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B RESUMO

Introdugio: O diabetes mellitus tipo 2 (DM2) é a doenga metabdlica mais comum. Objetivo: Pesquisar a
presenca do polimorfismo Ss#/ da apolipoproteina C-11I e verificar se existe associagio com o perfil lipidico
em uma amostra de diabéticos do Sul do Brasil. Materiais e Métodos: 65 pacientes com DM2 foram
submetidos 4 avaliagio antropométrica e andlise do perfil lipidico e do polimorfismo Ssz/ da APO C-11I
utilizando o método de rea¢io em cadeia da polimerase seguida de digestao enzimdtica (PCR-RFLP).
Foram classificados como alelo G os fragmentos que apresentaram tamanho de 269 e 159 pares de bases
(pb) e como alelo C os fragmentos que apresentaram tamanho de 428 pb. Utilizou-se o teste t de Student
para comparar as médias do perfil lipidico entre homens e mulheres, e a andlise do polimorfismo foi feita
por meio do teste qui-quadrado (3?) e do teste exato de Fischer. Resultados: A média de idade foi 64,67
+ 8,74 anos e o IMC foi 31,09 + 4,86 kg/m?. 55% dos individuos nio utilizaram medica¢do antilipémica.
Os valores do colesterol total, triglicerideos, HDL ¢ LDL foram normais. Com relagio ao polimorfismo,
80% apresentou gendtipo normal (CC), 3,1% gendtipo alterado (GG) e 16,9% gendtipo alterado (CG).
Nio foi observada associacio significativa entre o gendtipo CC e os valores de triglicerideos menores que
200 mg/dL. Conclusiao: Na populacio avaliada a maioria dos individuos apresentou gendtipo normal
para o polimorfismo Ssz/ sem haver associagio com os niveis de triglicerideos.

Palavras-chave: Apolipoproteina C; diabetes mellitus; triglicerideos.

B ABSTRACT

Introduction: Type 2 diabetes mellitus (DM2) is the most common metabolic disease. Objective: To
investigate the presence of the Ss#/ polymorphism of the C-III apolipoprotein and verify the association
with the lipid profile in a diabetic sample from Southern Brazil. Materials and methods: Sixty-five
patients with DM2 were subjected to anthropometric measurements, lipid profile and polymorphism
analyses. The Ss#/ polymorphism of APO C-III was made using the polymerase chain reaction method
followed by enzymatic digestion (PCR-RFLP). Fragments that showed a size of 269 base pairs (bp) and
159 bp were classified as G allele, and fragments that showed a size of 428 bp were classified as C allele.
We used the Student ¢ test to compare the means of the lipid profile between men and women while the
polymorphism analysis was performed using the chi-square test (y?) and the Fisher exact test Results:
The mean age was 64.67+8.74 and BMI was 1.09+4.86 kg/m?*. Of the 65 individuals, 55% did not use
antilipemic medication. The rate of total cholesterol, triglycerides, HDL and LDL levels were within
normal limits. Regarding polymorphism, 80% of the subjects had normal genotype (CC), 3.1% changed
genotype (GG), and 16.9% altered genotype (CG). There was no significant association between CC
genotype and triglyceride levels below 200 mg/dL. Conclusion: In the evaluated population, the majority
of the individuals presented a normal genotype to the Ss#/ polymorphism with no association with the
triglycerides rate.
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Introducao

O diabetes mellitus (DM) € a doenca metabdlica
mais comum, sendo usualmente classificado em: diabe-
tes tipo 1 — DM1, no qual hd deficiéncia completa de
insulina, e diabetes tipo 2 — DM2, que se caracteriza
por graus variados de diminuicio de secre¢io e resistén-
cia a0 horménio pancredtico insulina'. O DM acomete
aproximadamente 250 milhées de pessoas atualmente
no mundo, sendo caracterizado por efeitos tardios e si-
lenciosos que quando nio sdo tratados interferem dire-
tamente na qualidade de vida dos portadores®.

