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Resumo

A sindrome dos ovarios policisticos atinge 5 - 10% das mulheres em
idade fértil e mais de 40% destas pacientes apresenta obesidade e resisténcia
insulinica, o que aumenta o risco para o desenvolvimento do diabetes mellitus
tipo 2 (DM2). Numerosos genes poderiam contribuir para o desenvolvimento do
DM2 e outras alteragbes metabdlicas. Dentre estes o gene da calpaina-10
(CAPN-10), tem sido associado com DM2 em populagbes mexicanos-
americanos, e em duas populacbes do Norte da Europa (Finlandia e
Alemanha).

No presente estudo analisamos o gendtipo de 96 pacientes
hiperandrogénicas reunidas em dois grupos: Sindrome dos ovarios policisticos
(PCOS) e Hirsutismo idiopatico (HI), com relacdo a frequéncia de quatro
polimorfismos do gene da CAPN-10 (SNP-44, 43, 19 e 63). Foram ainda
realizadas analises de associacgao entre a frequéncia alélica dos polimorfismos
e caracteristicas clinicas das pacientes, com énfase na obesidade e resisténcia
insulinica. A variacdo genética da CAPN-10 foi avaliada a partir do DNA

gendmico por amplificagcao pela Polimerase Chain Reaction (PCR) e PCR-alelo



especifico (Teste de AMRS) dos fragmentos que contém os polimorfismos do
gene da CAPN-10.

Nossos resultados mostraram que nao houve diferengca entre as
frequéncias genotipicas e alélicas dos SNPs 44, 43, 19 e 63 entre 0s grupos
PCOS e HI. Por outro lado, a comparacgao das caracteristicas clinicas dos dois
grupos mostrou que o alelo Ins do SNP-19 da CAPN-10 tendeu a ser mais
frequente entre as pacientes PCOS estratificadas para sobrepeso e obesas
(p<0,05). Nao houve diferengca na comparagao das caracteristicas clinicas
avaliadas e a freqliéncia alélica para os SNPs 43 e 63. A analise da amostra
total de pacientes hirsutas, ou seja, pacientes com PCOS e HI agrupadas nao
evidenciou diferenca entre a frequéncia alélica das variantes genéticas
estudadas para a CAPN-10 e a presenga de resisténcia insulinica. Tendo em
vista o efeito modesto dos SNPs 44, 43, 19 e 63 avaliados isoladamente
nestas pacientes, estudos adicionais serdo necessarios avaliando a frequéncia

desses polimorfismos na populagao do Sul do Brasil.



Abstract

The polycystic ovary syndrome affects 5% to 10% of women in fertile
age, and more than 40% of these patients present obesity and insulinic
resistance, which increases the risk of developing type 2 diabetes mellitus
(DM2). Numerous genes could contribute toward developing the DM2 and other
metabolic alterations. Among them, the calpain-10 gene (CAPN-10) has been
associated with DM2 in Mexican-American populations, and in two populations
in Northern Europe (Finland and Germany).

In the present paper we analyze the genotype of 96 hyperandrogenic
patients split into two groups: Polycystic ovary syndrome (PCOS) and idiopathic
Hirsutism (IH), with regard to the frequency of four polymorphisms of the
CAPN-10 gene (SNP-44, 43, 19 e 63). Other analyses include the association
between the allelic frequency of polymorphisms and the clinical characteristics
of the patients, with emphasis on obesity and insulinic resistance. The CAPN-
10 genetic variation was evaluated from the genomic DNA by amplification
through the Polimerase Chain Reaction (PCR) and specific allele-PCR (AMRS

test) of the fragments that contain the CAPN-10 gene polymorphisms.



Our results suggested that there was no difference between the
genotipic and allelic frequencies of the SNPs 44, 43, 19 e 63 within the PCOS
IH groups. On the other hand, the comparison between the clinical
characteristics of the two groups showed that the allele Ins of SNP-19 of
CAPN-10 tended to be more frequent within PCOS patients stratified for
overweight and obese (p<0,05). There was no difference in the evaluated
clinical characteristics and the allelic frequency for the SNPs 43 and 63. The
analysis of the whole sample of hirsute patients, i.e., patients with grouped
PCOS and IH did not evidence any difference between the allelic frequency of
the studied genetic variants for CAPN-10 and the presence of insulinic
resistance. In view of the modest effects of the SNPs 44, 43, 19 e 63 evaluated
in isolated manner in these patients, further study will be needed to evaluate

the frequency of such polymorphisms in the population of South Brazil.
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1 INTRODUCAO

O genoma humano consiste em grandes quantidades de &cido
desoxirribonucléico (DNA), que contém em sua estrutura a informagédo genética
necessaria para especificar todos os aspectos que tornam o ser humano um
organismo funcional. O genoma contém, pelas estimativas atuais, cerca de 30.000
genes, os quais séo codificados no DNA constituido por organelas em forma de

bastdo chamadas cromossomos no nucleo de cada célula (Sharchan, 2002).

Nos ultimos 20 anos, um grande progresso foi feito em nossa compreensao
sobre a estrutura e a fungdo dos genes e cromossomos em nivel molecular. Estes
avancgos deveram-se em grande parte as aplicagdes de genética molecular e da
gendmica a muitas situagdes clinicas, fornecendo assim os instrumentos para um
enfoque novo e diferente a genética médica, e provocando um enorme impacto na

medicina e na nossa percep¢ao da fisiologia humana (Griffilhs et al, 2000).

Um gene pode ser definido como um segmento de uma molécula de DNA
que contém o codigo para a sequéncia de aminoacidos de uma cadeia
polipeptidica e as sequéncias reguladoras necessarias para a sua expressao. A
sequéncia do DNA nuclear é quase 99,9% idéntica entre os seres humanos e a
pequena fracdo de sequéncias de DNA diferentes entre as pessoas € responsavel
pela variabilidade geneticamente determinada individualmente. Algumas

diferengas de sequéncias de DNA tém pouco ou nenhum efeito no fendtipo,



enquanto outras diferencas sao diretamente responsaveis por doencgas

(Thompson, 1993).

A mutacdo ¢é definida como qualqguer mudangca na sequéncia de
nucleotideos ou arranjo do DNA. As mutagdes génicas sdo mudangas na
sequéncia de DNA, que variam de apenas um unico nucleotideo as mudancgas que
podem afetar muitos milhares de pares de bases, mas sempre em uma escala
muito pequena para ser detectada mesmo através de analise citogenética de alta

resolugéo (Thompson, 1993).

1.1 Variag6es polimorficas no genoma humano

O estudo da variagao da heranga entre individuos, alavancado pelo Projeto
Genoma Humano, revelou que os dois genomas que cada um carrega, herdado
dos pais, freqientemente diferem em apenas uma unica base. A identificacéo de
milhares destes polimorfismos de uma unica base também chamados de SNPs
cresceu cerca de 1 milhdo de vezes e suas localizagbées foram determinadas com
muita precisdo ao longo do genoma. Atualmente, cerca de 1,42 milhdes de SNPs
sdo conhecidos e sua densidade € de 1 SNP a cada 1,91 kilobases. Isto significa
que mais de 90% de qualquer sequéncia com 20 kilobases contém um ou mais de
um SNP (Chakravarti, 2001). Assim, quase todas as regides gendmicas, e
consequentemente os genes humanos, sdo marcados por uma variagao da

sequéncia.



O padrao de variagdo ao longo do genoma € um indicador sensivel dos
fatores historicos e biologicos que afetaram o genoma humano. Hoje sabemos que
a média de variagdo no genoma completo € de 7,51 diferengas a cada 10
kilobases e que algumas regides genémicas tém uma diversidade média maior ou
menor (International SNP Map Working Group, 2001). Através das comparacdes
entre os genomas percebe-se que estas variacdes podem determinar respostas

diferentes nas fungdes bioquimicas e celulares.

No entanto, a principal contribuicio dos SNPs esta na avaliacdo das
contribuicbes génicas individuais nas doengas que tem uma base multigénica
complexa. Estas variagdes nas sequéncias gendbmicas também estdo por tras da
susceptibilidade ou protegdo a varias doencgas; da idade de inicio das
manifestacdes e da gravidade dos sintomas, bem como da maneira como o
organismo responde aos tratamentos. Desta forma estudos de comparagao dos
padrdes e da freqliéncia de SNPs em pacientes e controles permitem identificar

associagoes entre eles (Stoneking, 2001).

Por outro lado, alguns problemas podem limitar a eficiéncia dos estudos
com SNPs, como o desconhecimento sobre a sua participagdo e efeitos bem
como sua distribuicdo nas populagdes individuais, antes do estudo do seu
envolvimento na doenga (Chakravarti, 1999). Além disso, muitas doencgas
complexas surgem de diferencas quantitativas dos produtos génicos e a
tecnologia para o ensaio de milhares de SNPs em milhares de pacientes e

controles ainda nao estdo completamente desenvolvidas (Risch, 1996; Lander,



1996; Collins, 1997). Por outro lado, as condigdes ambientais também podem

exercer influéncia sobre a predisposi¢cdo genética a determinada doenga.

1.2 Analise de SNPs em doencas complexas

O uso adequado de métodos de pesquisa, combinando os aspectos
moleculares, genéticos, bioquimicos, imunoldgicos, clinicos e estatisticos, permite
detectar subgrupos que sao condigdes clinicas de heranga mendeliana,

separando-se das doengas comuns multifatoriais (Griffilhs, 2000).

Os genes sao responsaveis por dois grandes tipos de doengas: as doengas
genéticas raras, que possuem uma hereditariedade mendeliana e as doengas
complexas, poligénicas e multifatoriais. Entre as doengas monogénicas, as
mutagdes penetrantes em um gene, com graves consequéncias sobre a fungéo da
proteina, explicam o aparecimento de uma sindrome genética grave, com
segregacao familial. As doengas complexas sao caracterizadas pela implicagao de
muitos genes (ditos de susceptibilidade) com agregagcao familial, porém sem
segregagao mendeliana. Estes defeitos génicos das doengas complexas nao se
localizam apenas nas regides codificadoras dos genes, mas também sobre as
regides reguladoras (como nos promotores) com consequéncias diferentes sobre

o nivel de expressao de seus produtos. (Thompson, 1993)

A estratégia de estudo dos genes responsaveis nestes dois tipos de

doencgas genéticas é diferente. Enquanto nas doengas do tipo mendeliano aplica-



se em geral métodos de ligagdo em familias (caso-controle), no tipo complexo se

aplica a genética de associagdo em populagdes transversais.

A evolucao dos métodos de pesquisa das doengas complexas nos ultimos
anos deve-se ao éxito do Projeto Genoma Humano cujo seqienciamento permitiu
o reconhecimento e descricdo dos SNPs e, a abordagem da genética de
populacgdes (Collins, 1999). Os SNPs tém uma frequéncia alélica maior que 1%, e
neste sentido, diferem do que normalmente chamamos de mutagcdo, que sao
substituicbes da sequéncia nucleotidica com frequéncia menor que 1%. Além
disso, podem ser utilizados tanto como marcadores genéticos, devido a
combinacao de sua elevada frequéncia de distribuicdo no genoma e a baixa taxa

de mutacgéo, ou como componentes de haplétipos complexos.

Do ponto de vista molecular, os SNP sdo substituicbes de nucleotideos
classificadas em duas formas: “wild type” ou selvagem e mutante. A detecgao
destas duas formas é realizada por métodos inespecificos mais amplos como o
sequenciamento direto (manual ou automatico) ou ainda por métodos especificos
de screening como MS-PCR, ASO ou SNAPSHOT, utilizados geralmente em

estudos de larga escala.

Quanto a localizagdo nos genes, os SNPs podem estar tanto na regiao
codificadora, e, portanto, implicados na expressao fenotipica, quanto nas regides
nao codificadoras dos genes. Os SNPs mais frequentes s&do os chamados “SNPs
silenciosos” pois nao alteram a sequéncia protéica ou ndo se encontram na regiao

codificadora dos genes. Estes podem nao ter efeito direto sobre o fendtipo,



mesmo que esteja contido na regido codificadora, porém podem estar em
desequilibrio de ligagdo com outro SNP responsavel pelas alteragdes funcionais

(Risch, 1996; Judson, 2000).

Além disso, recentemente, foram identificadas regides descontinuas do
genoma humano, mais suscetiveis ao desequilibrio de ligagdo (“hot spots”) que
representam os locais de preferéncia a ocorréncia da recombinagdo meidtica.

