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Frequéncia do polimorfismo da glicoproteina Illa de plaquetas (PI1*?) em
mulheres com diabetes mellitus tipo 2
Platelet glycoprotein Il1a polymorphism (PIAZ) frequency in Type 2 diabetic women
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O polimorfismo da glicoproteina Illa de plaquetas esta associado a um aumento no
risco de doengas arteriais coronarianas. Mulheres com diabetes mellitus tipo 2 apre-
sentam um aumento de cinco vezes no risco para doengas arteriais coronarianas
quando comparadas com mulheres ndo-diabéticas. O objetivo do presente estudo foi
verificar a frequéncia do polimorfismo da glicoproteina Illa (PI*?) em mulheres com
diabetes mellitus tipo 2 e comparar com a frequéncia descrita na literatura. A analise
do polimorfismo PI*? foi realizada para 62 mulheres com diabetes mellitus tipo 2
através da reacdo em cadeia da polimerase seguida de analise do polimorfismo de
tamanho de fragmento de restricdo (PCR-RFLP). As frequéncias observadas foram
81% para PI*'A!, 18% para P14'%? e 1% para PI***2, Nao houve diferenca significativa
entre as frequéncias observadas e as frequéncias descritas na literatura. Nossos resul-
tados sugerem que a frequéncia do polimorfismo P12 em mulheres com diabetes mellitus
tipo 2 é a mesma observada na populagédo em geral. Rev. Bras. Hematol. Hemoter.
2009;31(1):15-18.
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Introducéo

As plaquetas sdo pequenos fragmentos citoplas-
méticos de megacariocitos que ndo possuem nucleo, apre-
sentam diametro de 2 um e vida média de seis a dez dias.!
Apesar daaparénciamorfol 6gicasimples namicroscopiaoti-
ca, as plaquetas possuem uma estrutura funcional complexa
que permite um rapido reconhecimento da lesdo vascular e
inicio daformagao do tampéo plaquetério.t?

A glicoproteina llbllla é o receptor de superficie pla-
quetdrio mai s abundante e apresentaum papel fundamental na
formacdo de trombos, pois promove aligacéo das plaquetas
por intermédio do fibrinogénio e do fator devon Willebrand.®

Estudos recentes tém mostrado que o polimorfismo na
glicoproteinallla(Pl*?), em homozigose, estaassociado aum
risco trésvezes maior de doenca cardiovascul ar isquémicae
de quatro vezes maior de infarto do miocérdio. A influéncia
funcional do polimorfismo sobre a reatividade da plagueta
permanece sem explicacdo.*® A associacdo entre o alelo PIA?
e eventos cardiovascul ares aindando € consideradaum acha-
do consistente,® entretanto, ja foi descrito que o aelo PIA?
estd associado a um aumento da agregacéo plaquetéria® e
gue o polimorfismo promove umainteracdo maisintensacom
ofibrinogénio.”

Homens e mulheres com diabetes mellitus tipo 2 apre-
sentam um risco aumentado paradoencaarterial coronariana
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(DAC) devido as complicagdes macrovascul aresinerentes a
doenca.®® Para os homens ha duplicagéo do risco total para
DA C quando comparados com homens sem diabetes, e para
as mulhereshaum aumento de cinco vezes quando compara-
das com mulheres ndo-diabéticas. O aumento do risco
cardiovascular para mulheres diabéticas ja foi confirmado
por estudos epidemiol 6gicos. %

Entre os individuos ndo diabéticos, as mulheres apre-
sentam um risco cardiovascular menor que o dos homens.
Defato, o diabetes "anuld" o efeito protetivo da mulher em
relacdo a doenca cardiovascular. Nas mulheres, o controle
glicémico é afetado pelaaltaincidénciadedistdrbiosalimen-
tares, uso de contraceptivo hormonal, menstruacéo, gravi-
dez e climatério. Outrosfatorestambém contribuem paraace-
leracdo dorisco de DA C em mulherescom diabetes, taiscomo
hipertensdo arterial, dislipidemia, obesidade central, depres-
s80 e baixo nivel socioecondmico.™

Mulheres com niveis normais de estrogeno, geralmen-
te apresentam baixo risco cardiovascular. Namenopausa, com
areducdo do estrogeno, observa-se aumento do LDL c, redu-
¢80 do HDL ¢, aumento nadeposi c&o de gorduraabdominal e
hipertensdo. Todo esse fendmeno é acompanhado pelo au-
mento daidade.*?

Frente a esse cenario, 0 presente estudo teve como
objetivo verificar afrequénciado polimorfismo Pl#2 em mu-
Iheres com diabetes mellitus tipo 2 e comparar afrequéncia
observada com adescritanaliteratura.

