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Resumo

A Diabetes mellitus tipo 2 (DM2) é uma patologia de etiologia multipla a qual
estdo associados varios factores genéticos. A Enzima Conversora da Angiotensina
(ECA) tem sido alvo de varios estudos pela sua relacdo com factores pro-inflamatérios,
pré-oxidantes e pro-fibrose, sendo o polimorfismo de Insercdo/Deleccdo 0 mais
estudado. Neste contexto, o objectivo deste estudo é assim verificar a distribuicdo deste
polimorfismo numa amostra de individuos de nacionalidade portuguesa e verificar a sua

possivel associacdo com a DM2.

Para tal, foram analisadas 87 amostras (controlos n =24 e diabéticos n =63) de
individuos de nacionalidade portuguesa. As amostras foram submetidas a um processo
de extraccdo de ADN, sendo posteriormente amplificadas por Polymerase Chain

Reaction e analisadas por eletroforese em gel de agarose a 1%.

Observou-se uma prevaléncia de 8% (n=7) com geno6tipo I/l, 38% (n=33) com
genotipo 1/D e 54% (n=47) com genotipo D/D. A amostra em estudo demonstrou assim
estar sob o equilibrio Hardy-Weinberg. Observou-se também uma associacdo entre
niveis mais elevados de glicemia e o gendtipo I/l (p=0,019). Na analise da utilizacdo de
insulina no controlo dos niveis de glicemia na DM2, observou-se uma maior proporcao

de individuos com gen6tipo D/D.

Este estudo demonstra a importancia do investimento da caracterizacdo genética
em patologias metabdlicas multifactoriais como a DM2.
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Abstract

Type 2 Diabetes (T2DM) is a multiple etiology disease to which are associated
several genetic factors. Angiotensin Converting Enzyme (ACE) has been the subject of
many studies for its association with pro-inflammatory, pro-oxidant and pro-fibrosis
factors. The Insertion/Deletion polymorphism has attracted significant attention being
one of the most investigated polymorphisms. In this context, the aim of this study is to
investigate the distribution of this polymorphism in a sample of Portuguese citizens and
to study the possible association between the I/D polymorphism and T2DM.

Eighty seven samples were analyzed (controls n=24 and diabetics n=63). The
collected samples were subjected to DNA extraction and were amplified by Polymerase
Chain Reaction (PCR). After PCR amplification all samples were analyzed by

electrophoresis in agarose gel 1%.

The genotype frequencies were I/l - 8% (n=7), I/D - 38% (n=33), and D/D -
54% (n=47), demonstrating that the study sample is under the Hardy-Weinberg
equilibrium. There was an association between higher blood glucose levels and I/l
genotype (p=0,019). When analyzed the use of insulin to control blood glucose levels in

T2DM there was a higher proportion of individuals with D/D genotype.

This study demonstrates the importance of investment in genetic

characterization of multifactorial metabolic diseases like diabetes.

vii



viii



Indice

INEFOAUGED ... bbbt b et 3
Capitulo 1:  EStado da AT ....c.oouiiiieieeee e e 9
1.1 A DIabetesS MEITITUS .....c.eoeiiiieieie e 9
1.2 Enzima Conversora da Angiotensina — do gene a funcéo proteica.................. 16

1.3 Polimorfismos da Enzima Conversora da Angiotensina — potenciais efeitos

(0] T0] [T | Tod o1 SO OS PSSR 19
R O 1 o] =T £V 0 L SO OSPSTOSUR 24
(OF: 1o 11 (U] [0 JZ2 |V [=1 1o o [o] [0 | F- H SRRSO 29
2.1 AMOSIIA. ..ttt 29
2.2 Par@metros BIOQUIMICOS .......covcviiieiiieiie et sre e 29
2.3 EXtracC80 de ADN ........coiiiiiicece ettt 30
2.4 Amplificacdo genética M PCR ..o i 31
2.5  TaMPOES € SOIUGDES.......eeueiueerieieieeste sttt 34
2.6 ANALISE EStAtISTICA. .. c.eovivereeieieeieieee s 38
Capitulo 3:  RESUIAAOS. ..o 45
3.1 Caracterizacdo da amostra e parametros bioquimiCoS.........cccevevevervieereenen, 45
3.2 Amplificacdo de genes por PCR e electroforese.........cccocvvevevveveiieennevinneenn 47
3.3 Relacdo entre Diabetes mellitus e Polimorfismo I/D..........cccccevvvveieivinninenee. 48
CapItUIO 4:  DISCUSSAD ......eiveeiieiieiesee sttt sttt bbbttt b e bbb 67
4.1  Par@metroS BIOQUIMICOS .......ccoiiiiriiiieiieieriesie et 67
4.2 GENOTIPAGRIT ...ttt b e bbbttt et et bbbt be e 68



4.3 Polimorfismo ECA € DM ...ttt 68

4.3.1 Polimorfismo e niveis de gliCemia........ccoi e 69
4.3.2 Polimorfismo 1/D € INSUNINOTEIaPIA. ........cveverierieiiesiisiieieeeee e 70
4.3.3 Polimorfismo I/D na DM € HTA ..o 71
4.4 Limitag0es O ESTUAD .....c.veueiiiiiiiiiiisiisieeeee e 72
Capitulo 5: CONCIUSED ...ttt 75
Capitulo 6:  Referéncias bibliograficas .........ccocooviiiiiiiiiiee s 81



Indice de Abreviaturas

ADO - Antidiabéticos Orais

ANG | — Angiotensina |

ANG Il — Angiotensina Il

AVC — Acidente Vascular Cerebral

BRA — Blogueadores do Receptor da Angiotensina Il
DM — Diabetes Mellitus

DML - Diabetes Mellitus Tipo 1

DM2 - Diabetes Mellitus Tipo 2

ECA — Enzima Conversora da Angiotensina

EDTA- Acido etilenodiaminotetra-acetico

EtBr - Brometo de Etidio

gECA - Enzima Conversora da Angiotensina germinal
HTA — Hipertensdo Arterial

I/D — Insercdo/Deleccao

IECA — Inibidores da Enzima Conversora da Angiotensina
LD — Linkage desiquilibrium

PCR - Polymerase Chain Reaction

RAAS - Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona
SDS - Dodecil sulfato de sodio

SECA - Enzima Conversora da Angiotensina somatica

Xi



SNP — Single Nucleotide Polymorphism

TAE - TRIS-Acido acético-EDTA

TE — Tris-EDTA

tECA — Enzima Conversora da Angiotensina testicular

TRIS- Tris(hidroximetil)aminometano

Xii



Indice de Quadros

Quadro | - VValores analiticos de referéncia para a DM. .........cccccooiiiiiienciniinineencns 12
Quadro Il — Programas de amplificacao utilizados. ............ccoovrvriiiniiencience e 33

Quadro 111 — N° de casos e frequéncia relativa de cada genétipo na amostra em estudo.

Quadro IV - Frequéncia de cada gendtipo nos individuos diabéticos e ndo-diabéticos. 50

Xiii



Xiv



Indice de Figuras

Figura 1 - Alteracbes metabolicas do organismo na DM. Adaptado de: (Dean e

MCENTYIE, 2004) ... ettt sttt ettt te st e be et e eneenreeneeenee e 10
Figura 2 - Integracdo dos sistemas renina-angiotensina-aldosterona e cinina-calicreina.
Adaptado de: (Sayed-Tabatabaei et al., 2006)..........c.ccceveeiiiieiiieie e 18

Figura 3 — Reaccdo de PCR convencional. Legenda: A — Dupla cadeia de ADN. B —
Amplificacdo inicial dos alelos | e D. C — Amplificagdo especifica do alelo I. D —
Produto final da amplificagao (Al€lo 1) .......cc.coviieiieiicecee e 32
Figura 4 - Média dos valores de colesterol total para a totalidade dos individuos que
constituiam a amostra (n=87), controlos (n=24) e diabéticos (N=63). ...........ccccervrvrune. 46
Figura 5 - Média dos valores de colesterol total para os individuos com DM1 (n=12) e
DIM2 (NZ51). 1ottt ettt bbbt n b et re bt renne e 46
Figura 6 - Em cima: Amplificacdo inicial por para deteccdo do polimorfismo 1/D; Em
baixo: Amplificacdo especifica para o alelo I. Legenda: M — Marcador de Peso
Molecular; B — Ensaio em Branco; C — Controlo (Polimorfismo ID em ambos 0s casos);
DD - Polimorfismo deleccdo/deleccdo; ID — Polimorfismo insercdo/deleccdo; Il —
Polimorfismo iNSEIrGAO/INSEICAD. .......ecveiieiiieie et erte e se et re e sre e 47
Figura 7 — Numero de individuos em que ocorre cada gen6tipo na amostra em estudo. 48

Figura 8 - Frequéncia relativa (%) de cada genétipo em individuos diabéticos e ndo

(0L Lo T=] (ot SRS 49
Figura 9 - Frequéncia relativa (%) de cada genotipo em individuos com DM1 e DM2. 51
Figura 10 - Niveis médios de glicemia nos individuos com DM1 e DM2...................... 52
Figura 11 - Niveis médios de glicemia em func¢éo do genotipo. ........ccccocevevreririnnennen. 53

Figura 12 - Niveis de glicemia e sua relacdo com o genétipo em individuos diabéticos e
ndo-diabéticos. *Sem desvio-padrao (NZ1) ...ccecveiieii e 54

Figura 13 - Niveis de glicemia e sua relagdo com o genotipo em individuos com DML1 e

Figura 14 - Frequéncia relativa (%) de individuos insulino-dependentes em DM2....... 56
Figura 15 - Frequéncia relativa (%) de cada gendtipo em individuos insulino-
dependentes e N&0-INSUlINO-AEPENTENTES. .......cveeiieiiiciie e 57
Figura 16 - Frequéncia relativa (%) de cada gendtipo em individuos insulino-
dependentes e ndo-insulino-dependentes COM DM2. .......cccccooiririiiniiiene e 58

XV



Figura 17 — Frequéncia relativa (%) de individuos onde ocorre co-existéncia de DM e
HTA N2 amOStra M ESTUCO. ......oieeiiieiieiie ettt enee e 59
Figura 18 - Frequéncia relativa (%) de individuos com DM2 onde ocorre co-existéncia
A8 DIM B HT A ettt ettt bt ne et et e ere et s 60

XVi



INTRODUCAO






Associacao entre o polimorfismo 1/D da ECA na Diabetes mellitus tipo 2: estudo da populagdo portuguesa

Introducao

Em Portugal, no ano de 2009, existiam 983 mil individuos com Diabetes
mellitus (DM). A nivel mundial este numero ascende aos 200 milhdes de individuos,
perspectivando-se que este nimero duplique até 2030 (SPD, 2010, WHO, 2006).

A DM ¢ uma doenca cronica que abrange a populacdo numa larga escala de
idades exigindo uma elevada atencéo e importantes medidas de educacao por parte, quer

dos doentes, quer dos profissionais de satde que com ela lidam diariamente.

Esta patologia acarreta elevados custos devido aos cuidados de salde
continuados necessarios na tentativa de reducdo do numero de complicacdes associadas
e que afectam o desempenho social e profissional dos doentes. S6 em 2009 morreram

4603 portugueses devido a complicagdes associadas a DM (SPD, 2010).

Durante anos, varias tentativas tém sido feitas para desvendar a base genética da
DM, tentando perceber quais os individuos mais susceptiveis de desenvolverem esta
patologia. A compreensdo da DM a este nivel permitiria estabelecer um diagnostico
precoce e implementar estratégias de prevencdo mais eficazes. Desta forma, seria
possivel atenuar ou travar a sua evolucgdo e, assim, aumentar a esperanca média de vida

destes individuos.

O objectivo deste estudo € contribuir para a percep¢do do envolvimento genético

no aparecimento e evolucgédo desta doenca.
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Associacao entre o polimorfismo 1/D da ECA na Diabetes mellitus tipo 2: estudo da populagdo portuguesa

Capitulo 1: Estado da Arte

1.1 A Diabetes mellitus

A DM é uma doenga metabolica de etiologia multipla. Esta patologia tem como
caracteristica principal a hiperglicemia crénica, sendo esta o resultado de uma deficiente
accdo ou producdo de insulina. Desta forma, os individuos com DM possuem uma

alteracdo no metabolismo dos hidratos de carbono, lipidos e proteinas (A.D.A., 2006).

1.1.1 Metabolismo e Patofisiologia

A glicose € uma importante fonte energética, sendo o resultado do catabolismo
de hidratos de carbono provenientes maioritariamente da dieta. Quando a ingestdo de
hidratos de carbono é superior ao gasto energético do individuo, a glicose é
transformada em glicogénio e triglicerideos sendo armazenada no figado ou nos
adipdcitos, respectivamente. Por outro lado, quando o gasto energético é superior a
ingestdo caldrica, ha formacdo de glicose através do catabolismo das reservas

energéticas indicadas (Burtis e Ashwood, 2006).