(Gabriel, 2002).

1.3 Resisténcia a insulina

O papel primordial da insulina € a manutencdo do equilibrio metabdlico
através da regulagcdo da glicemia, favorecendo principalmente o transporte e a
utilizagdo da glicose e tendo como locais de agao principais 0 musculo, o figado e

o tecido adiposo.

Além desta acao, a insulina permite a reserva de nutrientes, a diferenciagcao
e o crescimento celular pela estimulagdo da sintese de glicogénio, lipideos,

proteinas e acidos nucléicos, além da ativagcao de numerosas fungdes especificas.

Define-se como resisténcia a insulina quando a quantidade normal de
insulina secretada pelo pancreas nao € capaz de produzir um efeito bioldgico
suficiente para a manutengdo da homeostase glicidica. De maneira a manter a
glicemia normal, o pancreas secreta uma quantidade adicional de insulina. O

termo “insensibilidade a insulina” foi usado pela primeira vez em 1936 por



Himsworth para definir a resposta anormal obtida apds a inje¢do de insulina em

pacientes diabéticos obesos (Himsworth, 1936)

Em 1960, Yalow e Berson desenvolveram o radioimunoensaio, um método
capaz de quantificar a insulina. Somente apés o advento do radioimunoensaio foi
possivel mensurar a resisténcia a insulina. Nestes experimentos verificou-se que
os individuos apresentavam niveis superiores a insulinemia normal. A resisténcia
a insulina passou a ser definida como o estado que afeta células, tecidos, 6rgéos
ou sistemas no qual sdo necessarias quantidades de insulina superiores a normal

para manter a homeostase glicidica (Berson & Yalow, 1970).

Esta definicdo classica, um pouco restritiva, deve ser ampliada no conjunto
dos mecanismos que vao se opor as agdes metabdlicas e mitogénicas da insulina,
a saber, a entrada de glicose na célula, a captacédo de aminoacidos, ao transporte
ibnico, ao armazenamento e utilizagdo do glicogénio, a sintese e degradacgéo de
proteinas, ao metabolismo de lipidios, e ao crescimento ou a multiplicagéo celular
que determina um aumento de até 100 vezes na atividade quinase dos substratos

exdgenos.

O receptor de insulina se autofosforila no residuo Tyr*®® do dominio

1328 o Tyr'® da regido carboxiterminal,

justamembranoso e nos residuos Tyr
denominados de “sitios menores”. Além disso, o receptor é também fosforilado por
quinase Ser/Thr especificas nos residuos Ser®® Ser®® Thr'**® do dominio

carboxiterminal, que se constituem nos sistemas de regulagdo da atividade

enzimatica.



Por sua fungédo tirosinaquinase, o receptor de insulina constitui-se numa
proteina essencial a transdugdo do sinal. Os fatores de origem genética ou
reguladora que modificam a autofosforilagdo do receptor, sua sintese ou sua

maturacao, sdo considerados como mecanismos da resisténcia a insulina.

Ela deve igualmente ter em conta os dados fisiopatoldgicos atuais,
notavelmente as anomalias primarias do sinal de insulina e, a nivel pds-receptor,

as alteracgdes intrinsecas dos sistemas efetores e das vias intracelulares.

De acordo com a Organizagdo Mundial de Saude (OMS) a resisténcia a
insulina é definida por valores do teste in vivo do clamp euglicémico. Outros
métodos podem ser utilizados como o teste de tolerancia a insulina (TTI) ou o
teste de tolerancia a glicose (TTGIV) (Modelo minimo de Bergman). O indice
HOMA (homeostasis model assessment) apesar de ter pouco valor nos casos de
hiperglicemia, pode ser utilizado como parametro adequado para estudos

epidemiologicos (WHO, 1999).

Numerosas técnicas foram propostas para medir a sensibilidade a insulina
(Scheen, 1995). Os métodos mais precisos sao representados pelo clamp
euglicémico e pelo modelo minimo de Bergman. No entanto, € necessario um
treinamento técnico especial para sua aplicagdo e, portanto a utilizagdo destes

meétodos se restringe aos centros especializados (Raynard, 1998).

Foram estabelecidas correlagdes entre estes métodos de referéncia e os

indices antropométricos ou bioldégicos como as medidas basais de insulina e



glicose. No entanto, condicbes minimas de validade destes indices devem ser

observadas (Scheen, 1995).

Na populagao em geral a resisténcia a insulina esta presente em 10 a 25%
em func¢do do indice de massa corporal (IMC) e na diabetes mellitus tipo 2 (DM2)

sua prevaléncia se eleva a 84% (Akinmokum, 1992).

Além disso, a resisténcia a insulina € um componente importante de varias
doencas complexas como a sindrome metabdlica, obesidade e diabete, com

mecanismos ainda nao completamente conhecidos (Ovalle, 2002; Golstein, 2002).

A Sindrome dos ovarios policisticos atinge 5 - 10 % das mulheres em idade
fértii e mais de 40 % destas pacientes apresentam obesidade e resisténcia a
insulina, o que implica no desenvolvimento do DM2 entre a 3° e a 4°. década da
vida. A natureza exata das relagdes entre hiperandrogenismo, distribuicdo da
massa gorda e a resisténcia a insulina ainda nao esta completamente esclarecida.
A associacdo entre a desordem do metabolismo dos carboidratos e
hiperandrogenismo foi descrito em 1921 por Achard e Thiers e chamado de
“diabetes das mulheres barbadas”. A presenga frequente de Acanthosis nigricans
foi relatada em mulheres com hiperandrogenismo e DM2 por Kierrland et al,1947.
Em 1976, Kaln descreveu uma desordem afetando meninas adolescentes,
designada como sindrome tipo A, na qual as pacientes apresentavam virilizagao,
clitoromegalia, além de uma extrema resisténcia insulinica como no DM2. Em
outro grupo identificou-se uma sindrome de resisténcia insulinica extrema em

mulheres pds-menopausicas com presenga de Acanthosis nigricans e



caracteristicas auto-imunes, chamado de sindrome tipo B. A causa determinava a
presenca de anticorpos anti-receptor de insulina. Em 1980, Burghen e cols.
descreveram a associagao entre hiperinsulinemia e PCOS sendo investigada as
relagcbes entre a insulina e a fungdo gonadal. Estas pacientes apresentavam
hiperinsulinemia apods estimulo pela glicose comparada com mulheres controles,
sugerindo a presenca de resisténcia insulinica. Além disso, houve uma correlagao
entre insulina e niveis de androgénios nas pacientes hiperandrogénicas obesas.
Apesar da presenga de hiperinsulinemia refletir a resisténcia insulinica, a

tolerancia a glicose nao foi investigada neste estudo (Dunaif et al, 1997).

Outras sindromes foram descritas apresentando caracteristicas fenotipicas,
como: Acanthosis nigricans, hiperandrogenismo, DM2 e resisténcia insulinica.
Entre elas destacam-se: lipoatrofias (total e parcial), sindromes diabéticas,
leprechaunismo, e sindrome Rabson-mendenhall. Estudos posteriores
identificaram mutag¢des no receptor de insulina como a causa de leprechaunismo,
da sindrome de Rabson-Mendenhall e de alguns casos da sindrome tipo A (Dunaif

et al, 1997).

A resisténcia insulinica € um importante defeito na patogénese de DM2.
Estudos posteriores com mulheres pds-menopausicas e histéria prévia de PCOS

revelaram um aumento significativo na prevaléncia de DM2 e hipertenséo.

A obesidade é uma doenga metabdlica complexa que em longo prazo traz

complicagdes cardiovasculares, metabdlicas, respiratdrias, reumatologicas e



cutdneas. Na obesidade a resisténcia a insulina é varidvel e proporcional a
quantidade de adiposidade visceral. Os mecanismos ativados implicam:
(a) aumento dos triglicerideos como um efeito deletério sobre os tecidos
periféricos, especialmente ao nivel das células  pancreaticas;
(b) aliberacédo de acidos graxos livres com a estimulagédo da PKC; e

(c) aregulagao negativa dos receptores de insulina (down regulation).

No DM2, a resisténcia a insulina se associa a um aumento progressivo da
funcado das células B pancreaticas e ao aumento da produgao hepatica de glicose.
A resisténcia a insulina € um componente essencial desta forma de diabetes,

ocupando um lugar de destaque na historia natural desta doenga (Warram, 1990).

A resisténcia a insulina provavelmente representa o traco de unidao mais
importante entre a obesidade e o desenvolvimento do DM2. Aparece
precocemente antecedendo o aparecimento da hiperglicemia e tem um importante
determinismo genético. Numerosos estudos atribuem a resisténcia insulinica um
papel preditivo ao aparecimento do DM2. Os mecanismos fisiopatolégicos séo
muito intrincados, notavelmente com outros defeitos caracteristicos da DM2 como
(a) a alteracao progressiva da secrecao de insulina e (b) a regulagdo do débito de
glicose hepatica. No DM2, os valores elevados de insulina correspondem a uma
etapa de compensagdo da resisténcia a insulina por uma hipersecregao
pancreatica, e a posterior diminuigdo progressiva da insulinemia corresponde a
uma etapa de deterioragdo progressiva da secre¢ao pancreatica de insulina. No
momento do diagnéstico de DM2, considera-se que ja tenha ocorrido 50% de

destruicdo da capacidade secretora da célula . Um dos primeiros sinais de



alteracdo pancreatica € a perda da primeira fase da secrec¢ao de insulina, que
aparece em presenca de uma elevagdo moderada da glicemia (ao redor de 115

mg/d|-1 OOX)

e se manifesta por um retardo da estimulagéo da secregao de insulina
durante o teste de tolerancia a glicose (OGTT), com uma hiperinsulinemia reativa.

Nesta etapa do DM2, a resisténcia a insulina ja esta presente.

Ferrannini et al,1997 estudaram uma populagdo de 1200 individuos n&o
diabéticos e observaram uma correlagao nao linear (curva hiperbdlica) entre a
sensibilidade periférica a insulina e a secregao de insulina. A obesidade néao
modifica a forma desta curva de correlacdo, mas a desloca para cima indicando
que no individuo obeso a manutencédo da glicemia normal impde uma secrecao
maior de insulina e, portanto, um stress da célula  pancreatica. Nos individuos
obesos, a prevaléncia da resisténcia a insulina e da hipersecrecao pancreatica é
proporcional ao IMC. Assim, 60% dos individuos com IMC maior que 35 apresenta
uma resisténcia a insulina (Ferrannini et al., 1997). No entanto, uma proporg¢ao
importante de individuos obesos ndo apresenta resisténcia a insulina. Por outro
lado, os individuos obesos com um IMC maior que 40 ndo sao obrigatoriamente
diabéticos, sugerindo, portanto uma grande variabilidade nos mecanismos pelos
quais a obesidade intervem na expresséao fenotipica dos genes de susceptibilidade

ao DM2.

1.4 Sindrome dos ovarios policisticos



A Sindrome dos Ovarios Policisticos (PCOS) € uma das doencgas
enddécrinas mais freqientes em mulheres durante a fase reprodutiva, afetando 5-
10% das mulheres neste grupo (Franks,1995; Legro, 1998; Knochenhauer , 1998;
Dunaif, 1997). A apresentacdo clinica € bastante heterogénea podendo incluir
hirsutismo e acne, oligo ou amenorréia e, consequentemente, anovulagdo e
infertilidade, associados a concentragées aumentadas de androgénios circulantes.
Os sintomas surgem geralmente apds a menarca e anormalidades bioquimicas
podem estar presentes quando ocorre a adrenarca. A caracteristica comum € a
parada da maturagdo folicular resultando no acumulo de pequenos cistos
foliculares e aumento do volume do estroma ovariano, levando ao surgimento de
uma imagem caracteristica a ultrassonografia (USG) (Strauss, 1999). Atualmente,
o critério diagnéstico para a PCOS engloba a presenga de pelo menos dois dos
seguintes critérios: anovulagéo, hiperandrogenismo clinico ou hormonal e ovarios
policisticos a ultrasonografia. Além disso, devem ser excluidas outras doencas
associadas ao hiperandrogenismo.(The Rotterdam ESHRE/ASRM-Sponsored

PCOS Consensus Workshop Group, 2004)

A etiopatogenia da PCOS ainda nao foi claramente estabelecida, mas os
aspectos fisiopatolégicos incluem os defeitos primarios na fungcdo do eixo
hipotalamo-hipdfise, a atividade ovariana e a agdo da insulina. No entanto,
nenhum deles explica globalmente as multiplas anormalidades associadas a

PCOS (Strauss, 1999).



