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RESUMO



A haptoglobina (Hp) € uma proteina de fase aguda que possui propriedades antioxidantes e
imunomodulatorias. Trés principais genotipos/fenotipos (Hpl-1, Hp2-1, Hp2-2)
demonstram eficiéncias distintas em suas atividades e estdo associados com a
suscetibilidade e evolug¢do de varias doengas, inclusive o diabetes mellitus (DM). Alguns
estudos sugerem que o polimorfismo da Hp pode influenciar o desenvolvimento da
retinopatia diabética (RD), uma importante complicagdo microvascular desta doenca. Com
o objetivo de investigar essa associacdo em uma populacdo brasileira, nés determinamos os
gendtipos da Hp em 317 pacientes diabéticos com no minimo 10 anos de duracdo da
doenca. Os pacientes foram classificados em diabéticos do tipo 1 (DM-1) e do tipo 2
(DM-2), com e sem RD. As freqiiéncias genotipicas dos diferentes grupos de pacientes e de
um grupo controle consistindo de 142 individuos saudéveis, previamente estudado, foram
comparadas. Nenhuma diferenga significativa foi observada entre os trés genotipos da Hp.
Niveis de hemoglobina glicosilada (HbAlc), pressdao arterial sist€émica sistdlica (PAS),
pressdo arterial sist€émica diastdlica (PAD) e duracdo do diabetes, considerados potenciais
fatores de risco para o DM, foram também comparados. Novamente, nenhuma diferenca
significativa foi observada entre os gendtipos. Assim nds concluimos que o polimorfismo

da Hp nao estd associado com a presenga da RD na populacdo brasileira aqui estudada.

Resumo
Xii



ABSTRACT



Haptoglobin (Hp) is an acute phase protein with antioxidant and immunomodulatory
properties. Three main genotypes/phenotypes (Hpl-1, Hp2-1, Hp2-2) show distinct
efficiencies in these activities and have been associated with susceptibility and outcome in
several diseases, including diabetes mellitus (DM). It has been suggested that Hp
polymorphism may influence the development of retinopathy, an important microvascular
complication in DM. In order to investigate this association in a Brazilian population, we
determined the Hp genotypes of 317 diabetic patients with at least 10 years of disease.
The patients were classified as DM-type 1 and DM-type 2, with and without diabetic
retinopathy (DR). The Hp genotype frequencies of the different patient groups and of a
control group consisting of 142 healthy individuals who had previously been studied were
compared. No significant differences were observed for the three Hp genotypes.
Hemoglobin Alc levels, systolic blood pressure (SBP), diastolic blood pressure (DBP) and
duration of diabetes, which are potential risk factors for DR, were also compared. Again no
significant differences were observed for the three Hp genotypes. Thus, we conclude that
this polymorphism is not associated with the presence of DR in the Brazilian population

studied here.

Abstract
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1.1- A Haptoglobina

A haptoglobina (Hp) ¢ uma a2-sialoglicoproteina, descrita por Polonovski e
Jayle em 1938, presente no soro de todos os mamiferos. Sua sintese ¢ realizada
principalmente nos hepatocitos, embora também tenha sido descrita em cultura de linfocitos
e em tecido cerebral, e ¢ induzida em resposta a secrecao de algumas citocinas, como a
interleucina 6 (IL-6), a interleucina 1 (IL-1) e o fator de necrose tumoral (TNF)

(Wintrobe, 1998; Sadrzadeh e Bozorgmehr, 2004; Van Vlierberghe et al., 2004).

A destruigdo dos eritrdcitos no interior dos vasos sangiiineos, que corresponde a
aproximadamente 10 a 20% da destrui¢do eritrocitdria normal, leva a liberagdo de
hemoglobina (Hb) livre no plasma. A fun¢ao primordial da Hp ¢ a de se ligar a essa Hb,
prevenindo assim a excre¢do renal de ferro e protegendo os vasos dos seus efeitos
oxidativos (Langlois e Delanghe, 1996; Wintrobe, 1998; Sadrzadeh e Bozorgmehr, 2004).
Mesmo quando a destruicdo ¢ de carater predominantemente extravascular, ainda assim
parte das hemacias sofre lise no compartimento intravascular, o que ¢ evidenciado pelas
concentragdes reduzidas de Hp observadas nas doencas falciformes e nas talassemias, por

exemplo (Hillman e Finch, 1992).

A concentragdo sérica de Hp ¢ influenciada pela idade e passa a ser mensuravel
a partir dos trés meses, aumentando gradualmente até os niveis de adultos, por volta dos
vinte anos (concentragdes entre 30 e 200 mg/dL). Quando ndo ligada a Hb, deixa o plasma
em cerca de 3,5 a 5 dias e quando ligada a Hb, o tempo médio de remo¢ao do complexo ¢

de aproximadamente 20 minutos (Langlois e Delanghe, 1996; Wintrobe, 1998).

Como ¢ também considerada uma proteina de fase aguda positiva, possuindo
propriedades imunomodulatérias, que podem ser inibitdrias ou estimulatdrias da resposta
imune, encontra-se aumentada nos processos inflamatdrios, infecciosos e nas malignidades
(Braeckman et al., 1999; Wassel, 2000; Awadallah e Atoum, 2004). Seus niveis permitem
também avaliar a ocorréncia de episodios hemoliticos recentes quando, por aumento de
consumo, as concentragdes séricas encontram-se diminuidas (Langlois e Delanghe, 1996;

Dobryszycka, 1997).

Introducdo geral
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1.2- Estrutura Protéica da Haptoglobina

Ha diferengas de peso molecular entre os diferentes tipos de Hp: a proteina
Hpl-1 ¢ a menor molécula (86 KDa), Hp2-1 possui um peso intermediario (86-300 KDa) e
Hp2-2 apresenta o maior peso molecular (170-900 KDa) (Langlois ¢ Delanghe, 1996).

A composicao polimérica ¢ tipo dependente, pois o produto protéico do alelo
HP1 ¢ monovalente e do alelo HP2 ¢ bivalente; dessa forma, a Hp ¢ encontrada como
dimero em homozigotos Hpl-1, como polimero linear em heterozigotos Hp2-1, e como
polimero ciclico em individuos homozigotos Hp2-2 (Frank et al., 2001; Levy, 2003).
(Figura 1)

As diferencas de forma e tamanho constituem as bases para o método de
fenotipagem, que tem sido o mais comumente utilizado para determinar os subtipos de Hp

(Santoro et al., 1982).

Introducdo geral
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Figura 1- Representacdo esquemadtica das diferentes estruturas protéicas correspondentes

aos trés fendtipos da Hp (adaptada de Frank et al., 2001)

1.3- Os Genes da Haptoglobina

A molécula tetramérica da Hp lembra aquela de determinadas imunoglobulinas,
por possuir duas cadeias leves (o) e duas cadeias pesadas (B), ligadas covalentemente entre
si por pontes de dissulfeto (S-S) (Langlois e Delanghe, 1996; Yano et al., 1998). Embora
presente em todos os vertebrados, em humanos ¢é caracterizada por uma heterogeneidade
molecular resultante de um polimorfismo genético. Jayle e Judas, em 1946, foram os
primeiros a suspeitar das variagdes das moléculas de Hp; Smithies, em 1955, utilizando
eletroforese em gel de amido, observou que ocorriam variagdes nas moléculas de Hp entre

individuos diferentes e assim identificou os trés fenodtipos principais: Hpl-1, Hpl-2 e

Introducao geral
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Hp2-2 (Langlois e Delanghe, 1996; Devlin, 1997). Em 1956, Smithies e Walker,
demonstraram que estes fenotipos sdo controlados por dois alelos autossomicos

codominantes, que foram denominados HP1 e HP2.

McGill et al., em 1984, mapearam os genes das cadeias a ¢ f da Hp humana no
braco longo do cromossomo 16 (16q22) utilizando a técnica da hibridizacao in situ. Eles
sdo ligados entre si, de modo que um unico mRNA ¢ sintetizado, gerando uma Unica cadeia
polipeptidica, maior, que ¢ entdo clivada para formar as duas cadeias distintas (Raugei et

al., 1983; Koch et al., 2003).

A cadeia B possui 40 kDa, sua constituicdo ¢ de 245 aminoécidos e nao
apresenta polimorfismo genético. O polimorfismo da Hp humana ocorre como resultado de
alteracdes genéticas na menor de suas cadeias polipeptidicas, ou seja, na cadeia a, sendo
fruto das diferencas entre a cadeia al (com 83 aminodcidos) e a cadeia 02 (com 142
aminoacidos). A cadeia al pode ainda ser classificada em alS (“slow”) ou alF (“fast”),
conforme a mobilidade eletroforética; elas diferem nos aminodcidos das posigdes 52 e 53,
sendo asparagina e acido glutamico em alS, e acido aspartico e lisina em alF. Estas
substitui¢des de base estdo presentes no éxon 4 do gene HPI (Black e Dixon, 1968;

Yano et al., 1998).

Smithies et al., em 1962, postularam que a cadeia a2 surgiu de um crossing
over desigual entre dois alelos HP1; esta permuta ocorreu entre o quarto intron de um alelo
HPI1F e o segundo intron de um alelo HP1S (Raugei et al., 1983; Maeda, 1985). Assim, a
regido de aproximadamente 2 kb, responsavel por codificar do 11° ao 69° residuo da cadeia
alF, ¢ duplicada e sua correspondente seqiiéncia de aminoacidos inserida na cadeia alS,
formando assim, a cadeia a2, quase duas vezes mais longa que a cadeia al. Desta forma, o
gene HP2 apresenta 7 éxons e ndo os 5 que constituem o alelo HP1 (Raugei et al., 1983;

Koch et al., 2003) (Figura 2).

As combinagdes entre esses alelos levam a formagao de 6 genoétipos distintos e
seus correspondentes fendtipos: Hp1S-1S, Hp1S-1F, HplF-1F, Hp2-1S, Hp2-1F e Hp2-2
(Yano et al., 1998).

Introducdo geral
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Figura 2- Representagdo esquematica da estrutura dos genes da Hp. Os boxes indicam os

¢xons (adaptada de YANO et al.,1998).

1.4- O Gene Hpr

No homem e nos macacos do velho mundo, a seqiiéncia do gene HP estd
duplicada (2.2 kilobases a jusante do proprio gene), no cromossomo 16 (Maeda, 1984;
Murajan et al., 1988; Wintrobe, 1988). Este outro gene ¢ chamado de gene relacionado a
Hp (HPr). Em alguns individuos de origem africana, multiplas copias estdo presentes. O
gene HPr difere primariamente do gene HP por ter uma seqiiéncia do tipo retrovirus
inserida no primeiro intron; sua regido promotora ¢ ativa e codifica uma proteina chamada
haptoglobin-related protein (Hpr) que, aparentemente, possui estrutura normal, mas cuja

fun¢do permanece indeterminada (Maeda, 1984).