A homeostase dos niveis de glicose, para além de outros factores, pode ser
regulada pelas hormonas insulina, glicagina e epinefrina. Estas sdo responsaveis pelo
aumento ou diminuicao da producdo de glicose e pela captacao celular de acordo com as
necessidades do organismo. Desta forma, a manutengdo dos niveis de glicose depende
da capacidade funcional do pancreas (responsavel pela producéo das hormonas insulina
e glicagina), da correcta utilizacdo da glicose pelos tecidos periféricos e da capacidade
inibitéria da insulina sobre a producdo de glicose pelo pancreas (Burtis e Ashwood,
2006).

Na DM a deficiente ac¢do/producgdo de insulina leva ao aumento dos niveis de

glicagina, resultando na sobreproducdo e subaproveitamento da glicose existente. O
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aumento do récio glicagina/insulina contraria os efeitos hepaticos da insulina, havendo
uma estimulagdo de processos como a glicogendlise e a gliconeogénese que origina o
principal sintoma associado a DM - hiperglicemia (Brunton, 2008). Quando a
concentracdo de glicose excede a capacidade de reabsorcdo dos tubulos renais, esta €
excretada juntamente com agua pela urina (glicosuria), originando polilria e sede
(Alberti, 1999).

Nos individuos saudaveis, a insulina inibe a enzima lipase existente no tecido
adiposo, inibindo a hidrdlise de triglicerideos. Na DM esta fungéo estd comprometida,
havendo um catabolismo descontrolado de lipidos e proteinas, originando um aumento
da producdo de acetil-coA por B-oxidagdo. Como consequéncia, ocorre um aumento da
cetogénese e da formacdo de corpos cetonicos que, em elevada concentracdo, tornam o
rim incapaz de manter o equilibrio acido-base. Desta forma, ha uma diminuicdo do pH e
desidratacdo (cetoacidose), que em ultima instancia podem levar a letargia, coma ou
morte (Berg e Stryer, 2002).

A insulina é também responsavel pela estimulacdo da sintese proteica, pelo que
diminui a circulagao de aminoacidos livres. Na DM, ha uma maior degradacdo proteica,
havendo formacdo de aminoacidos como a glutamina e alanina, importantes precursores
da via da gliconeogénese. Como resultado, além do aumento da conversao de alanina a
glicose, hd também um aumento da producdo e excrecdo de produtos metabolicos como
a ureia e amodnia (Brunton, 2008). A figura 1 apresenta as principais alteracdes
metabolicas na DM.

INSULINA
v l
_' Protedlise Lipolise

Gliconeogénese Glicogenolise L

I I Acidos gordos no
l plasma

Produgao de glicose v l

elo figado ;
? ‘ ° Utilizagdo de glicose Libertagdo de

pelos teclidos periféricos corpos ceténicos

Hipergliceiia Cetoacidose

Figura 1 - Alterages metabolicas do organismo na DM. Adaptado de: Dean e McEntyre, 2004
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Sendo a DM uma doenca metabolica, quando ndo controlada, pode levar a
disfuncdo e faléncia de véarios 6rgdos. As complicacBes associadas a esta doenca
ocorrem ao nivel macro e microvascular através de alteragbes provocadas no
espessamento dos vasos sanguineos, reduzindo o seu calibre, bem como alteracGes ao
nivel da elasticidade e permeabilidade dos vasos. Ao nivel macrovascular, as principais
complicagdes sdo o enfarte do miocardio e a aterosclerose, podendo levar a ocorréncia
de acidentes vasculares cerebrais (AVC). Das complica¢cbes microvasculares as mais
frequentes sdo a retinopatia que pode levar a cegueira; a nefropatia, que pode originar
insuficiéncia renal; e a neuropatia, que pode levar a formacdo de ulceras de dificil
cicatrizacdo podendo mesmo determinar a amputacdo de membros (A.D.A., 2006). A
nefropatia é uma das complicagdes mais frequentes, sendo uma das principais causas de
insuficiéncia renal crénica, requerendo em muitos casos dialise renal, hemodialise ou
dialise peritoneal (SPD, 2010).

O controlo dos niveis de glicemia consegue-se por alteragdes do estilo de vida
(ex: pratica de exercicio fisico e reeducacdo alimentar), pela administracdo de insulina
ou pelo uso de antidiabéticos orais (ADQO). Assim, um individuo com DM consegue
manter a sua glicemia num nivel normal (em jejum<80mg/dL) e evitar complicagdes

associadas a esta doenga.

1.1.2 Diagnostico

O diagndstico desta patologia ndo é simples, uma vez que provoca sintomas
gerais podendo até ser assintomatica. Os critérios de diagnostico deverdo entdo ser
diferentes consoante estamos na presenca de um individuo com sintomatologia
acentuada (hiperglicemias acentuadas) ou na presenca de um individuo assintomatico
(glicemia ligeiramente acima do limite). A hiperglicemia grave ndo €, contudo, uma
condicdo limitante, podendo ser provocada por stress agudo, como por exemplo:

infeccioso, traumatico ou circulatorio (A.D.A., 2006).

Para o diagndstico sdo utilizados testes como a anéalise dos valores de glicose em

jejum, hemoglobina glicada ou prova de tolerdncia a glicose oral. Nos doentes
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assintomaticos deve ser utilizado mais do que um teste analitico (A.D.A., 2006). Os

valores de referéncia para a DM encontram-se no quadro |.

Quadro I - Valores analiticos de referéncia para a DM.

Valores Analiticos Classificacao

Jejum

>126mg/dL (em duas ocasides) Diabetes mellitus

>109 e <126mg/dL Hiperglicemia

>70 e <109 mg/dL Normal

<70mg/dL Hipoglicemia

Pos-Prandial

>140 mg/dL Tolerancia Diminuida a Glicose
<140 mg/dL Normal

Fonte: Sociedade Portuguesa de Diabetologia (SPD, 2010).

1.1.3 Classificagdo

A classificacdo da DM tem sofrido modificacbes ao longo dos anos.
Inicialmente foi dividida em duas categorias relacionadas com a utiliza¢do de insulina:
Diabetes Insulino-dependente (tipo 1) e Diabetes N&o-Insulino-dependente (tipo 2). Esta
classificacdo rapidamente se tornou obsoleta, pelo que foi acordada internacionalmente
uma classificacdo etioldgica que considera apenas a origem da doenca e ndo a sua

progressdo ou tratamento (Alberti, 1999).

1.1.3.1 Diabetes mellitus tipo 1

A Diabetes mellitus tipo 1 (DM1) ocorre, principalmente, nos primeiros anos de

vida e adolescéncia, frequentemente em individuos de constituicdo magra. Esta é de
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origem auto-imune, em que ocorre um ataque das células T do sistema imunitario as
células B-pancreaticas, destruindo-as, criando-se assim uma deficiéncia na producédo de

insulina (Dean e McEntyre, 2004).

A etiologia desta doenga imunoldgica ainda néo foi esclarecida, havendo véarios
factores que poderdo estar associados. Até ao momento, encontram-se descritos dez
possiveis genes associados a DM1, entre estes 0 PTPN22, o IL2RA e 0 CTLAA4. Estes
genes sdo responsaveis pela codificacdo de proteinas envolvidas no controlo da
actividade imunoldgica e na manutencao da sua homeostasia (Qu et al., 2009a, Qu et al.,
2009b). A introducdo precoce do leite de vaca (e consequente exposicdo a albumina
bovina) em individuos geneticamente susceptiveis ou infec¢des viricas pelo virus da
rubéola, Epstein-Barr ou citomegalovirus, em associagcdo com factores ambientais, sdo
outras das causas associadas ao desencadeamento da resposta imune que culmina no

aparecimento desta doenca (Todd, 2010).

O tratamento na DM1 incide principalmente na utilizacdo de insulina, podendo

em casos excepcionais ser utilizada a terapia com ADO (Garg, 2011).

1.1.3.2 Diabetes mellitus tipo 2

A Diabetes mellitus tipo 2 (DM2) ocorre principalmente em adultos havendo, no
entanto, cada vez mais jovens a desenvolver esta patologia. Esta tendéncia tem se
verificado de forma radical no Japdo onde, actualmente, existem mais criangas com
DM2 do que DM1 (Dean e McEntyre, 2004). Este facto podera estar relacionado com a
enorme influéncia que a cultura ocidental teve sobre os habitos alimentares desta
populacdo e com o aumento do sedentarismo. Os Japoneses tém também uma maior
prevaléncia polimdrfica em pelo menos trés genes responsaveis pela codificacdo de
proteinas-chave no metabolismo dos hidratos de carbono e lipidos, como por exemplo o
receptor [-3-adrenérgico, o receptor activado por proliferadores de peroxissoma
(PPAR) e a calpaina-10 (Kawamori, 2002).
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Uma das principais caracteristicas da DM2 ¢ a progressiva resisténcia a insulina
que, apesar de produzida em quantidades suficientes, é continuamente “ignorada” pelo
organismo, criando uma situacdo de hiperinsulinemia. E a combinagdo destes dois
factores (resisténcia insulinica conjugada com hiperinsulinemia) que despoleta uma
série de alteragdes metabdlicas que culminam num estado de hiperglicemia cronico e
em ultimo caso, DM2. Esta patologia estd assim associada a um estilo de vida
sedentério, quer pela diminuicdo do metabolismo da glicose nestes individuos, quer pela
sua associacao a obesidade devido ao aumento dos niveis de glicose como consequéncia

da sobrealimentacdo (Campbell, 2009).

A disfungéo das células B-pancreéaticas é também um dos factores associados a
esta doenca, podendo ocorrer por glicotoxicidade ou hiperestimulacéo destas células. O
pancreas € um Orgao extremamente sensivel e por isso altamente perturbado pela
elevacdo dos niveis de glicose. Mesmo as mais pequenas alteracdes glicémicas, quando
exercidas de forma continuada provocam alteracdes funcionais e estruturais nas células-
B (Campbell, 2009). Outros factores como a lipotoxicidade, o stress oxidativo e a
deposicdo de placas amildides (observada em 90% dos individuos com DM2) também
tém sido considerados como responsaveis por esta disfungdo celular (Standl, 2007). As
alterac6es funcionais das celulas-p na presenca destes factores consistem na activacéo
de mecanismos de defesa contra situacGes de stress, perda da resposta insulinica aguda e

upregulation de genes associados a apoptose (Campbell, 2009).

A DM2 tem sido também considerada como uma doenca de origem inflamatoria.
Factores de stress levam ao recrutamento de células inflamatdrias provocando
inflamag&o nos ilhéus pancreaticos. Alguns estudos tém demonstrado uma relacdo entre
niveis elevados de proteinas de fase aguda (como a proteina C-reactiva), acido sialico e
citocinas e a DM2. A relagdo entre esta patologia e as interleucinas pro-inflamatérias
(IL-1p e IL-6) tem sido também alvo de investigagédo, havendo evidéncias de um rapido
aumento do antagonista do receptor da IL-1 (ILIRA) no periodo que antecede o
aparecimento da DM2 (Donath e Shoelson, 2011).

O tratamento da DM2 incide principalmente sobre a utilizacdo de ADO que séo
eficazes no aumento da resposta metabodlica a insulina enddgena. Por vezes é utilizada

em simultdneo a insulinoterapia, nos casos em que ocorre disfuncdo celular por
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hiperestimulagdo das células-p, devido a resisténcia insulinica cronica (Jain e Saraf,
2010).

1.1.4 Insulinoterapia e Estratégias terapéuticas

A estratégia utilizada para manter os niveis de glicemia controlados de forma
eficaz varia consoante a classificacdo da doenca. Se na DML a estratégia de primeira
linha se baseia fundamentalmente na administracdo de insulina, na DM2 a

insulinoterapia passa para segundo plano, baseando-se na administracdao de ADO.

A insulina € uma hormona polipéptidica composta por duas cadeias de
aminoéacidos designadas por cadeia A (21 aminoacidos) e B (30 aminoacidos) ligadas
por pontes dissulfureto. Na maioria das espécies, o tamanho e estrutura desta hormona é
semelhante, sendo este 0 motivo pelo qual a insulina porcina é utilizada em individuos
diabéticos. A insulina utilizada inicialmente era extraida do pancreas de porco e
purificada por cristalizacdo. Actualmente, esta pode ser obtida por tecnologia de ADN
recombinante a partir de E.coli ou por modificacdo enzimatica (Dean e McEntyre,
2004).

Nos individuos com DM2, a terapéutica implementada tem como principal
finalidade mediar a utilizacdo de insulina enddgena pelos tecidos. Os ADO actuam no
controlo glicémico através de diferentes mecanismos de accdo: aumento da secre¢do de
insulina pelo pancreas (sulfonilureias), diminuicdo da libertacdo de glicose pelo figado
(biguanidas), reducdo da absorcdo gastrointestinal dos hidratos de carbono (inibidores
da a-glucosidase) e melhorar a utilizacdo de glicose nos tecidos periféricos (biguanidas
e tiazolidonas) (Jain e Saraf, 2010).

Devido a natureza progressiva desta doenca, este tipo de terapéutica revela-se
muitas vezes insuficiente, sendo por vezes necessario recorrer a insulinoterapia de
forma a se obter um controlo adequado dos niveis de glicemia (Jain e Saraf, 2010).