O DM estd sendo englobado no grupo de grandes
epidemias mundiais do século XXI; em 1995 jd havia
135 milhoes de portadores, passando para 240 milhoes
em 2005, e estima-se que ird atingir 366 milhoes em
2030, dos quais dois tergos habitardo paises em desen-
volvimento®. O DM2 apresenta incidéncia elevada em
individuos com mais de 40 anos de idade, associando-se
a obesidade e a falta de atividade fisica. Na obesidade
ocorre destruicio das células beta do péncreas,
responséveis pela produgio da insulina, e devido a lipo-
toxicidade e ao desencadeamento de vias inflamatérias,
favorece o desenvolvimento de DM2%,

Um estudo realizado no Brasil no final da década
de 1980 avaliou a populagao urbana de 30 a 69 anos e
descobriu que a prevaléncia de DM era de 7,6%, atin-
gindo igualmente os dois sexos e aumentando com a
idade e adiposidade corporal’. As taxas mais elevadas
foram vistas em cidades como Sao Paulo (SP) e Porto
Alegre (RS), evidenciando a influéncia da urbanizagio
e da industrializa¢do nessa patologia. Outro estudo re-
latou que a morbidade e a mortalidade causada pelo
DM permanecem elevadas, mesmo existindo um con-
trole dos fatores de risco convencionais, sugerindo que
a fisiopatologia dessa doenca envolve outros fatores de
grande importincia clinica, como a associagao do DM
com alteragdes no perfil lipidico®.

Dislipidemias sdo alteracoes nas concentragoes dos
lipideos no organismo, caracterizadas por disttrbios nos
niveis de lipidios circulantes com ou sem repercussao
sobre o territério vascular associadas as manifestacoes
clinicas diversas e podendo ser influenciadas por distur-
bios genéticos ou adquiridos’. Conforme a Organizagio
Mundial de Satde (OMS), a manutencio dos niveis
plasmadticos ideais de lipideos constitui um dos maiores
objetivos dentro do tratamento dos individuos diabéti-
cos, justamente para evitar a progressio das complica-
¢bes macrovasculares secunddrias ao DM?,

Segundo Lima et al.® as dislipidemias, hipertensio
arterial sistémica (HAS) e o DM sio considerados im-
portantes fatores no desenvolvimento da doenga arterial
coronariana (DAC), sendo a principal causa de morte de
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individuos adultos no mundo. Diversos estudos epide-
mioldgicos tém demonstrado correlagio positiva entre
indices de glicemia elevados e altas concentragées plas-
miticas de colesterol de lipoproteina de baixa densidade
(LDL-C) e triglicerideos e/ou baixas concentragdes de
colesterol de lipoproteina de alta densidade (HDL-C)
e aumento de risco para DAC. O colesterol plasmdtico
e os triglicerideos sio influenciados por vérios fatores
como: dieta, exercicios fisicos, idade, sexo, raca e fatores
genéticos.

As lipoproteinas de baixa densidade (LDLs) sao
consideradas as principais transportadoras plasmdticas
de colesterol a todos os tecidos, sendo que sua absor¢ao
ocorre predominantemente no figado (75%), no teci-
do adiposo e nas glandulas adrenais'®. A HDL possui
inimeras acoes protetoras, como protegao antioxidante,
media¢io do fluxo de colesterol, inibi¢do da expressao
de moléculas de adesio celular, ativacio de leucdcitos,
inducdo da produgio de éxido nitrico (NO), regulagao
da coagulagao sanguinea e modulagio da atividade pla-
quetdria'’. Relatou-se em um estudo uma diminuigao
da concentragao plasmdtica das HDLs e o aumento das
LDLs com o desenvolvimento de DAC™.

As lipoproteinas sao constituidas por um nicleo
de lipidios neutros, nao polares (ésteres de colesterol e
triglicérides) e envolvidas por substincias relativamen-
te polares (fosfolipidios, colesterol livre e proteinas).
Associado as lipoproteinas hd o componente protei-
co denominado de apolipoproteinas (APOs), que sao
divididas em cinco grandes grupos e outros numerosos
subgrupos: APO A (A-I, A-II, A-IV), APO B (B-100 e
B-48) e APO C (C-I, C-1I, C-1II), que sao as maiores
constituintes do colesterol HDL, LDL e triglicerideos,
respectivamente’. Existem ainda a APO D e APO E,
sendo que esses grupos diferem entre si em suas estrutu-
ras no comportamento fisico-quimico e em seus niveis
plasmadticos'®.