Casuistica e Método

Este estudo transversal recebeu parecer favoravel do
Comité de Eticaem PesquisadaUFMG - COEP e do Comité
de Eticaem Pesquisada Santa Casade Misericordiade Belo
Horizonte. Todas as parti ci pantes receberam esclarecimento
sobre os objetivos, responderam afichaclinicae assinaram o
Termo de Consentimento Livree Esclarecido- TCLE.

Foram sel ecionadas 62 mulheres com faixaetériaentre
40 e 75 anos e com diagnastico clinico de diabetes mellitus
tipo 2, segundo os critérios da Organizacdo Mundia de Sal-
de (1999). Foram excluidasasmulheresque estavam em trata-
mento de reposi ¢do hormonal, tabagi stas, pacientes com his-
toriaclinicade tumor maligno, doencainfecciosaaguda, trom-
bose venosa profunda, tromboembolismo pulmonar, infarto
agudo do miocérdio e desequilibrio metabdlico.

As amostras de sangue venoso foram obtidas utilizan-
do-se tubos com EDTA do sistema Vacuette® (Geiner Bio-
One). Asamostras de DNA foram obtidas a partir de 300 uL
de sangue total, submetidos ao processo de precipitacdo
com acetato de amdnia (segundo o protocolo e os reagentes
doWizard Genomic DNA Purification Kit - Promega®).

Para a pesquisa do polimorfismo no gene da glico-
proteinalllade plaquetafoi utilizadaatécnicadareagdo em
cadeiadapolimerase (PCR), seguidade digestdo com enzima
de restri¢éo para andise do polimorfismo de tamanho de

16

fragmento derestri¢cdo (RFLP), utilizando-se os oligonucleo-
tideos e ametodol ogiadescrita por Pamukcu,® conforme ex-
posto abaixo.

Apbsaextragdo de DNA total, umaregido de 282 pa-
res de bases do gene codificador daGPlIlafoi amplificada,
utilizando-se os oligonucleotideos 5 GCT CCA ATG TAC
GGG GTAAAC3e5GGGGACTGACTTGAGTGACCT 3.
Ascondic¢Bes dareacédo de PCR consistiram de 35 ciclosde
desnaturacéo a 94°C por 30 segundos, anelamento a 55°C
por 30 segundos e extensdo a 72°C por 45 segundos, prece-
didos de um passo inicial de desnaturacdo a 94°C por 4
minutos e finalizados com um passo de 72°C por 8 minutos.
O produto de PCR de 282pb foi submetido adigestao coma
enzima de restricdo Msp | (Promega®). A presenca do
polimorfismo criauma sequénciaque aenzimaMsp | reco-
nhece e levaaquebrado fragmento em duas partes, umade
125pb e outra de 157pb. Individuos heterozigotos para o
polimorfismo apresentam trésfragmentos (282, 157 e 125pb)
e homozigotos possuem os dois fragmentos (157 e 125pb).

O produto da digestdo foi analisado por eletroforese
em gel de poliacrilamida a 6%, seguido de coloragéo pela
prata. O padréo de peso molecular "1Kb Plus® (Gibco®) foi
utilizado como referéncia nas eletroforeses. Os fragmentos
com menos de 100pb ndo sdo visualizados no gel corado.

Para as variaveis continuas foram cal culados os val o-
res de média e desvio-padrdo. As variaveis discretas estao
apresentadas como frequéncias absolutas e relativas. As
freguéncias encontradas foram comparadas com as frequén-
cias descritas no estudo de Framingham? utilizando-se o tes-
tedey? no programaPrism 3.0.

Resultados

As caracteristicas clinicas e metabdlicas das pacientes
avaliadas no presente estudo estdo apresentadas na Tabela
1. As participantes apresentavam um bom controle do perfil
lipidico, fungéo renal preservada e ndo eram obesas, dados
gue confirmam ahomogeneidade do grupo. A Figura Lilustra
os resultados obtidos paraidentificacdo do polimorfismo no
gene daglicoproteinallla (PI*), através da técnica de PCR-
RFLP, em participantes deste estudo. Os resultados das
frequéncias absolutas e relativas do polimorfismo para a
GPlllaobtidos neste estudo est&o relacionados na Tabela 2.

Asfrequénciasdescritas no estudo de Framingham para
o polimorfismo PI*2 sgo: 71,5% para”'*?; 26,0 % para”*“? e
2,5% para~#2.2 N&o foi encontrada diferenca significativa
entre as frequéncias deste estudo com as referenciadas.

