva:
World Health Organization, 1985.

WIGINTON, D.A. et al. Complete sequence and structure of the gene for human
adenosine deaminase. Biochemistry, v. 25, n. 25, p. 8234-8244, Dec, 1986.

WILSON, D.K.; QUIOCHO, F.A. A pre-transition-state mimic of an enzyme: X-ray
structure of adenosine deaminase with bound 1-deazaadenosine and zinc-activated
water. Biochemistry, v. 32, n. 7, p. 1689-1694, Feb, 1993.

WING, R.R. et al. Caloric restriction per se is a significant factor in improvements in
glycemic control and insulin sensitivity during weight loss in obese NIDDM patients.
Diabetes Care, v. 17, n. 1, p. 30-36, Jan, 1994.

WOLF, G. Angiotensin as a renal growth promoting factor. In Mukhopadhyay,
AK.; Raizada, M.K. eds. Tissue Renin-Angiotensin Systems. 1° ed. New York:
Plenum Press, 1995. 225-236p.

WRIGHT, JW. & HARDING, J.W. Brain angiotensin receptor subtypes in the control
of physiological and behavioral responses. Neuroscience and Biobehavioral Reviews,
v. 18, n.1, p. 21-53, Spring, 1994.

ZHOU, J.B. et al. Angiotensin-Converting Enzyme gene polymorphism is associated
with Type 2 Diabetes: a meta-analysis. Molecular Biology Reports, v. 37, n. 1, p. 67-
73, Jan, 2010.

ZIMMET, P.Z. Kelly West Lecture 1991: challenges in diabetes epidemiology: from
west to the rest. Diabetes Care, v. 15, n. 2, p. 232-252, Feb, 1992.

ZINTZARAS, E. et al. Angiotensin-Converting Enzyme Insertion/Deletion Gene
Polymorphic Variant as a Marker of coronary artery disease. Archives of Internal
Medicine, v.168, n. 10, p. 1077-1089, May, 2008.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/3028473?ordinalpos=2&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/3028473?ordinalpos=2&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Wilson%20DK%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Quiocho%20FA%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Biochemistry.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19655271?itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum&ordinalpos=6
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19655271?itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum&ordinalpos=6




APENDICES



APENDICE 1 - Planilha com dados demograficos e de testes laboratoriais de diagnésticos em diabéticos.

89

Hb

Cod sexo | ldade Glicose Media | Alc Creatinina Media Uréia Media | Na+ | K+ Colesterol Media HDL Media
CB3 M 45 372 | 358 | 277 | 255 | 316,8 8,5 15(12]| 1 (12| 1,22 254 | 257 | 261 | 202 | 243,5 | 2834|3657 | 33,75
CB13 M 68 182 | 112 147 6,6 118 118 |39 39
CB17 M 56 107 | 107 | 174 | 108 | 124 71 |09/09|08]| 1 0,9 323617 |31 29 241 | 256 | 166 | 258 | 230,25 | 85| 65| 64 | 67 | 70,25
CB23 M 66 141103 | 106 | 112 | 115,5 71 |09(12]13|12| 1,15 |33|32 32,5 202 | 187 | 202 | 204 | 198,75

CB24 M 70 115]152 141 | 125| 133,3 7,7 2212441182 |176| 205,75 | 62|52 45|49 52
CB26 M 79 271|153 |175|153| 188 7,3 121121212 1,2 211|169 | 248 | 127 | 188,75

CB27 M 56 148 | 217 | 295 | 296 | 239 7,1 236 | 253 | 316 | 229 | 258,5

CB29 M 55 94 | 104 | 122 | 142 | 115,5 6,8 13|113|12 (11| 1,22 35 143 | 4,5|230 | 223 | 208 | 178 | 209,75

CB39 M 51 250 | 168 | 235 | 148 | 200,3 7,2 11| 1 1109 1 37 144 | 4,3 | 270 | 229 | 251 | 222 | 227,25

CB40 M 62 129|142 159 | 138 | 142 77 109/09]09] 1 092 |19(32|24|31| 265 | 143 14,1|136|131|155|136| 1395 |53|47|51|35| 46,5
CB41 M 63 258 | 125|151 | 121 | 163,8 7,6 1313|114 1,33 (45|44 445 | 143 |4,5|201 | 211 206 |48 |32 40
CB45 M 67 130 | 249 | 150 | 197 | 1815 74 112(14]113|14| 132 |35|56 455 143 |3,9|172 163|156 | 146 | 159,25 |39 40|36 |33 37
CB46 M 57 239|197 | 130 | 164 | 182,5 7,3 111 |13(11| 1,12 |32]|30 31 144 14,7 1196 | 238|206 [ 208 | 212 4549|3149 435
CB49 M 87 120 83 | 95 | 103 | 106,3 74 12141216 1,35 140 | 3,6 | 155 | 165 | 150 | 173 | 160,75 |39 |45 |42 | 43| 42,25
CB50 M 78 113138 | 107 | 103 | 115,3 7 177 1165|164 |186| 173 |34|35|33]|30 33
CB52 M 73 280|121 | 81 | 88 | 1425 78 (09| 1 |11|11| 102 |35 35 149 | 4,8 | 241 | 157 | 203 | 178 | 194,75 | 47 | 54 | 56 | 38 | 48,75
CB56 M 60 112 | 290 | 134 178,7 7,1 13|11|14 1,26 144 | 4,7 | 171 | 213 | 217 150,25 | 37 | 43 40
CB58 M 76 139 (101|113 | 79 108 6,8