Em um estudo realizado por Lima et al.?, foi de-
monstrada associagdo positiva entre APO B e LDL e
entre APO A-I e HDL, e ainda entre APO C e triglice-
rideos. O gene APO C-III estd localizado no cromosso-
mo 11, sendo que vérios polimorfismos foram identifi-
cados para esse gene. O polimorfismo mais estudado é o
Sstl, que ocorre devido 4 troca de uma citosina (C) por
uma guanina (G) na posi¢io 3238 do nucleotideo, na
regido 3’ ndo traduzida do gene. Essa substitui¢io resul-
ta na formagio de dois alelos, C e G, sendo o genétipo
normal CC e o CG e GG alterados'. Fiegenbaum et al.
demonstraram em um estudo que a presenga desse sitio
de restri¢ao parece estar associada a0 aumento nos niveis
lipidicos em populacoes de japoneses e indianos'.

Diante do exposto, o presente estudo teve como ob-
jetivo avaliar o perfil lipidico e verificar a prevaléncia do
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polimorfismo Ss¢/ da APO C-III em uma populagao de
diabéticos no Sul do Brasil, bem como verificar se existe
associagao entre os niveis de triglicerideos e o polimor-
fismo em questao.

Metodologia

O estudo proposto do tipo transversal avaliou 65
individuos com diabetes e hipertensao, usudrios de
Unidades Bésicas de Satde no interior do Rio Grande
do Sul, cadastrados no programa SIS Hiperdia/MS da
16* Coordenadoria Regional de Satde. Os critérios de
exclusdo foram: pacientes que apresentassem cardiopa-
tias, hepatopatias, nefropatias, distirbios de coagulagao,
doenca infectocontagiosa conhecida, doenga adrenal,
andes, deficientes mentais, mulheres grédvidas e indivi-
duos com céncer. O estudo baseou-se nos principios éti-
cos contidos na Resolugiao 196/96 e na Declaragao de
Helsinki, tendo sido aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Univates (Resolugao CEP 017/11).

A avaliagio antropométrica foi feita por meio do
peso e da altura e célculo de Indice de Massa Corporal
(IMC), sendo que para os critérios de diagndstico
foram utilizados os parimetros recomendados pela
Organizagio mundial de satde (OMS)™. Para as cole-
tas, os participantes estavam em jejum de doze horas,
sendo coletado 6 mL de sangue venoso. As amostras
foram separadas (3 mL em cada) em tubos com an-
ticoagulante EDTA para a realizagio da extragio de
DNA e tubo sem anticoagulante para determinagio do
Colesterol Total, HDL e triglicerideos. O LDL foi de-
terminado por meio da equagio de Friedewald. Para a
andlise do perfil lipidico utilizou-se 0 método enzimdti-
co colorimétrico por meio dos kits comerciais da marca
Bioclin®, e as leituras foram efetuadas em aparelho au-
tomatizado modelo BS120 da marca Mindray®. Antes
das leituras serem realizadas foi utilizado um calibrador
para testes analiticos em metodologias automatizadas
e ainda controle patoldgico e normal para monitorar a
exatiddo e precisdo dos resultados obtidos, sendo ambos
os reagentes da marca Bioclin®. Os valores de referéncia
foram obtidos nas diretrizes brasileiras sobre dislipide-
mias demonstrando os seguintes valores: Colesterol to-
tal desejdvel de até 200 mg/dL, limitrofe com valores
de até 240 mg/dL e elevado com valores superiores a
240 mg/dL; HDL desejdvel deve ser superior a 40 mg/
dL; LDL desejével de até 140 mg/dL, limitrofe até 160
mg/dL e elevado quando os valores estiverem superiores
a 160 mg/dL; e triglicerideos desejdvel até 170 mg/dL,
limitrofe até 200 mg/dL e elevado quando estiver supe-
rior 2 200 mg/dL".