Segundo o Relatério Anual do Observatorio Nacional da Diabetes, aproximadamente,
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89% dos individuos com DM2 utiliza apenas ADO para o controlo dos niveis de

glicemia e 11% requer a utilizagdo de insulina (SPD, 2010).

Apesar dos avancos tecnoldgicos no sentido de melhorar o desenvolvimento das
formulacGes de insulina nem sempre os objectivos sdo alcancados. Um dos principais
problemas associados a insulinoterapia continua a ser a hiperglicemia pds-prandial e a
hipoglicemia, havendo sempre possibilidade de desenvolvimento de resisténcia
insulinica (no caso dos individuos com DML1). Para contrariar esta problematica, tém
sido efectuados esforcos no sentido de desenvolver novas terapéuticas. Estas vao desde
a utilizacdo de agentes imunoterapéuticos (ciclosporina e metotrexato) a transplantacédo
de ilhéus pancreéaticos. A utilizacdo de péptidos semelhantes a glicagina tem também

sido estudada uma vez que estes promovem a proliferagédo de células-p (Garg, 2011).

A eficicia destes tratamentos estd no entanto dependente de vérios factores
como o estilo de vida e a base genética, sendo muitas vezes necessaria a combinacdo de

duas ou mais estratégias de forma a tentar travar a evolugdo da doenca.

1.2 Enzima Conversora da Angiotensina — do gene a funcéo proteica

O sistema renina-angiotensina-aldosterona (RAAS) é o eixo enddcrino que
regula a pressao arterial e o equilibrio electrolitico. Esta cascata, fundamental para a
homeostasia cardiovascular, tem como componente-chave a enzima conversora da

angiotensina (ECA).

1.2.1 Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona

A cascata RAAS inicia-se pela libertagho da renina pelas células
justaglomerulares do rim. Esta activacdo ocorre devido ao aumento da retengéo de

sodio, perda de volémia ou por activagao simpética (Crisan e Carr, 2000).
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A renina cliva o péptido inactivo angiotensinogénio (sintetizado no figado),
originando a proteina vasoinactiva angiotensina I, a ANG | (Sayed-Tabatabaei et al.,
2006). A ANG | sofre posteriormente, por ac¢do da ECA, clivagem do dipéptido His-
Leu, convertendo-se em angiotensina I, a ANG Il. A ANG Il é um potente
vasoconstritor que actua no cortex adrenal provocando a libertacdo de aldosterona. Pode
também actuar como mediadora do crescimento e proliferacdo celular, por estimulagéo
de varias citocinas e factores de crescimento. A aldosterona libertada estimula os
tubulos renais, promovendo a reabsorcdo de sodio e de agua e a excrecdo de potassio,

aumentando a volémia e a pressdo arterial (Crisan e Carr, 2000).

A ANG 11 exerce assim um feedback negativo sobre a producgéo de renina, pelo
aumento da volémia ou através de um efeito directo nas células justaglomerulares
(Crisan e Carr, 2000).

1.2.2 Sistema Cinina-Calicreina

A homeostasia electrolitica é também regulada pelo sistema cinina-calicreina.
Este sistema e o sistema RAAS estdo ligados pela ECA, sendo muitas vezes

considerados sistemas antagonicos.

Nesta cascata, a proteina bradicinina (também denominada por cinina) € gerada
através da accdo da calicreina plasmatica no cininogénio de alto peso molecular. Por sua
vez, a calicreina tecidual actua no cininogénio de baixo peso molecular originando a
calidina (Lis-bradicinina). A bradicinina e a calidina sdo dois ligandos naturais dos
receptores B,, cuja activacdo medeia os efeitos fisioldgicos provocados por estas
proteinas, i.6. estimulacdo da excrecéo de sddio (Chao e Chao, 2005).

A ECA ¢ a enzima responsavel pela metaboliza¢do da bradicinina, por clivagem
do dipéptido Phe-Arg no terminal C, originando a bradicinina 1-5 (péptido inactivo). A
inibicdo da bradicinina impede a estimulacdo do receptor B,, com consequente
diminuigéo da libertagdo de 6xido nitrico. Desta forma, ha relaxamento do musculo liso

vascular e diminuicéo da presséo arterial (Tschope et al., 2002).
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A ECA possui assim dupla accdo como componente regulador da pressédo
arterial, o que lhe confere um elevado interesse como substrato de estudo quer a nivel da
fisiologia dos sistemas reguladores, da patofisiologia e da farmacogenémica em doencas
do foro cardiovascular. A figura 2 demonstra a interaccdo entre os dois sistemas

referidos e a sua ligacao através da ECA.

SISTEMA REMINA-ANGIOTEMSINA SISTEMA CININA-CALICREINA
.p&d‘_ﬁ NGIOTENSINOGENIO CININOGENIO
MR l«»«»-cnucazmn

L ERADICININA

ANGIOTENSINA | ACTIVA

ANGIOTENSINA Il
BRADICININA
INACTIVA

\/ALDOSTERONA

Figura 2 - Integracdo dos sistemas renina-angiotensina-aldosterona e cinina-calicreina. Adaptado de: Sayed-
Tabatabaei et al., 2006

1.2.3 Enzima Conversora da Angiotensina

No Homo sapiens o gene da ECA (DCP1) esta localizado no brago longo do
cromossoma 17 (17923) e compreende 26 exdes e 25 intrdes. Por splicing alternativo,

este gene origina duas isoformas de ECA: somaética e testicular.

A isoforma somatica (SECA) é transcrita por um promotor localizado na
extremidade 5 do primeiro exdo do gene da ECA (Spro), que leva a transcricdo de
todos os exdes com excepcao do exdo 13 (Sayed-Tabatabaei et al., 2006). A traducdo da
SECA origina uma proteina com 1306 amino&cidos e com dois dominios cataliticos
(proximos dos terminais N e C). A sECA é expressa em tecidos somaticos como o rim,
o intestino e o pulmdo, bem como em células endoteliais, epiteliais e neuroepiteliais
(Klein, 2001).

A isoforma testicular (tECA) é uma isoforma truncada, com 100KDa, de menor
tamanho quando comparada com a SECA de 170 KDa (Niu et al., 2002). A tECA é
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também denominada por ECA germinal (JECA), por se encontrar apenas no tecido
germinal do sistema reprodutor masculino. A funcéo fisioldgica desta proteina com 732
amino&cidos ainda ndo foi esclarecida (Baudin, 2000). A tECA ¢é transcrita por um
promotor interno especifico localizado no intrdo 12 (Gpro), que transcreve os exdes 13 a
26. Esta isoforma contém apenas um dominio catalitico que se encontra junto ao
dominio terminal C (Klein, 2001, Sayed-Tabatabaei et al., 2006).

A sECA encontra-se no organismo humano sob a forma tecidual e plasmatica.
Na forma tecidual esta glicoproteina encontra-se ancorada & membrana plasmatica pela
regido hidrofébica do terminal C, projectando-se para o espaco extracelular. Esta é a
forma predominante, sendo a responsavel pela conversdo da ANG | a ANG Il (Klein,
2001, Esther et al., 1997).

A forma plasmaética da ECA é originada por clivagem da ligacdo peptidica
Arg1203-Ser1204 perto do terminal C. Esta forma, tendo uma estrutura semelhante a
forma tecidual, ndo se encontra ancorada a membrana plasmatica, podendo ser
detectada em vérios fluidos corporais, como por exemplo: sangue, urina, liquido
cefalorraquidiano, etc. (Niu et al., 2002, Klein, 2001). Os niveis de ECA plasmatica
mantém valores individuais constantes, havendo uma grande variabilidade inter-

individual, sem qualquer relacdo com factores hormonais ou ambientais (Baudin, 2000).

A sECA e a tECA partilham 665 amino&cidos junto ao terminal C. No terminal
N estas isoformas possuem, respectivamente, 664 e 72 residuos unicos (Niu et al.,
2002).

1.3 Polimorfismos da Enzima Conversora da Angiotensina -

potenciais efeitos biologicos
O gene DCP1 que codifica a proteina ECA ¢ altamente polimorfico, sendo

conhecidos aproximadamente 160 polimorfismos neste gene. A maioria destes

polimorfismos séo Single Nucleotide Polymorphisms (SNP), estando a sua maioria em
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zonas ndo-codificantes (apenas 34 se encontram em zonas codificantes). Sdo também

conhecidas 18 mutac6es missense no gene DCP1 (Sayed-Tabatabaei et al., 2006).

1.3.1 Polimorfismo de Insercéo/Deleccdo

O polimorfismo melhor descrito até a actualidade é o de Insercdo/Deleccéao
(I/D), tendo sido inicialmente descrito por Rigat e colaboradores em 1990 (Rigat et al.,
1990). Este polimorfismo localiza-se no intrdo 16, sendo constituido por uma sequéncia
Alu com 287bp (rs1799752). Este polimorfismo origina trés genotipos distintos: I/1, I/D
e D/D.

A mutacdo que ocorre no I/D é a de insercdo (em detrimento da delecgdo) do
elemento Alu, uma vez que esta sequéncia € muito semelhante a outros elementos Alu
especificos do Homem. Esta hipdtese foi também corroborada apds genotipagem
realizada em chimpanzés ter revelado a falta desta sequéncia, o que indica que esta
mutacdo tenha ocorrido ap6s a separacdo evolutiva entre o chimpanzé e o Homem
(Rieder et al., 1999).

Tém sido realizados numerosos estudos que tentam descrever a relacdo entre os
polimorfismos da ECA e diferentes patologias, bem como o impacto destas mutacgdes
nos niveis plasmaticos desta enzima. Entre as patologias mais estudadas encontram-se a
disfuncdo eréctil, DM1, DM2, Alzheimer, enfarte do miocardio e outras doencas
cardiovasculares como a hipertensdao arterial (HTA) e a cardiomiopatia hipertréfica
(Klein, 2001).

Alguns estudos tém associado os diferentes gendtipos com os niveis de ECA
plasmatica (Nordestgaard et al., 2009, Klein, 2001, Sayed-Tabatabaei et al., 2006). De
acordo com o estudo realizado por Nordestagaard e cols. em 2009, os valores de ECA
plasmatica nos individuos com genétipo D/D sdo 50% superiores aos valores
encontrados em individuos com o genotipo I/l. O gendtipo I/D origina valores
intermédios de ECA plasmatica, o que indica co-dominancia de alelos (Nordestgaard et
al., 2009). Este polimorfismo é responsavel por 47% da variacdo fenotipica total da

ECA plasmatica (Niu et al., 2002). Apesar das alteragdes observadas nos niveis de
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ECA, ndo foi encontrada alteracdo nos paradmetros cinéticos desta enzima ou na

concentracdo de ANG I e aldosterona (Baudin, 2000).

A HTA é uma doenca multifactorial onde a interacgdo genética e a interacgdo
gendtipo-ambiente tem uma elevada importancia. Devido ao papel da ECA na
homeostasia electrolitica, a relacdo entre esta enzima e a hipertensdo tem sido
amplamente estudada (Gard, 2010). Alguns estudos reportaram uma associagéo entre o
alelo de deleccdo (D) e a HTA, nomeadamente na populacdo sul-indiana e chinesa
(Jiang et al., 2009, Anbazhagan et al., 2009). Noutras populagdes a mesma associacao
ndo foi verificada (Eisenmann et al., 2009, Tascilar et al., 2009). Zee e cols. efectuaram
um estudo na populacdo Australiana onde demonstraram haver uma relacdo positiva
entre o polimorfismo I/D e a HTA, ocorrendo uma maior frequéncia do alelo de
insercdo (1) nos individuos hipertensos, quando comparados com individuos
normotensos (Zee et al., 1992). A importancia do alelo | foi também demonstrada num
estudo efectuado em mulheres brasileiras, onde a presenca do alelo | estava relacionada
com um aumento da pressao arterial sistélica em 11mmHg (Moraes et al., 2008). Esta
variacdo pode estar relacionada com a influéncia que os factores ambientais exercem

sobre as variantes genéticas (Gard, 2010).

Em 1992 foi reportada pela primeira vez uma associagdo entre o polimorfismo
I/D e o risco de doenca coronéria e enfarte do miocéardio. Cambien e cols. afirmaram
existir um aumento do risco em 35% quando na presenca do alelo D (Cambien et al.,
1992). No entanto, estes resultados sdo limitados pelo estudo efectuado por Schurks e
cols. em 25000 mulheres americanas, onde ndo foi encontrada associacdo entre este
polimorfismo e o risco de enfarte (Schurks et al., 2009).

Os estudos efectuados na tentativa de encontrar associagdo entre o polimorfismo
I/D e 0 AVC também tém sido contraditérios. Celiker e cols. demonstraram uma maior
incidéncia de AVC em individuos com genotipo D/D, evidéncia ndo corroborada pela
meta-analise de Kitsios que incluia 58 estudos, onde ndo foi encontrada qualquer
associacao entre o alelo D e a incidéncia de AVC (Celiker et al., 2009, Kitsios e
Zintzaras, 2009).
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A implicacdo da ECA a nivel neurologico também tem sido amplamente
estudada, devido a presenca de componentes do sistema renina-angiotensina no cérebro,
mas com resultados igualmente contraditorios. O alelo D foi associado a um efeito
protector contra a esquizofrenia, sendo este efeito tanto maior quanto maior o nimero
de alelos D (Crescenti et al., 2009). Por outro lado, outro estudo associou a presenca do
alelo D a doenca bipolar, sendo o efeito protector associado ao alelo | (Kucukali et al.,
2010). Para a doenga de Alzheimer foi encontrado um risco aumentado em individuos

em heterozigotia (Lehmann et al., 2005).