CB60 M 60 150 | 135 | 143 142,7 7,2 11](11]14 1,2 40 40 143 |1 4,7 | 260 | 222 | 230 237,33 | 53|62 |51 55,33
CB67 M 71 140 90 | 148|113 | 122,8 7,1 1(08[11]1,2] 1,025 147 13,3212 (162|173 131 | 169,55 |39|41|38|34 38
CB70 M 63 139 | 88 | 162 | 155 | 136 7,1 1,1115(|13 1,3 48 | 47 47,5 | 142 | 4,3 | 279 | 260 | 200 | 220 | 239,75

CB73 M 85 220|177 | 186 | 146 | 182,3 6,8 1,411,7|14(116| 152 |41|42|63 48,7 200|208 | 221 |115| 186

CB78 M 80 120|121 (119|112 | 118 7,1 1(13(12(1,2| 1,17 |28|30|32]|26 29 140 | 4,1|164 | 195 | 160 | 140 | 164,75 | 38 | 63 | 47 | 49 | 49,25
CB81 M 59 155141 | 130 | 168 | 148,5 73 109/08|09] 1 0,9 3238|3646 38 140 | 4 | 168 | 145|153 197 | 165,75 |38 |41 | 37 38,67
CB88 M 59 242 1139|162 |170| 178,3 7,3 1111 |11] 1 105 |27 |33|54|49| 40,8 | 140 |4,2|249|247 | 217|189 | 2255 |43 |46 |46 |40]| 43,75
CB89 M 76 83 | 206|150 | 94 | 133,3 72 109(12]08|12] 1,025 |20(38|30|30| 29,5 |141 |4,1|169|202| 196|154 | 180,25 |62 |47 |40|40| 47,25
CB90 M 56 126 | 112 119 6,9 11| 1 1,05 |31 31 143 |4,5|139 | 121 130 | 36|38 37
CB96 M 72 149 | 171|113 | 109 | 1355 7 1,1115(1,2|0,9| 1,175 199 | 146|198 | 148 | 172,75 |43 |53 |44 |34 | 43,5
CB99 M 45 599 | 715|438 | 320 | 518 73 [08]0,8 0,8 13 13 134 | 3,8 | 286 | 296 | 154 245,33 | 45 45
CB101 M 73 163 | 104 | 106 | 293 | 166,5 6,9 12(11)13|18| 135 |51|41|50|61| 50,8 | 132 |6,8|202|259|185|279| 231,25 |39 |57 48
CB102 M 75 74 (126 | 93 | 75 92 7,3
CB103 M 65 312|178 | 230 | 192 | 228 7 244 | 230 | 216 | 207 | 224,25 | 47 | 35 | 41 41
CB108 M 49 129 | 207 | 136 | 133 | 151,3 7 1 1 (1111 1,05 29130 | 29 29,3 142 | 4 | 152 | 157 | 157 | 153 | 154,75
CB109 M 68 110104 | 159 | 84 | 1143 6,9
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Cad sexo | ldade LDL Media Triglicerideos Média Urinalise ECA ADA
Glicose | Proteina | Hemacias |Leucoécitos |Bacterilria
CB3 M 45 157|141 | 170 | 61 132,3 | 634 | 199 | 273 | 422 382 |+ ++ 10.000 ++ CB3 1| ADA1/1
CB13 M 68 40 40 193 193 CB13 DD ADA1/1
CB17 M 56 211117 | 50 | 162 135 275 275 CB17 1D ADA 1/2
CB23 M 66 87 81 | 163 | 37 92 1.000 2.000 | + CB23 DD ADA1/1
CB24 M 70 [129|171[123[113| 134 |138|107| 71 | 70 | 96,5 cB24 |DD ADA1/2
CB26 M 79 91 | 160 | 96 | 85 108 2.000 5.000 | ++ CB26 DD ADA1/1
CB27 M 56 102 | 227 | 594 | 225 287 CB27 DD ADA1/1
CB29 M 55 90 70 62 74 74 Tracos 1.000 2.000 | + CB29 DD ADA1/1
CB39 M 51 252 | 207 | 219 | 290 | 242 Tracos 3.000 10.000 | ++ CB39 ID ADA1/1
CB40 M 62 87 | 85 | 89 | 93 88,5 51 | 38 | 76 | 38 | 50,75 20.000 2.000 | ++ CB40 ID ADA1/1
CB41 M 63 | 127|175 151 131 | 170 150,5 1.000 2.000 | + CB41 DD ADA1/1
CB45 M 67 |111 /105|107 |102| 106,3 | 109 | 89 | 64 | 56 795 |+ 2.000 30.000 | + CB45 ID ADA1/1
CB46 M 57 116 1159|141 | 134 | 1375 | 177 | 148 | 170 | 127 | 155,5 | Tracos 1.000 2.000 | ++ CB46 1D ADA1/1
CB49 M 87 95 | 93 | 84 | 104 94 83 | 135|117 | 131 | 116,5 1.000 2.000 | + CB49 Il ADA1/1
CB50 M 78 |104| 98 | 96 | 120 | 104,5 | 193|160 | 173 | 180 | 176,5 CB50 ID ADA1/1
CB52 M 73 141 | 75 | 118 | 117 | 112,8 | 265 | 142 | 144 | 114 | 166,3 + 1.000 3.000 | ++ CB52 1| ADA1/1
CB56 M 60 |100 127 113,5 | 168 | 256 | 235 219,7 1.000 2.000 | + CB56 ID ADA1/1
CB58 M 76 CB58 1D ADA1/1
CB60 M 60 |191 143|163 165,7 | 80 | 87 | 78 81,66 1.000 2.000 | + CB60 ID ADA1/1
CB67 M 71 126 | 119 | 93 | 67 101,3 | 261 | 138 | 121 | 149 | 166,5 2.000 6.000 | + CB67 1D ADA1/1
CB70 M 63 203 | 246 | 205 | 172 | 206,5 Tracos 1.000 1.000 | + CB70 1D ADA1/1
CB73 M 85 117 | 122 | 171 | 38 112 + 1.000 2.000 | + CB73 1| ADA1/1
CB78 M 80 |151|115| 96 | 79 | 110,3 | 63 | 84 | 85 | 62 73,5 5.000 8.000 | + CB78 ID ADA1/1
CB81 M 59 103 92 |112 102,3 | 135 | 99 | 100 | 238 | 143 3.000 2.000 | + CB81 Il ADA1/1
CB88 M 59 187 | 165 | 146 | 126 156 94 | 181 | 126 | 116 | 129,3 | Tracos 1.000 1.000 | + CB88 1| ADA1/1
CB89 M 76 131|112 | 126 | 92 115,3 | 139 | 214 | 150 | 112 | 153,8 1.000 1.000 | + CB89 1D ADA1/1
CB90 M 56 92 | 71 84 55 62 58,5 1.000 2.000 | ++ CB90 DD ADA1/1
CB96 M 72 86 | 75 |125| 84 92,5 [ 134 | 92 | 147 | 149 | 130,5 1.000 2.000 | + CB96 ID ADA1/2
CB99 M 45 75 75 308 | 244 | 171 241 | +++ 2.000 1.000 | + CB99 1D ADA1/1
CB101 M 73 133 | 134 133,5 | 149 | 72 | 136 | 530 | 221,8 | +++ ++ 5.000 2.000 | ++ CB101 DD ADA1/1
CB102 M 75 CB102 1D ADA1/1
CB103 M 65 137 | 127 | 134 132,7 | 194 | 228 | 270 | 158 | 2125 CB103 1D ADA1/1
CB108 M 49 50 71 49 50 55 1.000 2.000 | + CB108 1D ADA1/1
CB109 M 68 CB109 1D ADA1/1
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Hb