Muranjan et al., em 1998, estimaram as concentracdes de Hp e de Hpr no soro
de individuos normais e em pacientes com hemoglobinuria paroxistica noturna. Nesta
patologia observa-se extensiva hemolise intravascular, resultando em excesso de Hb livre
na circulagdo e subseqiiente deplecao de Hp; como esperado, foram observados niveis
muito baixos de Hp, comparados aos niveis de individuos sadios, enquanto os niveis de Hpr
ndo diferiram significativamente, demonstrando assim ndo existir ligagdo da Hpr com a Hb.

Estes achados ndo sdo, no entanto, consensuais. Recentemente, Nielsen et al. (2006)

Introducao geral
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realizando anélises com surface plasmon resonance, observaram as afinidades de ligacao
das proteinas recombinantes Hpr e Hp com a Hb. Este estudo demonstrou que Hpr

competiu de maneira semelhante a Hp pela ligacdo com a Hb.

Foram observados também, niveis elevados de Hpr no soro de alguns pacientes
com cancer que demonstram progressao da massa tumoral, mas este mecanismo nao ¢ ainda

compreendido (Maeda, 1985; Muranjan et al., 1988).

1.5- O Alelo HPO e Variantes Estruturais

O grupo fenotipico HpO ¢ originario, na maioria dos casos, de uma dele¢ao do

gene da Hp (Hp"®

), € € caracterizado pela auséncia ou reducao desta proteina no plasma,
provando entdo, que a Hp ndo ¢ essencial a sobrevivéncia humana (Koda et al., 1998). Ele
pode ser secundario ao aumento de consumo ou diminui¢do de produciao, como na hemolise
intravascular e nas doencas hepaticas, respectivamente, ou ser geneticamente determinado

(Delanghe et al., 1998; Koda et al., 2000).

A hipohaptoglobinemia determinada geneticamente foi descrita, apds andlise
pela reagdo em cadeia da polimerase (PCR) e Southern Blotting, como o resultado de uma
dele¢dao de aproximadamente 28 Kb (Figura 3) envolvendo o gene todo e parte do gene
Hpr. A dele¢ao em homozigose (genotipo HpDel/HpDel) corresponde a auséncia total da Hp

sérica, enquanto que a hipohaptoglobinemia (gendtipo Hp2/Hp"™®

) esta associada a niveis
extremamente baixos de Hp e difere do outro gendtipo (Hpl/Hp°®), que corresponde a
niveis de aproximadamente 50% do observado em individuos com genétipos normais
(Koda et al, 2000). A delecao HpDel ¢ predominante em populacdes asiaticas, onde o
fenotipo HpO atinge freqiiéncias de até 40%. Em populagdes africanas e européias esta

delecdo ndo tem sido detectada (Teye et al., 2004). A prevaléncia do fenotipo HpO em

caucasoides ¢ estimada em cerca de 0.1% (Langlois e Delanghe, 1996).

Teye et al., em 2003, analisaram as bases genéticas do fendtipo HPO em uma
populacdo africana de Ghana. Foram estudados 123 individuos e o fendtipo HPO foi

encontrado em 17 deles. Destes, 8 foram classificados como hipohaptoglobinémicos e 9

Introducdo geral
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como ahaptoglobinémicos. Através do seqiienciamento do gene HP foram detectadas 3
substitui¢des de base ja conhecidas (A-55G, A-61C e T-104A) e 3 novas substituigdes,
todas na regido 5’ do gene (C-101G, T-191G e C-242T). As mutacdes A-61C e C-101G
foram, ambas, relacionadas a menor transcricdo da proteina, mas a primeira esteve
associada a ahaptoglobinemia, enquanto a segunda a hipohaptoglobinemia; as substituicdes
T-191G e C-242T foram observadas em individuos com concentragdes plasmaticas normais
de Hp e, por outro lado, nem todos os individuos com o fenétipo HPO apresentavam

mutagdes, sugerindo um padrao multifatorial de expressao.

1,7Kb gene duplication in Hp2
b'breakpoint 3'"breakpoint
Hp1 ou Hp2 l 1

Hpdel deletion (~28Khb)

Figura 3- Representacio esquematica da delecio Hp™®

e Hpr. (adaptada de Koda et al., 2000).

. Os boxes indicam os ¢xons de Hp

Existem variantes estruturais da Hp descritas na literatura. A Hp Carlberg foi
identificada em 1958 ¢ esta associada a uma diminuicdo da sintese das cadeias alS. Esta
proteina migra na eletroforese em gel de amido com um padrdo similar a Hp2, mas sdo
visualizadas duas ou mais bandas adicionais (Bowman e Kurosky, 1982). A Hp2-1
modificada (Hp2-1M) possui um padrio eletroforético diferente do fenotipo Hp2-1 por ter
um numero maior de bandas Hpl, que aparecem mais pesadas e coradas. O surgimento
deste fenotipo ¢ resultado do polimorfismo de um tnico nucleotideo na regido promotora
do gene HP2 e ocorre com maior freqii€ncia em populacdes africanas (Maeda, 1991; Quaye
et al., 2006). Giblett, em 1959, encontrou uma prevaléncia de 9,8% deste fendtipo em
negros norte americanos da regido de Seattle. Azevedo et al., em 1969, estudaram uma

populacdo de 541 individuos negros, provenientes do nordeste do Brasil, e encontraram
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associagio entre o alelo HP**M ¢ a presenca de hipohaptoglobinemia (Azevedo et al., 1969).
A rara Hp Johnson ¢ resultante de um crossing over entre dois alelos Hp2 e resulta em
hipohaptoglobinemia ou ahaptoglobinemia. O padrdo eletroforético deste fendtipo ¢
formado pela banda Hpl e varios polimeros que migram lentamente (Bowman e Kurosky,

1982; Langlois e Delanghe, 1996).

1.6- Distribuicao Geografica

A freqiiéncia dos genes da Hp mostra uma notavel diferenga geografica. O alelo
HP1 tem sido observado menos freqiientemente no sudeste da Asia e sua mais alta
freqiiéncia ¢ observada na Africa e na América do Sul. Estima-se que o alelo HP2 teve
origem na India, ha aproximadamente 2 milhdes de anos atras, e se propagou em torno do
mundo sob uma forte pressdo genética, substituindo gradualmente a hegemonia do alelo
HPI1. Este fato sugere que o alelo HP2 possui uma vantagem seletiva em relagdo ao alelo
HP1. Um aumento na freqiiéncia deste ultimo é observado da Asia para a América,
passando através do Alaska, enquanto seu valor mais alto ¢ encontrado na populacio

indigena do Chile.

O equilibrio do polimorfismo HP1/HP2 permanece geralmente em niveis
constantes na populagdo mundial. A freqiiéncia alélica na populacdo da Europa ¢ de
aproximadamente 0.43 para o alelo HP1 e 0.57 para o alelo HP2 e nos Estados Unidos da
América ¢ de aproximadamente 0.54 para o alelo HP1 e 0.46 para o alelo HP2

(Langlois e Delanghe, 1996).

1.7- Propriedades Funcionais da Haptoglobina

Os diferentes genotipos/fendtipos da Hp apresentam diferentes caracteristicas
bioquimicas e biofisicas e eficiéncias funcionais. Sendo assim, parecem apresentar distintas

capacidades antioxidativas e de imunomodulagdo (Wassel, 2000; Frank et al.,2001).
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1.7.1- Capacidade Antioxidativa

Quando a Hb ¢ liberada dos eritrécitos, torna-se altamente toxica, por mediar o
estresse oxidativo e a inflamacdo, devido a natureza oxidante do ion ferro contido em seu

grupo heme (Tseng et al., 2004).

O principal papel fisiolégico da Hp, como ja mencionado, ¢ remover a Hb que
se encontra livre no plasma, devido a ocorréncia de hemdlise intravascular. A Hp e a Hb
ligam-se em um complexo soluvel ndo covalente, essencialmente irreversivel, caracterizado
por uma alta estabilidade e afinidade (>1010 mol-1). Alguns estudos sugerem que a cadeia
B da Hb humana contém dois sitios especificos de ligacdo para a Hp (residuos f11-25 e
B131-146), enquanto que a cadeia o tem somente um sitio de ligacdo para Hp
(residuos al21-127) (Langlois e Delanghe, 1996). Os dimeros aff da Hb se ligam

estequiometricamente as subunidades af3 da Hp.

A Hp circulante ¢ saturada quando 500-1500mg de Hb livre estdo presentes e a
meia vida do complexo no plasma ¢ de, aproximadamente, 20 minutos

(Langlois e Delanghe, 1996; Van Vlierberghe et al., 2004).

Apds a destruicdo dos eritrocitos, a Hb livre presente na circulagdo passa
através da filtragdo glomerular e danos renais podem ocorrer. A Hp reduz a perda de Hb e
ferro, porque o complexo Hp-Hb nao ¢ filtrado através dos glomérulos (Langlois e
Delanghe, 1996; Devlin, 1997; Van Vlierberghe et al., 2004). Uma vez formado, ele ¢
rapidamente removido da circulagdo e transportado para dois outros locais: 90% para os
hepatocitos e 10% para os monocitos/macrofagos teciduais. O receptor especifico para o
complexo Hp-Hb nos hepatodcitos ainda nao foi clonado e caracterizado, mas sabe-se que
apresenta uma alta afinidade de ligacdo. Aparentemente, este receptor reconhece a mudanga
conformacional da Hp, promovida pela forma¢do do complexo com a Hb. Recentemente, o
receptor deste complexo nos macréfagos foi identificado e denominado proteina CD163
(Kristiansen et al., 2001; Horn et al., 2003). Apds a endocitose, o complexo ¢ degradado
pelos lisossomos. A Hp ndo ¢ reciclada; o heme, no entanto, sofrendo a acdo da enzima
heme-oxigenase (HO), ¢ degradado liberando o ferro, que ¢ levado para locais onde possa

ser reutilizado na sintese de outras proteinas (Hb, por exemplo), além da biliverdina, que &,
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subseqiientemente, convertida em bilirrubina (Wagener et al., 2003; Van Vlierberghe et al.,
2004) (Figura 4). A IL-6 exerce aqui um papel regulatdrio muito importante: assim como
estimula a producdo de Hp, ela também aumenta a expressdo do receptor CD163 na
superficie dos macréfagos e eleva a eficiéncia da degradagdo do grupo heme da Hb

(Dennis, 2001).

