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Resumo

Fundamento: O gene ecto-nucleotideo pirofosfatase/fosfodiesterase 1 (ENPP1) é um gene candidato a resisténcia
insulinica. A resisténcia a insulina € um componente importante da sindrome metabélica e tem sido implicada no
desenvolvimento de doenca cardiaca isquémica (DCI).

Objetivo: Avaliar a associacao entre o polimorfismo K121Q do gene ENPP1 e a presenca da DCI em pacientes caucasianos
com diabete melito (DM) tipo 2.

Métodos: Estudo transversal foi realizado em pacientes com DM tipo 2 (n=573; 50,6% homens; idade 59,5+10,4
anos). DCI foi definida pela presenca de angina ou infarto agudo do miocardio pelo questiondrio cardiovascular da
Organizacao Mundial da Satide e/ou alteracées compativeis no ECG (c6digo Minnesota) ou cintilografia miocardica. O
polimorfismo K121Q foi genotipado através da técnica de PCR e digestao enzimatica.

Resultados: DCI esteve presente em 209 (36,5%) pacientes. A frequéncia dos genétipos KK, KQ e QQ entre os pacientes
com DClI foi 60,8%, 34,4% e 4,8%, semelhante a distribuicao dos genétipos entre os pacientes sem DCI (64,0%, 32,7%
e 3,3%, P = 0,574). Nao se observou diferenca nas caracteristicas clinicas ou laboratoriais entre os trés genétipos, nem
em relacao a presenca de sindrome metabdlica.

Conclusao: Nenhuma associacao foi encontrada entre o polimorfismo K121A do gene ENPP1 e a presenca de DCI ou
caracteristicas fenotipicas de resisténcia insulinica. (Arq Bras Cardiol 2010; 94(2) : 168-173)
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Abstract
Background: The ecto-nucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase 1 (ENPP1) gene is a candidate gene for insulin resistance. Insulin
resistance is a major component of metabolic syndrome (MetS) and has been implicated in ischemic heart disease (IHD).

Objective: To evaluate the association between the K121Q polymorphism of the ENPP1 gene and IHD in white patients with type 2 diabetes
mellitus (DM).

Methods: A cross-sectional study was performed in type 2 DM patients (n = 573, 50.6% males, age 59.5+10.4 years). IHD was defined by
the presence of angina or myocardial infarction according to the Worth Health Organization cardiovascular questionnaire and/or compatible
electrocardiographic (Minnesota Code), or perfusional abnormalities in myocardial scintigraphy. The K121Q polymorphism of ENPP1 gene was
genotyped using PCR-based methods and restriction enzyme digestion.

Results: IHD was present in 209 (36.5%) patients. The distribution of KK, KQ and QQ genotypes among patients with IHD was 60.8%, 34.4%
and 4.8%, not different from the genotype distribution in the group without IHD (64%, 32.7% and 3.3%, P=0.574). No difference was found
in the clinical and laboratory characteristics between the three genotypes, neither regarding the prevalence of Metabolic Syndrome.

Conclusion: No association was found between polymorphism K121A of ENPP1 gene and the presence of IHD. (Arq Bras Cardiol 2010;
94(2) : 157-161)
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Introducao

A resisténcia a acao da insulina é um dos principais
mecanismos envolvidos na patogénese tanto do diabete
melito (DM) tipo 2 quanto da Sindrome Metabélica (SM)'.
Além disso, a resisténcia a acdo da insulina é também
associada a fenétipos envolvidos na definigao de SM, tais
como obesidade central, hipertensdo arterial, dislipidemia e
tolerancia diminuida a glicose. O estado de resisténcia a agao
da insulina é mais frequente em individuos idosos, obesos e
sedentdrios, e sua presenca é provavelmente o resultado da
interagdo entre o ambiente e fatores genéticos.

A influéncia genética na acao da insulina foi descrita em
estudos de familias. Reinhard e cols.? avaliaram o impacto
do diagnéstico de SM no risco de doengas cardiovasculares
em familias alemas com grande base genética para doenca
cardiaca isquémica (DCI). Os autores mostraram que a SM
é um preditor independente de morbidade e mortalidade
cardiovascular, especialmente em pacientes jovens com
historico familiar de DCI precoce.