Varias evidéncias indicam que a resisténcia a insulina e a disfuncédo das
células beta do pancreas estdo associadas a PCOS (Dunaif, 1997; O'Meara,
1993). As consequéncias potenciais desta sindrome a longo prazo incluem o DM2,
a hipertensdao e a doenga cardiovascular (Legro, 1999). Estas manifestagbes
metabdlicas sdo similares aquelas vistas em grupos para risco aumentado de
DM2, assim como familiares de diabéticos e mulheres com diabetes gestacional.
De fato, a frequente concomitancia de ovarios policisticos e DM2 sugere a
presenca de determinantes etiologicos nestas duas condigbes. Existe uma
elevada incidéncia de tolerancia diminuida a glicose em mulheres com PCOS
comparado com a populagdo em geral e uma maior prevaléncia da morfologia

ovariana policistica em mulheres com diabetes gestacional.

A insulina e o fator de crescimento insulina-simile 1 (IGF1) aumentam a
sintese dos androgénios pelas células da teca e amplificam as ag¢des do LH
(Barbieri, 1986). No entanto, o mecanismo pelo qual a insulina e o IGF1
promovem a esteroidogénese nas células ovarianas ndo estd completamente

elucidado.

A resisténcia a insulina causada por mutagdes que interferem na ligagao ou
na sinalizacdo do receptor de insulina esta associada a uma marcante
hiperandrogenemia de origem ovariana (Moller, 1988). A intensa hiperinsulinemia
destes estados leva a ativagao dos receptores de IGF-1 e consequentemente a
uma maior producdo de androgénios como resultado da interagao sinérgica entre
a acao da IGF e do LH. A resisténcia a insulina em mulheres com PCOS pode

ocorrer tanto nas obesas quanto nas pacientes com peso normal, embora o



impacto clinico seja maior nas obesas (Ehrmann et al 1999; Spritzer et al, 2001).
No entanto, esta resisténcia raramente causa um aumento na concentragdo de
insulina em niveis iguais aos encontrados nos individuos com mutagao no receptor
de insulina (Legro, 1998; Dunaif, 1997; O'Meara, 1993). Assim, ndo parece que
uma ativagao nos receptores de IGF-1 seja responsavel pelo aumento da sintese

de androgénios na PCOS.

As acdes metabolicas e mitogénicas da insulina sdo mediadas atraves de
vias poOs-receptor distintas. Assim, uma resisténcia a insulina seletiva pode ser
produzida experimentalmente, deixando as agbes mitogénicas intactas. Esta
hipétese de alteracbes tecido-especificas na acdo da insulina tem suporte nas

seguintes observacoes:

1) A Insulina pode modular a esteroidogénese estimulada pelas
gonadotrofinas nas células da granulosa de mulheres com PCOS in vitro,

apesar da presenca de resisténcia a insulina in vivo (Willis, 1995; Willis, 1996).

2) Ha evidéncia da biossintese de androgénios nas células da teca estimulada
pela insulina através de um mecanismo de transducéo do sinal que envolve um
mecanismo de sinalizacdo diferente utilizando os mediadores inositolglicanos

(Nestler, 1998).

3) Existem relatos da presencga de defeitos seletivos em fibroblastos de pele
de mulheres com PCOS que resultam em alteragdes metabdlicas e néao

mitogénicas da agao da insulina (Dunaif, 1995).



O mecanismo de resisténcia a insulina na PCOS ndo & conhecido com
exatiddo. A auséncia de mutagdes na regido codificadora do receptor de insulina
em pacientes com PCOS exclui efetivamente este gene como responsavel pela
resisténcia a insulina nesta patologia. Porém existem evidéncias de uma
anormalidade fenotipica estavel na fosforilacao do receptor de insulina em células
de mulheres com PCOS. Dunaif et al, 1995 identificaram um aumento da
fosforilacdo de residuos de serina da subunidade beta do receptor de insulina em
cultura de fibroblastos de pele em 50% das mulheres com PCOS estudadas,
comparadas com controles. A fosforilagdo do residuo de serina reduz a habilidade
da tirosina fosforilar um substrato artificial, sugerindo que esta alteragdo pode
prejudicar a transdugdo do sinal, respondendo por um defeito pds-receptor da
acao da insulina. Esta alteragcédo poderia estar presente devido a uma variante da
serinaquinase ou a ativagdo de uma quinase como resultado de um fator
autécrino. A ultima idéia é consistente com relagdo a sugestdo de que a
resisténcia a insulina na PCOS é causada por anormalidades na modulacdo da
acao da insulina pela adenosina (Ciaraldi, 1997; Ciaraldi, 2000). Este modelo de
anormalidade na sinalizagdo da insulina complementa a sugestdao de que a
fosforilagdo da serina da CYP17 aumenta a atividade liase (Zhang, 1995), ligando
potencialmente as variagdes da agao da insulina e a biossintese de androgénios a

um mecanismo comum.

Os defeitos moleculares da acao da insulina na PCOS foram estudados em
células de fibroblastos. Estes estudos demonstraram que ndo ha mudanca na

ligagdo da insulina ou na afinidade do receptor. No entanto, em 50% dos



fibroblastos observou-se uma diminuigdo da autofosforilagdo (Dunaif, 1995). N&o
foram encontradas mutagdes no receptor de insulina nestas pacientes por analise
do DNA gendmico através de sequenciamento direto (Sorbara, 1994). A analise da
sequéncia do dominio tirosinaquinase na subunidade beta do receptor de insulina
também nao revelou nenhuma mutagdo. Este achado foi confirmado por outros
investigadores (Talbot, 1996). Estudos de imunoprecipitagdo sugerem que fatores
extrinsicos ao receptor de insulina sejam responsaveis pela fosforilagdo excessiva
de serina (Dunaif, 1995). A proteinaquinase C (PKC) surgiu como candidata a fator
pontual da fosforilacdo da serina, sendo posteriormente descartada devido a
auséncia de fosfotreonina nos receptores de insulina de pacientes com PCOS
(Chin, 1994). Além disso, o receptor de IGF-1, que é um conhecido substrato da
PKC funciona normalmente nestas pacientes (Pillay, 1991). E finalmente, ndo ha
diferengca de concentracdo de isoformas de PKC nos fibroblastos estudados
comparados aos controles. Outras quinases candidatas incluem a caseinaquinase
like-simile e a proteinaquinase dependente de AMPc. No entanto a
caseinaquinase I-like fosforila o receptor de insulina estimulado pela insulina duas
vezes mais que o receptor de insulina ndo estimulado e a fosforilagdo do receptor
de insulina pela proteinaquinase dependente de AMPc ocorre de maneira indireta
pois a subunidade beta do receptor de insulina ndo contém a seqiéncia de
aminoacidos classicamente reconhecida por esta quinase (Dunaif, 1997; Rapuano,

1991; Roth, 1987).

Embora fibroblastos ndo sejam células-alvo classicas para a insulina, os

defeitos identificados nestes estudos refletem em mutagdes do receptor de



insulina (Taylor, 1992). Assim, a presenca de um fator de fosforilacdo de serina
em células cultivadas de pacientes com PCOS sugere que a fosforilagdo anormal
do receptor de insulina é geneticamente programada. Além disso, parentes de
primeiro grau de mulheres com PCOS podem ser resistentes a insulina, incluindo
os homens, o que é um indicador de defeito genético. Estudos recentes com
gémeos (Jahanfar,1997) e com familias (Norman, 1996) também tém sugerido que
na PCOS a resisténcia a insulina € um defeito genético. O impacto desta
desordem sobre a funcédo reprodutiva, confere a PCOS um risco maior para o
desenvolvimento de tolerédncia diminuida a glicose e do DM2. No entanto, o
mecanismo ainda nao esta esclarecido. Tem sido estabelecido, porém, que a
resisténcia insulinica e os defeitos da secrecdo insulinica estdo presentes em

mulheres ndo-diabéticas com PCOS (Ehrmann, 2000; Colilla, 2001).

A PCOS e o DM2 exibem forte agregagao familial. A etiologia € multifatorial,
e a susceptibilidade individual tem sido determinada pela acdo de fatores
genéticos e ambientais. Os estudos do gene da insulina sdo consistentes com a
hipotese de que o efeito da susceptibilidade genética contribui para a
sobreposicéo fisiologica e epidemioldgica entre DM2 e PCOS. Baseado neste fato,
qualquer gene que reconhecidamente tenha influéncia sobre a susceptibilidade ao

DM2 merece avaliagdo como candidato a um envolvimento na PCOS.

1.5 Genes candidatos da resisténcia a insulina



Numerosos genes que poderiam contribuir para o desenvolvimento do DM2
e/ou de suas complicagdes foram isolados e caracterizados. Uma das abordagens
para determinar quando estes candidatos influenciam a susceptibilidade ao DM2 é
comparar a frequéncia dos marcadores entre grupos de pacientes e controles. A
identificagdo de uma associagao sugeriria que a variagdo genética neste gene
poderia aumentar ou reduzir o risco do desenvolvimento da doenca. No entanto, a
auséncia de associagao nao implica necessariamente na exclusao da contribuicao

de um gene em particular para o desenvolvimento daquela condigao.

Entre os genes candidatos ao DM2 encontram-se aqueles presentes em
diversas regides gendmicas identificadas pelos estudos de ligagédo, como 1925.3
(genes da apoliproteina A2, da piruvatoquinase hepatica e do fator de transcrigéo
LMX1), 2937.3 (gene da calpaina-10), 3p24.1, 3q28, 10926.13, 12924.31 e
18p11.22. Dentre estes, o cromossomo 2q37.3 tem destaque especial pois nele
esta contido o gene da calpaina-10, primeiro gene identificado como responsavel
por uma forma de DM2. Este locus esta presente numa grande regido chamada

NIDDM-1 (non-insulin dependent diabetes mellitus) descrita por Hanis em 1996.

1.6 Calpaina-10



Recentemente, tem sido enfatizada a importancia biolégica de varias

proteinases nas funcdes celulares.

A calpaina foi originalmente caracterizada como uma endopeptidase neutra
de cisteina ativada por calcio com distribuicdo ubiqua em todas as células animais
examinadas. Hoje se sabe que elas formam uma familia constituida por pelo
menos 6 membros. Esta familia pode ser subdividida em dois grandes grupos com

base em sua distribuicdo — ampla ou tecido-especifica.

As Calpainas sido proteinases que modulam a atividade celular e que
possuem em sua estrutura um dominio cisteina-proteinase combinado com uma
calmodulina ligada ao i[Ca®']. Sua atividade em mamiferos é regulada pela
concentracio de i[Ca®"], participando também da sinalizac&o intracelular mediada
pelo i[Ca?]. No entanto, suas funcdes precisas in vivo, ainda ndo foram
claramente identificadas, embora exista forte sugestdo de seu envolvimento em

funcdes celulares basicas e essenciais.

A existéncia de uma proteinase neutra dependente de i[Ca®"] em cérebros
de ratos foi primeiro relatada em 1964. Esta proteinase foi chamada de calpaina
pela sua dependéncia de i[Ca®] e pela homologia de sua seqiiéncia com o

dominio protease da familia da papaina (proteases de cisteina).

A familia das calpainas inclui isoformas com expressao ubiqua e tecido-
especifica, sendo as mais comuns a calpaina p (calpaina 1) e a calpaina m
(calpaina Il). Todas elas possuem subunidades reguladoras idénticas e distintas

subunidades cataliticas, o que confere diferentes sensibilidades ao i[Ca®"].



As calpainas catalisam a protedlise de numerosos e diferentes substratos
associados a membrana, citosdlicos e citoesqueléticos na resposta ao dano
celular in vivo e in vitro. No sistema nervoso, por exemplo, a ativagéo da calpaina
esta associada ao dano neuronal na isquemia ou no derrame, nas doencgas de
Alzheimer e de Huntington, e na desmielinizagdo na esclerose multipla. Embora
seu papel seja mais conhecido nas neuropatologias elas também catalisam uma
variedade de respostas enzimaticas e estruturais as alteragées do i[Ca®'],
incluindo os efeitos sobre a proliferagao celular, diferenciagdo, adesao, migragao,
plasticidade sinaptica e turnover protéico. Além disso, algumas calpainas estao
localizadas no nucleo utilizando diversos fatores de transcricdo como substrato.
Estes membros da familia parecem conter sequéncias de transporte nuclear nao
tradicionais evidenciados por experimentos de mutagénese direcionada no
dominio | de sua estrutura que interferem com sua localizagdo nuclear. Estes
dados indicam que as calpainas tém papéis importantes no compartimento nuclear

muito embora pouco se saiba sobre os substratos especificos, bem como sobre a

consequiéncia funcional da sua atividade nuclear.