Para a detecgao do polimorfismo Ssz/ do gene APO
C-III foi realizada extragdo de DNA a partir de sangue
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periférico seguindo o protocolo de extragio de DNA
segundo Lahiri e Nurnberger'®. A qualidade e a quan-
tidade do DNA obtido foram avaliadas por meio da es-
pectrofotometria nos comprimentos de onda 260 e 280
nm. Para a avaliagio da integridade do DNA foi feita
a eletroforese em gel de agarose a 0,8%. A eletroforese
foi realizada em cuba horizontal utilizando tampao de
corrida TBE (Tris-Acido bérico-EDTA), agarose e bro-
meto de etidio. Ap6s a eletroforese as bandas de DNA
foram visualizadas e capturadas pelo sistema de captura
de imagem do equipamento Gel-Logic (Kodak®).

A identificagao do polimorfismo S5/ do gene APO
C-III foi realizada pela reacdo em cadeia da polimerase
(PCR), seguida de digestao enzimdtica, utilizando os
primers sense 5’GGT GAC CGATGG CTT CAGTTC
CCT GA 3’ e antisense 5> CAG AAG GTG GAT AGA
GCG CTG GCC 3, As reagoes de PCR foram reali-
zadas com um volume final de 50 pL, sendo utilizado
PCR Buffer (20 mM de Tris HCL pH 8,4 ¢ 50mM de
KCL), 1,5 mM de MgClz, 1,25 U de Tag DNA poli-
merase, 0,4 pM de primers sense e antisense ¢ 0,2 mM de
dNTP mix.

As amostras foram submetidas a um ciclo de 5 minu-
tosa 95°, 1 minuto a 55° e posteriormente a 35 ciclos de
1 minuto a 95°, 40 segundos a 58° e 40 segundos a 72°,
seguida de digestao enzimdtica com a enzima de restri-
¢ao Sstl por meio da técnica de RFLP (Polimorfismos de
Fragmento de Restri¢ao), na qual foi utilizado 10 uL do
produto de PCR, 5 unidades da enzima de restri¢ao Ssz/
com incubagido a 37°C overnight. Os fragmentos origi-
nados da digestao enzimdtica foram observados em gel
de agarose a 2%. Foram classificados como alelo G os
fragmentos que apresentaram um tamanho de 269 pa-
res de bases (pb) e 159 pb e como alelo C os fragmentos
que apresentaram um tamanho de 428 pb'.

Os resultados das dosagens foram analisados estatis-
ticamente, expressos como a média +/- desvio padrao
da média (DP). Utilizou-se o teste t de Student para
comparagio das médias do perfil lipidico entre homens
e mulheres. As diferencas entre as médias foram con-
sideradas significativas quando os valores de p fossem
<0,05. A anilise dos polimorfismos foi feita por meio
do teste qui-quadrado ()?) para a frequéncia genotipica
e o teste exato de Fischer foi utilizado para a frequéncia
alélica. Utlizaram-se os softwares Biostat 5.0° e Prism
5.0 grafic pad®. A presenca do alelo G gera uma banda
de 260 pb e 159 pb, enquanto a presenca do alelo G
gera uma banda de 428 pb.

Resultados

Dos 65 individuos avaliados, 66,2% eram do sexo
feminino e 33,8% do sexo masculino, sendo a média



de idade de 64,67+8,74 e o IMC de 31,09+4,86 kg/m?,
correspondendo a obesidade grau I. Nao foram encon-
tradas diferencas significativas no perfil lipidico entre os
sexos (Tabela 1).

Tabela 1: Caracterizagdo da amostra que avaliou a idade, IMC
e perfil lipidico. Dados apresentados como média (x) e desvio
padrao da média (DP).

Mulheres Homens
X+DP X:+DP P
Idade 64,90+8,64 64,22+9,12 0,7694

IMC 31,78£5,26 kg/m?  29,75:3,70 kg/m? 0,1116

Colesterol 169,11+37,18 179,40+38,28
total mg/dL mg/dL 0.2997
e, 146,69+100,13 186,04+102,57
Triglicerideos me/dL mg/dL 0,3981
IDL  9532:3572mg/dL  02O0ELI2 g ooy
mg/dL
HDL  46,23:10,66 mg/dL 44’0*1350 mel 04222

IMC: indice de massa corporal; LDL: lipoproteina de baixa densidade;
HDL.: lipoproteina de alta densidade

Quanto ao uso de medicacio, 3% nio faziam uso de
nenhuma medica¢io, 42% utilizavam medicamentos
antilipémicos (sinvastatina e estatina) e 55% faziam uso
de outros fdrmacos nio antilipémicos. Comparando o
grupo que tomava medica¢io com o grupo sem medica-
¢ao antilipémica, nao se observam diferencas estatisticas

no perfil lipidico (Tabela 2).