O gene ecto-nucleotideo pirofosfatase/fosfodiesterase 1
(ENPP1) é proeminente entre os possiveis candidatos para
o desenvolvimento de SM, pois seu polimorfismo K121Q
parece estar associado a acdo da insulina®*. O ENPP1 codifica
uma glicoproteina de membrana de classe 2 que influencia
negativamente a sensibilidade a agdo da insulina inibindo o
sinal do receptor de insulina tirosina quinase. A variante 121Q
(alelo de risco) se liga ao receptor de insulina tirosina quinase
com mais afinidade se comparado com seu alelo selvagem
121K, resultando em menor autofosforilacao do receptor.
Em um estudo multicéntrico, a variante 121Q foi associada
com maior risco de desenvolvimento precoce de DM tipo 2
e infarto agudo do miocérdio se comparado ao alelo 121K®.
Em uma meta-andlise recente de 15.801 pacientes com DM
do tipo 2 e 26.241 individuos-controle, o alelo 121Q foi
associado com um crescente risco de DM do tipo 2, que foi
modulado pelo indice de massa corporal (IMC)”. No entanto,
o papel preciso do polimorfismo K121Q no desenvolvimento
de complicagbes vasculares da DM do tipo 2, especialmente
em relacdo a doenca cardiovascular aterosclerética, ainda ndo
foi plenamente analisado.

Assim, o objetivo deste estudo foi analisar a associagao da
variante 121Q do gene ENPP1 em pacientes brancos com DM do
tipo 2 com a presenga de DCI, SM e fenétipos relacionados.

Métodos

Pacientes

Foi realizado um estudo transversal com uma amostra
composta por 573 pacientes brancos com DM tipo 2° em
acompanhamento ambulatorial no Servigo de Endocrinologia
do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, Brasil. Estes pacientes
sdo participantes de um estudo que se iniciou em 2002 e esta
sendo conduzido no estado do Rio Grande do Sul objetivando
estudar DM e suas complicagoes crénicas. Além do Servigo de
Endocrinologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, outros
trés hospitais participaram do Projeto, conforme a seguir:
Grupo Hospitalar Nossa Senhora da Conceigao, Hospital Sao
Vicente de Paula e Hospital Universitario de Rio Grande.

Avaliacao clinica

Os pacientes foram submetidos a uma avaliagao
padronizada descrita previamente®, que inclufa: idade, a
duragdo da DM e medicamentos em uso no momento.
Exame fisico e testes laboratoriais foram realizados para
avaliar as complicagoes cronicas do DM e os fatores de
risco cardiovascular. O peso e a altura foram medidos com
o0s pacientes usando roupas leves e sem sapatos. O IMC foi
calculado pela relagao peso (kg)/altura®(m). A circunferéncia
da cintura foi medida na altura da cicatriz umbilical™.
A hipertensao arterial foi definida como a pressao de
>140/90 mmHg ou pelo uso corrente de medicamentos
anti-hipertensivos''. Pacientes que fumaram regularmente no
ano anterior foram considerados como fumantes ativos.

A DCI foi diagnosticada na presenga de angina ou
possivel infarto do miocérdio de acordo com o questionario
cardiovascular da Organizacdo Mundial de Satde (OMS)
e/ou mudangas eletrocardiograficas compativeis (Codigo
de Minnesota: padroes Q e QS[1.1-2, 1.3]; jungao e
infradesnivelamento do segmento S-T [J] [4.1-4]; itens da onda
T[5.1-3], e bloqueio completo do ramo esquerdo [7.1])'? e/ou
anormalidades perfusionais (fixas ou varidveis) em cintilografia
do miocardio em repouso ou apés uso de dipiridamol. Estas
ferramentas de diagnéstico para isquemia do miocardio em
pacientes com DM tipo 2 foram previamente avaliadas em
um estudo prospectivo'®.

O diagnéstico de vasculopatia periférica foi baseado
na presenga de claudicagdo intermitente (questiondrio
cardiovascular da OMS) ou auséncia de pulso nos membros
inferiores durante exame fisico.