Interleukin-6 — ‘_“'

Macrophage

e Rl
Endocytosis |

s A . %7 Bilirubin

Degraded Hp—Hb_ge. @ Biliverdin
g?.% Haem “ |nterleukin-6

-

Figura 4- Representagdo esquematica da endocitose do complexo Hp-Hb pelo macrofago

(adaptada de Dennis, 2001).

Através de todo este mecanismo, acredita-se entdo, que a mais importante
funcdo da Hp ¢ servir como um antioxidante pela capacidade de prevenir os efeitos
oxidativos que danificam os tecidos, mediados pela Hb livre. Esta atividade resulta, pelo
menos em parte, dessa ligagdo com o ferro, impedindo a dissociacdo do heme férrico da
Hb. Conforme a rea¢do de Fenton, o ferro livre pode reagir com o oxigénio, gerando o
radical toxico superdxido, e pode reagir com H,O,, gerando outro radical toxico chamado
radical hidroxila (Kaplan, 2002). O ferro pode também catalisar a oxidacdo de lipoproteinas

de baixa densidade, que, assim, podem danificar as células do endotélio vascular.
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A capacidade da Hp em reduzir os danos causados pelos radicais livres ¢
fenotipo-dependente (Van Vlierberghe et al., 2004). Alguns experimentos demonstraram
que ha uma diferenga funcional entre a capacidade antioxidante da Hp purificada produzida
pelos diferentes alelos. A proteina Hpl-1 mostrou conferir, “in vitro”, uma prote¢cdo maior

contra danos oxidativos que a proteina Hp2-2 (Koda et al., 1998).

Estudos demonstraram que a afinidade de ligacdo com a Hb ¢ igual para os trés
principais fenotipos da Hp (Bowman e Kurosky, 1982; Frank et al., 2001). Assim, a
diferenca entre Hpl-1 e Hp2-2 em inibir a oxidacdo pode ser resultado das diferencas na
habilidade dos diferentes tipos de Hp em prevenir a liberagdo do heme, devido as
diferencas de tamanho entre os tipos de Hp. A proteina Hp2-2 apresenta uma remog¢ao mais
lenta do ferro para o espago extravascular por ser uma molécula mais complexa. Assim, a
Hb livre permaneceria por mais tempo no vaso levando a um estresse oxidativo maior

(Frank et al., 2001).

1.7.2- Capacidade Imunomodulatoria

A resposta da Hp a processos inflamatdrios, infecciosos e tumorais, como um
reagente positivo de fase aguda, sugere uma fun¢ao adicional. Estudos demonstraram que a
Hp possui propriedades imunoreguladoras: individuos Hp2-2 demonstram ter reatividade
imunoldgica mais intensa do que individuos Hpl-1 e Hpl-2 e apresentam maior producao
de anticorpos apos vacinagdo (Langlois e Delanghe, 1996). Além disso, a Hp ¢ um
importante inibidor da sintese de prostraglandina e conseqlientemente exibe um importante
efeito antiinflamatorio. Porém, este efeito mostrou-se menos pronunciado em individuos

com fenotipo Hp2-2 (Langlois e Delanghe, 1996; Braeckman et al., 1999).

A Hp foi reconhecida também como um potente imunossupressor da fungao
linfocitica, sendo capaz de inibir a resposta mitogénica dos linfocitos a fitohemaglutinina e
a concanavalina A. Diferentes subtipos de linfocitos T helper (Th), denominados células
Thl e Th2, sdo responsaveis pela inducdo e regulacio da resposta imune celular e humoral,

respectivamente. As células Thl produzem interleucina 2 (IL-2) e interferon-y (IFN-y),
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induzem fortes respostas de IgG , favorecendo a resposta imune celular, enquanto as células
Th2 produzem interleucina 4 (IL-4), interleucina 5 (IL-5), IL-6, interleucina 10 (IL-10) e
interleucina 13 (IL-13), intensificam a produ¢do de IgE, mediando uma resposta,
predominantemente, humoral e eosinofilica (Abbas e Lichtman, 2003). Arredouani et al.
(2003) demonstraram que a Hp tem um importante papel modulador do balango entre
linfocitos Thl e 2 (Th1/Th2), promovendo uma resposta celular predominante Tx1, que tem
um maior efeito protetor nas infecgdes envolvendo parasitas intracelulares, inibindo assim a
liberagdo das citocinas do tipo Th2, responsaveis pela defesa contra microrganismos
extracelulares. Os mesmos autores, em 2005, descreveram que a Hp modula seletivamente
a resposta inflamatoéria, pois € capaz de suprimir a sintese do fator de necrose tumoral «
(TNF-a), IL-10 e interleucina 12 (IL-12) por mondcitos estimulados por lipopolissacarideos
(LPS) (Arredouani et al., 2005). Guetta et al., em 2006, demonstraram que o complexo
Hpl-1-Hb induz a uma produ¢do muito maior de IL-6 e IL-10, quando comparado com
Hp2-2-Hb, e que a liberagdo destas citocinas ¢ dependente da ligagdo destes complexos
com o receptor CD163 dos macrdéfagos e da atividade de quinase caseina II (CK II). Neste
estudo, a ac¢do desta enzima, mostrou ser modulada diferencialmente pela ligagdo com os
diferentes complexos Hp-Hb no receptor CD163. Estes autores sugerem que, individuos
Hpl-1 apresentam protecao vascular aumentada em relacdo aos individuos Hp2-2, por
modularem diferentemente as citocinas Thl e Th2 produzidas pelos macréfagos

(Guetta et al., 2006).

1.8- Estudos Realizados na Populacio Brasileira

No Brasil, varios estudos investigaram o polimorfismo da Hp em populagdes
indigenas e da Amazonia. Simdes et al., em 1989, analisaram através da eletroforese e
focalizagdo isoelétrica, o polimorfismo da Hp em duas tribos brasileiras (Macushi e indios
do rio Icana). Este estudo mostrou que indios da América do Sul, quando comparados com
outros grupos étnicos, apresentam alta freqiiéncia de Hp-1S e rara de Hp-1F. Quanto
a sua associacdo com patologias humanas, ha poucos estudos em nossa literatura.
Beiguelman et al., em 2003, analisaram a associacdo de marcadores genéticos com a

malédria na populacdo do oeste da Amazodnia. Neste estudo, ndo se detectou nenhuma
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associacao significativa entre os fendtipos da Hp e a infeccdo pelo Plasmodium.
Campregher et al., em 2004, investigaram os fendtipos da Hp em pacientes brasileiros com
leucemia, com o objetivo de investigar a associagdo entre os 4 principais tipos de leucemia:
leucemia mieldide aguda, leucemia mieldide cronica, leucemia linfoéide aguda e leucemia
linféide cronica, com o gene Hpl, mas esta associagdo, previamente sugerida na literatura
(Nevo e Tatarski, 1986; Mitchell et al., 1988), ndo foi confirmada no presente estudo.
Apenas uma prevaléncia maior de “ahaptoglobinémicos” foi verificada entre os pacientes.
Um dos trabalhos mais recentes foi desenvolvido por Zaccariotto et al., em 2006, cujo
objetivo foi comparar a distribui¢do dos principais gendtipos da Hp entre pacientes
HIV-soropositivos e individuos saudaveis HIV-soronegativos, provenientes da regido
sudeste, e correlacionar estes gendtipos com o “status” de ferro, com as concentragdes
séricas das proteinas de fase aguda, com a contagem de linfocitos T-CD4+ e com a
quantidade de carga viral dos pacientes. Os dados obtidos neste estudo ndo revelaram uma
influéncia significativa dos gendtipos da Hp na suscetibilidade a infec¢ao pelo HIV ou na

evolucdo clinica dos pacientes acometidos na populacdo investigada.

1.9- O Polimorfismo da Haptoglobina e Complicacoes Vasculares em Pacientes com

Diabetes Mellitus

As diferengas funcionais resultantes do polimorfismo genético da Hp tém
levado véarios pesquisadores a investigar a importancia desta proteina na evolugdo de
diversas patologias humanas, dentre elas o diabetes mellitus (DM) (Asleh et al., 2003;

Levy, 2003; Awadallah e Atoum, 2004).

O DM ¢ uma desordem metabodlica geneticamente determinada, associada a
deficiéncia absoluta ou relativa de insulina e que, em sua expressdo clinica complexa, ¢
caracterizada por alteragdes metabolicas e complicagdes vasculares e neuropaticas. O
componente metabolico ¢ caracterizado ndo so6 pela hiperglicemia, como também por
alteragdes no metabolismo das proteinas e lipideos. O componente vascular ¢ constituido
por macroangiopatia inespecifica, aterosclerose e suas diferentes manifestagdes e pela
microangiopatia diabética, a qual afeta particularmente a retina e os rins (Prado et al., 1999;

Tierney et al., 2001).
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O mais recente relatorio da Associagdo Americana de Diabetes (ADA)
recomenda que o DM seja classificado em quatro categorias (American Diabetes

Association, 2004):

-DM tipo 1: este tipo de diabetes ¢ definido como insulinopénico
(deficiéncia absoluta de insulina), devido a destruicao cronica autoimune das

células B, ou por processos idiopaticos;
-DM tipo 2: ocorre devido a resisténcia a insulina e insulinopenia relativa;

-Outros tipos especificos de DM: quando a etiologia de um DM 1 ou 2,
inicialmente  considerados idiopaticos, ¢ descoberta, ocorre uma
reclassificagdo como sendo de outro tipo especifico. Fazem parte deste grupo
os defeitos genéticos da funcdo das células B, defeitos genéticos da acdo da
insulina, doencas exdcrinas do pancreas, endocrinopatias, induzidos por
drogas ou agentes quimicos, infecgdes, formas incomuns de diabetes

imuno-mediadas e outras sindromes genéticas associadas ao diabetes;

-DM gestacional: abrange qualquer grau de intolerdncia a glicose com

instalag@o ou primeiro diagnostico durante a gestagao.

Os pacientes com DM-1 apresentam pouca ou nenhuma capacidade de secreg¢ao
de insulina e, portanto, dependem da administragdo de insulina exdgena para evitar a
ocorréncia de descompensacdo metabolica e morte. O diabetes surge de forma abrupta no
decorrer de poucos dias ou semanas, geralmente em criancas ou adultos jovens nao-obesos
e anteriormente sadios. Na época das manifestagcdes iniciais, o paciente apresenta sintomas
pronunciados de politria, polidipsia e perda de peso e quase sempre demonstra cetoacidose

(American Diabetes Association, 2004).