Tabela 2: Perfil lipidico da populagdo avaliada quanto ao uso
de medicacdo antilipémica. Dados apresentados como média
(x) e desvio padrdao da média (DP).

Com medicagao Sem medicagao

X+DP X+DP P
170,33+41,57 175,45+38,28

Colesterol total me/dL mg/dL 0,60023
i TR 1530850
LDL 85,02i453£45 mg/ 99,3013dGL,27 mg/ 0.1605
HDL 46,511355 mg/ 44,9111111:60 mg/ 0.5575

LDL: lipoproteina de baixa densidade; HDL: lipoproteina de alta densidade.

Em relagio ao polimorfismo, observou-se que 80%
dos individuos apresentaram genétipo normal, ou seja, ho-
mozigoto (CC) e a proporcio do gendtipo alterado foi de
3,1% para o homozigoto (GG) e 16,9% de heterozigoto
(CG). O ntiimero de alelos C foi 113 e o niimero de alelos
G foi 17. A Figura 1 representa os gendtipos analisados.
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428 pb

269 pb

159 pb

Figura 1: Gel de agarose 2% para a visualizagao dos gendti-
pos. 1 e 2: fragmento de 428 pb correspondendo ao genétipo
normal CC; 3 e 4: fragmentos de 428, 269 e 159 pb corres-
pondendo ao gendtipo GC; e 5 e 6: fragmentos de 269 e 159
pb correspondendo ao gendtipo GG. M= marcador de peso
molecular 100 pb.

Para a andlise do polimorfismo, a populagio em es-
tudo foi subdividida em dois grupos, de acordo com
os niveis de triglicerideos. Para isso foram excluidos os
individuos medicados. Associando o genétipo dos 38
individuos que nio utilizaram medicagao antilipémica
e os niveis de triglicerideos, nio se observou uma asso-
ciagio significativa entre o genétipo CC e os valores de
triglicerideos menores que 200 mg/dL (y* P=0,2342)
Em relagao a frequéncia alélica também nao houve dife-
renca entre os valores (Teste exato de Fischer =0,6538).
Os dados estao apresentados na Tabela 3.

Tabela 3: Frequéncia genotipica e fenotipica em relacido aos
triglicerideos da populacdo que nao faz uso de farmacos antili-
pémicos. Dados expressos em percentual.

Triglicerideos na populagao que néo faz uso de

antilipémicos

Frequéncia genotipica Frequéncia alélica

Grupo <200 >200 <200 >200
CcC 65% 13% C 73% 13%
GG 2,6% 2,6% G 11,3% 2,7%
CcG 16,8% 0%
Discussao

A hipertensao arterial sistémica, as dislipidemias e o
excesso de peso sdo importantes fatores de risco para o
diabetes mellitus, pois anormalidades lipidicas em pa-

cientes com DM sio consequentes a resisténcia a in-
sulina e caracterizadas por hipertrigliceridemia e niveis

baixos de HDLY.
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No presente estudo observamos que a média dos
valores do perfil lipidico da populagio em questao en-
contrava-se dentro dos valores normais, tanto no grupo
que usou medicagdo quanto no grupo sem medicagio.
Em um estudo com uma populagio de diabéticos tam-
bém nao foi observado diferencas significativas entre os
niveis plasmdticos de lipoproteinas de baixa densidade,
colesterol total e triglicerideos entre os sexos'®. Além
disso, todos os valores do perfil lipidico se encontraram
dentro dos valores de referéncia. No entanto, o autor
nao menciona se a populagdo estava ou nio fazendo uso
de medicagao. Em contrapartida, em outro estudo foi
possivel verificar um aumento dos niveis de LDL e co-
lesterol total em pacientes diabéticos®. J4 os trigliceride-
os e 0 HDL apresentaram valores normais; nesse caso, o
uso de medicagdo antilipémica também nao foi citado
no estudo. Outro estudo nao encontrou diferen¢a en-
tre os sexos em relagio a frequéncia de dislipidemias,
porém foi observado que aproximadamente 70% dos
pacientes de ambos os sexos possuiam pelo menos um
tipo de alteragao lipidica®.