O polimorfismo I/D tem sido também associado a outras condicdes
patofisiologicas como a inflamacgdo (Benicky et al., 2009), asma (Eryuksel et al., 2009),
enxaqueca (Schurks et al., 2009) e hipertrofia ventricular esquerda (Niu et al., 2002).

Como este é um polimorfismo intronico, é pouco provavel que seja uma variante
funcional, ndo estando ainda completamente esclarecido o0 mecanismo de
sobreexpressdo em homozigoticos. A hipotese melhor fundamentada é que este
polimorfismo esteja em completo/parcial desequilibrio de ligacdo (linkage
desequilibrium - LD) com outros loci que sdo um verdadeiro factor de risco para as
patologias em estudo. Rieder e cols. identificaram 78 variantes do gene da ECA,
agrupadas em 13 hapl6tipos. Das variantes encontradas, 17 estavam em completo LD
com o polimorfismo I/D. O elevado grau de LD encontrado nos numerosos estudos,
revela a importancia da obtencdo de uma representacdo clara da variacdo alélica intra-
genética (Rieder et al., 1999).

1.3.2 O Polimorfismo I/D e a Diabetes mellitus

Existem diversos genes que poderdo estar relacionados com o aparecimento de
DM. Além disso, existem algumas mutacfes e polimorfismos que se acredita estarem
associados a variagOes de glicose nos individuos diabéticos. O polimorfismo I/D da
ECA tem sido particularmente estudado uma vez que se relaciona com muitas outras

patologias associadas em parte a DM (Todd, 2010).
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Apesar de ndo existir actividade in situ das enzimas do RAAS no pancreas, a
alteracdo destas enzimas encontra-se relacionada com esta doenga. A ANG Il provoca
vasoconstri¢ao, fibrose, inflamacdo e apoptose das células-p pancreéticas, levando a
alteracdo da funcdo pancreética na producgdo de insulina. Esta proteina promove também
a expressao do transportador da glicose GLUT-4 e a actividade da hexocinase, actuando
no metabolismo da glicose (Bozkurt et al., 2009). A bradicinina, por sua vez, aumenta a
sinalizacdo de insulina e a translocacdo do GLUT-4 para a membrana plasmética das
células musculares e adipdcitos, estando assim relacionada com a patogénese desta
doenca. A ECA além de actividade pro-inflamatéria e pro-oxidante actua também na
regulacdo da proliferacdo celular e fibrose. O aumento dos valores da ECA esta desta
forma associado a um aumento da tolerancia a glicose, aumentando assim o risco de
desenvolvimento de DM2 (Fiatal et al., 2011).

Os farmacos inibidores da enzima conversora da angiotensina (IECA) e o0s
bloqueadores do receptor 1 da ANG Il (BRA) tém se mostrado eficazes na prevencédo do
desenvolvimento da DM2 através da diminuicdo da perda renal de potéassio,
melhoramento do fluxo sanguineo nos ilhéus pancreaticos e melhoramento da perfusédo
nas células-B através da diminui¢do da vasoconstri¢cdo provocada pela ANG Il (Bozkurt
et al., 2009).

Varios autores tém estudado uma possivel associacdo entre o polimorfismo I/D e
o0 desenvolvimento de DM2, bem como a relacdo deste polimorfismo e a nefropatia
associada a diabetes. Os estudos efectuados até agora tém demonstrado resultados
contraditorios. Ganesan e cols. num estudo com 520 individuos, ndo encontraram
nenhuma associacdo estatisticamente significativa entre o genétipo D/D e a DM2,
contradizendo os estudos efectuados por Baroudi e cols. e Ramachandran e cols.
(Ganesan et al., 2011, Baroudi et al., 2009, Ramachandran et al., 2008).

Alguns autores sugerem que os individuos com alelo D poderdo beneficiar de
uma terapéutica preventiva com IECA ou BRA, de forma a diminuir a actividade da
ECA e assim diminuir a probabilidade de desenvolvimento de DM2, bem como de

todas as complicacOes associadas a esta patologia (Baroudi et al., 2009).
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Os estudos efectuados relativamente a insulino-resisténcia tém sido igualmente
contraditorios. Alguns estudos afirmam existir relacdo entre o polimorfismo I/D e a
insulino-resisténcia (Akin et al., 2010), enquanto outros refutam esta hipotese com 0s
seus resultados (Moleda et al., 2005). Os mecanismos através dos quais o0 genétipo pode
influenciar a sensibilidade insulinica continuam desconhecidos, podendo estar
relacionada com as alteracbes provocadas no fluxo sanguineo que, indirectamente,

modificam a capacidade de distribuicéo e utilizagéo de insulina (Bozkurt et al., 2009).

1.4 Objectivos

Este estudo tem como principal objectivo averiguar a possivel associacdo entre a
DM e o polimorfismo 1/D da ECA e a sua prevaléncia na populacdo portuguesa. Assim,
0s objectivos deste estudo sdo: (1) avaliar a importancia da realizacdo da amplificacdo
primer-especifica na obtencdo do genotipo, (2) avaliar a incidéncia do polimorfismo 1/D
na populacdo portuguesa através da verificacao da distribuicdo dos diferentes genotipos,
(3) analisar a associacdo entre o polimorfismo I/D e a DM2 verificando (a) se existe
relacdo entre os diferentes gendtipos e os niveis de glicemia, (b) se existe relacdo entre
os diferentes gendtipos e a utilizagdo de insulina; e por Gltimo (4) averiguar se existe

relacdo entre os diferentes gendtipos e a co-existéncia de DM e HTA.
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Capitulo 2: Metodologia

2.1 Amostra

A populagdo em estudo consistiu em 87 individuos de nacionalidade portuguesa,
ndo havendo qualquer restricdo em relacdo ao género, idade ou etnia. A amostragem foi
efectuada em diferentes laboratdrios de analises clinicas do Norte e Centro do pais,
consistindo em 63 individuos diabéticos e 24 individuos ndo-diabéticos. A cada
participante foi apresentado um termo de consentimento informado e um questionario
acerca do seu historial médico. A recolha da amostra bioldgica foi efectuada por
venipunctura para tubos contendo um anticoagulante (acido etilenodiaminotetra-acético
- EDTA), ou quando esta ndo era possivel, através da colheita de sangue capilar para um
cartdo FTA® (Whatman®).

O grupo experimental era constituido por individuos com DM,
independentemente do tipo, diagnosticada previamente. O grupo controlo era

constituido por individuos ndo diabéticos.
2.2 Parametros Bioquimicos

A determinacdo dos parametros bioquimicos é um passo que exige bastante rigor
uma vez que estes sdo elementos fulcrais no diagndstico e analise do desenvolvimento

da patologia. Assim, os parametros “glicemia” e “colesterol total” foram analisados

através de critérios padronizados pelo Clinical and Laboratory Standards Institute.
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2.3 Extraccéo de ADN

Actualmente existem diferentes métodos para extraccdo de ADN, cada um com
vantagens e desvantagens que os investigadores deverdo ponderar, consoante o tipo de
amostra obtida. Existem kits comerciais que auxiliam na optimizacdo da técnica de
extraccdo. Uma extraccdo ideal devera optimizar a quantidade de ADN obtida, diminuir
a sua degradacdo e ser eficiente em termos de custo, tempo e recursos, diminuindo ao
maximo a producdo de residuos perigosos (Chen et al., 2010). A extrac¢do de ADN foi
realizada segundo dois métodos distintos de acordo com o tipo de amostra em questao.
Ambos os métodos sdo descritos de seguida.

2.3.1 Amostra de sangue periférico

Para as amostras recolhidas por venipunctura foram transferidos 300uL de
sangue para dois microtubos. A esse volume foram adicionados 900uL de tampéo de
eritrocitos (20mM  Tris-Cl, pH 7,6). Ap6s homogeneizacdo, as solucbes foram
incubadas a temperatura ambiente, durante 10 minutos, sob agitacdo ocasional. Apos
centrifugacdo, a velocidade méaxima, durante 30 segundos, todo o sobrenadante foi
rejeitado, a excepcdo de 20uL de cada solugdo. As solugdes foram ressuspendidas e
combinadas num Gnico tubo. A solucdo foram adicionados 600uL de tamp&o de lise
celular (10mM Tris-Cl, ImM EDTA, 0,1% (m/v) SDS, pH 8,0) refrigerado a 2-8°C,
seguindo de agitacdo vigorosa. Ao lisado resultante foram adicionados 3uL de solugéo
de proteinase K (20mg/mL), sendo posteriormente incubado a 55°C durante 3 a 16
horas. Decorrido este tempo, a solucéo foi arrefecida a temperatura ambiente, sendo-lhe
adicionados 3uL de RNase livre de DNase (4mg/mL). Procedeu-se novamente a
incubacdo a 37°C durante 15 a 60 minutos. Apos arrefecimento até a temperatura
ambiente, foram adicionados 200uL de solucdo de acetato de potéssio (5M acetato, 3M
potassio). O contetdo do tubo foi homogeneizado no voértex durante 20 segundos.
Refrigerou-se a solucdo até aos 4°C e centrifugou-se a velocidade maxima durante 3
minutos. Apos a centrifugacdo, o sobrenadante foi transferido para um novo microtubo
contendo 600uL de isopropanol (v/v). Apds ser sujeita a homogeneizagdo e a nova

centrifugacdo a velocidade méaxima durante 1 minuto, o sobrenadante foi rejeitado e ao
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precipitado foram adicionados 600uL de etanol a 70% (v/v). A solugcdo foi novamente
centrifugada, em iguais condicOes a anterior, e o sobrenadante novamente rejeitado. Os
microtubos foram deixados a secar ao ar para permitir a evaporagédo do etanol. O pellet
de ADN foi posteriormente solubilizado em 100uL de tamp&o Tris-EDTA (pH 7,6) e
colocado a incubar durante 1 hora a 65°C. Apés a incubacgdo, as amostras foram

armazenadas a -4°C até a sua utilizacao.

2.3.2 Amostra de sangue capilar

Para as amostras recolhidas em cartdo FTA®, de cada cartéo foi retirado, para um
tubo de Polymerase Chain Reaction (PCR), um disco de ~1,2mm de diametro,
utilizando um aparelho de puncdo. Ao tubo de PCR foram adicionados 200uL de
reagente de purificacdo (Whatman®). Procedeu-se a incubacdo dos tubos durante 5
minutos, a temperatura ambiente, sob agitacdo ocasional, de forma a aumentar a
eficiéncia da lavagem. Todo o reagente foi posteriormente removido, sendo 0 processo
repetido por mais duas vezes até que o disco perdesse a cor avermelhada, caracteristica
do sangue. Apo6s a lavagem foram adicionados 200uL de tampdo TE (10mM Tris-Cl,
0,1mM EDTA, pH 8,0), deixando-se incubar a solucdo durante 5 minutos a temperatura
ambiente. Todo o tampdo foi posteriormente retirado, sendo este passo repetido
novamente. O tubo de PCR foi entdo deixado a secar ao ar durante, aproximadamente,

15 minutos.

2.4  Amplificagdo genética em PCR

O estudo do polimorfismo I/D foi realizado através da amplificagdo por PCR
convencional, de acordo com o método utilizado por Naresh e cols. (Naresh et al.,
2010). A reaccdo de PCR actua por amplificacdo exponencial de um segmento
especifico do gene em estudo. A taxa de sucesso da amplificacdo é, desta forma, tanto
maior quanto mais especifico for o primer utilizado (figura 3). Este tipo de PCR requer
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identificacdo dos fragmentos amplificados por uma andlise posterior como a

eletroforese.

Neste estudo foram efectuadas duas reacgdes distintas de PCR convencional. Na
primeira reaccao todas as amostras foram amplificadas, tendo sido utilizados primers
responsaveis pela amplificacdo do alelo |1 e D. A segunda reaccdo de PCR € utilizada
para controlo de possivel mistyping, tendo sido utilizados primers especificos para o

alelo I.

A S 3
37 5
B 5 3

| Primer v

Figura 3 — Reacgdo de PCR convencional. Legenda: A — Dupla cadeia de ADN. B — Amplificacéo inicial dos
alelos I e D. C — Amplificacéo especifica do alelo I. D — Produto final da amplificagéo (alelo I)

A reaccdo de amplificacdo foi realizada num volume reaccional de 25uL contendo
2uL de ADN, 1,5mM MgCl,, 0,06mM dNTP (FINNZYMES®), 0,07/mM de cada
primer (METABION®) e 05U de Taq polimerase (INVITROGEN®). Para
amplificacdo do polimorfismo em estudo foram utilizados os seguintes primers forward
5-CTG GAG ACC ACT CCC ATC CTT TCT-3' e reverse 5-GAT GTG GCC ATC
ACA TTC GTC AGA T-3. Os ciclos de amplificacdo efectuados encontram-se
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descritos no quadro Il. Esta amplificacdo teve como resultado a formagédo de produtos

de ~490bp e ~190bp correspondentes ao alelo de inser¢éo e deleccéo, respectivamente.