Os pacientes com DM-2 conservam alguma capacidade de secrecdo endogena
de insulina; entretanto, os niveis do hormdnio estdo baixos em relagdo ao grau de
resisténcia a insulina e aos niveis de glicose. Estes pacientes ndo dependem da insulina para
a sua sobrevida imediata e raramente desenvolvem cetoacidose. Entretanto, podem

necessitar de insulinoterapia para controlar a hiperglicemia. Tipicamente, este tipo de
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diabetes surge depois dos 40 anos de idade, possui alta taxa de penetrancia genética nao
relacionada a genes HLA e estd associado com obesidade. A apresentagdo clinica ¢ muito
mais insidiosa. Os sintomas classicos podem ser discretos e bem tolerados por longo tempo,
antes que o paciente procure assisténcia médica. Além disso, se a hiperglicemia for
assintomatica, a doenga pode tornar-se evidente somente apds o aparecimento de

complicacdes secunddrias (Benett e Plumm, 1997; Oliveira e Milech, 2004).

Estima-se que no Brasil existam aproximadamente 5 milhdes de individuos
portadores de diabetes, dos quais metade desconhece o diagnostico. Deste total, 90% sao do
tipo 2, 9% do tipo 1 ¢ 1% a 2% associados a outras sindromes (Prado et al., 1999;

Tierney et al., 2001).

O aumento do stress oxidativo que ocorre nos pacientes diabéticos resulta na
oxidacao da glicose e modificagdo das lipoproteinas de baixa densidade (LDL), que podem
estimular a produ¢do de varias citocinas inflamatorias que estdo implicadas nas mudangas
morfologicas e patoldgicas encontradas nas complicagdes macro € microvasculares

(Giugliano e Ceriello, 1996; Levy, 2003).

Estudos recentes que avaliaram as propriedades antioxidantes da Hp, em
pacientes diabéticos, observaram diferentes graus de suscetibilidade ao desenvolvimento de
problemas vasculares, estando os individuos Hp 1-1 aparentemente mais protegidos deste
tipo de afeccdo do que individuos Hp 2-1 e Hp 2-2. Os mesmos concluiram que as
diferencas na capacidade antioxidativa ndo se devem a diferencas de afinidade entre os
subtipos de Hp e a molécula de Hb, mas que, provavelmente, pelo seu menor tamanho e
estrutura, a Hp 1 tem uma maior facilidade em passar pela barreira endotelial e penetrar nos
espagos extravasculares. Conseqiientemente, individuos Hp 1-1 parecem estar mais
protegidos do estresse oxidativo que individuos Hp 2-1 e Hp 2-2 (Levy e Skorecki, 2000;
Nakhoul et al., 2001; Asleh et al., 2003; Levy et al., 2004; Mustafa et al., 2004).

Asleh et al. (2003) demonstraram que a fungdo antioxidante da Hp ¢
prejudicada na presenca da fra¢do glicosilada da Hb (HbA1l¢), que na maioria dos casos,
estd marcadamente aumentada nos pacientes diabéticos e até mesmo ndo consegue bloquear

completamente a atividade oxidativa desta Hb. Desta forma, o complexo HbAlc-Hp,
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poderia continuar o processo oxidativo, modificando algumas proteinas, como a LDL,
causando injarias nos vasos sanguineos. Este estudo demonstra, também, que os pacientes
diabéticos apresentam uma acentuada diminui¢do na percentagem de mondcitos que

expressam o receptor CD163.

Levy et al. (2002) determinaram os fenotipos da Hp, através da eletroforese em
gel de poliacrilamida, em 206 pacientes DM-2 portadores de complicacdes
macrovasculares e em 206 individuos normais. A conclusio deste estudo foi que, pacientes
diabéticos com fendtipo Hp2-2, apresentam uma probabilidade cinco vezes maior de
apresentar complicagdes cardiovasculares quando comparados aqueles que possuem o

fendtipo Hpl-1. Um risco intermedidrio foi associado ao fenotipo Hp2-1.

A retinopatia diabética (RD) ¢ uma complicacdo vascular altamente especifica
de ambos os tipos de diabetes, sendo considerada a mais freqiiente causa de novos casos de

perda de visdo em adultos entre 20 a 74 anos (Fong et al., 2003).

Nos pacientes com DM 1, a presenga da RD € pouco expressiva até o quinto
ano de duracdo da doenga; nas duas décadas seguintes, no entanto, quase todos os pacientes
a desenvolvem (cerca de 90%). Cerca de 21% dos pacientes com DM 2 apresentam essa
alteracdo vascular ja ao diagndstico inicial da doenga, alcangando ela a prevaléncia de cerca

de 65% nos casos com mais de 10 anos de diabetes (Ramos et al., 1999).

Harris et al. (1992) estudaram a prevaléncia da RD e a duragdo do-DM 2 em
uma populacdo da Austrdlia e Estados Unidos. Neste estudo, estimou-se que o
aparecimento da RD pode preceder em 4 a 7 anos o-diagndstico clinico deste tipo de

diabetes.

Entre os fatores de risco ndo genéticos estdo aqueles relacionados a duracdo da
doenga, ao controle glicémico, a concomitdncia com a nefropatia diabética e hipertensao
arterial, fatores ambientais e fatores oculares; como o controle desses fatores ndo ¢ capaz de
prevenir o aparecimento ou a progressdo da doenga na totalidade dos casos, sugere-se a

existéncia de fatores genéticos, ainda desconhecidos (Boelter et al., 2003).
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A progressao da RD ¢, em geral, feita ordenadamente, onde ha primeiro uma
fase leve, ndo proliferativa, caracterizada pelo aumento da permeabilidade vascular,
evoluindo para uma fase proliferativa, caracterizada por um aparecimento de novos vasos
sangiiineos na retina e superficie posterior do vitreo. Gravidez, puberdade e catarata podem
acelerar estas mudancas de uma fase para outra (Chandra et al., 1991; American Diabetes

Association, 2002).

Nakhoul et al., em 2000, avaliaram a presenca de RD em 52 pacientes com DM
1, 25 deles (48%) com evidéncia de retinopatia. A prevaléncia dessa alteragdo foi
significativamente menor nos portadores do genotipo Hpl-1 (1 em 12 pacientes), do que

nos portadores dos genodtipos Hpl-2 e Hp2-2 (24 em 40 pacientes).

Estes achados ndo sdo, no entanto, consensuais. Koda et al, em 2002,
analisaram os genotipos de 99 pacientes diabéticos tipo 2 com RD e 34 diabéticos sem RD,
e observaram que a freqiiéncia do genotipo Hp2-2 foi maior em pacientes sem RD,
sugerindo, contrariamente a outros estudos prévios, que o alelo HP1 nao produz protecao

efetiva no desenvolvimento desta doenca.

O DM ¢ uma doenca extremamente prevalente na atualidade e resulta em altas
taxas de mortalidade, sendo considerada uma das maiores causas de morte prematura.
Segundo a Federacao Internacional de Diabetes, a cada 10 segundos, morre uma pessoa no
mundo vitima de suas complicacdes (International Diabetes Federation, 2001). A populacao
brasileira apresenta uma das mais elevadas prevaléncias mundiais de diabetes, e segundo a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), ela esta entre as dez populagdes que apresentam o
maior numero de casos (Wild et al., 2004). Ha relativamente poucos estudos disponiveis na
literatura, ¢ nenhum no Brasil, correlacionando os gendtipos/fendtipos de Hp com
complicacdes vasculares em pacientes diabéticos. Assim, a principal proposta do presente
trabalho foi avaliar se os diferentes gendtipos da Hp se correlacionam ou ndo com a

presenca de RD em uma amostra de pacientes diabéticos brasileiros.
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2- OBJETIVOS



Para avaliar se o polimorfismo da Hp estaria se correlacionado com a presenga
de RD em uma populagdo de pacientes diabéticos brasileiros, foram objetivos do presente

trabalho:

1) Determinar as freqiiéncias alélicas e genotipicas de Hp em uma amostra de
pacientes diabéticos atendidos no Hospital das Clinicas da UNICAMP e na
Irmandade da Santa Casa de Misericordia de Sao Paulo, com mais de 10

anos de dura¢do da doenga, subdivididos em DM-1 e DM-2, com e sem RD;

2) Comparar as freqiiéncias obtidas entre os subgrupos de pacientes € com um

grupo controle normal previamente estudado;

3) Complementarmente, avaliar a influéncia dos genétipos de Hp nos fatores de
risco que predispdem o paciente diabético a complicacdes vasculares, como

a HAS e niveis elevados de glicemia (avaliados através da HbAlc).

Objetivos
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ABSTRACT

Haptoglobin (Hp) is an acute phase protein with antioxidant and
immunomodulatory properties. Three main genotypes/phenotypes (Hpl-1, Hp2-1, Hp2-2)
show distinct efficiencies in these activities and have been associated with susceptibility
and outcome in several diseases, including diabetes mellitus (DM). It has been suggested
that Hp polymorphism may influence the development of retinopathy, an important
microvascular complication in DM. In order to investigate this association in a Brazilian
population we determined the Hp genotypes of 317 diabetic patients with at least 10 years
of disease. The patients were classified as DM-type 1 and DM-type 2, with and without
diabetic retinopathy (DR). The Hp genotype frequencies of the different patient groups and
of a control group consisting of 142 healthy individuals who had previously been studied
were compared. No significant differences were observed for the three Hp genotypes.
Hemoglobin Alc levels, systolic blood pressure (SBP), diastolic blood pressure (DBP) and
duration of diabetes, which are potential risk factors for DR, were also compared. Again no
significant differences were observed for the three Hp genotypes. Thus, we conclude that
this polymorphism is not associated with the presence of DR in the Brazilian population

studied here.
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1. INTRODUCTION

Haptoglobin is an acute phase serum protein with antioxidant and
immunomodulatory properties. It is mainly produced in the liver [1] in response to
interleukin-6-type cytokines [2]. Its major biological function is to bind free plasma
hemoglobin to prevent iron loss, toxicity and kidney damage during hemolysis [3]. In
addition, Hp acts as a potent immunosuppressor of lymphocyte function and modulates the
helper T-cell type-1 and type-2 (Th1/Th2) balance within the immune system [4]. In
humans, the Hp locus is located on the long arm of chromosome 16 (16q22) and is
polymorphic, with two main alleles (HP1 and HP2) resulting in three distinct
genotypes/phenotypes (Hp1-1, Hp2-1 and Hp2-2) [3]. The different proteins produced have
distinct antioxidant and immunomodulatory efficiencies, and it has been suggested that the

polymorphism may influence the course of several diseases [3, 4].