Estruturalmente as calpainas sao heterodimeros consistindo de uma
pequena subunidade invariavel e uma grande subunidade catalitica variavel. Esta
grande subunidade catalitica tem 4 dominios : dominio |, regulador amino terminal
que é processado durante a ativagédo; dominio Il, dominio proteolitico homdlogo a
papaina; dominio Ill, um dominio de unido de fungdo desconhecida; e o dominio
IV, caracterizado pela presenca do dominio de ligagdo semelhante a calmodulina

dependente de i[Ca?"].



A calpaina-10 (CAPN-10) € um membro da familia das calpainas (calcium-
activated neutral proteases) de proteases de cisteina n&o lisossomal que catalisa
a clivagem endoproteolitica do substrato especifico envolvido com diversas
fungdes celulares, incluindo a sinalizagao intracelular (Sreenan, 2001). A proteina
possui 74,9 kDa, possui 672 aminoacidos e se expressa em muitos tecidos
incluindo aqueles envolvidos com a patogénese do DM2 nas ilhotas pancreaticas,
musculo esquelético e figado. Este fato sugere que a calpaina esteja implicada na

regulagao da secregao e da acao da insulina e na produgéo de glicose hepatica.

A calpaina-10 é um membro atipico da familia, pois o dominio IV nao se
constitui no classico dominio calmodulina-simile, mas contém uma regido
carboxiterminal divergente. Sua organizacdo € semelhante a da calpaina-5 e 6.
Multiplos transcritos alternativos deste gene codificam diferentes isoformas. Até
hoje foram descritas 8 isoformas ( a — h) devido ao splicing alternativo de seus
exons. Estas diferentes isoformas tem tamanhos diversos sendo a maior delas a
isoforma a constituida por 672 aminoacidos e a menor a isoforma h com 138

aminoacidos. (Goll, et al. 2003)

A calpaina-10 é codificada por um gene que esta localizado no brago longo
do cromossomo 2 (2q37.3). O gene propriamente dito tem 31 kb e é constituido

por 15 exons e 14 introns (Goll, et al. 2003).

Em 1996, Hanis et al examinaram o genoma humano para genes de
susceptibilidade ao DM2 utilizando a analise de ligagdo como método num grupo

de 330 pares de irmaos americanos de origem mexicana. Neste estudo, relataram



uma evidéncia de associagdo entre o DM2 e um locus no cromossomo 2q37,
chamado NDDM1. Em 1999, Cox et al descreveram uma abordagem estatistica
para a avaliacdo da interagdo entre regides separadas do genoma. Neste estudo
foi demonstrada uma interagéo entre os genes do cromossomo 2 (NIDDM1) e o
cromossomo 5 (no qual se encontra o gene da CYP19) que teria uma contribuigao
a susceptibilidade ao DM2 entre mexicanos-americanos do condado de Starr,
Texas, EUA. Posteriormente, foi proposto um estudo em modelo animal para
indicar as interagdes epistaticas entre estes genes. Para a analise do papel da
insulina na via de sinalizagao e a alteragao da funcao das células beta observadas
no DM2, Kido et al (2000) produziram camundongos transgénicos com as
mutagdes nulas em heterozigose no gene do receptor de insulina e nos genes do
IRS-1 e/ou do IRS-2. Os resultados revelaram interagcdes poligénicas e
geneticamente heterogéneas, acentuando sua importancia na patogenia do DM2.
Este mecanismo de defeitos cumulativos tornou-se uma hipétese de trabalho
viavel e aplicavel nas doengas complexas poligénicas com transmissdao nao-

mendeliana.

Em 2000, Horikawa et al realizaram um estudo detalhado da regido NIDDM-
1 que conduziu a descoberta do gene da calpaina-10 (CAPN10) que codifica uma
cisteina-protease (Horikawa, Oda et al. 2000). A genotipagem desta regido
realizada através dos diversos SNPs e o mapeamento do intervalo candidato a
DM2 revelou um polimorfismo — UCSNP-43 (G/A) associado ao DM2. Como
isoladamente o UCSNP-43 nado explicava a evidéncia de ligacdo relatada

anteriormente pelos pares de irmaos afetados, os autores buscaram diferentes



combinagbes de haplétipos com trés SNPs marcadores da regido. Estes
marcadores polimorficos descritos foram: UCSNP-43 (G/A no intron 3), UCSNP-19
(2R/3R repeticdes de 32 pb no intron 6) e UCSNP-63 (C/T no intron 13). Uma
combinagao de dois haplotipos geralmente pela variagdo de 3 SNPs, designado
por UCSNP 43, UCSNP 19 e UCSNP 63 conferem risco aumentado ao DM2.
Todos os SNPs estdo localizados na regido intrénica da calpaina. Permanece
incerto se a variante intrénica influencia a funcdo do gene diretamente, ou se € um
desequilibrio de ligagdo com a fungdo da variante. Preliminarmente, evidéncias
sugerem que a variagdo do UCSNP 43 afeta a transcricdo do gene e esta
evidéncia é suportada pela observacao da diminuicdo dos niveis de RNAmM nos
musculos esqueléticos de individuos resistentes a insulina homozigotos para o
alelo G no UCSNP 43 (Baier, et al. 2000). A homozigosidade para o alelo G do
UCSNP 43¢ parte do alto risco da combinacéo haplotipica, a qual é bastante raro

em populag¢des do Norte da Europa.

Além disso, o polimorfismo UCSNP-43 estava associado a uma diminui¢cao
do RNAmM no musculo esquelético e nos estados de resisténcia insulinica. Trata-se
de uma proteina cujo efeito ainda nao foi definido, mas que parece estar implicada
na predisposicdo ao DM2 em algumas populacdes. Esta protease neutra calcio-
ativada coordena a ativagao ou inibicdo de inumeras proteinas implicadas na
sinalizacado intracelular. Esta também envolvida na proliferacdo, diferenciacéo
(incluindo adipocitica) e nos mecanismos de secrecao de insulina. No entanto, a
razdo para que alteracbes neste gene seriam relacionadas ao advento da

hiperglicemia permanece obscura. As variantes genéticas descritas ndo sao



localizadas em areas codantes do gene, sendo impossivel de se estabelecer uma
relacdo causal entre elas e 0 DM2. Neste primeiro estudo, o risco atribuido para o
DM2 pelo haplotipo 112/121 (substituicdo A-G/ UCSNP-43) foi de 14% para
americanos de origem mexicana e de 4% para europeus (finlandeses e alemaes).
Sugeriu-se que esta variante seria implicada em uma redugao do transporte da
glicose a nivel celular e que promoveria um aumento da lipogénese estimulada
pela insulina (Hoffstedt, 2002). Apesar das evidéncias da associagao deste gene
com DM2 em algumas populagdes, € possivel que ele seja apenas um marcador
para a predisposicdo genética ao DM2, e que o verdadeiro gene causador

(NIDDM1) esteja em uma regido cromossOmica préxima.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Determinar as frequéncias genotipica e alélica dos SNP’s 44, 43, 19 e 63

do gene da CAPN-10 em mulheres hiperandrogénicas.

2.2 Objetivos Especificos

Analisar a frequéncia alélica dos SNP’s estudados com:
e Variaveis antropométricas relacionadas com obesidade e distribuicdo
central de gordura;

e Presenca de resisténcia insulinica.



3 CASUISTICA E METODOS

3.1 Delineamento Experimental

Estudo transversal

3.2 Pacientes

Foram selecionadas 96 pacientes entre aquelas consultando por hirsutismo
na Unidade de Endocrinologia Ginecolégica, Servico de Endocrinologia do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (UEG), 61 com diagndstico de PCOS (grupo
PCOS) e 35 portadoras de hirsutismo idiopatico (HI) (grupo HI), de acordo com a

rotina da UEG (Spritzer et al, 2000; 2001).

3.2.1 Critérios clinicos para o diagnostico etiologico
Os critérios para o diagnostico de PCOS foram: a) hirsutismo; b) um ou

mais androgénios séricos aumentados; c) oligomenorréia e/ou anovulagao crbnica.

Os critérios para hirsutismo idiopatico foram: a) ciclos regulares e
ovulatorios; b) niveis de androgénios normais ou no limite superior do normal

(valores < 1,96 DP da média observada numa amostra de mulheres normais).

Foram excluidas do estudo pacientes com outras doengas associadas ao
hirsutismo como hiperplasia adrenal congénita — forma nao classica, sindrome de

Cushing ou tumores virilizantes, hiperprolactinemia (niveis séricos de prolactina



maiores do que 20 ug/L em duas ocasides diferentes), disfungdo da tiredide;
pacientes gestantes ou que estivessem usando anticoncepcionais ou outras

formulag¢des contendo horménios.

O protocolo de estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre, e todas as pacientes assinaram termo de

consentimento informado.

3.2.2 Avaliacéao clinica

A avaliacao clinica foi realizada pela equipe médica da UEG e incluiu grau
de hirsutismo aferido pelo escore de Ferriman e Galway (1961) e medidas
antropomeétricas , como peso, altura, circunferéncia da cintura e do quadril. Foram

calculados o indice de massa corporal (IMC) e a relagao cintura/quadril (RCQ).

O IMC correlaciona-se com o conteudo de gordura corporal e foi usado para
estimar sobrepeso e obesidade. O calculo é feito através da féormula: peso
(Kg)/altura® (m?) O intervalo de IMC considerado normal (magras é menos de
18,5) estd compreendido entre 18,5-24,9 Kg/m?; sobrepeso é definido quando o
intervalo de IMC esta entre 25-29,9 Kg/m?. Sdo consideradas obesas as pacientes
com IMC > 30 (WHo, 1997). A Razéo cintura-quadril (RCQ) foi calculada dividindo-
se a medida da circunferéncia da cintura pela circunferéncia do quadril, sendo
indicador de obesidade do tipo androide o indice superior a 0,85 cm (Spritzer et

al,1997).

3.2.3 Avaliacao laboratorial hormonal



Foi realizada entre o 2° e o 8° dia da fase folicular do ciclo menstrual, ou em
qualquer dia nas pacientes amenorréicas. As coletas de sangue foram realizadas
entre 8:00 e 10:00 horas na UEG do HCPA e as dosagens hormonais analisadas
no Laboratério de Radioimunoensaio do HCPA e no Laboratério de Endocrinologia
Molecular e Neuroendocrinologia do departamento de Fisiologia, utilizando kits
comerciais de ensaio por imunoquimioluminescéncia e radioimunoensaio. Foram
dosados os hormoénios insulina (Ins), androstenediona (A), horménio luteinizante
(LH), testosterona total (TT), e SHBG (globulina ligadora de horménios sexuais). O
indice de androgénios livres (IALcor) foi calculado pela seguinte formula: TT
(ng/ml) x 3,467 / SHBG (nmol/l). LH e FSH séricos foram medidos por ensaio
imunométrico (Diagnostic Products Corporation-DPC, Los Angeles) com
sensibilidade de 0,05 mUl/ml para LH, 0,1 mUIl/ml para FSH e coeficiente de
variagdo (CV) intra- e inter- ensaio de 3,6% e 6,7%, respectivamente para LH e
21% e 4,3% para FSH. A testosterona total foi medida por método de
radioimunoensaio (RIA) (ICN, Costa Mesa, CA) com um CV intra- e inter- ensaio
de 10% e 11,6%, respectivamente. A Androstenediona foi medida por método de
RIA (DSL, Webster, Texas) com sensibilidade de 0,03 ng/ml e CV intra-ensaio de
4,3% e inter-ensaio de 6%. A SHBG foi dosada por ensaio imunométrico (DPC,
Los Angeles, CA) com sensibilidade de 0,2 nmol/L e CV intra- e inter-ensaio de
6% e 8%. Os niveis séricos de insulina foram medidos por imunoensaio de
eletroquimioluminescéncia (Roche Diagnostic Gmbh, D-68298 Mannhein) com
uma sensibilidade de 0,20 pUl/ml e um CV intra- e inter-ensaio de 1,8% e 2,5%,

respectivamente.