Quadro Il — Programas de amplificagéo utilizados.

Desnaturacao 3 o _ Extenséo
o Desnaturacdo Hibridagdo Extenséo )
inicial final
T (°C) 94°C 94°C 60°C 72°C 72°C
Tempo
PCR_ID 120s 60s 60s 90s 600s
(segundos)
Ciclos 1 40 1
T (°C) 94°C 94°C 58°C 72°C 72°C
Tempo
PCR_DD 120s 60s 60s 60s 600s
(segundos)
Ciclos 1 40 1

As amostras foram classificadas em trés grupos distintos: I/1, I/D e D/D. Como
em heterozigotia ocorre preferencialmente amplificagdo do alelo D, todas as amostras
correspondentes ao gendtipo D/D foram novamente amplificadas. Para tal, foram
utilizados primers especificos para o alelo de insercdo: 5'- TGG GAC CAC AGC GCC
CGC CAC TAC-3 (forward) e 5-TCG CCA GCC CTC CCA TGC CCA TAA-3
(reverse). As condicdes de PCR utilizadas foram semelhantes as anteriores, havendo
apenas modificacdo da temperatura de hibridacdo, para 58°C, e da concentracdo de Taq
para 1U. Esta amplificacdo, na presenca do alelo I, origina um produto de ~335bp, ndo
originando qualquer produto na presenca de um gen6tipo D/D permitindo assim a
diferenciacéo entre o genotipo I/D e D/D.

Os produtos resultantes da reacgdo de PCR foram analisados por eletroforese,
em gel de agarose a 1% e revelados com brometo de etidio (EtBr) sobre luz ultra-

violeta.
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2.5 Tampodes e Solucdes

Para a extraccdo e amplificacdo foram utilizadas vérias solu¢cdes com diferentes

finalidades que séo de seguida descritas.

2.5.1 Acido etilenodiaminotetra-acético (EDTA)

O EDTA ¢ um aditivo vulgarmente utilizado em solucdes tampéo, pois diminui as
interacces intermoleculares, sendo muito usado em tampdes de lise celular. Esta
substancia actua por quelacdo de catibes divalentes que promovem a quebra das
ligagBes fosfodiéster, por acgdo das DNases, prevenindo assim a desnaturacdo do ADN.
O EDTA é também utilizado na solubilizacdo do ADN para posterior armazenamento.
A solucdo stock é efectuada com 186,19 de EDTA dissodico hidratado dissolvidos em
800mL de agua destilada. O pH é posteriormente ajustado a 8,0 e a solugdo autoclavada
a 121°C durante 15minutos (Sambrook e Russel, 2001).

2.5.2 Tris(hidroximetil)aminometano (Tris)

Actualmente, o tamp&o Tris é um dos mais usados em biologia molecular. Este
tampdo € habitualmente utilizado juntamente com o EDTA na realizacdo de
eletroforeses em gel de agarose e poliacrilamida, podendo também ser utilizado em
associacdao com outras substancias como o dodecil sulfato de sédio (SDS) para a
elaboracdo de tampdes de lise (Brody e Kern, 2004).

2.5.3 Dodecil Sulfato de Sédio (SDS)

O SDS é um detergente anionico com funcéo de lise celular por solubilizagéo
das membranas celulares, desnaturagio proteica e consequente libertagdo do ADN. E
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utilizado como reagente constituinte do tampao de lise celular (Sambrook e Russel,
2001).

2.5.4 Acetato de Potassio

A solucdo de acetato de potéassio tem como principal funcdo a desnaturacdo
proteica. Esta accdo é facilitada pela actividade proteolitica da proteinase K. As
proteinas da cromatina sdo posteriormente separadas do ADN por centrifugacdo. A
solucdo a utilizar foi efectuada a partir de 60mL de uma solucdo-mée de acetato de
potéssio (5M) a qual se adicionou 11,5mL de &cido acético glacial e 28,5mL de agua
destilada. A solucdo final foi armazenada a temperatura ambiente, contendo no que
respeita ao potdssio uma concentracdo de 3M e no que respeita ao acetato de 5M
(Sambrook e Russel, 2001).

2.5.5 Isopropanol

Utilizado na precipitacdo primaria do ADN. A eficiéncia da precipitacdo com a
utilizacdo de isopropanol é maior quando comparada com o etanol. Contudo, € menos
volatil pelo que demora mais tempo a evaporar totalmente e ndo forma um pellet tdo
aderente ao tubo em comparagdo com o etanol, o que requer maior cuidado no seu

manuseamento (Chen et al., 2010).

2.5.6 Etanol 70%

Utilizado na precipitagdo secundaria do ADN, ap0s utilizacdo do isopropanol.
Os &cidos nucleicos precipitam na presenca de etanol, séo recolhidos por centrifugagédo
e re-dissolvidos numa solugdo tampdo para armazenamento. O etanol provoca a
dissolucdo de catides, originando ADN praticamente puro no precipitado (Sambrook e
Russel, 2001).
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2.5.7 Tris-EDTA (TE)

A solucéo de TE é utilizada para solubilizagdo do ADN precipitado e posterior
armazenamento. A solucéo stock é preparada com 100 mM de Tris-HCI pH 7,6/pH 8,0
e 10 mM de EDTA pH 8,0, sendo a solucdo posteriormente autoclavada durante 15
minutos a 121°C (Sambrook e Russel, 2001).

2.5.8 Tris-Acido acético-EDTA (TAE)

O tampdo TAE tem maior poder de resolucdo para o ADN humano, quando
comparado com os tampdes Tris-Borato-EDTA (TBE) e Tris-Fosfato-EDTA (TPE).
Este tampdo aumenta a taxa de migracdo em ~10%. Para a solugdo stock de TAE 50x
sdo utilizados 2429 de base Tris, 57,1mL de acido acético glaciar e 100mL de EDTA
0,5M (pH=8,0). Apos obtencdo da solucdo stock efectuou-se a diluicdo com &gua
destilada até obtencdo da concentracdo desejada - 1x (Sambrook e Russel, 2001).

2.5.9 Tampao de carregamento

Na preparacdo do tampdo de carregamento, é comum utilizar, além do corante,
um aditivo denso que, pelo acrescento de peso a amostra, facilita a migracdo no gel de
eletroforese. O tampdo utilizado (TAKARA®) foi obtido numa concentracdo a 10x. Na
sua constituicdo continha 1% de SDS, 50% de glicerol e 0,05% de azul de bromofenol.
A solucdo era posteriormente diluida com agua destilada até a concentracdo de 1x,
homogeneizada com a solucdo de PCR e, por fim, carregada no gel de agarose (Brody e
Kern, 2004).

2.5.10 Brometo de Etidio (EtBr)

O EtBr é um corante muito utilizado na técnica de eletroforese, sendo usada para

a deteccdo de pequenas quantidades de ADN em gel de agarose. Esta substancia com
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propriedades fluorescentes intercala-se entre os pares de base da dupla cadeia de ADN,
podendo ser utilizada em pequenas concentragdes. O EtBr, sob luz ultravioleta, absorve
a 254nm, emitindo uma coloracdo na regido vermelho-laranja do espectro do visivel. A
presenca de EtBr provoca uma diminui¢do da carga negativa e, em contrapartida, um
aumento da rigidez e comprimento da cadeia de ADN, o que retarda o tempo de

migracdo em ~15%.

A solucdo de EtBr é elaborada com 0,01g de EtBr dissolvidos em 1mL de agua
destilada, seguida de agitacdo durante algumas horas, até completa dissolucdo. A

concentracdo final de EtBr é de 0,5ug/mL (Sambrook e Russel, 2001).

2.5.11 Solugdes Enzimaticas

2.5.11.1 Proteinase K

A proteinase K é uma protease de serina altamente activa constituida por 279
residuos de aminoacidos. Esta enzima é bastante utilizada em protocolos de extraccao
uma vez que se mantém estavel na presenca de detergentes como o SDS. A proteinase K
digere proteinas nativas, inactivando rapidamente DNases e RNases, facilitando a
purificacdo de ADN. Utilizou-se uma apresentacdo comercial de 20mg/mL (Sambrook e
Russel, 2001).

2.5.11.2 RNase

Esta enzima é utilizada para isolamento de ADN, livre de ARN, uma vez que
digere e elimina todo o ARN contaminante. Foi utilizada uma apresentacdo comercial

adquirida na concentragdo de 4mg/mL (Sambrook e Russel, 2001).

37



Associacao entre o polimorfismo 1/D da ECA na Diabetes mellitus tipo 2: estudo da populagdo portuguesa

2.6 Analise Estatistica

A analise dos dados obtidos foi efectuada através do software estatistico SPSS
(versdo 19.0 para Windows®).

No presente estudo foram definidas diversas varidveis de forma a cumprir 0s
objectivos propostos. Assim, foram definidas varidveis quantitativas e variaveis
qualitativas. Entre as varidveis quantitativas consideraram-se as variaveis “Glicemia” e
“Colesterol”, e entre as variaveis qualitativas as restantes: “Diabético”, “Classificagao

Diabetes”, “Insulinoterapia”, “Genoétipo”, “Hipertenso™.

Para a analise dos parametros bioquimicos (glicemia e colesterol total) foi
analisada a média e desvio padréo de cada variavel de forma a caracterizar a amostra em
estudo. A analise inferencial foi realizada de acordo com os objectivos em estudo, para
as quais foram determinadas as hipoteses em estudo e o teste estatistico a utilizar.

2.6.1 Objectivo 1 - Avaliacdo da relevancia da re-amplificacéo

Para avaliar a necessidade de realizacdo do PCR primer-especifico foi realizado
o teste de McNemar para amostras emparelhadas. Aqui, foi considerada a hip6tese nula
(Ho) “O nuimero de casos em que o gendtipo foi alterado é igual ao nimero de casos em
que o gendtipo ndo foi alterado” e como hipdtese alternativa H; “O numero de casos
em que o genotipo foi alterado é diferente do nimero de casos em que 0 genotipo nédo
foi alterado”. Esta andlise inferencial permite assim verificar o interesse experimental

desta amplificacéo.

2.6.2 Objectivo 2 — Distribuigdo genotipica e Equilibrio Hardy-Weinberg

Para averiguar a distribuicdo do polimorfismo I/D, foi elaborado um estudo
descritivo onde se procedeu a analise das frequéncias relativas de cada gendtipo no

grupo experimental e controlo.
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2.6.3 Objectivo 3 — Estudo da associacao entre o polimorfismo I/D e a DM

Para avaliar se a incidéncia de DM depende do gendtipo recorreu-se ao teste do
Qui-Quadrado de independéncia considerando como Hp “A incidéncia de diabetes é
independente do genotipo” e como H; “A incidéncia de diabetes ndo é independente do
gendtipo”. Na andlise inferencial para os diabéticos tipo 2 foi também realizado um
teste Qui-Quadrado, sob as mesmas hipdteses, mas incidindo apenas sobre o grupo de
individuos com DM2.

2.6.4 Objectivo 3 (a) - Estudo da associagdo entre o polimorfismo I/D e o0s niveis
de glicemia

Foi também analisada a importancia estatistica da variacdo dos niveis de
glicemia. Esta varidvel foi submetida a diferentes testes estatisticos de forma a verificar
a sua associacdo com as variaveis “Genoétipo”, “Diabético” e “Classificagdo da
Diabetes”. Para avaliar se existe diferenca entre os niveis de glicemia entre os diabéticos
tipo 1 e 2 efectuou-se um teste t de student para amostras independentes, tendo como
Ho: “A média dos valores de glicemia dos individuos com DM1 é igual a média dos
valores de glicemia dos individuos com DM2” e como Hj: “4 média dos valores de
glicemia dos individuos com DM1 ¢ diferente da média dos valores de glicemia dos
individuos com DM2 .

A significancia estatistica da variacdo dos valores de glicemia em cada genotipo
e, particularmente, nos diabéticos e diabéticos tipo 2 foi analisada através do teste one-
way ANOVA uma vez que permite a andlise simultanea de diferentes grupos. Como
complemento a este teste, e de forma a verificar em que grupos ocorria a variagdo
utilizou-se o teste Post-hoc LSD de Fisher. As hipdteses consideradas na analise dos
valores de glicemia da amostra com o genotipo foram: Hy “A média dos valores de
glicemia dos individuos € igual entre fodos os gendtipos” e Hy”4 média dos valores de
glicemia dos individuos ndo é igual entre fodos os gendtipos”. Na andlise efectuada
para as outras duas varidveis (“Diabético” e “Classificacdo da Diabetes”) as hipoteses
em estudo foram semelhantes, mas a analise inferencial incidiu apenas sobre 0s grupos

em estudo.
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2.6.5 Objectivo 3 (b) — Estudo da associacdo entre o polimorfismo I/D e a

utilizacdo de insulina em individuos com DM2.