Diabetes mellitus (DM) is a group of metabolic diseases characterized by
persistent hyperglycemia resulting from defects in insulin secretion, insulin action or both
[5]. Long-term vascular complications are the main causes of morbidity and mortality in
diabetic patients [6]. Recent studies have suggested that Hp polymorphism is associated
with the development of diabetic microvascular complications [7, 8], such as DR, which is

very common and may lead to blindness in adults [9].

The prevalence of DM in the Brazilian population is estimated to be around 8%
in the population aged between 30 and 69 years [10]. To our knowledge, there are no
studies investigating the influence of Hp polymorphism on this subpopulation to date. In
order to verify if there is an association between Hp genotypes and the presence of DR, we

studied 317 diabetic patients subclassified as DM-1 and DM-2, with and without DR.
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2. MATERIAL AND METHODS

Peripheral blood samples were collected from 317 diabetic patients with at least
10 years of disease (38% males; 88% whites; ages 13 to 75 years) who were being attended
at either UNICAMP University Hospital, Campinas, or Irmandade da Santa Casa de
Misericérdia de Sao Paulo, Sao Paulo, Southeastern Brazil. Patients were classified as type
1 (n=147) or type 2 (n=170). The diagnosis of diabetes was based on clinical features,
laboratory data and the guidelines of the American Diabetes Association [11]. Ophthalmic
evaluation was performed by indirect fundoscopy and biomicroscopy and, in case of
abnormalities, documented by retinography. Pregnant patients and those aged 75 years or
older were excluded from the study. Comparisons between the groups of patients were
performed according to the type of diabetes and the presence or absence of DR. Patients
were also compared with a control group of 142 healthy individuals (36% males; 78%
whites; ages 18 to 62 years) who had previously been studied and were from the same
geographical region [12]. HbAlc level, systolic blood pressure (SBP), diastolic blood
pressure (DBP) and duration of diabetes, which are potential risk factors for DR, were also

compared. The study protocol was approved by the local ethics committee.

Genomic DNA samples were obtained from leukocytes (GFX Genomic Blood
Purification Kit, Amersham Biosciences, UK). Haptoglobin genotyping was performed by

polymerase chain reaction as previously described by Yano et al. [13].

Statistical analyses were performed with Statistical Analysis System 8.02 for
Windows, SAS Institute Inc., Cary, NC, USA. The Chi-square (XZ) test and Fischer exact
test were used to evaluate association between categorical variables. The y* test was also
employed to evaluate if the genotype frequencies were in agreement with those expected
according to the Hardy—Weinberg equilibrium. Mann-Whitney, ANOVA and Tukey tests
were used to compare continuous variables for patients with those for controls. Age and
gender differences were normalized by rank transformation and compared using the
Kruskal-Wallis test. Association between DR and some potential risk factors was tested by

multiple logistic regression. P-values < 0.05 were considered statistically significant.
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3. RESULTS

Table 1 summarizes Hp genotype (and allelic) frequencies in patients and
controls. They did not significantly differ of those predicted by the Hardy—Weinberg
equilibrium. Table 2 shows HbAlc level, systolic blood pressure (SBP), diastolic blood
pressure (DBP) and duration of diabetes for each group of patients according to the

different genotypes.
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Table 1- Haptoglobin genotype and allelic distribution in a group of Brazilian diabetic

patients with or without DR and in healthy controls.

Hpl-1 Hp2-1 Hp2-2
P HP1 HP2 p*
(%) (%) (%)
DM1 with DR 14 23 22
0.4322 0.5678 0.1140
n=59 (23.73) (39.98) (37.29)
DM1 without DR 17 39 32
0.4148 0.5852 0.4138
n=88 (19.32) (44.32) (36.36)
0.8031
DM2 with DR 24 47 26
0.4897 0.5103 0.7638
n=97 (24.74) (48.45) (26.80)
DM2 without DR 17 36 20
0.4795 0.5205 0.9181
n=73 (23.29) (49.32) (27.40)
Controls 36 60 46
0.4648 0.5352 0.0700
n=142 (25.35) (42.25) (32.39)
0.7484
Patients 72 145 100
0.4558 0.5442 0.1650
n=317 (22.71) (45.74) (31.55)

(*) comparison between observed and expected allelic frequencies according to Hardy-Weinberg equilibrium

Capitulo 1
41



Table 2- HbAlc level, systolic blood pressure (SBP), diastolic blood pressure (DBP) and

duration of diabetes (mean + SD) in patients for each of the three Hp genotypes.

PARAMETERS DM1 with DR  DMI without DR  DM2 with DR DM2 without DR
Hpl-1=10.6+2.7 Hpl-1=9.2+1.7 Hpl-1=8.7+1.9 Hpl-1=8.4+1.9
HbAlc (%) Hp2-1=8.9+2.8 Hp2-1=9.7+2.2 Hp2-1=8.842.0 Hp2-1=7.8+1.9
Hp2-2=8.8+1.4 Hp2-2=9.1+1.6 Hp2-2=9.3+1.9 Hp2-2=8.3+2.2
Hpl-1=125.6+12.4 Hpl-1=133.6+40.1 Hpl-1=138.8+28.3 Hpl-1=129.9+18.9
SBP (mmHg) Hp2-1=132.3+15.1 Hp2-1=117.519.0 Hp2-1=149.5+29.0 Hp2-1=141.4+20.1
Hp2-2=134.9+28.9 Hp2-2=121.4+17.3 Hp2-2=144.9+23.1 Hp2-2=138.0+26.4
Hpl-1=82.0+15.2  Hpl-1=83.6+13.8  Hpl-1=81.3+11.9  Hpl-1=79.3+7.1
DBP (mmHg) Hp2-1=78.848.7  Hp2-1=73.5+11.8  Hp2-1=86.9+14.0  Hp2-1=89.4+18.0

Duration of

diabetes (years)

Hp2-2=89.1+16.1
Hpl-1=14.743.0
Hp2-1=18.9+7.7

Hp2-2=18.6+5.2

Hp2-2=78.0+8.4
Hpl-1=13.5+2.6
Hp2-1=14.0+4.2

Hp2-2=14.743.0

Hp2-2=85.1+14.4
Hpl-1=18.0+5.9
Hp2-1=16.846.6

Hp2-2=18.846.9

Hp2-2=85.2+13.4
Hpl-1=14.6+4.5
Hp2-1=13.8+4.2

Hp2-2=14.7+3.7

*ANOVA (rank transformation)

We analyzed 147 patients with DM1 (59 with DR and 88 without DR) and 170
patients with DM2 (97 with DR and 73 without DR). Of the 156 diabetic patients with DR,
102 (65.38%) had non-proliferative DR and 54 (34.62%) had proliferative DR. There were

no significant differences among the Hp genotype frequencies for DM1 and DM2 patients

with and without RD; this was also true when genotype frequencies were compared with

those for controls (Table 1). There were no significant differences in HbAlc levels, systolic

blood pressure, diastolic blood pressure or duration of diabetes between patients with

different Hp genotypes. Multiple logistic regression analyses adjusted for age and gender

showed that the odds ratio of high blood pressure in non-DR patients with DM1 to DR

patients with DM1 was 5.277, and that the odds ratio of elevated HbAlc in non-DR
patients with DM2 to DR patients with DM2 was 1.419 (Table 3).
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Table 3- Predictive values (odds ratio) of risk factors for DR using multiple logistic

regression analysis

Factors for DR Non-DR to DR (DM1) Non-DR to DR (DM2)

P values OR 95% C1 P values OR 95% CI
High blood pressure 0.0054 5.277 1.633-17.054 0.0059 21.265 2.147-187.069
Elevated HbAlc 0.1721 1.218 0.918-1.616 0.0010 1.419 1.151-1.748

4. DISCUSSION

Several studies have related Hp polymorphism to susceptibility and outcome in
important diseases such as cardiovascular, hematologic and neurologic disorders, infectious
diseases, malignant neoplasms and DM [4]. An increase in oxidative stress and the
generation of free radicals represent an important unifying mechanism that explains the
activation of many signal transduction pathways known to mediate diabetic micro and
macrovascular disease [6]. It has been suggested that the Hp2-2 phenotype is genetically
predisposed to higher oxidative stress, iron accumulation, tissue damage and a major
susceptibility for the development of diabetic vascular complications [14, 15]. These
findings are, however, controversial and appear to depend on the population analyzed and

the parameters investigated.

It has been shown that the Hpl-1 phenotype is associated with a reduced risk
for the development of DR in a group of Israeli DM1 patients [8]. The authors of this study
suggested that the functional differences in antioxidant capacity between the phenotypes

could be responsible for this association.

On the other hand, Koda et al., investigating Japanese patients with DM2 did
not find a protective effect of the HP1 allele. On the contrary, the Hp2-2 phenotype

frequency was higher in patients without DR [16].
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We could not find any significant differences in genotype frequencies for the
DM1 and DM2 patients with or without DR analyzed here. The only statistically significant
results we obtained were in relation to the already known associations between DR and

high blood pressure and elevated HbAlc levels in DM1 and DM?2, respectively.

In conclusion, the lack of an association between DR and polymorphism of the
Hp gene indicates that Hp genotypes cannot be genetic markers of predisposition to DR in

this Brazilian population.
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4- DISCUSSAO



Virios estudos tém relacionado o polimorfismo da Hp com a suscetibilidade e
prognoéstico de vdrias patologias, inclusive do DM. Considerando que a populacdo
brasileira tem alta prevaléncia de pacientes diabéticos e que ndo hd quaisquer estudos
prévios sobre a distribuicdo genotipica da Hp e influéncia desse polimorfismo na
predisposicao para alteracdes microangiopdticas, foram analisados 317 pacientes portadores
de DM, tipos 1 e 2, classificados de acordo com o mais recente relatério da ADA e
atendidos no Hospital das Clinicas da UNICAMP (n=269) e na Irmandade da Santa Casa
de Misericérdia de Sao Paulo (n=48) e 142 controles sauddveis. Todos os pacientes e/ou

seus responsdveis legais assinaram termo de consentimento informado (Anexo 3).

Todos os pacientes se encontravam em acompanhamento nestes hospitais ha
pelo menos 6 meses e possuiam mais de 10 anos de duracdo do diabetes. Nao houve
selecdo por sexo, origem étnica, idade em que o diagndstico foi feito, niveis de Hb
glicosilada (HbA1(), pressao arterial e grau de retinopatia. Foram excluidos da pesquisa

apenas pacientes gravidas e aqueles com idade superior a 75 anos.