Cod sexo | ldade Glicose MEDIA | Alc Creatinina MEDIA Uréia MEDIA | Na+ | K+ Colesterol MEDIA HDL MEDIA
CB110 M 73 151|150 | 180 | 122 | 150,8 7,5 1081111 1 29|34 |18 27 215 | 230|195 | 196 209 45|44 (39|47 | 43,75
CB117 M 76 104 | 123 | 122|100 | 112,3 7,7
CB118 M 64 200 | 256 | 234 | 257 | 236,8 7,1 1111111 1,1 39 39 144 | 5,2 | 165|143 | 144 | 136 147 45|45 |51 |52 | 48,25
CB121 M 56 327 | 185|123 | 196 | 207,8 7,1 1,2 35 35 144 | 45| 122 | 154 138 28 | 29 28,5
CB122 M 58 168 | 152 | 69 | 123 128 7,3
CB124 M 62 117 | 128 | 128 124,3 7 1 (15|12 123 [21]|34 27,5 140 | 5,1 | 200 | 180 | 207 195,66 | 32 32
CB125 M 79 179191 |205| 111 | 1715 7 13|113|14 1,33 |45 45 145 | 4,8 1213 |215|194 | 184 | 2015 |44 |45 |54 |48 | 47,75
CB127 M 65 219|108 | 145 | 93 | 141,3 7 09(13(1,2(1,2| 1,15 |27|36|27|30 30 144 | 5,2]188 | 170 | 156 | 154 167 45149 |50 | 45| 47,25
CB129 M 53 330 | 195|165 | 103 | 198,3 7 1110909 1 0,975 |25|38|32|39| 335 147 | 4,4 | 223|230 | 196 | 188 | 209,25 |40 |34 |47 |58 | 44,75
CB130 M 63 211|180 | 115 168,7 7,4 158 39 39
CB131 M 77 150 | 183 | 126 | 118 | 1443 68 [(08[1,1|09]| 1 0,95 |39]22|30 30,3 146 | 4,9 | 196 | 203 | 165 | 191 | 188,75 |48 |51 |50 |42 | 47,75
CB133 M 52 116 | 208 | 130 151,3 74 111|111 1,1 211|222 | 184 205,66 | 32 32
CB134 M 60 140 | 95 | 85 | 124 111 6,9 12| 1 |11]12] 1,125 179 | 151|120 | 138 147 53 (43|37 |35 42
CB138 M 64 136|150 | 152 | 93 | 132,8 7 1 (12| 1 |11| 1,075 |26|85|27 |30 42 141 | 4,5 | 230|243 | 193 | 229 | 223,75
CB140 M 62 45 | 100 | 134 | 88 | 91,75 69 (08| 1|09 1 0,925 | 26|28 |21 |17 23 140 | 158 | 148 | 133 | 144,75
CB141 M 78 140|128 | 128 | 110 | 126,55 6,8
CB142 M 72 138 | 96 | 155|121 | 1275 7,8 13|113(12|13]| 1,275 |40| 33 36,5 143 | 4,2 | 297 | 244 | 253 | 211 | 251,25
CB144 M 55 88 | 114|151 |102| 113,8 68 [06[09] 1 0,833 |30 30 144 |1 4,7 | 286 | 275 | 198 | 192 | 237,75
CB145 M 70 104 | 152 128 63 (09 1 0,95 |39]|31 35 146 | 4,6 | 244 | 157 200,5
CB146 M 81 104 | 89 | 94 | 85 93 7,7 154 | 176 | 180 | 146 164
CB147 M 63 224 | 212|134 | 171 | 185,3 6,5 1(09/09]| 1 095 |30|52|43|40| 41,3 136 | 4,7 | 187 | 159 | 145 | 141 158 38|42 (35|37 38
CB148 M 51 165 | 97 | 218 | 84 141 7,6 1,2|109(13|1,1| 1,125 262 | 161 | 153 | 153 | 182,25
CB151 M 79 117 | 137 | 131|114 | 124,8 7,3