A retinopatia diabética (RD) foi avaliada por um
oftamologista experiente a partir de fundoscopia direta sob
midrfase. A RD foi classificada como ausente e nao-proliferativa
(RDNP) (microaneurismas, exsudatos duros e hemorragia) ou
RD proliferativa (RDP) (presenca de neovasos e/ou tecido
fibroso em cavidade vitrea). Nefropatia diabética (ND) foi
definida pela taxa de excregdo urinaria de albumina (EUA)
na auséncia de infeccao urindria ou outras anormalidades do
trato urindrio em pelo menos duas medigdes isoladas e foi
classificada como microalbuminuria (EUA 20-199 ug/min) ou
macroalbuminuria (EUA >200 pg/min)'.

SM foi definida de acordo com os critérios do Programa
Nacional de Educagao sobre Colesterol - Painel de Tratamento
de Adultos Il como a presenca de dois ou mais dos seguintes
fatores além de DM: obesidade abdominal (circunferéncia
abdominal >102 cm em homens e >88 cm em mulheres);
altos niveis de triglicerideos no soro (>150 mg/dl); baixo
colesterol HDL (<40 mg/dl em homens ou <50 mg/dl em
mulheres), e alta pressao arterial (>130/85 mmHg ou uso de
medicamentos anti-hipertensivos)'.

Testes laboratoriais

A EUA foi medida usando a técnica de imunoturbidimetria
em amostra de urina estéril de 24h, sem o uso de inibidores
da enzima conversora ou bloqueadores dos receptores de
angiotensina. Niveis de glicose de jejum foram determinados
pelo método da glicose-oxidase; creatinina pela reagao de
Jaffe, e HbA1c, por cromatografia liquida de alta performance
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(HPLC; Merck-Hitachi 9100; valores de referéncia: 4-6%); os
niveis de triglicerideos e colesterol foram medidos usando o
método enzimatico, e o LDL foi calculado pela equagao de
Friedewald. A insulina no soro foi medida por radio imuno
ensaio (Elecsys R Systems 1010/2010/ modular analysis E170
- ROCHE) em uma amostra de pacientes que ndo estavam
usando insulina e que possufam creatinina no soro <1,3 mg/dl.
Aresisténcia a insulina foi estimada pelo Modelo de Avaliacao
da Homeostase {indice Homeostasis Model Assessment =
linsulina de jejum (mUI/ml) X jejum de glicose sanguinea
(mmol/N]/22,5)}, validado recentemente’®.

Analise molecular

Os individuos foram genotipados para polimorfismo ENPP1
K121Q conforme descrito anteriormente’”. O DNA foi isolado
dos linfécitos usando procedimentos padrao’®. Todas as RCPs
foram realizadas em um volume final de 25 contendo 50 ng
de DNA gen6mico, 20 mmol/l Tris-Cl, (pH 8.4), 50 mmol/l
KCl, 1.5 mmol/l MgCl,, 0.2 mmol/l dNTPs, 1 unidade de
TagDNA polimerase, e 1 umol/l de primes especificos para
obter exon 4 (frente: 5'-CTG TGT TCA CTT TGG ACA TGT
TG-3" e verso: 5-GAC GTT GGA AGA TAC CAG GTT G-3/).
Os produtos RCP foram digeridos pela enzima de restrigao
Avall e separados em gel de agarose. O alelo codificando
a variante K apareceu como um fragmento simples de 238
pares de base e o alelo codificando a variante Q como dois
fragmentos de 148 e 90 pares de base cada.