Os pacientes foram subdivididos em 4 grupos principais: pacientes com DM-1
sem RD (n=88), DM-1 com RD (n=59), DM-2 sem RD (n=73) e DM-2 com RD (n=97). A
RD foi subclassificada em 2 grupos: RD proliferativa (RDP) (n=54) e RD nao proliferativa
(RDNP) (n=102). Os critérios para a classificacdio da RD foram: presenca de
microaneurismas, de exsudatos duros e/ou manchas algodonosas e de anormalidades
microvasculares intra-retinianas para a RDNP, e presenca de neovascularizacio,
hemorragia vitrea ou deslocamento da retina para a RDP. A O grupo controle (GC) foi
constituido de 142 individuos saudaveis (alunos e funcionarios da Universidade),

pertencentes a mesma regido geografica.

O grupo de pacientes com DM-1 sem RD foi composto de 88 pacientes, sendo
65% mulheres e 35% homens, 88% brancos € 12% nio brancos, com faixa etaria entre 13 e
51 anos; o grupo de pacientes DM-1 com RD incluiu 59 pacientes, sendo 66% mulheres e

34% homens, 92% brancos e 8% nao brancos, com faixa etaria 17 e 59 anos.
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O grupo de pacientes com DM-2 sem RD foi constituido de 73 pacientes, sendo
53% de mulheres e 47% de homens, 85% brancos € 15% nao brancos, com faixa etdria
entre 40 e 74 anos; o grupo de pacientes com DM-2 com RD totalizou 97 pacientes, sendo
65% de mulheres € 35% de homens, 88% brancos € 12% ndo brancos, com faixa etaria

entre 47 € 75 anos.

Os grupos diferiram significativamente quanto a idade (o grupo de pacientes
com DM-1 € mais jovem que o grupo de pacientes com DM-2) (Quadro 1-Anexo 1). Essa
diferenca pode ser explicada pela freqiiéncia de morte precoce entre os pacientes DM-1,
nos quais a doenca aparece nos primeiros anos de vida e ocasiona, na maioria das vezes,

complica¢des metabdlicas agudas e infecgdes (Oliveira e Milech, 2004).

Entre os pacientes com RD (n=156), 65.38% apresentavam RD ndo
proliferativa e 34.62% RD proliferativa (Quadro 2-Anexo 1). Este grupo (com RD)
apresentou correlacdo positiva com maior tempo de doenca (Quadro 3-Anexo 1). Esta
associacao ja foi demonstrada em vérios estudos, onde aproximadamente ap6s 20 anos de
duragdo do DM, quase todos os pacientes com DM-1 e mais de 60% dos pacientes com

DM-2 apresentavam RD, sendo 20% do tipo proliferativa (Boelter et al., 2003).

O grupo controle foi constituido de 64% de mulheres e 36% de homens, sendo
78% brancos e 22% nao brancos, com idade entre 18 e 62 anos. Houve diferenca
significativa entre os grupos de pacientes (total) e o grupo controle quanto a idade também
(o grupo controle € mais jovem), além da origem étnica predominante (maior nimero de
individuos ndo brancos entre o grupo controle) (Quadro 4-Anexo-1). Estas diferencas foram
ponderadas nas comparacdes estatisticas (teste ANOVA com transformagdo rank), de
forma a nao interferirem nos resultados. Para avaliacdo da influéncia da cor, também foram

comparados individuos brancos x ndo brancos, comparac¢io que nao revelou diferengas.

Os parametros analisados através do teste de Qui-quadrado, ou do teste exato de
Fisher, utilizado quando necessério, foram as distribui¢des genotipicas entre os grupos GC
e pacientes com DM, GC e pacientes com DM-1 e DM-2 e GC com pacientes DM-1 sem
RD, pacientes DM-1 com RD, pacientes DM-2 sem RD e pacientes DM-2 com RD

(Quadro 5- Anexo-1). Valores de P<0,05 foram considerados estatisticamente
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significativos. As andlises das freqiiéncias alélicas e genotipicas mostram que as mesmas

encontram-se em acordo com o esperado segundo a lei de equilibrio de Hardy-Weinberg

(Anexo-2). Esses dados encontram-se resumidos na Tabela 1.

Tabela 1- Distribuicdo genotipica e alélica da Hp entre os subgrupos de pacientes

diabéticos, com e sem RD, e em um grupo controle normal.

HP1 HP2
Hpl-1 Hp2-1 Hp2-2
p 8 8 p*
%) %) %) (frequénc  (frequénc
ia alélica) ia alélica)
DM-1 com RD 14 23 22
0,4322 0,5678 0,1140
n=59 (23,73) (39,98) (37,29)
DM-1 sem RD 17 39 32
0,4148 0,5852 0,4138
n=88 (19,32) (44,32) (36,36)
0,8031
DM-2 com RD 24 47 26
0,4897 0,5103 0,7638
n=97 (24,74) (48,45) (26,80)
DM-2 sem RD 17 36 20
0.4795 0.5205 0.9181
n=73 (23.29) (49.32) (27.40)
Controles 36 60 46
0.4648 0.5352 0.0700
n=142 (25.35) (42.25) (32.39)
0.7484
Pacientes 72 145 100
0.4558 0.5442 0.1650
n=317 (22.71) (45.74) (31.55)

(*) comparacdo entre as freqii€ncias alélicas observadas e esperadas segundo o equilibrio de Hardy-Weinberg.

Ainda, entre os pacientes, utilizando o teste de Tukey-Kramer para as

comparagdes multiplas, foram analisados os niveis de HbAlc, pressdo arterial sist€mica

sistolica (PAS), pressdo arterial sistémica diastélica (PAD) e tempo de doencga. Os

resultados encontram-se na Tabela-2 e no Quadro 3-Anexo-1.
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Tabela 2- Nivel de HbAlc, PAS, PAD e dura¢do do diabetes (média £ DP) no subgrupo de

pacientes de acordo com os diferentes gendtipos de Hp.

PARAMETROS DM-1 com RD DM-1 sem RD DM-2 com RD DM-2 sem RD
Hpl-1=10,6£2,7 Hpl1-1=9,2+1,7 Hp1-1=8,7£1,9 Hpl1-1=8,4£1,9
HbA1lc (%) Hp2-1=8,912,8 Hp2-1=9,742,2 Hp2-1=8,8+2,0 Hp2-1=7,8%1,9
Hp2-2=8,8+1,4 Hp2-2=9,1+1,6 Hp2-2=9,3+1,9 Hp2-2=8,312,2
Hpl-1=125,6+12,4 Hpl-1=133,6+40,1 Hpl-1=138,8+28,3 Hpl-1=129,9+18,9
PAS (mmHg) Hp2-1=132,3£15,1 Hp2-1=117,5£19,0  Hp2-1=149,5£29,0 = Hp2-1=141,4%20,1
Hp2-2=134,9428,9 Hp2-2=121,4+17,3 Hp2-2=144,9£23,1 Hp2-2=138,0+26,4
Hp1-1=82,0£15,2 Hp1-1=83,6£13,8 Hp1-1=81,3£11,9 Hp1-1=79,317,1
PAD (mmHg) Hp2-1=78,8£8,7 Hp2-1=73,5£11,8  Hp2-1=86,9+14,0 Hp2-1=89,4+18,0

Duracio do diabetes (anos)

Hp2-2=89,1+16,1
Hpl-1=14,7+3,0
Hp2-1=18,9+7,7

Hp2-2=18,65,2

Hp2-2=78,0+8,4
Hpl-1=13,5+2,6
Hp2-1=14,0+4,2

Hp2-2=14,7+3,0

Hp2-2=85,1+14,4
Hpl-1=18,0+5,9
Hp2-1=16,8+6,6

Hp2-2=18,846,9

Hp2-2=85,2+13,4
Hpl-1=14,614,5
Hp2-1=13,8+4,2

Hp2-2=14,7+3,7

*ANOVA (com transformagao rank)

Os resultados das regressoes logisticas multiplas, ajustadas para idade e cor,

mostraram que para o DM1 o fator preditivo para RD € a hipertensdo: pacientes com

hipertensao arterial sistémica tem 5,3 vezes mais chances de desenvolver retinopatia do que

os que ndo tem a hipertensao . No DM?2 o fator preditivo para RD é a HbAlc: o aumento de

1% desta hemoglobina eleva o risco de ter retinopatia em 1,4 vezes (Quadros 6 e 7-

Anexo-1). Esses valores estdo sumarizados na Tabela 3.
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Tabela 3- Regressdo Logistica Multipla, modelando a probabilidade de ter RD em cada
tipo de diabetes.

Fatores para RD DM-1 sem RD para com RD DM-2 sem RD para com RD

P values OR 95% IC P values OR 95% 1C
HAS 0,0054 5,277  1,633-17,054  0,0059 21,265 2,147-187,069
HbAlc elevada 0,1721 1,218 0,918-1,616 0,0010 1,419 1,151-1,748

Nossos achados estdo em concordancia com o estudo de Boelter et al. (2003),
que avaliou os fatores de risco para o desenvolvimento RD na populacdo brasileira e
concluiu que os principais sao os niveis elevados de glicemia (avaliados através da HbAlc),
a HAS e o longo tempo de duracio da doenca. Estes resultados enfatizam que um adequado
controle dos niveis glicémicos e da HAS podem prevenir a incidéncia da RD e a sua

progressao.

Evidéncias apontam o estresse oxidativo como um fator importante no
desenvolvimento das complicacdes vasculares diabéticas, as quais contribuem para a
morbidade e mortalidade associada ao DM (Giugliano e Ceriello, 1996). Estudo
relativamente recente sobre as propriedades antioxidantes da Hp, em pacientes diabéticos,
observou diferentes graus de susceptibilidade ao desenvolvimento de problemas vasculares,
estando os individuos Hp 1-1 aparentemente mais protegidos desse tipo de afeccao do que
individuos Hp 2-1 e Hp 2-2 (Frank et al., 2001). O mesmo concluiu que as diferencas na
capacidade antioxidativa ndo se devem a diferengas de afinidade entre os subtipos de Hp e
a molécula de Hb, mas que, provavelmente, pelo seu menor tamanho e estrutura, a Hp 1
tem uma maior facilidade em passar pela barreira endotelial e penetrar nos espacgos
extravasculares. Conseqilientemente, individuos Hp 1-1 parecem estar mais protegidos do
estresse oxidativo que individuos Hp 2-1 e Hp 2-2 (Frank et al., 2001). Estes resultados nio

sd0, no entanto, consensuais, e parecem depender de cada grupo populacional investigado.
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No presente estudo, as diferencas na distribuicao dos gendtipos entre os grupos
de pacientes, bem como entre pacientes € o grupo controle, ndo atingiram nivel de
significancia (Quadro 5-Anexo-1), o que implica dizer que, na populacdo analisada, os
gendtipos da Hp ndo se correlacionam com a presenca de RD, seja na DM tipo 1, seja na
DM tipo 2. Nossos resultados estdo concordancia com os obtidos por Koda et al., em 2002,
que analisaram os genoétipos da Hp de 99 pacientes japoneses com DM-2 com RD e 34 sem
RD e também ndo encontraram protecdo efetiva do alelo HP1 contra o desenvolvimento
dessa complicacdo. Eles discordam, entretanto, dos resultados observados por Nakhoul
et al. que, em 2001, analisaram os gendtipos da Hp em 52 pacientes israelitas com DM-1,
25 deles (48%) com evidéncia de retinopatia. A prevaléncia dessa alteracdo foi
significativamente menor nos portadores do genétipo Hpl-1 (1 em 12 pacientes), do que a

encontrada nos portadores dos genétipos Hp1-2 e Hp2-2 (24 em 40 pacientes).