Ressalta-se que a comparacio dos valores de preva-
léncia de hiperlipidemia em diversos estudos ¢ prejudi-
cada em fungio das diferengas da popula¢io investigada
e nos critérios utilizados para o diagnéstico das disli-
pidemias; além disso, observa-se na literatura grande
variabilidade na ocorréncia dessas alteragdes no perfil
lipidico®.

A apolipoproteina (APO) é o componente proteico
das lipoproteinas, e as APOs participam, com os lipi-
dios, fosfolipidios, colesterol, triglicerideos e éster de
colesterol na formacgio das classes de lipoproteinas. A
APO C-III é componente da quilomicra, além de es-
tar presente em pequena quantidade no HDL e LDL,
sendo o figado o principal local de sintese ¢, em menor
grau, o intestino®'. Lipoproteinas contendo APO C-III
podem estar aumentadas no diabetes mellitus, obesida-
de visceral, resisténcia a insulina e dislipidemia®, sendo
que as concentragoes de APO C-III se correlacionam
positivamente com os niveis de triglicerideos em su-
jeitos normais e hipertrigliceridémicos®. A deficiéncia
do gene da APO C-III resulta em hipotrigliceridemia
devido ao catabolismo das lipoproteinas, ricas em trigli-
cérideos?®. Com relacio ao diabetes, a APO C-III serve
como um importante fator de risco, pois quando se en-
contra elevada afeta diretamente a funcio e sobrevivén-
cia das células beta do pancreas® .

Alelos variantes da regido nao codificante do gene da

APO C-III (complexo AI-CIII-AIV) tém sido avaliados

como marcadores genéticos de hipertrigliceridemia®.

O SNP (polimorfismo de nucleotideo tnico) C3238G,
também chamado Ssz/, tem sido associado com niveis
plasmdticos aumentados de APO C-III e trigliceride-
0s%. No presente estudo, avaliou-se o polimorfismo Ssz/,
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sendo que a maioria da populagio analisada apresentou
gendtipo normal para esse polimorfismo, ou seja, 80%
com o gendtipo normal CC, 16% com genétipo alte-
rado CG ¢ 4% com o gendtipo alterado GG. Um estu-
do recente em uma populacio de pacientes com AIDS
demonstrou que as frequéncias encontradas para o po-
limorfismo Sst/ da APO CIII foram de: 76,5% (CC);
21,7% (CG), 1,8% (GG)”.

As bases bioquimicas para a associagio entre o alelo
G e a hipertrigliceridemia ainda nio estio bem escla-
recidas. Um estudo demonstrou associagio entre niveis
de APO C-III e o alelo G em uma popula¢io japonesa.
Além disso, nesse mesmo estudo encontrou-se uma alta
prevaléncia do alelo G, sendo muito mais frequente do
que quando comparado com a populagio caucasiana'’.
Também nio foi encontrada diferenca nas frequéncias
genotipicas do gene da APO C-III entre os grupos de
individuos com doenca arterial coronariana prematura
em um estudo de caso e controle, e nio houve asso-
ciagao desses grupos entre os gendtipos e os niveis de
triglicerideos”. Existem poucos estudos na literatura
que relacionam esse polimorfismo com nos niveis de
triglicerideos, e os poucos estudos existentes apresentam
dados divergentes conforme as populacoes analisadas;
portanto, o polimorfismo Sst/ da APO C-III pode estar
relacionado com os niveis de triglicerideos em determi-
nadas populacoes.

Conclusao

Na amostra avaliada, a maioria dos individuos
apresentou gendtipo normal para o polimorfismo Sst/
sem haver diferencas no perfil lipidico, assim como
nao houve associagio entre os niveis de triglicerideos
e o polimorfismo Ssz. Estudos prospectivos de longo
prazo com um ndmero maior de individuos diabéticos
podem contribuir para melhor avaliagio dos mecanis-
mos genéticos envolvidos com o diabetes mellitus e as
dislipidemias.
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