A significancia estatistica da associacdo entre o polimorfismo em estudo e a
utilizacdo de insulina foi analisada através dos testes Qui-Quadrado e Binomial. Assim,
inicialmente avaliou-se através do teste Binomial a proporcao de individuos com DM2
insulino-dependentes: Hy “A4 propor¢do de individuos insulino-dependentes é igual a
11%” e H; “A proporcéo de individuos insulino-dependentes é superior a 11% .

Apdbs observacdo visual dos graficos obtidos foi analisada a proporcdo de
individuos insulino-dependentes em cada genotipo. Assim, considerou-se como Hy “4
proporg¢do de individuos em cada genotipo é igual” € como Hi “A propor¢do de
individuos em cada gendtipo é diferente”. Esta analise foi efectuada em todos os
individuos em insulinoterapia e posteriormente apenas nos que eram diabéticos tipo 2.
De seguida, analisou-se a associacdo entre os trés genoOtipos e a utilizacdo ou nédo de
insulina pelo teste do Qui-Quadrado considerando como Hgp “A utilizagéo de insulina e
o gendtipo sdo independentes” € como H; “A utilizacdo de insulina e o gendtipo nédo
sao independentes”. A mesma andlise foi efectuada posteriormente, mas considerando

apenas os individuos com DM2.

2.6.6 Objectivo 4 — Estudo da associacdo entre a ocorréncia de DM e HTA em

simultaneo

Para avaliar se 0 genotipo se encontra relacionado com a ocorréncia simultanea
de DM e HTA, efectuou-se o teste estatistico de independéncia Qui-Quadrado,
considerando como Hp “A co-existéncia das duas patologias e o gendtipo sdo
independentes” e como Hj “A co-existéncia das duas patologias e 0 gendtipo ndo sao

independentes”.

Considerando o tamanho da amostra em estudo, a analise da normalidade foi
efectuada através do teste Kolmorogov-Smirnov. A andlise das variancias foi efectuada
através do teste de Levene. Todas as andlises estatisticas inferenciais foram efectuadas

para um nivel de significancia (o) de 0,05.
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Capitulo 3: Resultados

Neste capitulo procedeu-se a caracterizagdo dos pardmetros bioquimicos e
genéticos de 87 individuos em estudo. Inicialmente sdo descritos os valores obtidos na
analise bioquimica, de seguida os obtidos na amplificacdo genética e por fim a analise

estatistica que combina os dois parametros anteriores.

3.1 Caracterizacdo da amostra e parametros bioquimicos

Dos 87 individuos (100%) que constituiam a amostra, 63 (72,4%) eram
diabéticos, 24 (27,6%) ndo-diabéticos, 49 (56,3%) hipertensos e 38 (43,7%)
normotensos. Dos individuos diabéticos, 12 (19,0%) foram classificados como DM1 e
51 (81,0%) como DM2.

Para o estudo da glicemia na amostragem foi calculado o valor médio deste
parametro obtendo-se o valor de 173 + 83 mg/dL. Os individuos diabéticos possuiam
um valor médio de glicemia superior (204 £ 78mg/dL) ao dos individuos ndo-diabéticos
(91 £ 12mg/dL). Relativamente aos individuos diabéticos, os valores de glicemia mais
altos encontravam-se nos individuos com DM1 (232 + 74 mg/dL) comparativamente
com os individuos com DM2 (197 + 78 mg/dL).

Para os niveis de colesterol total (figura 4) obteve-se uma média de 177 +
41mg/dL na generalidade da amostra. Nos individuos controlo, para este parametro,
obteve-se um valor médio de 203 + 39mg/dL, enquanto nos individuos diabéticos a

média dos valores de colesterol foi de 177 £ 41mg/dL.
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Figura 4 - Média dos valores de colesterol total para a totalidade dos individuos que constituiam a amostra
(n=87), controlos (n=24) e diabéticos (n=63).

Nos individuos com DM1 e DM2, os valores mantiveram-se proximos da média
dos diabéticos, com médias de 172+ 39mg/dL e 177 + 43mg/dL, respectivamente
(figura 5).
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DM1 DM2

Figura 5 - Média dos valores de colesterol total para os individuos com DM1 (n=12) e DM2 (n=51).

Relativamente a média das idades ou sexo dos individuos, ndo esta disponivel

qualquer tipo de informacao.
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3.2 Amplificacéo de genes por PCR e electroforese

Numa fase inicial, todas as amostras foram submetidas a amplificacdo por PCR
para identificagdo do polimorfismo I/D (como descrito no capitulo anterior), sendo

apenas 55 submetidas & amplificacao especifica para o primer de insercédo (figura 6).
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281bp —»

194bp — 4 _— «—— 190bp
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19450 Xy
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Figura 6 - Em cima: Amplificac&o inicial por para detec¢do do polimorfismo I/D; Em baixo: Amplificagdo
especifica para o alelo 1. Legenda: M — Marcador de Peso Molecular; B — Ensaio em Branco; C — Controlo
(Polimorfismo ID em ambos os casos); DD — Polimorfismo delec¢do/deleccéo; ID — Polimorfismo
insercdo/delec¢do; 11 — Polimorfismo insergdo/insercao.

Das 55 amostras re-amplificadas 8 alteraram o0 gendtipo inicialmente descrito
como D/D para I/D. Para um intervalo de confianca de 95% (p=0,008) é possivel
afirmar que existe uma mudanca estatisticamente significativa, demonstrando a

importancia desta segunda amplificacao.
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3.3 Relacao entre Diabetes mellitus e Polimorfismo I/D

3.3.1 Distribuicéo do Polimorfismo I/D

Com o objectivo de avaliar a distribuicdo do polimorfismo I/D na populacéo
portuguesa determinou-se a frequéncia em que ocorre cada genotipo na amostra em
estudo (quadro 111 e figura 7). A moda desta variavel (valor mais frequente) é o gendtipo

D/D, com 54%.

Quadro 111 - N° de casos e frequéncia relativa de cada gendtipo na amostra em estudo.
GENOTIPO
I/l I/D D/D
N° de casos 7 33 47
Percentagem (%o) 8% 38% 54%
. i
w 40
: 2
=
;E 30
=
3
s 207
4
10— ,
0 | | |
VI D D/D
Genétipo

Figura 7 — Namero de individuos em que ocorre cada genétipo na amostra em estudo.

Observou-se uma frequéncia alélica de 0,27 para o alelo de insercdo e de 0,73
para o alelo de deleccdo. De acordo com a frequéncia genotipicas observadas, a
populacdo em estudo foi testada pelo Qui-Quadrado, encontrando-se sob o equilibrio

Hardy-Weinberg (p>0,05).
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Quando testadas através da analise inferencial Binomial, todas as classes da
amostra revelaram uma proporg¢do de individuos com gendtipo I/l muito inferior & dos
genotipos 1/D e D/D (p< 0,05), demonstrando uma frequéncia bastante pequena deste

gendtipo na populacéo.

3.3.1.1 Distribuicdo do Polimorfismo na Diabetes mellitus

De forma a analisar a relagdo entre o polimorfismo em estudo e a incidéncia de
DM, efectuou-se uma analise descritiva dos dados recolhidos, seguindo-se a analise

inferencial sobre os resultados.

Como demonstra a figura 8, para individuos ndo-diabéticos observou-se uma
frequéncia de 4,2% (n= 1) no gendtipo I/1, de 37,5% (n=9) no gendtipo I/D e de 58,3%
(n=14) para o gen6tipo D/D. Para individuos diabéticos observou-se uma frequéncia de
9,5% (n=6) para o genotipo I/1, de 38,1% (n=24) para o gendtipo I/D e de 52,4% (n=33)
para o genotipo D/D.
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Figura 8 - Frequéncia relativa (%) de cada gendtipo em individuos diabéticos e ndo diabéticos.
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Através da analise inferencial Qui-Quadrado, que permite comparar os valores
obtidos nos individuos diabéticos e controlos, obteve-se um valor p=0,692. Este
resultado demonstra ndo haver associagdo entre a DM e o gen6tipo obtido.

3.3.1.2 Distribuicédo do polimorfismo na DM2

Para avaliar se a incidéncia de DM2 varia consoante o gendtipo efectuou-se uma
andlise estatistica inferencial semelhante a apresentada anteriormente, mas focalizada

apenas em individuos com DM2.

Como se verifica no quadro IV e na figura 9, nos individuos com DM1 (n=12)
observou-se uma frequéncia de 50,0% (n=6) para o genétipo I/D e D/D. Néao se
observou nenhum caso para o genétipo 1I/1. Nos individuos com DM2 (n=51) observou-
se uma frequéncia de 11,8 (n=6) para o gendtipo I/1, de 35,3% (n=18) para o gendtipo
I/D e de 52,9% (n=27) para o genétipo D/D.

Quadro 1V - Frequéncia de cada genotipo nos individuos diabéticos e ndo-diabéticos.

GENOTIPO

I I/D D/D

Controlos 1 9 14
(4,2%) (37,5%) (58,3%)

Diabéticos 6 25 32
(9,5%) (39,7%) (50,8%)

*  Tipo 1 0 6 6
- (50%) (50%)

*  Tipo 2 6 18 27

(11,8%)  (35,3%) (52,9%)
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A figura 9 demonstra a frequéncia de cada gendétipo em individuos com DML1 e
DMZ2, ndo tendo sido encontrados individuos com gendtipo I/1 no grupo de individuos
com DML1.
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Figura 9 - Frequéncia relativa (%) de cada genétipo em individuos com DM1 e DM2.

A andlise do gendtipo I/D através do teste binomial, origina um valor p=0,023,
demonstrando uma maior incidéncia de individuos com DM2 neste gendtipo. No
entanto, quando comparados os trés gendtipos, a analise estatistica inferencial origina
um valor de p=0,256 ndo permitindo a rejeicdo de Hy e demonstrando que a DM2 e o

gendtipo sdo independentes.

3.3.2 Polimorfismo I/D e niveis de glicemia

Para avaliar a variacao dos niveis de glicemia, estes foram analisados em funcéo

do gendtipo, da presenca de DM e do tipo de DM.
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3.3.2.1 Glicemia e Classificacdo da Diabetes

Na comparacdo entre os niveis de glicemia e a classificacdo da doenca foi
possivel observar um nivel médio de glicemia de 232+74mg/dL nos diabéticos tipo 1 e
de 197+78mg/dL nos diabéticos tipo 2 (figura 10).

400

300

200

Glicemia

100 197

DMI DMII
Classificacdo

Figura 10 - Niveis médios de glicemia nos individuos com DM1 e DM2.

Ap0s realizacdo do teste t para amostras independentes observou-se que, para
um intervalo de confianca de 95%, ndo existem evidéncias estatisticas que permitam
afirmar que a média dos valores de glicemia é diferente consoante o tipo de diabetes
(p=0,171> a=0,05).

3.3.2.2 Associacao entre Glicemia e Genotipo

Os valores médios de glicemia em cada genotipo foram também analisados,

sendo posteriormente estudada a possivel relacéo entre este parametro e o genotipo.

Os resultados aqui obtidos revelam que os niveis médios de glicemia sdo mais
elevados no genoétipo I/l com 222+81mg/dL, seguindo-se o gendtipo I/D com
190+85mg/dL e por fim o gendtipo D/D com 154+78mg/dL (Figura 11).
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Figura 11 - Niveis médios de glicemia em fun¢do do gendtipo.

Através do teste estatistico one-way ANOVA obteve-se F (2,84)=3,347, p=0,040
0 que, para um nivel de significancia de 0,05, permite rejeitar Ho e afirmando assim que
a média dos valores de glicemia difere em pelo menos dois dos genotipos. Para
esclarecer quais, utilizou-se o teste Post-hoc LSD de Fisher onde se observou que 0s
valores de glicemia eram estatisticamente diferentes no genétipo D/D, quando
comparado com o gendtipo I/l (p= 0,041). N&o foi observada diferenca estatisticamente

significativa quando efectuadas as restantes comparagoes.

3.3.2.3 Glicemia e Gendtipo em individuos diabéticos

Posteriormente, efectuou-se a mesma andlise contrastando os individuos
diabéticos com os individuos controlo. Como se pode observar na figura 12 obteve-se
para o gendtipo I/l valores médios de glicemia de 242+65mg/dL (diabéticos'); para o
gendtipo I/D 86+13mg/dL (ndo-diabéticos) e 229+65mg/dL (diabéticos); e para o
gendtipo D/D 94+11mg/dL (ndo-diabéticos) e 179+81mg/dL (diabéticos).

! Como apenas um individuo abrange as varidveis “nio diabético” e “genétipo I/I” (n=1) ndo foram
calculadas a média e desvio-padrao.
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Figura 12 - Niveis de glicemia e sua relagdo com o gen6tipo em individuos diabéticos e ndo-diabéticos. *Sem
desvio-padréo (n=1)

Através do teste one-way ANOVA obteve-se F (2,60) = 4,122, p=0,021, o que
permite rejeitar Ho e afirmar que a média dos valores de glicemia tem uma variacao
estatisticamente significativa em, pelo menos, dois gendtipos. O teste post hoc LSD de
Fisher revelou que os valores de glicemia sdo estatisticamente diferentes entre os
gendtipos D/D e I/D (p=0,014).