Discussao

Individuos diabéticos apresentam 0 mesmo risco car-
diaco deindividuos ndo diabéticos quejasofreram um even-
to cardiovascular.®® Mulheres diabéticas apresentam um ris-
co cardiaco semelhante ao de homens diabéticos, perdendo
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Tabela 1. Caracteristicas clinicas e metabolicas das
pacientes estudadas

Mulheres com DM2

n 62

Idade (anos) 576 +8,5

IMC (kg/m?) 28,3+5,1
CRE (mg/dL) 0,89 +0,22
GLI (mg/dL) 139,6 + 53,4

HbAlc (%) 77+18
CT (mg/dL) 1709 + 27,4
HDLc (mg/dL) 46,1 + 10,6
LDLc (mg/dL) 101,6 + 24,5
TG (mg/dL) 115,7 + 50,0

Caracterizagdo quanto ao n (tamanho), idade e IMC (indice de mas-
sa corporal). Os dados bioquimicos estdo representados pelas
médias e pelos desvios padrdo dos valores de CRE (creatinina),
GLI (glicemia de jejum), HbAlc (hemoglobina glicada), CT (colesterol
total), HDLc (colesterol presente na lipoproteina de alta densida-
de), LDLc (colesterol presente na lipoproteina de baixa densidade)
e TG (triglicérides)

300 pb =—p
200 pb  ——p

100 pb =

1 2 3 L 5 6 7

Figura 1. Gel de poliacrilamida corado pela prata, obtido apés PCR
seguida de digestdo com a endonuclease de restricdo Msp | e
eletroforese. Na canaleta 1, padréo de peso molecular; na canaleta
7, branco da reagdo; na canaleta 5, bandas de 157 e 125pb (controle
homozigoto para o polimorfismo); na canaleta 6, bandas de 282,
157 e 125pb (controle heterozigoto para o polimorfismo); nas
canaletas 2 e 4, banda de 282pb (individuos néo portadores do
polimorfismo); e na canaleta 3, bandas de 282, 157 e 125pb
(individuo portador do polimorfismo em heterozigose).

Tabela 2. Frequéncia do polimorfismo PI* no gene da
glicoproteina Illa (GPIllla) nas pacientes diabéticas

Polimorfismo PI* no gene da GPllla

n 62
PIATAT (n %) 50 (81)
PIATAZ (0 %) 11 (18)
PIA2A2 (n %) 1(1)

Portadoras do alelo P1#2(n,%) 12(19)

Tamanho do grupo (n), PI**A! (auséncia do polimorfismo), PIALA2
(heterozigose), PI*?42 (homozigose)

o efeito protetivo relacionado ao sexo feminino.!! Dessafor-
ma, € de grande interesse conhecer marcadores moleculares
de pacientes diabéticos para melhor avaliar os fatores que
contribuem paraas complicagBes macrovascul ares decorren-
tesdaevolucdo natural dadoenca e também para estabel ecer
tratamentos diferenciados.

A glicoproteina GPI1bllladasuperficie de plaquetas é
um receptor de membranaparao fibrinogénio efator devon
Willebrand e tem um papel importante naagregacao plaque-
taria. A presencado alelo A2 na GPllla esta associada com
um aumento do risco para doenca cardiovascular.?

A frequéncia observada do polimorfismo PI*2 no pre-
sente estudo, para as pacientes diabéticas ndo difere da
frequéncia descrita para pacientes diabéticos de um modo
geral e para a populacéo ndo-diabética.®* Dessa forma, 0
presente estudo vem corroborar com outros que ndo obser-
vam associac8o entre a presenca do alelo A2 e diabetes
mellitus tipo 2, apesar da limitagdo do tamanho do grupo
estudado. Por outro lado, cabe ressaltar que o presente estu-
do avaliou um grupo mais restrito quanto ao género, homo-
géneo e com um risco aumentado paradoencas coronarianas
(mulheres com diabetestipo 2, ndo tabagistas, sem terapiade
reposi¢ao hormonal e sem evento isquémico prévio).

Outros estudosjarel ataram que ndo ha associagao entre
o polimorfismo da GPllla e a progressdo das |lesdes macro-
vasculares no diabetes mellitus tipo 2.2%1¢ Porém, estudos
complementares sd0 necessérios para confirmar ou refutar
essa evidéncia.

A partir dos resultados obtidos neste estudo pode-se
concluir que afrequénciado polimorfismo PI#2em mulheres
com diabetes mellitus tipo 2 € amesma observada na popu-

lacdo emgeral.

Abstract

The platelet glycoprotein Illa polymorphism is associated to an
increased risk of coronary heart disease. Type 2 diabetic women
present a fivefold higher risk of coronary heart disease compared
to non-diabetic women. The aim of this study was to verify the
frequency of the glycoprotein Illa polymorphism (P1*?) in type 2
diabetic women and compare this result with the frequency reported
for the general population. The PIA polymorphisms of 62 type 2
diabetic women were determined by polymerase chain reaction and
restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP). The
resulting frequencies were 81% for P14 18% for PI*A2 and 1%
for PI*%%2, There was no significant difference between observed
frequencies and the frequencies described in the literature. Our
results suggest that the frequency of the glycoprotein Illa
polymorphism, PI*2, in type 2 diabetic women is similar to that
observed in general population Rev. Bras. Hematol. Hemoter.
2009;31(1):15-18.

Key words: Platelets; glycoprotein Illa; polymorphism; Type 2
diabetes; women.
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