Analise estatistica

O teste t de Student para amostras independentes ou o
teste U de Mann-Whitney foram usados para comparar as
caracterfsticas de pacientes com ou sem DCI conforme mais
apropriado. Os testes chi-quadrado e de analise de variancia
simples (One-Way ANOVA) foram utilizados para comparar
as caracteristicas clinicas e laboratoriais de pacientes
divididos de acordo com seus genétipos. O teste de Tukey foi
utilizado para comparagoes post hoc mltiplas. O Equilibrio
de Hardy-Weinberg foi calculado utilizando frequéncia
de alelos e o teste chi-quadrado. As varidveis com uma
distribuicdo nao-normal foram submetidas a transformagao
logaritmica. As varidveis continuas foram descritas como
média = desvio padrdo, ou mediana e minimo-maximo, e
as varidveis categoricas foram expressas como ndmero de
casos e porcentagem. Um valor de P <0.05 (bicaudal) foi
considerado como significativo. As andlises foram realizadas
usando-se o programa Pacote Estatistico para as Ciéncias
Sociais (SPSS, versao 14.0 para Windows).

O protocolo do estudo foi aprovado pelo Comité de Etica
do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, e todos os pacientes
assinaram um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Resultados

Pacientes

A idade média dos 573 pacientes incluidos foi de 59,5 %
10,4 anos com um tempo de duragao de DM conhecido de
11,7 = 9,2 anos e IMC de 28,9 = 5,2 kg/m?. As mulheres
somavam 49,4% (n = 283) da amostra. A DCI estava
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presente em 209 (36,5%) pacientes. As caracteristicas clinicas
e laboratoriais dos pacientes, divididos de acordo com a
presenga de DCI sao descritas na Tabela 1.

Pacientes com DCl apresentaram maior duragao de DM e
maior frequéncia de fumantes (P = 0,010) (Tabela 1). As outras
caracteristicas clinicas tais como idade, distribuicdo de homens
e mulheres, pressao arterial, IMC e circunferéncia abdominal
nado foram diferentes. A respeito dos dados laboratoriais, o
grupo com DCI apresentou maiores niveis de creatinina no
soro (1,61 = 1,8 vs 1,30 = 1,37 mg/dl, P = 0,024) e taxas
mais altas de EUA [15 (0,8-3162) vs 5,3 (0,1-7680) ug/min, P
<0,001] do que pacientes sem DCI. A SM ocorreu em 96,1%
(n = 323) dos pacientes sem DCl e em 91,8% (n = 178) do
grupo com DCI (P = 0,118).

Caracteristicas clinicas e laboratoriais de pacientes com
DM tipo 2 com e sem doenga cardiaca isquémica

Doenga Cardiaca Isquémica P
Nao Sim
N =364 N =209

Idade (anos) 59,5+ 10 60,7 £ 10 0,157
Durag&o do diabete (anos) 109+85 144+94 <0,001
Homens - n (%) 181(497%)  109(52,2%) 0,576
Fumantes Atuais - n (%) 53 (14,9%) 48 (23,6%) 0,010
Hipertensdo - n (%) 244 (63,5%) 140 (67%) 0,991
(Pn:enfaag‘; arterial sistdlica 431£237  1423£243 0710
(Pn:enf;";‘; arterial diastolica 86,1133 848123 0,261
Glicemia de jejum (mgdl) 1735668  1726+726 0,892
HbA1c (%) 6,36 £ 1,83 6,40+ 1,81 0,833
Circunferéncia Abdominal (cm)

Homens 100,2 + 11,9 98,9+ 10,1 0,343

Mulheres 96,6 +12,7 97,5+£10,9 0,465
:Eg'/‘:nez)de Massa Corporal 284448 85+49 0943
Creatinina (mg/dl) 1,30 £1,37 161+£18 0,024
Colesterol Total (mg/dl) 209,1+£459 2126 £47,6 0,489
Colesterol HDL (mg/dl) 41+113 42,7+12 0,169
Colesterol LDL (mg/dl) 130,56 + 40,6 134,7£485 0,420
Triglicerideos (mg/dl)* 155 (27-900) 167 (47-1265) 0,552
HOMA - IR* 518(0,46-30,2) 4,6(0,3-28,2) 0,301
Sindrome Metabdlica - n (%) 323 (96,1%) 178 (91,8%) 0,118
Albumindria (ug/min)* 53(0,1-7.680)  15(0,8-3.162)  <0,001
Polimorfismos K121Q

Genotipos KK 60,8% 64,0% 0,574

Gendtipos KQ 34,4% 32,7%

Gendtipos QQ 4,8% 3,3%

Dados mostrados como ntmero (%), média + desvio padrdo ou *mediana
(abrangéncia). Homeostasis Model Assessment = Modelo de Avaliagdo
Hemostatico.
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A presenga de DCI foi mais frequente entre aqueles
com qualquer grau de RD (RDNP/RDP) (44,2% vs 33,7%,
P=0,003), ND (micro/macroalbuminuria) (47,4% vs 32,1%,
P <0,001) ou doenca vascular periférica (52,5% vs 33,0, P
<0,001) do que entre aqueles sem estas complicagoes.