3.3.2.4 Glicemia e Gendtipo na DM2

Para averiguar se o tipo de DM influencia a distribuicdo do polimorfismo em
estudo em relacdo aos valores de glicemia, comparou-se a variacdo dos valores medios
de glicemia em cada genotipo nos individuos com DM1 e DM2 Para a DM1,
observaram-se 0s seguintes resultados (figura 13): 223+83mg/dL para o gendtipo I/D e
240£70mg/dL para o genotipo D/D. Na DM2 observaram-se valores médios de glicemia
de 242+65mg/dL para o genotipo I/l, 231+61mg/dL para o genotipo I/D e 165+78 para
0 gendtipo D/D.
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Figura 13 - Niveis de glicemia e sua relagdo com o gend6tipo em individuos com DM1 e DM2

Nos individuos com DM2, através do teste one-way ANOVA, obteve-se um
valor de F (2,48)=6,054, p=0,005, o que revela uma diferenca estatisticamente
significativa entre os gendtipos. Através do post hoc LSD de Fisher foi possivel
observar diferencas estatisticamente significativas entre os gendtipos I/l e D/D
(p=0,019) e os genotipos I/D e D/D (p=0,004). Este resultado demonstra que o gendtipo

D/D esta associado a valores mais baixos de glicemia nos individuos com DM2.

3.3.3 Polimorfismo I/D e Insulinoterapia

A relagéo entre o polimorfismo I/D e a utilizagao de insulina como tratamento na
DM foi analisada, considerando inicialmente o valor de referéncia para a populagdo
portuguesa e, posteriormente, na amostra em estudo, em particular nos individuos com
DM2.
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3.3.3.1 Insulinoterapia na DM2

No presente estudo, a percentagem de DM2 insulino-dependentes foi de 43,1%
(n=22) e a percentagem de DM2 ndo-insulino-dependentes foi de 56,9% (n=29) (figura
14). A anélise estatistica inferencial permitiu observar que a percentagem de individuos
com DM2 insulino-dependentes é superior a 11% (valor referéncia para a populacdo em

estudo).
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Figura 14 - Frequéncia relativa (%) de individuos insulino-dependentes em DM2.

3.3.3.2 Associacgao entre Insulinoterapia e Genoétipo

Na figura 15 € possivel observar o numero de casos de insulino-dependentes e a
sua relacdo com o genotipo. Nos individuos ndo-insulino-dependentes obteve-se uma
frequéncia de casos com genotipo I/l de 13,8% (n=2), com genotipo I/D de 34,5%
(n=14) e com genotipo D/D de 51,7% (n=18). Nos individuos insulino-dependentes
obteve-se uma frequéncia de casos com gendtipo I/l de 5,9% (n=4), com genétipo I/D

de 41,2% (n=10) e com genotipo D/D de 52,9% (n=15).
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Figura 15 - Frequéncia relativa (%) de cada gen6tipo em individuos insulino-dependentes e ndo-insulino-

dependentes.

A andlise estatistica binomial resultou num valor de p=0,004 na associacao entre
0 gendtipo I/l e I/D e de p~0 na associacdo entre o genotipo I/l e D/D, demonstrando
que existe uma maior proporcdo de individuos que utilizam insulina com genétipo I/D e
D/D. Contudo, para um intervalo de confianca de 95%, como p=0,378, ndo é possivel

demonstrar a associagdo entre a utilizacéo de insulina e o genoétipo.

3.3.3.3 Associacao entre Insulinoterapia e Genétipo na DM2

A mesma analise estatistica foi realizada, mas em particular nos individuos com
DM2 (figura 16). Nos individuos insulino-dependentes com DM2 obteve-se uma
frequéncia de casos com genotipo I/l de 9,1% (n=2), com genotipo 1/D de 36,4% (n=8)
e com gendtipo D/D de 54,5% (n=12).
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Figura 16 - Frequéncia relativa (%) de cada gen6tipo em individuos insulino-dependentes e ndo-insulino-
dependentes com DM2.

A analise estatistica binomial, nos individuos que utilizam insulina, resultou
num valor de p=0,013 quando comparados os gendtipos I/l e D/D, o que permite
afirmar que a proporgdo de individuos insulino-dependentes com genétipo D/D ¢é
bastante mais elevada, sendo superior a 50%. Contudo, a comparacao dos trés genotipos
através do teste Qui-Quadrado, como p=0,490, ndo permite demonstrar uma associacao

entre a insulinoterapia e o geno6tipo, nos individuos com DM2.

3.3.4 Associacdo entre o polimorfismo I/D e Diabetes mellitus na

Hipertenséo arterial

Para analisar a possivel associagdo entre a DM e a HTA na distribuicdo do
polimorfismo 1/D, avaliou-se a significancia estatistica da simultaneidade destas duas

patologias.
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3.3.4.1 Co-patologia na DM

Na figura 17, nos individuos onde ndo ocorre simultaneidade de patologias é
possivel observar uma frequéncia de casos com gendtipo I/l de 2,6% (n=1), com
gendtipo I/D de 47,4% (n=18) e com genotipo D/D 50,0% (n=19). Nos individuos onde
ocorre simultaneidade de patologias é possivel observar uma frequéncia de casos com
genotipo I/l de 12,2% (n=6), com gendtipo I/D de 30,6% (n=15) e com gendtipo D/D
57,1% (n=28).
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Figura 17 — Frequéncia relativa (%) de individuos onde ocorre co-existéncia de DM e HTA na amostra em

estudo.

Para analisar a propor¢do de individuos onde ocorre co-existéncia das duas
patologias foi utilizado o teste Binomial. Aqui, obteve-se um valor de p
aproximadamente zero quando comparados os genétipos I/l e D/D, demonstrando uma
propor¢do bastante mais elevada de individuos com gendétipo D/D. Contudo, na
comparacdo dos trés gendtipos atraves do teste Qui-Quadrado, ndo foi encontrada
diferenga estatisticamente significativa. Desta forma, ndo é possivel afirmar que exista

uma associacao entre a existéncia, em simultaneo, das duas patologias e o gendtipo.
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3.3.4.2 Co-patologia na DM2

Na figura 18, referente aos individuos com DM2, nos individuos onde n&o
ocorre simultaneidade de patologias é possivel observar uma frequéncia de casos com
gendtipo I/l de 9,1% (n=1), com genotipo I/D de 45,5% (n=5) e com gendtipo D/D
45,5% (n=5). Nos individuos onde ocorre simultaneidade de patologias é possivel
observar uma frequéncia de casos com genotipo I/l de 12,5% (n=5), com genétipo I/D
de 32,5% (n=13) e com genotipo D/D 55,0% (n=22).
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Figura 18 - Frequéncia relativa (%) de individuos com DM2 onde ocorre co-existéncia de DM e HTA.

Tal como demonstrado anteriormente para a generalidade dos diabéticos,
também nos individuos com DM2, foi possivel observar uma propor¢ao mais elevada de
individuos com genotipo D/D (p=0,002) aquando da ocorréncia de DM e HTA
concomitantemente. No entanto, também aqui a comparacdo dos trés genotipos pelo
Qui-Quadrado revelou ndo haver associa¢do entre o genotipo e a ocorréncia simultanea

das duas patologias (p=0,464).
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Para uma probabilidade de erro de 5% n&o existem evidéncias estatisticas que
suportem a rejeicdo da hipdtese nula e que desta forma permitam afirmar que existe
associacao entre a simultaneidade de patologias e o genétipo quer na totalidade da

amostra, quer em diabéticos tipo 2.
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Capitulo 4: Discussao

4.1 Parametros Bioquimicos

Na analise dos parametros bioquimicos foi possivel observar niveis de glicemia
mais elevados nos individuos diabéticos. Este resultado ja era esperado, uma vez que a
DM tem como principal caracteristica 0 aumento dos niveis de glicemia. Este valor é,
no entanto, mais elevado do que seria desejavel (204+72mg/dL) podendo sugerir uma
elevada falta de controlo dos niveis de glicemia nestes individuos. Por outro lado,
existem diversos factores que podem alterar os niveis de glicemia que nao estdo
relacionados com a patologia em estudo como as elevagcfes pontuais, o stress traumatico

e infeccioso.

Os valores de glicemia dos individuos com DM1 eram mais altos quando
comparados com os de individuos com DM2. Este resultado pode estar relacionado com
o facto de os individuos com DM2 poderem mais facilmente melhorar o seu estado de
salde através de alteracfes no estilo de vida (ex: aumento da actividade fisica e

alteracdo dos habitos alimentares), que induzem uma diminuicao dos niveis de glicemia.

Os niveis mais baixos de colesterol total foram observados nos individuos com
DMZ2. Este resultado poderé estar relacionado com o aumento da educacao na salude dos
individuos com DM2 e com o facto de estes individuos serem sujeitos a um maior
controlo médico pelo risco de desenvolverem doencas cardiovasculares. No entanto,
esta observacdo ndo € consistente com o estudo efectuado por Feng e cols., que
demonstraram existirem niveis mais altos de colesterol total em individuos com DM2
(Feng et al., 2002).

67



Associacao entre o polimorfismo 1/D da ECA na Diabetes mellitus tipo 2: estudo da populagdo portuguesa

4.2 Genotipagem

O gendtipo de cada individuo foi obtido através de amplificacdo por PCR, tendo
sido efectuada uma amplificacdo mais especifica a todas as amostras com genétipo D/D.
Esta re-amplificacdo € utilizada para evitar que ocorra mistyping, tendo originado
alteracdo genotipica de 8 amostras de “D/D” para “I/D”. A importancia desta re-
amplificacdo foi demonstrada em varios trabalhos. No presente estudo foi verificada a
importancia desta reaccdo (p=0,008) no sentido de aumentar a sensibilidade da

genotipagem (Naresh et al., 2010, Shanmugam et al., 1993).

4.3 Polimorfismo ECA e DM

O principal objectivo deste estudo consistia na anélise do padrdo de distribuicéo
do polimorfismo I/D da ECA numa amostra de individuos portugueses com DM2. Este
polimorfismo consiste na insercao de um fragmento Alu de 287bp no intrdo 16 do gene

DCP1, podendo originar trés genotipos distintos: I/1, I/D e D/D.

A amostra em estudo demonstrou estar sob o equilibrio de Hardy-Weinberg, o
que significa que a frequéncia alélica desta populacdo se manteve constante com o
passar das geracOes. Este facto demonstra que a populacdo em estudo ndo se encontra
sob influéncias mutagénicas ou migratorias, ndo evidenciando o decorrer de um

processo de evolucdo natural (Rodriguez et al., 2009).

O genotipo observado com maior frequéncia foi o gen6tipo D/D, ndo tendo sido
encontrada uma significancia estatistica a este nivel. Este resultado vai de encontro aos
resultados obtidos em outros estudos onde também foi encontrada uma maior frequéncia

do genotipo D/D nas populagdes em estudo (Baroudi et al., 2009, Feng et al., 2002).

A possivel associacgdo entre a DM e o polimorfismo I/D tem sido alvo de estudo
por muitos autores. Esta teoria baseia-se nas alteracdes patofisioldgicas provocadas pela
ECA no péncreas. Esta enzima est4 associada a vasoconstri¢do, fibrose e inflamacéo,

que poderdo originar disfuncdo das células B-pancreaticas e, a longo prazo, diabetes.
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Neste estudo ndo foi encontrada associacdo entre 0 genoétipo e a DM, quer na
generalidade dos individuos diabéticos, quer nos individuos com DM2. Contudo, nos
individuos heterozigoticos foi observada uma maior proporcao de individuos com DM2,
comparativamente com os individuos com DM1. Os estudos efectuados anteriormente
demonstraram resultados contraditérios. Lee e cols. ndo encontraram associacdo entre a
DM e o polimorfismo em estudo mas, no entanto, Zhou e cols., na sua meta-analise
onde incluiam 24 estudos e mais de 15 mil individuos conseguiram demonstrar uma
associacdo entre a homozigotia para o alelo D e a DM2 (Zhou et al., 2009, Lee e Tsai,
2002). Os estudos efectuados por Al-Harbi e cols. e por Feng e cols. corroboram a
teoria de Zhou e cols. uma vez que estes também encontraram uma forte associacao
entre o0 alelo D e maior risco de desenvolvimento de DM2 (Feng et al., 2002, Al-Harbi
et al., 2011). A importancia do alelo | no desenvolvimento desta patologia foi também
apresentada no trabalho realizado por Ryan e cols. Nesse estudo, foi demonstrada uma
maior resisténcia insulinica associada a presenca do alelo I, indicando uma maior
predisponibilidade para o desenvolvimento de DM2 nestes individuos (Ryan et al.,
2001).