3.2.4 Avaliacéo laboratorial metabolica

As pacientes realizaram teste de sobrecarga de glicose com 75g e foi
dosada a insulinemia e glicemia aos 0 e 120 minutos. O indice HOMA
(Homeostatic Model Assesment) foi calculado multiplicando-se os valores de
insulina basais (uUl/ml) pelos valores basais de glicose (nmol/l) e dividindo-se o

produto por 22,5.

3.3 Avaliacao molecular
3.3.1 Extracdo do DNA gendémico de leucécitos periféricos

As amostras de DNA foram colhidas a partir de 4 ml de sangue periférico
que foram colhidos em acido diaminotetracético (EDTA, 25 mM). O botao
leucocitario foi obtido a partir da lise dos globulos vermelhos utilizando-se dois
volumes de solugéo de lise (NH4Cl 114 mM, NH4HCO3 1 mM) com incubacédo a
4°C por 30 minutos. O material foi centrifugado durante 15 minutos a 3000 rpm,
sendo desprezado o sobrenadante. O procedimento da lise de glébulos vermelhos
foi repetido por mais uma vez. O sobrenadante foi entdo descartado e o botdo de
células brancas foi ressuspenso em 2,4 mL de solugao de lise de glébulos brancos
(NaCl 150 mM, Tris-HCI 10 mM, pH 8,0; EDTA 10 mM pH 8,0) com 48 ul de
dodecilsulfato de soédio a 10% (SDS) (Sigma, St Louis, Mo, USA), e 40 ul de
proteinase K (10 ng/ml) (Gibco BRL, Gaithersburg, MD, USA).Este material foi
incubado a 37°C por 18 horas. Apds este periodo, foi adicionado 0,96 ml de
solugéo saturada de cloreto de sodio (6M) agitando-se o conjunto vigorosamente

durante 15 segundos, seguido de centrifugacdo a 3000 rpom. O sobrenadante foi



transferido para um novo tubo e o DNA foi precipitado acrescentando-se dois
volumes de etanol absoluto gelado, homogeneizando-se cuidadosamente por
inversdo. O DNA precipitado foi retirado do tubo e em seguida lavado em etanol
70%, durante 5 minutos, repetindo-se a operagao por mais trés vezes. Por ultimo,
o DNA foi lavado em etanol absoluto, sendo seco a temperatura ambiente. Apds o
procedimento, o DNA foi ressuspenso em tampé&o TE (10:01) (tris-HCI 10 mM, pH

8,0; EDTA 0,1 mM, pH 8,0) (Miller et al, 1988).

O DNA foi quantificado por absorbancia de luz a 260/280 nm em

espectrofotbmetro GeneQuant (Pharmacia Biotech, Cambridge, England).

3.3.2 PCR (Polimerase Chain reaction)

A PCR é um método in vitro rapido e versatil para a amplificacdo de
sequéncias-alvo de DNA definidas. O método é programado de maneira a permitir
a amplificagao seletiva de sequéncia(s)-alvo de DNA especifica(s) a partir de uma

colegao heterogénea de sequéncias de DNA.

Para permitir tal amplificagao seletiva, alguma informagéao prévia, a respeito
das sequUéncias-alvo, é necessaria. Essa informacdo é utilizada para desenhar
dois oligonucleotidios iniciadores (primers ou amplificadores), os quais sao
especificos para a sequéncia e apresentam, com frequéncia, cerca de 15 a 25
nucleotidios de extensdo. Na presenca de DNA-molde desnaturado, os primers se
ligam especificamente as sequéncias de DNA complementares (annealing). Na

presenca de uma DNA-polimerase termostavel apropriada (Tag DNA polimerase)



e de precursores de DNA (os quatro desoxirribonucleosideos trifosfatos, dATP,
dCTP, dGTP e dTTP), é iniciada a sintese de novas fitas de DNA, que sao
complementares a cada uma das fitas de DNA do segmento-alvo e que irdo se

sobrepor.

O DNA gendmico extraido do sangue periférico foi utilizado como substrato
para amplificacdo por PCR dos fragmentos que contém os polimorfismos de
interesse do gene da CAPN10 para os estudos por PCR alelo especifico, e RFLP-
PCR. Os oligonucleotideos iniciadores (“primers”) foram desenhados de acordo
com a sequéncia publicada e a abordagem metodologica. As sequéncias de
oligonucleotideos iniciadores utilizados nestas amplificacbes e o0s respectivos

tamanhos dos fragmentos se encontram na Tabela 1.

Todas as reagdes de PCR foram realizadas em termociclador (modelo PTC-
100 ,MJ Research Inc., Watertown MA, USA), utilizando primers especificos para
cada fragmento amplificado e com caracteristicas proprias do meétodo de

identificagao utilizado.

Tabela 1

Caracteristicas dos primers sintetizados para amplificagdo de DNA seguindo o

modelo proposto por Haddad et al, 2002.



Gene Localizag&o Sequéncia 5-3 Concentragdo | Fragmento
(nmol/L)
SNP44 CAPN10- Sense comum: ctcatcctcaccaagtcaaggce 1000 Alelo 1:60
g.4841T/C Alelo 1(T): cagggcgctcacgcttgctat 1000 Alelo 2:75
Alelo 67
2(C):gtgggcagaggactggtgggcgctcacgcttgctic
SNP43 CAPN10- Anti sense comum: catccatagcttccacgcctc 1000 Alelo 1:134
g.4852G/A Alelo 1(G): gcttagcctcaccttcaatc 1000 Alelo 2: 152
Alelo 2 (A): | 67
atcctcaccaagtcaagcgttagcctcaccttcaagt
SNP19 CAPN10- Sense: gtttggttctcttcagcgtggag 400 Alelo 1:155
g.7920inde132 | Anti sense: catgaaccctggcagggtctaag 400 Alelo2: 187
bp
SNP63 CAPN10- Sense: aaggggggccagggcctgacgggggtggCg 400 Alelo 1:162
g.1637C/T Anti sense: agcactcccagctcctgatc 400 Alelo 2:192

abordagens diferentes.

Foram genotipadas 4 variantes da Calpaina-10 (CAPN-10) utilizando-se 3

Os SNPs designados UCSNP43, UCSNP19 e UCSNP63 definem os

haplotipos de alto risco para susceptibilidade ao diabetes em mexicanos-

americanos e em duas populagdes do norte da Europa (Finlandia e Alemanha). O

quarto SNP (UCSNP 44) foi incluido com base nos efeitos funcionais sobre a

expressao da CAPN-10 (Horikawa, 2000) e nos dados que sugerem um papel




independente na susceptibilidade ao DM2 deste polimorfismo em familias

britanicas (Evans, 2001).

3.3.3 PCR alelo-especifico (teste de ARMS)

Mutagdes conhecidas podem ser identificadas pelo desenho de trés
primers, um especifico para o alelo mutante, o outro especifico para o alelo
selvagem (wild type) e um terceiro especifico da regido flanqueadora do exon. O
desenho é feito de maneira que o primer especifico para o alelo mutante termina
com a base mutada na extremidade 3'e o primer especifico para o alelo selvagem
termina com a base do alelo selvagem em sua extremidade 3°, funcionando como
uma “sonda”’ alelo especifica. Este método é usado para detectar mutacdes
especificas e foi chamado de sistema de amplificagdo de mutagado refrataria

(ARMS).

Os SNP 43 e SNP44 foram tipados usando esta metodologia empregando
dois primers alelo especifico que se diferenciam pelo tamanho pela insergdo de
uma cauda a posicdo 5 do primer especifico para o alelo mutante e um primer
comum. Estes primers alelo especifico também apresentam trocas de nucleotidios
que aumentam sua especificidade e as concentragbes foram ajustadas para
compensar as diferencas sobre as eficiéncias das duas amplificagcdes devido a
diferenga na dimensdo dos primers (Tabela 1). Os SNP’s 44 e 43 foram
analisados nas seguintes condigdes: em um volume de 50 pl contendo 0,2 U Taq
Polimerase, 200 umol de cada trifosfato de deoxinucleotideo (ANTP); 1X tamp&o

de PCR (16 mmol/L (NH4)2 SO4; 67 mmol/L Tris-HCI, pH 8,4; 0,01% Tween 20);



aproximadamente 50 ng DNA; 1,5 mmol/L MgCI2 e 5% de dimetilsulfato de sédio
(DMSO). As condi¢cbes da PCR foram otimizadas e incluiram uma desnaturagéo
inicial de 12 minutos a 96°C, seguida de 35 ciclos de desnaturagao a 96°C por 30
segundos, anelamento a 60°C por 30 segundos (SNP 44) e anelamento a 56°C
por 30 segundos (SNP 43), extensao a 72°C por 30 segundos e extensao final de
10 minutos a 72°C. As reagdes foram analisadas por eletroforese em gel de
agarose a 3%, coradas com brometo de etidio e visualizadas e fotografadas a luz

UVv.

O SNP19, por se tratar de um polimorfismo de delecao/inser¢cao de 2 ou 3
repeticbes de 32 pares de bases (pb), foi analisado diretamente apos a
amplificacdo por PCR, nas seguintes condicbes com os primers descritos na
tabela 1. Em um volume de 50 pl contendo 0,2 UTaq Polimerase, 200 umol de
cada trifosfato de deoxinucleotideo (dNTP); 1X tamp&do de PCR (16 mmol/L
(NH4)2 SO4; 67 mmol/L Tris-HCI, pH 8,4; 0,01% Tween 20); 50 ng DNA; e 1,5
mmol/L MgCI2 e 5% de dimetilsulfato de sédio (DMSO). As condigbes da PCR
foram otimizadas e incluiram uma desnaturacao inicial de 12 minutos a 96°C,
seguida de 35 ciclos de desnaturacédo a 96°C por 30 segundos, anelamento a
60°C por 30 segundos, extensdo a 72°C por 30 segundos e extenséo final de 10
minutos a 72°C. As reagdes foram analisadas por eletroforese em gel de agarose

a 3%, coradas com brometo de etidio e visualizadas e fotografadas a luz UV.

O SNP 63 foi tipado pelo método de RFLP-PCR (restriction fragment lenght

polymorphism) usando a enzima de restricdo Hhal.



Esta técnica identifica uma regiao do DNA amplificada por PCR através de
analise dos padrbes derivados de uma restricdo enzimatica. Os fragmentos
gerados tém tamanhos diferentes que correspondem a localizagdo dos sitios
especificos de restricdo para a enzima utilizada. A presenca ou auséncia de
mutagdes (ou polimorfismos) numa destas regides altera o padrao de clivagem

enzimatica determinando uma facil diferenciacéo entre os alelos.

A PCR foi realizada em um volume total de 50 ul contendo: 0,2 UTaq
Polimerase; 200 umol de cada trifosfato de deoxinucleotideo (dNTP); 1X tampéo
de PCR (16 mmol/L (NH4)2 SO4; 67 mmol/L Tris-HCI, pH 8,4; 0,01% Tween 20);
50 ng DNA; e 1,0 mmol/L MgCI2 e DMSO 5%. As condigbes da PCR foram
otimizadas e incluiram uma desnaturagao inicial de 12 minutos a 96°C, seguida de
35 ciclos de desnaturagcéo a 96°C por 30 segundos, anelamento a 62°C por 30
segundos, extensdo a 72°C por 30 segundos e extensdo final de 10 minutos a
72°C. A digestdo com a enzima Hhal foi realizada pela incubag¢ao do produto de
PCR com 3U de enzima a 37°C por 2 horas. As reagdes foram analisadas por
eletroforese em gel de agarose a 3%, coradas com brometo de etidio e

visualizadas e fotografadas a luz UV.

3.4 Andlise estatistica



As variaveis foram apresentadas como média e desvio padrao (DP) ou
como valores absolutos e percentuais. As médias foram comparadas pelo teste “t”
de Student e variaveis qualitativas pelo teste do Qui-quadrado com corregcédo de

Yates. Considerou-se o nivel de significancia como p<0,05.

Os dados obtidos foram submetidos a analise estatistica com o auxilio do
programa Statistical Package for Social Sciences, versdo 10.01 (SPSS, Chicago,

IL, USA).