ECA2 M 64 285 | 69 | 42 132 7,4

ECAS M 65 124|132 | 115 | 117 122 7,2

ECA 9 M 65 281|148 189 | 155 | 193,3 6,3

ECA

10 M 81 123|177 | 140 | 65 126,3 6,1

ECA

23 M 47 146 | 249 | 203 199,3 7,3

ECA

30 M 60 1741209 | 274 | 114 | 192,8 6,9 1/09(11(0,9]| 0975 |25]|23 24 142 | 4,3 144|204 | 187 | 195 | 1825 (41(39|37|34| 37,75
ECA

40 M 63 115| 81 | 97 |101| 98,5 7

ECA

59 M 70 105|118 | 125|105 | 1133 7,2

ECA 68 M 48 104 | 99 |112| 92 | 101,8 7,3 14111/09|13| 1,175 |24|40|33|36| 33,3 141 | 4,7 | 185 | 146 | 142 | 135 152 45|54 (42|34 | 43,75
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Céd | sexo | Idade LDL MEDIA Triglicerideos MEDIA Urindlise ECA ADA
Glicose |Proteina |Heméacias |Leucécitos |Bacterilria

CB110 M 73 142 | 171|139 | 130 | 1455 |138| 78 | 82 | 93 97,75 1.000 2.000 +++ CB110 DD ADA1/1
CB117 M 76 CB117 DD ADA1/1
CB118 M 64 82 | 72 | 57 | 54 66,25 | 188|128 | 179|148 | 160,8 |+ + 1.000 2.000 CB118 Il ADA1/1
CB121 M 56 73 | 110 91,5 104 | 78 91 + 1.000 2.000 + CB121 1D ADA1/1
CB122 M 58 CB122 DD ADA1/2
CB124 M 62 124 124 315 | 400 | 257 324 1.000 2.000 CB124 1D ADA1/1
CB125 M 79 130 | 134 | 110 | 89 115,8 | 196 | 180 | 153 | 234 | 190,8 + 1.000 2.000 + CB125 DD ADA1/1
CB127 M 65 99 | 93 | 94 | 96 95,5 97 | 98 | 60 | 65 80 1.000 32.000 ++++ CB127 DD ADA1/1
CB129 M 53 143 | 163 | 129 | 112 | 136,8 | 138 | 165 | 97 | 91 122,8 2.000 8.000 + CB129 1D ADA1/2
CB130 M 63 94 94 127 127 CB130 1D ADA1/1
CB131 M 77 126 | 124 | 97 | 127 | 1185 | 110|139 | 92 | 111 113 1.000 2.000 CB131 1D ADA1/2
CB133 M 52 91 91 272 | 654 | 304 410 4.000 3.000 + CB133 DD ADA1/1
CB134 M 60 83 | 74 | 63 | 53 | 68,25 | 216|170 | 98 | 249 | 183,3 1.000 2.000 CB134 Il ADA1/1
CB138 M 64 146 | 322 | 174 | 272 | 2285 Tragos 2.000 17.000 + CB138 Il ADA1/1
CB140 M 62 33 | 84 | 51 | 57 56,25 1.000 2.000 CB140 DD ADA1/1
CB141 M 78 CB141 Il ADA1/2
CB142 M 72 149 | 142 |1 139 | 173 | 150,8 Tragos 2.000 10.000 CB142 Il ADA1/1
CB144 M 55 92 | 244 | 217 | 246 | 199,8 4.000 5.000 CB144 1D ADA1/1
CB145 M 70 465 | 224 3445 1.000 3.000 CB145 ID ADA1/1
CB146 M 81 114 | 67 | 67 | 79 81,75 CB146 1l ADA1/1
CB147 M 63 131 (126 | 99 | 90 111,5 97 | 54 | 56 | 71 69,5 |Tragos 1.000 2.000 CB147 DD ADA1/1
CB148 M 51 129 | 197 | 389 | 176 | 222,8 1.000 2.000 CB148 1D ADA1/1
CB151 M 79 CB151 DD ADA1/1
ECA2 M 64 ECA 2 DI ADA1/1
ECA 5 M 65 ECAS 1l ADA1/1
ECA 9 M 65 ECA9 1D ADA1/1
ECA 10 M 81 ECA 10 1D ADA1/1
ECA 23 M 47 ECA 23 1 ADA1/1
ECA 30 M 60 82 | 141 134|117 | 1185 |[105|121 | 78 | 219 | 130,8 |Tragos 1.000 2.000 ECA 30 DD
ECA 40 M 63 ECA 40 DD ADA1/1
ECA 59 M 70 ECA 59 1D ADA1/1
ECA68| M 48 97 |110| 84 | 91 95,5 |[107|102| 80 | 48 | 84,25 1.000 2.000 ECA 68 ID ADA1/1
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Hb
Cod sexo | ldade Glicose MEDIA | Alc Creatinina MEDIA Uréia MEDIA | Na+ | K+ Colesterol MEDIA HDL MEDIA
CB4 F 57 82 | 97 | 75 | 107 | 90,25 6,5
CB5 F 66 129 | 127 | 114 | 102 118 6,4
CB6 F 54 197 | 239|291 | 194 | 230,3 8,1