As diferengas de resultados entre os vdrios estudos realizados podem estar
relacionadas aos tamanhos amostrais analisados, heterogéneos e nem sempre
representativos das populagdes, e a composicdo étnica dos grupos populacionais
investigados. Associagdes sutis com eventos clinicos requerem tamanhos amostrais
expressivos para poderem ser observadas, o que muitas vezes inviabiliza o trabalho. Em
relagdo a composic¢ao étnica, a populacdo analisada por Koda et al., japonesa, € considerada
geneticamente homogénea; a populacdo analisada por Nakhoul et al., israelita, apresenta
uma heterogeneidade restrita, com predominio de judeus e uma minoria drabe; a populagcdo
brasileira é altamente miscigenada, sendo formada por uma combinagdo de ancestralidade

indigena, européia (principalmente portugueses, italianos, espanhdis e alemaes) e africana,

com uma minoria de ascendéncia asidtica (principalmente japoneses) e drabe (libaneses e

sirios).

H4 ainda outros aspectos a serem considerados. Existe uma grande
variabilidade da prevaléncia do DM na populacdo mundial, exemplificadas pelas mais
baixas taxas de 0,6 individuos por 100 mil habitantes na Coréia e no México, até as mais
altas na Finlandia, com 35,3 por 100 mil habitantes. Na fisiopatologia desta doen¢a ha
multiplos fatores genéticos e ambientais envolvidos que interferem em seu curso. O

controle e a prevencao dos fatores de risco, diferentes nas vérias popula¢des mundiais,
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determinam a evolucdo desta patologia. Portanto, resultados discordantes podem ser
obtidos também por essas razdes, havendo diferencas marcantes na epidemiologia, na

prevencdo e no controle do DM em cada populacao analisada.

Nos pacientes aqui investigados, somente a pressdo arterial aumentada e os
niveis elevados de HbA1c foram considerados como fatores de risco independentes para a
RD em pacientes com DM-1 e DM-2, respectivamente. Cumpre esclarecer que, no caso do
DM-2, todos os pacientes, com uma Unica excecdo, apresentaram HAS. Esta associacdo €
responsavel pela OR elevada, de 21,3, que, no modelo matemético adotado, faz com que
DM e HAS se comportem como uma tnica patologia, ndo permitindo, portanto, que a

influéncia da HAS sobre a RD seja avaliada isoladamente.

Assim, na amostra populacional aqui estudada ndo se pode observar qualquer
correlagcdo entre os gendtipos de Hp e a presenca de RD em pacientes diabéticos, tanto no

diabetes do tipo 1 quanto no diabetes do tipo 2.
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1 5- CONCLUSOES



1) Foram determinadas as freqiiéncias alélicas e genotipicas de Hp nesta

subpopulagdo de pacientes diabéticos brasileiros;

2) As freqiiéncias obtidas ndo diferiram daquelas encontradas no GC, bem
como ndo se observou diferenca significativa quando comparados os

subgrupos DM-1 e DM-2, com e sem RD;

3) Nao se observou influéncia dos genétipos de Hp sobre os niveis de pressao
arterial sistétmica e de HbAlc nesta amostra de pacientes. Esses dois
parametros apresentaram correlagdo com a RD (o primeiro com DM-1 e o
segundo com DM-2, respectivamente), independentemente dos genétipos de

Hp.

Cumpre salientar que essas afirmacdes sdo validas para a populacdo ora
estudada, ndo podendo ser extrapolada para outros grupos populacionais, nem mesmo para

a populacao brasileira como um todo.
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7- ANEXOS



ANEXO 1- Dados estatisticos utilizados para elaboragao do manuscrito

Camara de Pesquisa — Estatistica / FCM

Quadro 1 - Distribui¢do da idade, sexo e cor entre os subgrupos de pacientes e controles.

GRUPO N Média desvio padrao Minimo Mediana Madximo p-valor (Kruskal-Wallis)
controle 142 32.5 10.7 18.0 31.0 62.0 <0.0001
dmlcomrd 57 32.1 10.5 17.0 33.0 59.0
dmlsemrd 85 24.4 8.2 13.0 22.0 51.0
dm2comrd 97 62.9 6.9 47.0 64.0 75.0
dm2semrd 73 60.6 8.1 40.0 61.0 74.0
SEXO GRUPO p-valor=0.4838 (Qui-quadrado) COR GRUPO
Frequency Frequency
Percent Percent
Col Pct controle|dmlcomrd|dmlsemrd|dm2comrd|dm25emrd| Total Col Pct controle\dmlcomrd\dmlsemrd‘dm2comrd‘dm25emrd‘ Total
F 91 | 39 | 57 | 63 | 39 | 289 branca 111 47 64 74 55 351
19.83 | 8.50 | 12.42 | 13.73 | 8.50 | 62.96 26.75 11.33 15.42 17.83 13.25 84.58
64.08 | 66.10 | 64.77 | 64.95 | 53.42 | 78.17 92.16 87.67 88.10 84.62
M 51 | 20 | 31 | 34 | 34 | 170 parda 9 1 8 5 5 28
11.11 | 4.36 |  6.75 | 7.41 | 7.41 | 37.04 217 0.24 1.93 1.20 1.20 6.75
35.92 | 33.90 | 35.23 | 35.05 | 46.58 | | 6.3 1.96] 10.96 | 5.95 ] 7.69 |
Total 142 59 88 97 73 459 preta 22 3 1 s s 36
30.94 12.85 19.17 21.13 15.90  100.00 5.30 0.72 0.24 1.20 1.20 8.67
15.49 5.88 1.37 5.95 7.69
Total 142 51 73 84 65 415
34.22 12.29 17.59 20.24 15.66  100.00
Frequency Missing = 44
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Quadro 2 - Distribuicao da presenca ou nao de outras doengas oftalmologicas e do tipo de

retinopatia entre subgrupos.

OUTRAD GRUPO p-valor<0.0001 (Qui-quadrado)

Frequency

Percent

Row Pct

Col Pct dmlcomrd|dmlsemrd|dm2comrd|dm2semrd| Total

————————— e e B

néo 31 46 48 35 160
11.52 17.10 17.84 13.01 59.48
19.38 28.75 30.00 21.88
73.81 80.70 49.48 47.95

————————— e e B

sim 11 11 49 38 109
4.09 4.09 18.22 14.13 40.52
10.09 10.09 44.95 34.86
26.19 19.30 50.52 52.05

————————— e e B

Total 42 57 97 73 269
15.61 21.19 36.06 27.14 100.00

Frequency Missing = 48

TIPORD GRUPO p-valor=0.3712 (Qui-quadrado)
Frequency
Percent
Row Pct
Col Pct dmlcomrd|dm2comrd| Total
————————— -t
RDNP 36 66 102
23.08 42.31 65.38
35.29 64.71
61.02 68.04
————————— -t
RDP 23 31 54
14.74 19.87 34.62
42.59 57.41
38.98 31.96
————————— -t
Total 59 97 156
37.82 62.18 100.00
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Quadro 3 — Anélise descritiva e comparagdes das variaveis HbAlc, PAS, PAD e tempo de
doenga entre os grupos de pacientes e gendtipos, corrigindo para idade e cor.

As comparagdes multiplas foram realizadas pelo teste de Tukey-Kramer.

Medidas de posigdo e dispersao

tipodm rd genotip Varidvel N Média dp Minimo Mediana Maximo
1 nédo 1-1 HBALC 11 9.2 1.7 6.6 9.7 11.7
PASIST 7 133.6 40.1 100.0 120.0 220.0
PADIAST 7 83.6 13.8 70.0 80.0 110.0
TEMPOD 11 13.5 2.6 10.0 13.0 18.0
2-1 HBALC 28 9.7 2.2 5.9 9.4 14.1
PASIST 25 117.5 19.0 90.0 120.0 160.0
PADIAST 25 73.5 11.8 50.0 76.0 96.0
TEMPOD 28 14.0 4.2 10.0 13.0 26.0
2-2 HBALC 18 9.1 1.6 6.9 9.0 12.5
PASIST 13 121.4 17.3 100.0 120.0 160.0
PADIAST 13 78.0 8.4 60.0 80.0 90.0
TEMPOD 18 14.3 4.2 10.0 12.5 23.0
sim 1-1 HBALC 9 10.6 2.7 8.5 9.9 17.2
PASIST 9 125.6 12.4 110.0 130.0 150.0
PADIAST 9 82.0 15.2 60.0 80.0 108.0
TEMPOD 9 14.7 3.0 10.0 15.0 20.0
2-1 HBALC 15 8.9 2.8 5.8 8.4 15.9
PASIST 13 132.3 15.1 110.0 130.0 160.0
PADIAST 13 78.8 8.7 68.0 80.0 90.0
TEMPOD 15 18.9 7.7 10.0 16.0 35.0
2-2 HBALC 18 8.8 1.4 7.0 8.4 10.9
PASIST 17 134.9 28.9 100.0 130.0 216.0
PADIAST 17 89.1 16.1 60.0 90.0 120.0
TEMPOD 18 18.6 5.2 10.0 18.0 30.0
2 nado 1-1 HBAILC 17 8.4 1.9 5.1 8.5 11.8
PASIST 17 129.9 18.9 100.0 130.0 170.0
PADIAST 17 79.3 7.1 70.0 80.0 90.0
TEMPOD 17 14.6 4.5 10.0 14.0 24.0
2-1 HBALC 36 7.8 1.9 4.5 7.5 12.8
PASIST 35 141.4 20.1 108.0 140.0 190.0
PADIAST 35 89.4 8.0 70.0 90.0 100.0
TEMPOD 36 13.8 4.2 10.0 13.0 28.0
2-2 HBALC 20 8.3 2.2 5.7 8.1 12.5
PASIST 18 138.0 26.4 120.0 130.0 226.0
PADIAST 18 85.2 13.4 70.0 80.0 128.0
TEMPOD 20 14.7 3.7 10.0 14.5 23.0
sim 1-1 HBALC 24 8.7 1.9 5.4 9.0 11.5
PASIST 24 138.8 22.3 90.0 140.0 190.0
PADIAST 24 81.3 11.9 60.0 80.0 110.0
TEMPOD 24 18.0 5.9 10.0 17.5 29.0
tipodm rd genotip Variavel N Média dp Minimo Mediana Méaximo
2-1 HBALC 47 8.8 2.0 4.6 8.5 12.7
PASIST 47 149.5 29.0 110.0 144.0 240.0
PADIAST 47 86.9 14.5 60.0 80.0 150.0
TEMPOD 47 16.8 6.6 10.0 15.0 35.0
2-2 HBALC 26 9.3 1.9 6.2 9.6 14.0
PASIST 26 144.9 23.1 110.0 140.0 190.0
PADIAST 26 85.1 14.4 60.0 80.0 120.0
TEMPOD 26 18.8 6.9 10.0 16.5 34.0
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Anova nos ranks para varidvel HbAlc