4 RESULTADOS

4.1 Caracteristicas clinicas das pacientes estudadas

As caracteristicas clinicas e metabdlicas dos grupos de pacientes com
PCOS e HI estdo apresentadas na tabela 2. Os dois grupos diferem quanto a
idade, sendo que o grupo HI apresenta idade maior que o grupo PCOS

(p=<0,001).

Em relacdo ao IMC e a medida da cintura observamos valores mais
elevados no grupo PCOS (p=0,012 e p=0,004, respectivamente) comparados com
o grupo HI. No entanto, a relagcdo cintura/quadril n&do apresentou diferenca

estatisticamente significante (p= 0,076) entre os dois grupos.

Quanto a presenca de resisténcia insulinica avaliada pelo indice HOMA (>
3,8) encontramos uma frequéncia maior no grupo PCOS (69%) comparado com HI
(40%) (p=0,041). No entanto, a freqiéncia de pacientes com sobrepeso ou

obesidade foi similar entre os grupos com PCOS (67%) e HI (54%) (p=0,163).



Tabela 2: Caracteristicas clinicas

PCOS HI p
n=61 n=35
Idade (anos) 20,6 £5,9 27,2+ 10,6 < 0,01
IMC (kg/m?) ® 31,1485 26,7+ 5,8 0,012*
Cintura (cm) @ 93,7 +21,2 80,9 + 11,7 0,04
Relagdo cintura/quadril® 0,84 +0,12 0,81 + 0,07 0,248
Resisténcia insulinica 42 (69%) 14 (40%) 0,041
(HOMA >3,8)°
Sobgepeso/obesas (IMC > 41 (67%) 16 (52%) 0,163
25)

Dados foram expressos em média + desvio-padrao

®Teste t de Student
®y? com correcéo de Yates
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4.2 Andlise molecular dos polimorfismos SNP 44, SNP 43, SNP 19 e SNP 63
do gene da CAPN10

As amostras foram amplificadas por PCR conforme descrito em material e
meétodos e de acordo com a metodologia proposta por Haddad et al, 2002. As
figuras 1, 2, 3 e 4 mostram a amplificagdo por PCR para cada um dos 4 SNPs
estudados do gene da CAPN-10. Em cada gel representativo da amostra

estudada, observam-se pacientes homozigodticas ou heterozigdticas para o alelo

polimorfico.

Fig 1- Amplificacdo por PCR do SNP 44 do gene da CAPN-10. Gel de agarose
a 3% corado com brometo de etidio sob luz UV apresentando os produtos de PCR
do polimorfismo SNP 44 (4841T/C) do gene da CAPN-10. Os fragmentos de 60 pb
representam o alelo T e os fragmentos de 75 pb representam o alelo C
(polimorfico). As pacientes 1, 2, 3, 4, 5, 6, 9, 10, 11, 12 sdo homozigotas para
alelo T; a paciente 7 é homozigota para o alelo C. M= marcador de peso

molecular. N=controle negativo.
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Fig 2 - Produtos de PCR do polimorfismo SNP 43 do gene da CAPN-10. Gel
de agarose a 3% corado com brometo de etidio sob luz UV apresentando os
produtos de PCR do SNP 43 (4852G/A) do gene da CAPN-10. Os fragmentos de
134 pb representam o alelo selvagem e os fragmentos de 152 pb representam o
alelo mutante (polimorfico). A paciente 8 € homozigota para alelo G; as pacientes
1,2, 3, 5, 6 e 11 sdo homozigotas para o alelo A; e as pacientes 4, 9, 10, 12 e 13

sao heterozigotas.

M= marcador de peso molecular.

Fig 3 - Produtos de PCR do polimorfismo SNP 19 do gene da CAPN-10. Gel
de agarose a 3% corado com brometo de etidio sob luz UV apresentando os
produtos de PCR do SNP 19 (7920indel132pb) do gene da CAPN-10. Os
fragmentos de 155 pb representam o alelo Del (2 repeticdes com 32 pb) e os
fragmentos de 187 pb representam o alelo Ins (3 repeticdbes com 32 pb)

(polimorfico). As pacientes 1, 2, 4,10, sdo homozigotas para alelo Del; a paciente
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7 € homozigota para o alelo Ins. As pacientes 3, 6, 8 e 9 s&o heterozigotas. M=

marcador de peso molecular. N=controle negativo.

Fig 4 - Produtos de PCR do polimorfismo SNP 63 do gene da CAPN-10. Gel
de agarose a 3% corado com brometo de etidio sob luz UV apresentando os
produtos de PCR do SNP 63 (1637C/T) do gene da CAPN-10. Os fragmentos de
162 pb representam o alelo C e os fragmentos de 192 pb representam o alelo T
(polimérfico). As pacientes 1, 5, 9, 11 e 12 sdo homozigotas para alelo C; as
pacientes 2, 4, 6, 7 e 10 sdo homozigotas para o alelo T. A paciente 3 &
heterozigota.

M= marcador de peso molecular. N=controle negativo.



A partir destes resultados, foi analisada a distribuicdo dos gendtipos em
cada polimorfismo e sua frequéncia comparada entre os grupos PCOS e HI. Estes
resultados sao apresentados na tabela 3. As frequéncias estdo de acordo com o
equilibrio de Hardy-Weinberg (com exceg¢dao do SNP 44 no grupo PCOS). O
equilibrio de Hardy-Weinberg ¢ um modelo tedrico utilizado na genética de
populagdes que se baseia nas seguintes hipoteses: 1) a populagcéo tem a mesma
probabilidade de se combinar e esta combinagéo é ao acaso; 2) a populagao é
suficientemente grande, minimizando as diferencgas existentes entre os individuos;
3) a populagao nao esta submetida a migragdo, mutagao ou selegao (ou seja, nao
ha perdas nem ganhos de alelos); e 4) as freqléncias génicas e genotipicas se
mantém constantes de geragcdo a geragdo. Nestas circunstancias, considera-se

que a populacédo se mantém em equilibrio.

Em relacdo a analise dos gendtipos dos polimorfismos do gene da CAPN-
10 nos grupos estudados, observou-se uma maior frequéncia do gendtipo AA do
SNP 43 (homozigose polimorfica) no grupo PCOS (13%) em relacdo ao grupo HI
(3%). No entanto esta diferenga nédo foi estatisticamente significativa (p=0,14). As
frequéncias dos demais gendtipos do SNP43 n&o foram diferentes

estatisticamente na comparacé&o entre os dois grupos.

Na analise dos gendtipos do SNP 19 encontramos uma maior frequéncia do
genotipo deletado (Del/Del) no grupo HI (23%) comparado com o grupo PCOS
(7,0%). No entanto, as frequéncias dos gendétipos do SNP 19 ndo foram diferentes

estatisticamente na comparacéo entre os dois grupos (p=0,71).



A andlise dos gendtipos do SNP 63 ndo apresentou diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos estudados (p=0,82). Sendo assim, a

distribuicdo dos gendétipos do SNP 63 foi igual entre os dois grupos (tabela 3).



Tabela 3: Anélise da frequéncia genotipica dos polimorfismos do gene da CAPN10 nas pacientes com PCOS e HI.

PCOS HI p
SNP44 TT 48 (0,81) 23 (0,68)
TC 3(0,05) 7 (0,20)
cC 8 (0,14) 4(0,12)
Total 59 38,88; <0,0012 34 4,22: 0,062
0,52°
SNP43 GG 25 (0,42) 20 (0,59)
GA 27 (0,45) 13 (0,38)
AA 8 (0,13) 1 (0,03)
Total 60 0,028; 0,87° 34 0,726; 0,64 °
0,14°
SNP19 Del/Del 4 (0,07) 8 (0,23)
Delllns 34 (0,61) 15 (0,43)
Ins/Ins 18 (0,32) 12 (0,34)
Total 56 0,513; 0,47° 35 3,81; 0,0512
0,71°
SNP63 cC 34 (0,76) 25 (0,76)
CT 10 (0,22) 5(0,15)
TT 1(0,02) 3 (0,09)
Total 45 0,067; 0,572 33 1,02; 0,33
0,82°

Del = delecao (2 repeticdes de 32 pb); Ins= insergao (3 repeticdes de 32 pb)
2 42 com correcdo de Yates —equilibrio de Hardy-Weinberg (p?+2pq+g®=1,0)
® 2 com corregdo de Yates na comparagao entre os dois grupos



As freqUéncias alélicas de cada SNP estudado observadas no grupo total
de pacientes e nos grupos PCOS e HI separadamente estdo apresentadas na

Tabela 4.

A analise da frequéncia alélica dos SNP 44 (T/C), SNP 43 (G/A), SNP 19
(Del/lns) e SNP 63 (C/T), entre os grupos de pacientes estudadas, ndo apresentou
diferenga estatisticamente significante. Assim, comparando os dois grupos os

alelos apresentam-se em frequéncias muito semelhantes.



Tabela 4

: FreqUéncia alélica

SNP 44 SNP 43 SNP 19 SNP 63
(n=89;178) (n=90;180) (n=87;174) (n=74;148)

Alelos T % C % G % A % Del % Ins % C % T %
Total 147 825 31 175 122 68 58 32 67 385 107 615 129 87 19 13
HI 48 80 12 20 45 75 15 25 25 40 37 60 51 88 7 12
PCOS 99 84 19 16 77 64 43 35 42 375 70 625 78 87 12 13

v 0,42 2,15 0,134 0,05

P 0,535 0,176 0,747 1,000




Comparamos as caracteristicas clinicas dos dois grupos em relagao aos
alelos de cada polimorfismo estudado. Estes resultados estdo apresentados nas

tabelas, 5, 6, 7 e 8.

A anadlise das caracteristicas clinicas dos grupos com relagdo ao SNP 44
(tabela 5) revelou uma diferenga estatisticamente significativa com relagao a
média da medida da cintura (p=0,007) no grupo HI, enquanto que no grupo PCOS

nenhum parametro apresentou diferencga estatisticamente significativa.

A analise da presenca de resisténcia insulinica avaliada pelo indice HOMA
nao apresentou diferenga entre os alelos em nenhum dos dois grupos. No entanto,
ao estratificarmos os grupos para presengca de sobrepeso ou obesidade,
observamos uma diferenca estatisticamente significativa na frequéncia dos alelos
do SNP 44 no grupo HI. O alelo C é mais frequente que o alelo T entre as
pacientes com sobrepeso ou obesas do grupo HI. No grupo PCOS, estratificado
para o IMC, nao foi observada diferenga significativa na frequéncia alélica do SNP

44,

A anadlise das caracteristicas clinicas dos grupos com relagdo ao SNP 43
(tabela 6) também revelou uma diferenga estatisticamente limitrofe com relagao a

média da medida da cintura (p=0,05) apenas no grupo Hl.



A analise da presenca de resisténcia insulinica avaliada pelo indice HOMA
e a estratificacdo dos grupos para a presenca de sobrepeso ou obesidade nao

apresentaram diferenca entre os alelos do SNP 43 em nenhum dos dois grupos.



Tabela 5: Frequiéncia alélica do SNP44

A.
SNP 44 PCOS HI
T C p T C p
Idade 20,66 + 20,68+ 0,985 259 + 30,1+ 0,161
6,11 4,32 5,66 5,62
IMC 305+79 324+ 047 259+ 30,1+ 0,029*
10,7 5,66 5,62
Cintura 93,6 +19,2 888+ 042 70,7+ 89,0+ 0,007*
29,8 11,9 7,3
Cint/quad 0,84+0,11 0,81+ 0,30 0,81+ 0,82+ 0,80
0,19 0,07 0,05
*Teste t de Student p<0,05
B.
SNP44 PCOS HI
T C p T C p
Resisténcia HOMA < 31 7 30 4
insulinica 3,8
HOMA >3,8 68 12 0,63 18 8 0,06
Sobrepeso/obesas IMC < 25 43 7 24 2
IMC > 25 56 12 0,59 22 10 0,028*

x% com correcdo de Yates



Tabela 6: Frequéncia alélica do SNP43

A.
SNP 43 PCOS HI
G A p G A p
ldade 20,4+ 5,86 20,8 £ 5,98 0,67 27,3 +5,86 25,4 +£5,79 0,68
IMC 30,1 +£8,7 32,6+ 8,3 0,13 27,2+5,7 254+5,8 0,29
Cintura 91,1+21,3 97,3 +20,7 0,14 82,8+ 11,7 75,8 +£10,9 0,05
Cint/quad 0,82 +0,12 0,87 £ 0,13 0,08 0,82 + 0,06 0,79 +£ 0,07 0,192
*Teste t de Student p<0,05
B.
SNP 43 PCOS HI
G A p G A p

Resisténcia insulinica HOMA < 3,8 27 11 18 8

HOMA > 3,8 50 32 0,2 25 7 0.4

IMC < 25 29 11 18 8
Sobrepeso/obesas

IMC > 25 40 32 0,17 25 7 0,4

v* com correcdo de Yates



A analise das caracteristicas clinicas dos grupos com relagdo ao SNP 19
(tabela 7) ndo apresentou diferenga estatisticamente significativa em nenhum
parametro nos dois grupos, bem como a presenga de resisténcia insulinica
avaliada pelo indice HOMA. No entanto, observamos diferenca na freqtiéncia de
individuos do grupo PCOS portadores do alelo Ins entre as pacientes

estratificadas para sobrepeso ou obesas que foi estatisticamente limitrofe(p=0,05).