4.3.1 Polimorfismo e niveis de glicemia

Em relacdo aos niveis de glicemia, estes ndo se mostraram dependentes do tipo
de diabetes (p=0,171). No entanto, os valores de glicemia mais elevados foram
encontrados nos individuos com gendtipo I/1, quer na generalidade da amostra (p=0,04),
quer nos individuos com DM2 (p=0,019), quando comparados com os controlos. Esta
observacdo é consistente com os resultados obtidos por Ryan e cols. No seu estudo, em
mulheres obesas, encontraram associacao entre o genotipo 1/l e uma menor utilizacdo de
glicose (A 32%) devido a maior resisténcia insulinica. As mulheres com gendtipo I/l
tinham assim niveis de glicemia mais elevados quando comparados com outros
gendtipos (Ryan et al., 2001). No estudo da populagédo do Rio de Janeiro efectuado por
Cardoso e cols. também foram observados niveis mais elevados de glicemia nas
mulheres com gendtipo I/l. No entanto, quando analisados os individuos do sexo
masculino, os resultados observados ndo foram semelhantes, existindo niveis mais

elevados de glicemia nos individuos com genotipo D/D (Cardoso et al., 2008).
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Outros estudos demonstraram resultados contraditérios. Kim e Valkengoed e
cols. ndo encontraram qualquer associagdo entre os valores médios de glicemia e o
gendtipo. No entanto, Bonnet e cols. encontraram uma associacao entre este parametro e
0 genotipo D/D mas, apenas nas medicOes efectuadas 2h apos ingestdo de alimentos
(van Valkengoed et al., 2008, Bonnet et al., 2008, Kim, 2009).

4.3.2 Polimorfismo I/D e Insulinoterapia

A insulinoterapia ndo consta na terapéutica de primeira linha da DM2. Os
individuos com esta patologia sdo inicialmente tratados com ADO, na tentativa de
aumentar a producdo de insulina basal ou melhorar o aproveitamento da mesma. Com o
avancar da doenca ou até mesmo quando a terapéutica convencional ndo permite atingir

os niveis de glicemia desejados, a insulinoterapia € introduzida.

Como referido no Relatorio Anual da Sociedade Portuguesa de Diabetologia, o
namero de individuos com DM2 que utiliza apenas insulina ou ADO e insulina ronda os
11% (SPD, 2010). Neste estudo, este valor parece ser bastante superior ao valor de
referéncia. Este facto pode estar relacionado com diversos factores. Em primeiro lugar,
a DM2 é uma patologia que se desenvolve na idade adulta, revelando-se principalmente
em individuos idosos. Nestes individuos, paralelamente ao envelhecimento, ha
ocorréncia de alteracfes metabdlicas, estruturais e funcionais que alteram a evolucéo da
doenca e a resposta as terapéuticas implementadas. Desta forma, € possivel que a terapia
com ADO ndo responda de forma adequada a regulacdo dos niveis de glicemia,
aumentando a frequéncia de administragdo de insulina. Por outro lado, a falta de
coordenacdo dos dados clinicos dos individuos entre-instituicdes e a falta de
comunicagdo, podem muitas vezes levar a uma classificacdo erronea do tipo de diabetes.
Segundo o Relatério Anual do Observatorio Nacional da Diabetes, cerca de 24% dos
individuos com DML utiliza além da insulina, ADO (SPD, 2010). Isto demonstra, que 0
processo de classificagdo da doenca deve ser cuidado e baseado em factos relacionados
com a etiologia da doencga, uma vez que a correcta classificacdo € crucial para a correcta

implementacdo do esquema terapéutico.

70



Associacao entre o polimorfismo 1/D da ECA na Diabetes mellitus tipo 2: estudo da populagdo portuguesa

Neste estudo ndo foi encontrada associagé@o entre a insulinoterapia e o gendtipo.
Contudo, foi possivel observar uma maior utilizacdo de insulina por parte dos
individuos heterozigoticos e homozigéticos para o alelo D. Esta observagdo pode
sugerir uma possivel associacdo ao alelo D. A mesma observacéo foi efectuada quando
analisados apenas os individuos com DM2. Este resultado € suportado pelo estudo
efectuado por Bonnet e cols. que evidenciaram uma associacdo entre o alelo D e uma
menor secrecdo de insulina (Bonnet et al., 2008). Nestes individuos, um esquema
terapéutico baseado na administracdo de ADO ndo tera o efeito desejado nos niveis de
glicemia, uma vez que a problematica ndo se relaciona com a resisténcia a utilizacao da

insulina enddgena, mas sim na falta de producéo desta.

Esta observacdo estd também relacionada com a efectuada na associa¢do com 0s
niveis de glicemia. Apesar da falta de associacdo demonstrada, observou-se uma média
inferior de glicemia nos individuos com gendtipo D/D. Esta observacdo podera estar
relacionado com o facto de estes individuos utilizarem além dos antidiabéticos orais,
insulina para controlo dos niveis glicemicos. Contudo, estes resultados contradizem os
obtidos por Jeng e cols. que evidenciaram uma maior sensibilidade a insulina endégena
nos individuos com genétipo D/D. Estes individuos possuiam assim valores mais baixos

de glucose e de insulina (Jeng et al., 1997).

4.3.3 Polimorfismo I/D naDM e HTA

Quando analisada a relacdo entre o polimorfismo I/D e a incidéncia simultanea
de DM e HTA, os resultados foram igualmente limitados. Apesar da maior incidéncia
de co-patologia em individuos com genétipo D/D, esta ndao se reflecte como
estatisticamente significativa. Estes resultados estdo de acordo com o estudo efectuado
por Jeng e cols. em que ndo foi encontrada diferenga entre o nivel de resisténcia a
insulina nos individuos hipertensos, descartando uma possivel associacédo entre a DM2 e
a HTA. No entanto, Ramachandrat e cols. encontraram associagéo entre o genotipo D/D
e a presenca de DM2 e HTA, demonstrando uma associagéo significativa nos individuos
com DM2 e HTA em simultaneo. No estudo efectuado por Cardoso e cols. foram

observados niveis mais elevados de glicemia nos individuos hipertensos. Neste trabalho
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foi também observada uma maior prevaléncia de microalbuminuria nos individuos com
genotipo D/D, sendo este um indicador de risco cardiovascular nos individuos com DM
(Cardoso et al., 2008).

4.4 LimitacOes do estudo

Neste estudo podem-se referir varias limitacdes que podem ir desde a recolha

dos dados e amostra a prépria metodologia de extracgao.

Em primeiro lugar, o nimero de individuos que constituem a amostra demonstra
ser ainda diminuto, sendo consequéncia do tempo necessario para a recolha da amostra.
A DM é uma patologia com diferentes caracteristicas em cada individuo, sendo que para
transpor os resultados para a populagdo portuguesa sera necessario aumentar a amostra
para que esta se torne representativa da populagdo. Em varios testes foi encontrada uma
maior incidéncia de determinado gendtipo, como no caso da variacdo glicémica ou na
utilizacdo de insulina. Contudo, a analise acabou por ndo revelar associacdo com o

gendtipo, o que talvez possa ser explicada por uma pequena amostra.

Por outro lado, os dados clinicos foram fornecidos pelos proprios individuos, o
que pode por vezes originar erros de interpretacdo. Muitos individuos ndo tém uma
plena percepcdo da patologia podendo, por vezes, fornecer informagdo errada, o que

limita o estudo na analise de parametros como a classificacdo da Diabetes.

Pelo facto de terem sido utilizadas metodologias distintas para obtencdo dos
parametros bioquimicos a sua interpretacdo pode estar, de algum modo, limitada. As
amostras biologicas foram obtidas por recolha de sangue periférico ou capilar, sendo
gue a analise dos parametros bioguimicos como a glicemia e o colesterol total por
diferentes métodos pode originar valores diferentes, devido ao erro de medicdo

associado aos aparelhos em uso.
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Capitulo 5: Conclusao

A DM2 é uma patologia multifactorial com elevada taxa de morbilidade e
mortalidade. A esta tém sido associados varios factores de risco, desde a obesidade as
mutacdes genéticas, que podem provocar alteracbes ao nivel da homeostasia metabolica
da glicose, levando em ultimo caso ao aparecimento de DM.

A ECA é o componente-chave que interliga as duas cascatas mais importantes
no controlo do equilibrio electrolitico — renina-angiotensina-aldosterona e cinina-
calicreina. Desta forma, esta enzima encontra-se relacionada com diversos processos
patofisiol6gicos como a HTA. A sua actividade pré-inflamatdria e pro-oxidante, bem
como a sua relacdo no aumento da fibrose pancreatica sdo factores que indicam uma

possivel associacdo entre as alteracdes fisiologicas da ECA e o aparecimento da DM2.

O polimorfismo I/D, presente no intrdo 16, é a variacdo genética mais estudada
desta enzima. Apesar dos varios estudos realizados, os resultados sdo bastante

contraditérios em todos os parametros estudados.

No presente estudo, ndo foi encontrada associacdo entre a DM2 e o gen6tipo. No
entanto, nos individuos com genétipo 1/D observou-se uma maior incidéncia de DM2.
Isto sugere que, possivelmente, um aumento do tamanho da amostra possa revelar uma
associacdo agora ndo apresentada. Uma anamnese mais aprofundada podera também

evitar erros de classificacdo que podem camuflar associagcfes existentes.

Em relacdo aos niveis de glicemia, também néo foi encontrada associa¢do com o
gendtipo. No estudo deste parametro observou-se uma ocorréncia semelhante a anterior.
Apesar de ndo haver associa¢do genotipica, observa-se uma tendéncia para niveis mais
elevados de glicose nos individuos com genotipo I/l. Desta forma, tal como referido
anteriormente, a analise deste parametro podera beneficiar de um aumento amostral e da

uniformizacédo da anélise laboratorial, de forma a evitar erros associados a medicéo.

No estudo da insulinoterapia na DM2, também néao foi encontrada associacdo
com o gendtipo. No entanto, tal como nas restantes analises, observou-se uma maior

incidéncia do genotipo D/D no grupo dos insulinodependentes.
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Considerando a importancia da actividade da ECA na hipertensdo, analisou-se a
possivel associacdo entre o polimorfismo 1/D e a ocorréncia simultanea de HTA e DM.
Aqui, apesar da maior incidéncia de individuos com gendtipo D/D ndo foi encontrada

associacdo entre o gendtipo e a ocorréncia das duas patologias em simultaneo.

Apesar de nao ser demonstrada a associacao entre o polimorfismo I/D da ECA e
a DM2, este estudo demonstra uma maior ocorréncia de alguns genoétipos quando

analisados face a determinado parametro.

Os estudos efectuados até agora tém sido bastante contraditorios, tendo sido
referida em varios a elevada importéncia da interaccdo gene-gene. O desequilibrio de
ligagdo a que este polimorfismo estara sujeito, podera ser a resposta para os resultados
contraditérios encontrados. Desta forma, é necessario um estudo mais aprofundado da
complexa interaccdo entre as diversas variacfes genéticas e ambientais que poderdo
estar associadas a este polimorfismo. Como referido anteriormente, o aumento da
amostra em estudo também demonstra ser essencial para eliminar a incidéncia
tendencial de alguns gendtipos ou entdo demonstrar a associacdo entre estes e a

patologia em estudo.

A DM e a HTA sdo duas patologias multifactoriais e por isso bastante
complexas as quais estdo associadas inimeras varidveis que vado desde os factores que
levam ao aparecimento da doenca, passando pela evolugdo desta e pelos esquemas
terapéuticos que, de facto, actuam no sentido de controlar os seus efeitos. Assim,
qualquer trabalho futuro devera ter em atencdo ndo sé a prevaléncia da doenca, como
também as pequenas, mas importantes, variaveis que a rodeiam. A obesidade é um
factor de risco que se encontra associado ao aparecimento da DM2, pelo que a sua
implicacdo e associacdo ao polimorfismo I/D devera ser estudada considerando varios
factores como o perfil lipidico e o perimetro abdominal. Outra das varidveis mais
importantes no estudo da DM2 sera os niveis de glicose, pelo que, devido a elevada
variabilidade circadiana, deverdo ser substituidos pelos niveis de hemoglobina glicada.
Este par@metro permitird o estabelecimento de uma associa¢do mais segura uma vez que
reflecte o controlo glicémico durante um periodo de tempo consideravel (~3meses). No
que diz respeito a necessidade de adaptacdo dos esquemas terapéuticos relativamente a
utilizacdo de insulina, deverdo ser analisados numa perspectiva néo so de utilizacéo per

se, mas também em relacdo ao grau de utilizacdo e taxa de resposta. No que respeita a
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HTA, varios ajustes tambem deverdo ser considerados, na medida em que é uma
patologia que esta presente na maioria dos individuos idosos, pelo que a sua associagao
com a DM devera ser considerada com precaucdo. Aqui, deverdo ser considerados
factores como a evolugdo da doenca hipertensiva face a evolucdo da DM, pelo que

implica o acompanhamento do individuo diabético em estudo.

O estudo sucessivo e aprofundado de polimorfismos associados a estas
patologias é cada vez mais importante uma vez que poderdo auxiliar na compreensao de
quais os individuos mais susceptiveis ao desenvolvimento de doenga ou de

complicacdes a estas associados.
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