CB7 F 50 118 | 130 | 104 | 109 | 115,3 6,3 193 | 178 | 229 | 204 201 53 (31|41 |44 | 42,25
CB8 F 63 253|184 | 87 |211| 183,8 7,9
CB9 F 81 244 | 210 | 250 | 285 | 247,3 8,4
CB10 F 62 137 (193|180 | 317 | 206,8 9,5
CB11 F 64 123 | 143|188 | 110 141 7,5
CB12 F 78 112 | 241 | 229 | 182 191 8,5
CB14 F 37 98 | 328|176 | 274 219 9,1 |0,7|0,8 0,75 |18 18 138 | 3,6 | 202 | 183 1925 |62 62
CB15 F 63 160 | 203 | 151 | 133 | 161,8 7,2
CB16 F 78 140 | 163|284 | 126 | 178,3 7,5
CB18 F 60 88 | 106 | 80 | 66 85 6,9 196 | 230 | 200 | 165 | 197,75 |59 (37 |54 |48 | 49,5
CB19 F 78 83 | 130|125| 96 | 108,5 7,3 259 | 305 | 285 | 187 259 57|61|46 |50| 53,5
CB20 F 78 140|100 | 169 | 137 | 136,5 8,1
CB22 F 74 156 | 198 | 120 | 163 | 159,3 77 (08| 1]08|08| 0,85 139 | 4 | 242|214 | 225|242 | 230,75 |72 75|87 (84| 79,5
CB25 F 81 180 | 76 | 83 | 252 | 147,8 73 |106]11]| 1 1 0,925 225 | 159 | 165 | 155 176
CB28 F 59 243 | 211|236 | 237 | 231,8 7,4
CB30 F 53 148 | 129 | 119|139 | 133,8 7,2 252 | 242 | 247 | 232 | 243,25
CB31 F 57 194 | 112 | 171 | 155 158 7,8 1 31|34 32,5 144 | 4,4 | 214 | 154 | 226 | 187 | 195,25
CB35 F 66 144|141 | 89 | 118 123 7 0,7/0,7/08|08| 0,75 |22 22 144 | 5 | 275|183 | 173 | 169 200
CB36 F 56 104 | 135| 76 | 86 | 100,3 71 |0,7/09]0,9 0,833 140 | 5 | 263|171 | 219 | 150 194
CB37 F 74 154 (131 |130| 116 | 132,8 72 109(12| 1 1,033 |22 |14 18 145 | 4,6 | 269 | 206 | 187 220,67
CB38 F 74 154 | 114 | 107 | 112 | 121,8 7,5 12| 1 |16|14 1,3 289 | 235|192 | 206 | 230,5
CB42 F 71 174 174 7,4 0,9 26 26 140 | 4,3 | 150 150
CB44 F 73 165 | 156 | 102 141 7
CB47 F 43 309 | 205 | 140 | 130 196 75 [0,7/06|0,7|/09]| 0,725 142 | 3,6 | 157 | 166 | 156 | 172 | 162,75 |46 |42 |47 |54 | 47,25
CB48 F 50 94 | 270 | 223 | 137 181 7 1,3/0,7/0,7|08| 0,875 |19|22 20,5 145 | 4,4 | 178 | 204 | 217 199,67 | 52| 39 45,5
CB51 F 83 111|103 | 93 | 97 101 6,9 1,1/16|16|16]| 1,475 141 |4,5|265|217 | 191 | 208 | 220,25 |40 |41 |47 |40 42
CB54 F 54 132 | 115|106 | 101 | 1135 72 |06] 1 |1,2|13| 1,025 138 | 3,9 (262|174 | 209 | 212 | 214,25 |29 |34 |42 |34 | 34,75
CB55 F 70 111|135| 155|154 | 138,8 73 (0809 1 |13 1
CB57 F 48 177 | 168 | 185 | 146 169 7 0,7 1 {09(1,1| 0,925 (16|14 |29 |21 20 143 14,8 217|159 |184|194| 1885 |64 |52|53|60| 57,25
CB59 F 56 182 | 76 | 106 | 142 | 126,5 6,6 253 | 239|204 | 205 | 225,25 |61 |51 |55|56| 55,75
CB61 F 80 195|187 | 115|220 | 179,3 69 (0908|091 0,9 143 | 5,1 | 204 | 214 | 183 | 207 202 51|60|60|47| 54,5
CB62 F 69 214 | 200 | 250 | 241 | 226,3 69 (08| 1 1 (11| 0975 [38|23|22|25 27 142 | 4,8 | 289 | 268 | 277 | 266 275 41 (47 ({40 | 41| 42,25
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APENDICE 3 - Protocolos de Extracio do DNA (PENA et al. 1991)
Principio:
Técnica utilizada para extrair DNA genémico a partir de sangue total. Os

tampdBes de lise rompem os eritrocito e globulos brancos. O fenol é utilizado para a

remocao de proteinas e enzimas contaminantes. O DNA é precipitado com etanol.