Polimorfismo K121Q e doenca cardiaca isquémica e
sindrome metabélica

Os gendtipos avaliados estavam em Equilibrio de Hardy-
Weinberg (P >0,05), e a frequéncia do alelo de risco (alelo
Q) erade 20,5%. As caracteristicas clinicas e laboratoriais dos
pacientes divididos de acordo com os diferentes genétipos nao
foram diferentes entre os trés grupos (Tabela 2).

Quando os pacientes foram divididos de acordo com a
presenca de DCI, a distribuigao de genétipos KK, KQ e QQ
foi de 60,8%, 34,4% e 4,8%, nao diferente da distribuicao
genotipica observada no grupo sem DCI (64%, 32,7% e
3,3%, P = 0,574) (Tabela 1). O Alelo Q ocorreu em 22%
(n = 81) dos pacientes com DCl e em 19,6% (n = 131)
dos pacientes sem DCI (P = 0,328). A prevaléncia de SM
de acordo com os gendtipos KK, KQ e QQ foi de 96,3%,
95% e 88,2% (P = 0,279). Estes resultados ndao mudaram
quando os pacientes foram divididos assumindo um modelo
dominante (KQ/QQ vs KK).

Discussao

Nesta amostra de pacientes brancos brasileiros com DM
tipo 2, o alelo 121Q do gene ENPP1 nao foi associado a
presenca de DCI, nem com caracteristicas associadas a
resisténcia a insulina, incluindo IMC, obesidade abdominal,
hipertensdo arterial, um pior perfil lipidico, controle glicémico
ou presenca de SM. A auséncia de uma associagao deste
polimorfismo a caracteristicas de resisténcia a agao da
insulina merece alguns comentdrios. Primeiramente, esta
associagdo pode ndo existir, e as relagbes descritas em
outros estudos sdo na verdade esptrias devido a um erro
de tipo 2. Se esta hipétese é rejeitada, a relevancia de uma
associagao positiva deveria ser discutida. Para detectar
uma diferenca significativa na frequéncia do alelo Q em
pacientes com (22%) e sem DCI (19,6%) (o = 0,05 e B =
80%), seria necessario avaliar em torno de 4.500 pacientes.
Mesmo que isso fosse significativamente diferente, sua
aplicabilidade seria questionada por conta de seu pequeno
efeito e dependeria de outros polimorfismos ou interagbes
de genes. Uma explicacdo mais plausivel é que a expressao
do gene variante depende do grupo étnico que estd sendo
estudado. Na verdade, mesmo entre Europeus Caucasianos a
expressao fenotipica deste polimorfismo varia. A relagao entre
o polimorfismo K121Q e a sensibilidade a agao da insulina

Caracteristicas clinicas e laboratoriais de pacientes de acordo com genétipo

Polimorfismo ENPP1 K121Q

KK KQ QQ p
(N=361) (N=192) (N=20)

Idade (anos) 614+89 617+83 61,1+12,6 0,973
Duragao do diabete (anos) 1,7+88 124+88 10,7£6,6 0,372
Homens - n (%) 14 (49,5) 36 (50,8) 3(33,3) 0,615
Fumantes atuais - n (%) 5(18,9) 17 (24,6) 0(0) 0,240
Hipertensao - n (%) 19 (69,7) 18(73,8) 6 (66,7) 0,822
Presséo arterial Sistolica (mmHg) 143,3+238 1413+224 145,3 £ 26,0 0,377
Press&o arterial Diastolica (mmHg) 859 +13,8 86,0+12,4 86,4 +13,0 0,956
Glicemia de jejum (mg/dI) 177 £ 70,1 168,2 + 70,7 189,7 + 88,4 0,114
HbA1c (%) 64+18 64+2,1 6,619 0,740
Circunferéncia Abdominal (cm)