A andlise das caracteristicas clinicas, presenca de resisténcia insulinica e
estratificacdo para sobrepeso ou obesidade com relagdo ao SNP 63 nao
apresentou nenhuma diferenga estatisticamente significativa em nenhum dos dois

grupos (tabela 8).



Tabela 7: Frequéncia alélica do SNP19

A.
SNP 19 PCOS HI
2R 3R p 2R 3R p
ldade 19,8 £ 5,74 20,8 £ 5,86 0,375 26,78 £5,89 26,6 +582 0,6
IMC 29,2+9/1 32,4 +8,3 0,06 26,8 +5,9 26,6+58 09
Cintura 88,3 +20,3 91,9+ 19,9 0,5 87,2+15,5 934+19,1 0,2
Cint/quad 0,82+0,14 0,85 +0,12 0,23 0,82 +£ 0,05 0,80 +0,07 0,21
Teste t de Student p<0,05
B.
SNP 19 PCOS HI
2R 3R p 2R 3R p
Resisténcia HOMA < 3,8 17 21 14 20
insulinica
HOMA > 3,8 25 49 0,2 9 17 0,6
Sobrepeso/obesas
IMC <25 19 19 10 18
0,05 0,38
IMC > 25 23 51 15 17

v* com correcdo de Yates



Tabela 8: Frequéncia alélica do SNP63

A.
SNP 63 PCOS HI
C T p C T p
Idade 20,8 +6,42 19,0 £ 3,78 0,2 26,6 + 5,76 28,6 + 6,59 0,13
IMC 31,5+9,3 28,2+8,0 0,25 26,6 +5,8 28,6 + 6,6 0,38
Cintura 90,1+ 19,9 87,4+11,8 0,5 81,3+11,7 83,6 +12,9 0,60
Cint/quad 0,86 + 0,1 0,82 + 0,09 0,20 0,82 + 0,06 0,80 + 0,03 0,72
Teste t de Student p<0,05
B.
SNP 63 PCOS HI
C T p C T p
Resisténcia HOMA < 3,8 57 9 27 5
insulinica
HOMA > 3,8 71 10 0,8 24 2 0,4
Sobrepeso/obesas
IMC < 25 27 5 23 3
IMC > 25 51 8 0,7 28 4 0,9

x* com correcdo de Yates



Diante dos resultados obtidos, considerou-se conveniente analisar o grupo
inteiro quanto a frequéncia alélica dos SNP 44, 43, 19 e 63 em relagcdo a
resisténcia insulinica. Assim, o grupo inteiro de pacientes foi estratificado
utilizando a variavel indice HOMA, considerando o valor de 3,8 como ponto de
corte. Nao foram observadas diferengas estatisticamente significativas entre as

frequéncias alélicas nos dois grupos (tabela 9).



Tabela 9: Frequéncia alélica versus resisténcia insulinica

SNP 44 SNP 43 SNP 19 SNP 63
(n=89;178) (n=90;180) (n=87;174) (n=74,;148)

Alelos T % C % G % A % Del % Ins % C % T %

Total

(n= 147 825 31 17,5 122 68 58 32 67 385 107 615 129 87 19 13
92;

184)

HOMA

> 3,8 61 84,7 11 153 53 73,6 19 264 31 431 41 56,9 57 864 9 13,6
(n=

36;

72)

HOMA

<38 86 81,1 20 199 69 639 39 36,1 36 353 66 64,7 72 87,8 10 12,2
(n=

56;

112)

X? 0,384 1,870 1,074 0,068

p 0,688 0,195 0,344 0,81




5 DISCUSSAO

Hiperandrogenismo é o termo usado para descrever os sinais clinicos
mais comuns (hirsutismo, acne e alopecia) em mulheres com niveis circulantes
aumentados de androgénios ou alteragcbes na sua agédo sobre o foliculo
pilosebaceo. Nesta Ultima situacdo, ocorre excessiva utilizacdo dos
androgénios pelo tecido cutaneo, apesar de suas concentragdes circulantes
serem normais (Serafini & Lobo, 1985; Oliveira et al, 2003). Assim, estas
mulheres apresentardo manifestagcdes isoladas de hiperandrogenismo, na
presenga de ciclos menstruais regulares, fertilidade preservada e niveis
hormonais normais. Este quadro € denominado hirsutismo (ou acne) idiopatico
(Azziz et al, 2000). Na outra ponta do hiperandrogenismo, quando associado a
niveis circulantes aumentados de androgénios, estes decorrem de alteragdes
nos ovarios ou adrenais com aumento na produgédo de androgénios (Spritzer et
al, 2002). Varias etiologias estdo relacionadas com o hiperandrogenismo de
origem glandular, mas a condicdo mais frequente em mulheres na idade
reprodutiva é a sindrome dos ovarios policisticos (PCOS), afetando 5-10% das
mulheres nesta fase (American Association of Clinical Endocrinologists

Medical). A apresentagdo clinica €& bastante heterogénea podendo incluir



hirsutismo e acne, oligo ou amenorréia e, consequentemente, anovulagao e
infertilidade, associados a concentragcbes aumentadas de androgénios
circulantes. Além disso, com freqliéncia observa-se a presenca de resisténcia
insulinica nestas pacientes (Dunaif et al, 1989; Ehrmann et al, 2005; Spritzer et

al, 2001).

A resisténcia insulinica confere um risco maior para o desenvolvimento
do DM2. Os estudos em familias e com gémeos monozigoéticos indicam que o
DM2 tem um importante componente genético (Kahn, 1994). Por outro lado,
existe uma relacdo entre a PCOS e o desenvolvimento em longo prazo de
doencgas metabdlicas como a tolerancia diminuida a glicose, DM2 e dislipidemia
(Wild, 1995; Dunaif, 1995). A tolerancia diminuida a glicose e o DM2 séo
encontrados em até 40 a 45% das pacientes com PCOS (Legro et al,1999;

Ehmann et al,1999 ).

Enquanto a etiologia da PCOS ainda permanece desconhecida,
evidéncias apontam para um papel importante da hiperinsulinemia, secundaria
a resisténcia insulinica, sobre a patogénese das anormalidades reprodutivas
através da estimulagao da producao ovariana de androgénios (Book e Dunaif,
1999). A hiperinsulinemia é também considerada fator de risco independente
para o desenvolvimento da aterosclerose e doenga arterial coronariana
(Conway et al, 1992). Assim, os achados clinicos e bioquimicos do
hiperandrogenismo nas pacientes com PCOS podem ser precursores ou
simultaneos com os disturbios metabdlicos que terdo um efeito principal sobre

sua saude a partir da 4°. década de suas vidas (Dahlgren et al, 1992).



A obesidade tem sido observada em 30-50% das pacientes com PCOS,
contribuindo para o aumento da probabilidade da ocorréncia destes disturbios
metabdlicos. Geralmente, o padrdo de obesidade apresentado é “andréide” e
reflete-se no aumento da circunferéncia da cintura, da relagao cintura/quadril e
outras mensuragdes da distribuicdo de gordura corporal. O padrao andréide da
distribuicdo da gordura corporal esta associado com a concentracido de
androgénios e lipoproteinas, sobre a tolerancia a glicose, e sobre a secrecgao
de insulina (Morales et al, 1996). E importante salientar que a resisténcia a
insulina em mulheres com PCOS pode ocorrer tanto nas obesas quanto nas
pacientes com peso normal (Nestler e Jakubowicz, 1997; Dunaif, 1989),
embora o impacto metabdlico seja maior entre as obesas (Legro et al, 1999;

Ehrmann et al, 1999; Spritzer et al, 2001).

Em nosso estudo, as pacientes com PCOS eram mais jovens e
apresentaram valores médios de IMC e da medida da cintura maiores, quando
comparadas ao grupo Hl. Além disso, o grupo PCOS apresentou também uma
freqUéncia estatisticamente maior de sobrepeso e obesidade (IMC= 25) que o
grupo HI. Estes dados sao o reflexo do desenho experimental deste trabalho
que foi o de um estudo transversal. Neste caso, as pacientes hirsutas que
preenchiam os critérios de inclusdo eram alocadas de forma sequencial no
estudo. Desta forma, como ndo houve pareamento dos grupos, as pacientes
com PCOS acabaram sendo mais jovens e mais freqlientemente obesas que o
grupo controle com HI. Além disso, as PCOS apresentaram médias de insulina
e HOMA mais elevadas que as HI. Estas diferengas indicam exatamente este

perfil de maior risco metabdlico do PCOS e a relevancia de pesquisas que



busquem identificar marcadores genéticos para os disturbios metabdlicos
nestas pacientes. Se houvéssemos selecionado pacientes dos dois grupos com
perfil antropométrico e metabdlico mais homogéneo, poderiamos ter um viés na
inclusdo de individuos que nao representam a realidade tanto para PCOS

quanto para Hl.

Por outro lado, a maioria dos trabalhos nesta area estabelece
comparagdes entre grupos de risco e individuos saudaveis e ndo expostos a
estes riscos como grupo controle. No entanto, no presente estudo, a idéia de
se avaliar um grupo controle composto de mulheres com hirsutismo idiopatico
representa um modelo ja validado na literatura a partir da experiéncia prévia do
grupo de pesquisa (Spritzer et al, 2000; Frajndlich & Spritzer, 2005; Spritzer et
al, 2005). Como ja referido, as mulheres com HI correspondem a um grupo de
pacientes hiperandrogénicas que n&o apresentam niveis circulantes elevados
de hirsutismo, mas sim alteragdes nas ag¢des e no metabolismo de androgénios
no foliculo piloso (Serafini & Lobo, 1983; Oliveira et al, 2003). Assim, estas
mulheres tem ciclos regulares e ovulatérios, perfil hormonal e metabdlico
normal como outras mulheres saudaveis nao-hirsutas mas consultam pelas
mesmas queixas de hirsutismo que as pacientes com PCOS. Isso as torna um
grupo adequado para os estudos envolvendo PCOS (Spritzer et al, 2001;

Comim et al, 2004).

Tem sido proposto que variantes genéticas comuns podem contribuir de
maneira significativa para a susceptibilidade genética a doencas, implicando

diretamente como causa primaria a variante menos frequente. A utilidade



destes marcadores é determinada pela heterozigosidade na populagéao e desta
forma qualquer abordagem de descoberta de SNPs envolve tanto a sequéncia
de DNA quanto a determinagao de sua frequéncia alélica. As variantes mais
relevantes sao as localizadas nas regides codificadora e reguladora dos genes,
embora a regidao nao codificadora do DNA também contenha sequéncias
importantes para a fungao reguladora. Os SNPs sao geralmente usados em
projetos de grande capacidade de processamento, obrigando a utilizagdo de
métodos de detecgao apropriados para facilitar a analise de grande numero de
polimorfismos e de grande numero de amostras de pacientes. Os estudos de
associacdao buscam detectar diferengcas nas freqléncias destas variantes
genéticas entre individuos afetados nao relacionados e controles. Este método
tem sido usado nas abordagens de genes candidatos e no mapeamento fino de
genes de doencas em regides identificadas pelas anadlises de ligacdo. Os
estudos de associagao genética podem ser diretos ou indiretos. Os estudos
diretos testam a hipotese de que determinados SNPs sao o fator causal na
predisposicdo a susceptibilidade a doenca quando a sua frequéncia é

significantemente maior nos individuos afetados versus nao afetados.