Reagentes:
1. Solugdo de lise 1 para extracdo de sangue (tampé&o utilizado na lise de células

vermelhas)

- Sacarose 0,32M 10,95¢
- Tris HCI 10mM 1mL
- MgCI2 5mM 0,5mL
- Triton 1% 100x 1mL
- Agua mili-Q autoclavada g.s.p. 100 mL

2. Solucdo de lise 2 para extracdo de sangue (tampéo utilizado na lise de células

brancas)

- 0,075 M de NaCl 2,199
-0,02 M de EDTA 20 mL
- Agua mili-Q g. s. p. 500 mL

3. Proteinase K (20 mg/mL)

- Proteinase K 20 mg
- Agua mili-Q g.s.p. 1mL
Conservar em freezer.

4. Fenol

5. Cloroférmio: alcool isoamilico (24:1)

6. Etanol 70%

7. KCI 2M
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Procedimentos:

Colocar 300ul a 1mL de sangue periférico, colhido com EDTA, em um tubo tipo
eppendorf e completar o volume para 1,5 mL com solucdo de lise 1 e homogeneizar;
Centrifugar por 5 minutos a 6500 rpm;

Descarta o sobrenadante deixando aproximadamente 300 uL de pellet;

Completar para ImL com solucdo de lise 1, homogeneizar até desfazer o pellet e deixar
descansar por 10-15 minutos;

Centrifugar por 5 minutos a 6500 rpm;

Descartar o sobrenadante;

Repetir as etapas 4, 5 e 6;

Acrescentar ao pellet 450 uL de solucgdo de lise 2, ressuspender e adicionar 25 uL de
SDS a 10% e 5 uL de Proteinase K (20mg/mL) e homogeneizar;

Incubar em banho-maria a 37°C overnight ou 42°C por 3 horas;

Adicionar 500uL de fenol e homogeneizar;

Centrifugar por 5 minutos a 7000 rpm;

Transferir a fase superior para outro tubo e adicionar 500uL de cloroférmio-alcool
isoamilico 24:1;

Homogeneizar e centrifugar por 5 minutos a 7000 rpm;

Repetir as etapas 12 e 13;

Colocar eppendorfs limpos em gelo, adicionar 50uL de KClI;

Transferir o sobrenadante para este tubo e adicionar 500uL de etanol 100% (bem
gelado). Inverter o tubo vagarosamente varias vezes para precipitar o DNA.

Centrifugar aproximadamente 30 segundos a 13000 — 15000 rpm;

Desprezar o sobrenadante e lavar o DNA que ficou aderido a parede do tubo com 200uL
de etanol 70% (gelado) e centrifugar aproximadamente 30 segundos a 13000-15000
rpm;

Desprezar delicadamente o sobrenadante e deixar secar por 15 minutos;

re-hidratar o DNA com 20-100 uL de TE (tris-EDTA) ou agua miliQ, deixando
overnight a temperatura ambiente (no escuro) ou em banho-maria a 37°C, para total

solubilizac&o da amostra; Estocar a —20°C.
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APENDICE 4 - Anélise do Polimorfismo 1/D do gene da ECA.

Primers:
Senso: ECALl: 5" CTGGAGACCACTCCCATCCTTTCT 3’
Anti-senso: ECA 2: 5> GATGTGGCCATCACATTCGTCAGAT 3’

Primeira PCR

Mix 1X
H20....cooiiiiiieee, 14,7uL
Tampédo(10X)............ 2,5uL

MgCI2 (50mM)......... 1,5uL
DNTP (1,25mM)....... 2,5uL

ECAL (10uM)............ 0,5uL
ECA 2 (10uM)............ 0,5uL
Taq (U)o, 0,8uL

Ciclo:

95°C 5 min 1x
95°C 30 seg

58°C 30 seg 35X
72°C 60 seg

72°C 5 min 1x
4°C ©

v Apos a amplificacdo, correr as amostras em gel de agarose a 1,5%, 90volts por 25
minutos.
v Nessa eletroforese pode-se verificar trés gendtipos: I, ID e DD, conforme ilustrado

abaixo. O fragmento | apresenta 490pb e o fragmento D 190pb.



Produtos de PCR: Gendtipos possiveis

I ID DD

N N oo

I o
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Existe uma preferéncia pela amplificacdo do alelo I na primeira PCR, portanto,

para confirmar o genétipo DD, as amostras que apresentaram essa caracteristica deverao

ser amplificadas novamente de acordo com o protocolo abaixo.