Homens 95,92 + 8,52 100,63 + 9,07 85,50 +4,95 0,032

Mulheres 95,92 + 13,53 96,52 + 12,96 99,50 + 1,91 0,799
indice de Massa Corporal (kg/m?) 285+49 28,7+52 26,4 +4,06 0,451
Creatinina no soro (mg/dl) 15+19 16+16 21+28 0,131
Colesterol total (mg/dI) 212+ 487 209 + 46,0 207 +54,8 0,665
Colesterol HDL (mg/dl) 44 +123 45+12,0 46 £13,7 0,301
Colesterol LDL (mg/dl) 133 £46,2 130 £41,8 137 £45,0 0,739
Triglicerideos (mg/dI)* 155 (27-1.470) 144 (26-2.236) 155 (56-659) 0,216
HOMA-IR* 5,69 (0,27-61,98) 4,3(0,37-31,91) 11,1 (1,14-82,73) 0,497
Albuminria (pg/min)* 19,25 (0,8-5.104) 18,9 (1-3.055) 5,0 (1-232) 0,145

Dados mostrados como nimero (%), média + desvio padréo ou *mediana (minimo-méximo). Homeostasis Model Assessment = Modelo de Avaliagdo Hemostatico.
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foi demonstrada em individuos Caucasianos'®?', mas nao
em todos os estudos****?*. A auséncia do efeito do alelo de
risco demonstrado em alguns grupos pode ser o resultado de
diferengas na base genética destas populagdes, ou pode ser
devido ao fato que o polimorfismo esta em desequilibrio com
outras variantes genéticas nao identificadas.

A associagao do alelo 121Q com o risco e o agravamento
de DCl foi avaliada recentemente em um estudo caso-controle
que incluiu individuos da Itélia e dos Estados Unidos®. Naquele
estudo, os autores nao demonstraram uma associagao
significativa entre o polimorfismo K121Q e a presenca de
DCI em pacientes com DM tipo 2. No entanto, os eventos
isquémicos ocorreram em idade mais precoce no grupo de
pacientes com alelo Q, mesmo com andlise ajustada para sexo,
IMC, fumo, hipertensao e local de recrutamento (P=0,04).
O desenho transversal do presente estudo impede qualquer
analise da influéncia deste polimorfismo no curso da DCI.

Uma possivel limitacdo deste estudo é que apenas um
polimorfismo do gene foi avaliado. Isso possibilita a exclusao
da ideia de que este polimorfismo estd ligado a DCI, mas
nao o gene ENPP1 per se, ja que o polimorfismo K121Q
é apenas um entre os mais estudados. Outro aspecto
poderia ser relacionado ao critério adotado para a DCI. O
paciente foi diagnosticado com DCI quando um dos testes
avaliados (o questionario cardiovascular da OMC, ECG em
repouso, cintilografia miocardica) foi dado como positivo.
Nao possuimos informagdes detalhadas sobre qual teste foi
positivo em todos os 573 pacientes neste estudo transversal
multicéntrico. No entanto, como todos os pacientes estudados
se submeteram ao questiondrio cardiovascular da OMS e o
ECG em repouso, podemos afirmar que no grupo de pacientes
sem DCI, 100% destes testes foram negativos. Além disso,
demonstramos anteriormente’ que a presenca de DCI de
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acordo com o questiondrio cardiovascular da OMS conferiu
um risco relativo para eventos cardiacos de 2,13 (95%Cl 1,11-
4,07; P = 0,022), ainda melhor do que o risco conferido pelo
ECG em repouso ou na cintilografia miocardica. Além disso,
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a um ECG normal, o valor preditivo negativo para eventos
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Em conclusdo, nesta amostra de pacientes Brasileiros
brancos com DM tipo 2, o polimorfismo K121Q do gene
ENPP1 nao foi associado a presenca de DCI nem com
fenétipos relacionados a resisténcia a insulina ou SM.
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