O gene da calpaina-10 (CAPN-10), que codifica um membro da familia
de cisteina proteases, foi posicionalmente clonado dentro da regidao NIDDM1
(HoriKawa et al, 2000). Os estudos de associagdo usando marcadores
intragénicos do gene CAPN-10 revelaram que diferentes alelos podem
contribuir para a predisposicao ao DM2 em diversas populagdes (HoriKawa et
al, 2000; Garant t al, 2002), bem como modificar o processamento da pro-

insulina e da secregao de insulina em individuos nao diabéticos (Stumvoll et al,



2001). Embora a fungdo da calpaina-10 no DM2 permanega ainda
desconhecida (Permut et al, 2000), o polimorfismo no intron 3 do gene CAPN-
10 (SNP-43) parece estar associado com niveis reduzidos de RNAm da CAPN-

10 no musculo e com a resisténcia insulinica (Baier et al, 2000).

Desde a sua identificacdo e associacdo ao DM2, o gene da CAPN-10
vem sendo avaliado também em outros fenétipos e tratos como a PCOS, o
hirsutismo idiopatico (HI), a resisténcia a insulina, e os niveis de acidos graxos
livres, glicose e colesterol sérico. (Ehrmann et al, 2002; Gonzalez et al, 2002;
Haddad et al, 2002; Rasmussen et al, 2002; Orho-Melander et al, 2002; Lynn et
al, 2002; Daimon et al, 2002). O primeiro estudo do gene CAPN-10 em
pacientes com PCOS, realizado no Reino Unido, forneceu a primeira evidéncia
de seu envolvimento na susceptibilidade a sindrome. Neste estudo uma
associacao estatisticamente significativa ao SNP-44 foi identificada (Haddad et
al, 2000). No entanto, o mesmo grupo em estudo posterior ndo confirmou seus
achados preliminares numa analise mais extensa recentemente publicada
(Haddad et al, 2002).

Por outro lado, Ehrmann et al, 2002 identificaram uma combinacao de
haplétipos (gendtipo 112/121) que parece estar associada com um aumento de
duas vezes do risco a PCOS em pacientes de origem africana-americana e
caucasianas. Baseados nestes resultados preliminares, Gonzalez et al, 2002a
relataram a associacdo de alelo do SNP-44 com PCOS na populagao
espanhola a qual foi confirmada em estudo posterior desta vez apresentando

uma correlagado haplotipo-gendtipo e estratificando os grupos com relagao a



presencga ou auséncia de ovarios policisticos a ultrassonografia (Gonzalez et al,

2002b).

No presente estudo analisamos o gendtipo de 97 pacientes
hiperandrogénicas reunidas em dois grupos, segundo critérios diagnosticos ja
validados: PCOS e HI. A frequéncia de quatro polimorfismos do gene CAPN-10
foi avaliada (SNP-44, SNP-43, SNP-19 e SNP-63) e a escolha dos mesmos foi
baseada em estudos prévios ja citados que mostraram algumas evidéncias
sugerindo frequéncias de associacao significativas para estes polimorfismos.
Inicialmente, comparamos a distribuicdo dos gendtipos em cada polimorfismo e
avaliamos suas frequiéncias. Com exceg¢ao do SNP-44, as frequéncias de todos
os polimorfismos se encontravam em equilibrio de acordo com Hardy-
Weinberg. Nenhum polimorfismo apresentou diferenga estatisticamente
significativa entre os dois grupos. Quanto a frequéncia alélica isoladamente
também nao encontramos diferengas significativas entre os grupos estudados.
Nossos resultados, usando como grupo controle pacientes hirsutas com HI séo
semelhante aos observados por outros grupos que compararam PCOS com

mulheres normais nao hirsutas (Gonzalez et al, 2002a).

Com relacdo a frequéncia dos alelos do SNP-44 em relacdo as
caracteristicas clinicas dos grupos PCOS e HI, encontramos que no grupo HI, o
alelo C era mais frequente que o T entre as pacientes com medida da cintura e
IMC mais elevados. Além disso, este alelo também foi estatisticamente mais
freqiente nas pacientes HI com sobrepeso ou obesas. Estes achados nao
eram esperados, uma vez que nossa hipétese, com base nos dados da

literatura, era que houvesse uma maior freqiéncia do alelo polimérfico entre as



pacientes com PCOS e ndo entre as HI. Por outro lado, como descrito em
Material e Métodos, o SNP-44 foi o unico entre os estudados que nao estava
em equilibrio de Hardy-Weinberg. Nesta situacédo, sera importante confirmar

estes resultados a partir de nova avaliagao, utilizando sequenciamento direto.

Neste estudo, ndo observamos associagcdo significativa entre a
freqUéncia dos alelos do SNP-43 e as caracteristicas clinicas avaliadas entre
os grupos de pacientes com PCOS e Hl.

Evans et al, 2001 estudando pacientes ingleses com diabete,
evidenciaram uma forte relagcdo entre o SNP-43 e resisténcia insulinica. Em
nosso estudo, o grupo PCOS apresentou uma maior freqiéncia de resisténcia
insulinica, avaliada pelo indice HOMA (= 3,8), quando comparado com o grupo
HI. No entanto, ndo observamos diferengas significativas com relacdo a
freqiéncia do alelo G do SNP-43 e a resisténcia insulinica em nenhum dos

grupos estudados.

Por outro lado, nossos dados estdo de acordo com os de Haddad et al
2002, que compararam PCOS e controles normais e nao encontraram
resultados positivos quanto a variaveis relacionadas com obesidade ou
resisténcia insulinica. Os resultados descritos aqui também confirmam os de
Escobar-Morreale et al, 2002 que incluiram no seu estudo um grupo com Hl
além de pacientes com PCOS e normais, ndao tendo observado maior
suscetibilidade a risco metabdlico em pacientes com PCOS e alelo C. Estes

autores, no entanto observaram que a presenca de alelo polimorfico em



homozigose estava associado a hirsutismo, independente do diagndstico,

variavel esta que nao foi avaliada no presente trabalho.

Ao avaliarmos a freqléncia dos alelos do SNP-19 em relagdo as
caracteristicas clinicas dos dois grupos, observamos no grupo PCOS uma
maior frequéncia no alelo polimérfico Ins entre as pacientes com
sobrepeso/obesidade e que teve uma significancia limitrofe. Este dado é
interessante pois remete a questdo da maior prevaléncia de obesidade entre
pacientes com PCOS . Embora seja bem conhecida a associacdo entre
resisténcia insulinica e obesidade, varios mecanismos moleculares poderiam

estar envolvidos nessa associagao.

Hoffstedt et al, 2002 estudaram a relagdo entre a presenca dos
polimorfismos do gene da CAPN-10 e a lipdlise estimulada pelos receptores p3-
adrenérgicos em cultura de células de tecido adiposo subcutdneo abdominal
humano. Estes autores encontraram uma forte associagao entre o genaétipo Del
do SNP-19 e a redugao da fungao lipolitica. Os individuos homozigéticos para o
gendtipo Del/Del do SNP-19 apresentaram uma reducdo de 30 vezes na
sensibilidade destes receptores em comparagdo com os individuos com
gendtipos Del/lns e Ins/Ins. E possivel que a atividade destes receptores
estimule a termogénese através da acdo lipolitica no tecido adiposo pelo
aumento da producdo de acidos graxos. Entretanto, € preciso também
considerar que os receptores Bs-adrenérgicos tem um efeito lipolitico menor
sobre o tecido adiposo subcutaneo do que os subtipos B4 e B2. A causa da

obesidade nas pacientes com PCOS permanece obscura. Uma hipétese seria



o efeito lipogénico provocado pela hiperinsulinemia. Outra possibilidade € que a
falta de progesterona predisponha ao aparecimento da obesidade abdominal e
a uma mudanca no tipo de fibra muscular, ambos contribuindo para o
aparecimento de alteracbes metabdlicas e aumentando o risco para doengas

cardiovasculares (Ehrmann et al,1995).

Finalmente, o estudo dos alelos do SNP-63 ndao permitiram demonstrar
qualquer associagcdo com as variaveis clinicas e metabdlicas estudadas, tanto
entre as PCOS quanto entre as HI. As variantes polimérficas deste SNP
também foram estudadas por outros autores em relagdo a pacientes com
PCOS e os dados atuais reforcam a idéia de uma auséncia de associagao

isolada com o SNP-63 (Haddad et al, 2002; Ehrmann et al, 2002).

O tamanho da amostra aqui estudada foi similar a de alguns outros
estudos avaliando individuos com PCOS. Contudo, considerando que a
hipétese inicial do trabalho, com base nos dados da literatura, estava
relacionada a uma associacao entre polimorfismos da CAPN-10 e resisténcia
insulinica e tendo em vista que a maior parte dos resultados foi negativa,
pareceu-nos adequado analisar o conjunto das pacientes hirsutas em relagao
especificamente ao HOMA. Entretanto, ndo foi possivel evidenciar uma
associacao entre a frequéncia alélica isolada dos SNP 44, 43, 19 e 63 com
relacdo a variavel HOMA. A auséncia desta associagcao pode ser, em parte
explicada pela pouca acuracia das variaveis utilizadas para caracterizar
presenca de resisténcia insulinica, em especial o indice HOMA. Embora esta

variavel apresente boa associacdo com os resultados obtidos com o clamp



euglicémico hiperinsulinémico, pontos de corte que definam resisténcia
insulinica em diferentes populagdes nao estdo ainda estabelecidos e limites
arbitrarios, como o utilizado neste estudo, tem sido adotados (Katz et al, 2000;

Mahter et al, 2001; Spritzer et al, 2005).

Além disso, cabe notar que ndo esgotamos, no presente trabalho, a
analise da associagao dos polimorfismos da CAPN-10 com outras variaveis
clinicas, metabdlicas e hormonais. Estas analises estdo sendo realizadas pelo

grupo de pesquisa.

Finalmente, embora n&o tenha sido o caso aqui, diferentes resultados
podem ser obtidos quando populagdes distintas sdo estudadas e esta € uma
constante preocupagao nos estudos de associagcdo genética (Altshuler, 2000;
Cardon & Bell, 2001). Estudos com pouco poder estatistico podem, em parte,
explicar eventuais dificuldades na reproducdo de resultados (Song). As
diferencas étnicas/geograficas nas frequéncias destas variantes da CAPN-10

podem também ser pronunciadas entre multiplas populagdes.

Assim, nosso estudo contribui para aprofundar o conhecimento sobre o
envolvimento dos polimorfismos do gene da CAPN-10 com relacdo a
obesidade e resisténcia insulinica em pacientes com PCOS, oriundas de uma
populagdo do sul do Brasil. No contexto do enfoque utilizado na presente
pesquisa, que foi a analise isolada de variaveis antropométricas e metabdlicas,
nossos resultados sugerem a auséncia de associagao entre os polimorfismos

do gene da CAPN-10 e PCOS. Outros estudos serao necessarios, avaliando



os demais aspectos fenotipicos nestas pacientes bem como a analise de

combinacgao de haplotipos dos SNPs aqui estudados.



6 CONCLUSOES

Os dados obtidos no presente trabalho demonstram que entre as
pacientes PCOS e HI ndo houve diferenca entre a frequéncias

genotipicas e alélicas dos SNPs 44, 43, 19 e 63.

A comparagao das caracteristicas clinicas dos dois grupos em relagao
aos alelos de cada polimorfismo estudado mostrou que, nas condicdes
experimentais utilizadas para o SNP-44, o alelo C foi mais frequente

entre as pacientes com sobrepeso e obesas do grupo HI.

Quanto ao SNP-19 da CAPN-10, a comparagdo das caracteristicas
clinicas dos dois grupos evidenciou que o alelo Ins pode ser mais
freqUente (significaAncia limitrofe) entre pacientes PCOS estratificadas

para sobrepeso ou obesas.

Nao houve diferenca na comparacdo das caracteristicas clinicas

avaliadas e a frequéncia alélica para os SNPs 43 e 63.



A andlise da amostra total de pacientes hiperandrogénicas, ou seja,
pacientes com PCOS e HI agrupadas nao evidenciou diferenga entre a
frequéncia alélica das variantes genéticas estudadas para a CAPN-10 e
a presenca de resisténcia insulinica, avaliada pelo indice HOMA,

considerando o valor de 3,8 como ponto de corte.
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