Segunda PCR
Primers:

Senso: ECA3: 5 TGG GAC CAC AGC GCC CGC CACTAC 3
Anti-senso: ECA4: 5° TCG CCA GCC CTC CCA TGC CCA TAA 3°

Mix 1X

HoO oo 15,34uL
Tampao(10X)......ccccvverenene 2,5uL
MgCl; (50mM)......cccoveenne 1,5uL
DNTP (1,25mM)......ccccccuee. 2,5uL
ECA3 (10UM)......covereerennen. 0,5uL
ECA 4(10UM).......covererennen. 0,5uL
Taq (U)o, 0,8uL

DNA genémico (100ng/uL)..2,0uL



Ciclo:
95°C
95°C
66°C
72°C
72°C
4°C

5 min
30 seg
30 seg
60 seg
5 min

o0

1x

35x

1x
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v' Ap6s a amplificacdo, correr as amostras em gel de agarose a 1,5%, 90volts por 25

minutos.

v O fragmento | apresenta 335pb e o fragmento D néo é amplificado.

Produtos de PCR: Gendtipos possiveis

ID

DD

335ph
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APENDICE 5 - Anélise do polimorfismo Tagl do gene da ADA.

Devido ao elevado numero de GC no fragmento a ser amplificado, deve-se
realizar PCR HotStart para a obtencdo de um resultado adequado. Pode-ser utilizar
também uma DNA polimerase especifica para HotStart evitando assim, a abertura no
termociclador ap6s os 15 minutos iniciais da desnaturagdo. No caso das DNA
polimerases comuns, apds o periodo inicial de desnaturacdo (15 minutos a 94°C),
deve-se abrir o termociclador para colocar a enzima e ap0s esse procedimento,

prosseguir com a reagdo normalmente.

Primers:
Senso: ADA 1: 5" GCCCGGCCCGTTAAGAAGAGC 3
Anti-senso: ADA 2: 5" GGTCAAGTCAGGGGCAGAAGCAGA 37

Mix 1X

H»0 9,65uL
Tampéo(10X) 2,5uL
MgCl, (50mM) 0,75uL
DMSO puro 2,10uL
-mercaptoetanol(200mM)  1,00uL
DNTP (1,25mM) 4,0uL
ADA1 (5uM) 1,0uL
ADA 2 (5uM) 1,0uL
Taq (1U) 1,0uL
DNA gendémico 2,0uL

Fazer o Mix para o determinado nimero de amostras sem adicionar a DNA
polimerase. Adicionar o DNA ao mix e levar para o termociclador. Apds o primeiro
ciclo de 94°C por 15 minutos, abrir o termociclador e em cada amostra adicionar 1uL
da enzima. Homogeneizar bem as amostras, fechar o termociclador e continuar o

restante do ciclo.

Importante: para que a reagdo ocorra com sucesso o0 DNA gendmico devera estar

em concentragdo maior ou igual a 100 ng/ul e com purezade 1,8 a 1,9.



108

Ciclo:

94°C 15 min 1x
94°C 40 seg

68°C 80 seg 36x
72°C 80 seg

72°C 8 min 1x
4°C ©

v' Ap6s a amplificacdo, correr as amostras em gel de agarose a 1,5%, 90volts por 25
minutos.

v O fragmento amplificado devera ter 397pb.

Digestao:

H20 9,25uL
Tampéo 2,00uL
Taq | 0,25 uL

Produto de PCR 8,5uL

v Levar ao banho-maria a 65°C por 3 horas.

v" Correr 0 produto da Digestdo em gel de agarose de 1,5%, por 25 minutos a 90 volts.

Esquema de digestdo do produto de PCR e analises dos fragmentos no gel.

A mutacdo ocorre pela substituicdo de uma guanina por uma adenina no
nucleotideo (G22A) elimina um sitio de restricdo da Enzima Taqg | (TCGA), assim, ap0s
a digestdo, o alelo normal (ADAL) gera 2 fragmentos de 245pb e 152 pb e o alelo
mutante (ADAZ2) gera apenas um fragmento de 397pb.
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Esquema do produto de PCR (397pb) com sitios de restricao indicados pelas

barras:

245ph 152pb

Produtos de PCR: Gendtipos possiveis

ADA1l/1 ADA1/2 ADA2/2

E mEm v
I 245pb
-

152pb
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RESUMO

O diabetes melito (DM) é um grupo heterogéneo de alteragbes metabdlicas,
caracterizado por hiperglicemia crbénica, com alteragdes do metabolismo de
carboidratos, acidos graxos e proteinas. O diabetes melito tipo 2 (DMT2) é a forma
mais comum dessa doenca, acomentendo aproximadamente 90% dos individuos que
apresentam DM. Caracteriza-se principalmente por modificagfes da acéo e secrecdo de
insulina, embora sua etiologia, genética e fisiopatologia especificas ainda ndo estejam
completamente determinadas. Os pacientes com DMT2 apresentam maior risco de
desenvolvimento de complicagfes macro e microvasculares. Estudos revelaram que a
enzima conversora de angiotensina (ECA) e a adenosina deaminase (ADA) podem estar
relacionadas ao desenvolvimento de DMT2 ou de suas complicagfes. Com base nesses
dados, foram estudados os polimorfismos 1/D do gene ECA e Tagl do gene ADA em 162
individuos com DMT2, e 160 individuos saudaveis. Segundo a Associacdo Americana
de Diabetes, os individuos diabéticos que apresentam HDLc abaixo de 40mg/dl ou
LDLc acima de 100 mg/dl ou triglicerideos acima de 150 mg/dl apresentam maior risco
de desenvolvimento de doencas cardiovasculares. Por isso, foram selecionados 81
individuos com essas caracteristicas para compor o grupo de estudo de pacientes
diabéticos com “risco de doenga cardiovascular”. Os polimorfismos foram avaliados por
PCR e PCR-RFLP para os genes da ECA e ADA respectivamente. As frequéncias
obtidas para o polimorfismo do gene ECA foram: pacientes diabéticos: 1/1 (19,1%); I/D
(52,5%); D/D (28,4%); grupo controle 1/l (12,5%); 1/D (55,6%); D/D (31,9%) e grupo
de diabéticos com riscos de doenca cardiovascular 1/l (16%); I/D (59,3%); D/D
(24,7%). E para o gene ADA: em pacientes diabéticos ADA*1/*1 (89,31%); ADA*1/*2
(10,06%); ADA*2/*2 (0,63%); grupo controle ADA*1/*1 (91,25%); ADA*1/*2 (7,50%);
ADA*2/*2 (1,25%); pacientes com risco cardiovascular ADA*1/*1 (91,20%);
ADA*1/*2 (7,50%); ADA*2/*2 (0,0%). Nao foram verificadas diferencas
estatisticamente significantes em nenhum dos grupos e genes analisados, embora as
frequéncias genotipicas e alélicas estejam semelhantes a outros estudos realizados em
diferentes populagdes, principalmente aquelas que participaram da formacdo da
populagéo brasileira. Nossos resultados corroboram autores que ndo encontraram, em
populacdes miscigenadas, correlacédo entre o polimorfismo 1/D do gene ECA e 0 DMT2,

e doencas cardiovasculares. Em relacdo ao polimorfismo Taql do gene ADA, existem
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relatos de que a atividade dessa enzima apresenta-se elevada em pacientes com DM,
mas néo se sabe ao certo quais 0s mecanismos envolvidos nesse processo. Mesmo nao
sendo encontrada uma relacdo entre tais polimorfismos e 0 DMT2, acreditamos serem
necessarios maiores estudos sobre 0os mesmos na populacdo brasileira, assim como o
estudo dos haplétipos do gene ECA e correlacGes entre as atividades dessas enzimas e
seus polimorfismos genéticos em pacientes doentes e individuos saudaveis da

populagéo brasileira.

Palavras-chave: diabetes melito tipo 2, enzima conversora de angiotensina, adenosina

deaminase, risco cardiovascular, polimorfismos genéticos.



ABSTRACT

Diabetes mellitus (DM) is a heterogeneous group of metabolic disorders characterized
by chronic hyperglycemia, with changes in the carbohydrates, fatty acids and proteins
metabolism. Diabetes mellitus type 2 (DMT2) is the most common form of this disease,
that affect approximately 90% of people who have DM. It is characterized mainly by
changes in the action and insulin secretion, although the etiology, genetics and specific
pathophysiology of the disease is not yet completely determined. DMT?2 patients have a
higher risk of developing macro and microvascular complications. Studies have shown
that angiotensin-converting enzyme (ACE) and adenosine deaminase (ADA) may be
related to the development of DMT2 or its complications. Based on these data, we
studied the polymorphisms | / D of the ACE gene and the polymorphism Taqgl in the
ADA gene, in 162 patients with DMT2, and 160 blood donors. According to the
American Diabetes Association, people with diabetes who have HDL-C below 40 mg /
dL or LDL-C above 100 mg / dl or triglycerides above 150 mg / dl are at increased risk
of developing cardiovascular disease. Therefore, we selected 81 individuals with these
characteristics to compose the study group of diabetic patients named “risk of
cardiovascular disease ". The polymorphisms are evaluated by PCR for ACE gene and
PCR-RFLP for the ADA Gene. The frequencies obtained for the ACE gene
polymorphism were: diabetic patients: 1 / 1 (19.1%), I / D (52.5%) and D / D (28.4%),
control group: 1/1(12.5%) 1/ D (55.6%) and D / D (31.9%) and group of patients with
cardiovascular disease risk: 1 /1 (16%) 1/ D (59.3% ), D / D (24.7%). And for the ADA
gene polymorphism: in diabetic patients: ADA * 1/ * 1 (89.31%); ADA * 1/ * 2
(10.06%), ADA * 2 / * 2 (0.63%); control group: ADA* 1/* 1 (91.25%); ADA*1/*
2 (7.50%); ADA * 2/ * 2 (1.25%), and patients with cardiovascular risk: ADA*1/*1
(91.20%); ADA * 1/ * 2 (7.50%); ADA * 2 / * 2 (0.0%). There were no significant
differences in any of the groups and genes analyzed, although the genotypic and allelic
frequencies are similar to other studies in different populations, especially those one
who participated in the Brazilian population formation. Our results support other
authors results that found, in admixed populations, are no correlation between |1 / D
polymorphism of ACE gene and DMT2, and cardiovascular diseases. For the Tagl
polymorphism of the ADA gene, there are reports that the enzyme activity was elevated
in patients with DM, but the authors are not sure about what are the real mechanisms
involved in this process. Although not found a relationship between these

polymorphisms and DMT2, we believe that further studies are needed in the Brazilian



population, as well as the study of haplotypes of the ACE gene and correlations between
activities of these enzymes and their genetic polymorphisms in DMT2 patients and

healthy subjects of the Brazilian population.

Keywords: diabetes mellitus type 2, angiotensin-converting enzyme, adenosine

deaminase, cardiovascular risk, genetic polymorphisms.
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