Efeito p-valor
IDADE 0.0189
COR 0.1872
GENOT 0.3825
rd 0.0017
rd*GENOT 0.4090
tipodm 0.5174
tipodm*GENOT 0.5191
rd*tipodm 0.2006
rd*tipodm*GENOT 0.1616
rd HBA1C médias corrigidas
nao 8.66361421
sim 9.70345249
Anova nos ranks para variavel PASIST
Efeito p-valor
IDADE <.0001
COR 0.1112
GENOT 0.0766
rd 0.0870
rd*GENOT 0.5186
tipodm 0.6798
tipodm*GENOT 0.8213
rd*tipodm 0.9616
rd*tipodm*GENOT 0.2701
Anova nos ranks para variavel PADIAST
Efeito p-valor
IDADE 0.0220
COR 0.1523
GENOT 0.0801
rd 0.9044
rd*GENOT 0.7214
tipodm 0.9796
tipodm*GENOT 0.0101
rd*tipodm 0.0471
rd*tipodm*GENOT 0.6037

Fixando tipo de diabetes e comparando os gendtipos e RD:

Efeito

IDADE
COR
GENOT

rd
rd*GENOT

p

o O O oo

-valor
Tipo 1
.0015
.2154
.2299
.4863
L9177

p-valor
tipo2
0.8876
0.5445

0.0009 Diferengas (1-1 e 2-1; 2-2 e 2-1)

0.2295
0.4886

Fixando os gendtipos e comparando tipo de diabetes:

Efeito p-valor p-valor p-valor

1-1 2-1 2-2
IDADE 0.0730 0.2354 0.3884
COR 0.1979 0.5498 0.4129
rd 0.5564 0.9481 0.8022
tipodm 0.3099 0.0457 0.7689
rd*tipodm 0.7613 0.0268 0.2420
Fixando RD e comparando tipo de diabetes:
Efeito p-valor p-valor

Nao Sim
IDADE 0.0258 0.2338
COR 0.2431 0.5529
GENOT 0.0630 0.5999
tipodm 0.7990 0.7053
GENOT*t ipodm 0.0066 0.3637
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Anova nos ranks para variavel

Tempo de diagnéstico TEMPOD
Efeito p-valor tipodm médias corrigidas
IDADE 0.0002 1 17.7005094
COR 0.6167 2 13.1947439
GENOT 0.6560

rd 0.0004

rd*GENOT 0.9961 TEMPOD

tipodm 0.0019 rd médias corrigidas
tipodm*GENOT 0.4105 nao 14.1881912
rd*tipodm 0.7147 sim 16.7070621
rd*tipodm*GENOT 0.9132

Quadro 4 - Distribuicao da idade, sexo e cor entre pacientes e controles.

GRUPO N Média desvio padréo Minimo Mediana Maximo p-valor (Mann-—
Whitney)
controle 142 32.5 10.7 18.0 31.0 62.0
dml+dm2 317 46.3 19.2 13.0 52.0 75.0 <0.0001
SEXO grupol p-valor=0.7391 (Qui- COR grupol p-valor=0.0018 (Qui-
quadrado) quadrado)
Frequency Frequency
Percent Percent
Col Pct controle|dml+dm2 | Total Col Pct controle|dml+dm2 | Total
————————— Fomm e ————+ 4
F 91 | 198 | 289 branca 111 240 351
19.83 | 43.14 | 62.96 26.75 57.83 84.58
64.08 | 62.46 | 78.17 87.91
————————— Fom e ————+ e
M 51 | 119 | 170 parda 9 19 28
11.11 | 25.93 | 37.04 2.17 4.58 6.75
35.92 | 37.54 | 6.34 6.96
————————— Fom b ————+ R A Al
Total 142 317 459 preta 22 14 36
30.94 69.06 100.00 5.30 3.37 8.67
15.49 5.13
————————— R ittt
Total 142 273 415
34.22 65.78 100.00
Frequency Missing = 44
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Quadro 5- Distribuicdo dos gendtipos entre pacientes e controles.

Controle e pacientes (geral)

GENOT grupol p-valor= 0.7484 (Qui-quadrado)

Frequency

Percent

Col Pct controle|dml+dm2 | Total

————————— o ———— ¢

1-1 36 72 108

7.84 15.69 23.53

25.35 22.71

————————— o ———— ¢

2-1 60 145 205
13.07 31.59 44.66
42.25 45.74

————————— o ———— ¢

2-2 46 100 146
10.02 21.79 31.81
32.39 31.55

————————— o ———— ¢

Total 142 317 459

30.94 69.06 100.00

Controle e pacientes por tipo da doenga

GENOT tipodm p-valor=0.4077 (Qui-quadrado)
Frequency
Percent
Row Pct
Col Pct controle] dm1 | dm2| Total
————————— B Rt e
1-1 36 31 41 108
7.84 6.75 8.93 23.53
33.33 28.70 37.96
25.35 21.09 24.12
————————— s B e &
2-1 60 62 83 205
13.07 13.51 18.08 44.66
29.27 30.24 40.49
42.25 42.18 48.82
————————— s B et 2
2-2 46 54 46 146
10.02 11.76 10.02 31.81
31.51 36.99 31.51
32.39 36.73 27.06
————————— e e S
Total 142 147 170 459
30.94 32.03 37.04 100.00
GENOT GRUPO p-valor=0.8031 (Qui-quadrado)
Frequency
Percent
Col Pct controle|dmlcomrd|dmlsemrd|dm2comrd|dm2semrd| Total
————————— 1
1-1 36 14 17 24 17 108
7.84 3.05 3.70 5.23 3.70 23.53
25.35 23.73 19.32 24.74 23.29
————————— 1
2-1 60 23 39 47 36 205
13.07 5.01 8.50 10.24 7.84 44.66
42.25 38.98 44 .32 48.45 49.32
————————— B T i it
2-2 46 22 32 26 20 146
10.02 4.79 6.97 5.66 4.36 31.81
32.39 37.29 36.36 26.80 27.40
————————— -ttt 4
Total 142 59 88 97 73 459
30.94 12.85 19.17 21.13 15.90 100.00
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Quadro 6- Resultado da regressao logistica multipla, ajustada para idade e cor, modelando

a probabilidade de ter retinopatia diabética.

Varidvel

Intercepto
HBALC
tipodm
GENOT
GENOT

HAS

pardmetro
Estimado
-7.8311
0.2840
L7497
L2773
.1150
.2151

8oX X N
NO o

erro
padréo
L7252
.0817
.7034
.4372
.3672
.4873

OO O oo

p-valor

.0001
.0005
.0129
.5258
.7542
.0001

AO O OOA

oRr RGP

OR

.328
.753
.320
.122
.162

w o ok

IC95%

.132; 1.559
.449;22.837
.560; 3.109
.546; 2.304
.525;23.813

Quadro 7- Resultados das regressdes logisticas multiplas, ajustadas para idade e cor,

modelando a probabilidade de ter retinopatia diabética

diabetes.

em cada tipo de

1° modelo

- diabetes tipo 1

(n=36 sim x n=49 nao)

Varidvel pardmetro erro p-valor OR IC95%
Estimado padréo

Intercepto -9.5947 2.7130 0.0004

HAS S x N 1.6634 0.5985 0.0054 5.277 1.633 ;17.054

HBALC 0.1970 0.1442 0.1721 1.218 0.918 ; 1.616

GENOT 1-1 x 2-2 0.2176 0.7870 0.7821 1.243 0.266 ; 5.813

GENOT 2-1 x 2-2 -0.6765 0.6745 0.3159 0.508 0.136 ; 1.907

2° modelo - diabetes tipo 2

Varidvel parémetro erro p-valor OR IC95%
Estimado padréao

HAS S x N 3.0571 1.1094 0.0059 21.265 2.417 ;187.069

HBALC 0.3498 0.1065 0.0010 1.419 1.151 ; 1.748

GENOT 1-1 x 2-2 0.5420 0.5463 0.3211 1.719 0.589 ; 5.017

GENOT 2-1 x 2-2 0.4761 0.4657 0.3066 1.610 0.646 ; 4.011
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ANEXO-2-Avaliagao das freqiiéncias genotipicas segundo o Equilibrio de

Hardy-Weinberg

Freq absoluta  controles Céculo de: Equilibrio Freq. esperada
D 36 p 04648 p2 0,2160 31
H 60 2pq 0,4975 71
R 46 q 0,5352 q2 0,2865 41
Total
N 142
Qui-qudrado gl p-valor
1 7E-02
Nao rejeito a hipotese de equilibrio.
Freq absoluta dml+dm?2 Céculo de: Equilibrio Freq. esperada
D 72 p 0,4558 p2 0,2078 66
H 145 2pq 0,4961 157
R 100 q 0,5442 g2 0,2961 94
Total
N 317
Qui-qudrado gl p-valor
1 0,1650
Nao rejeito a hipotese de equilibrio.
Freq absoluta dml Céculo de: Equilibrio Freq. esperada
D 31 P 04218 p2 0,1779 26
H 62 2pq 0,4878 72
R 54 q 0,5782 g2 0,3344 49
Total
N 147
Qui-qudrado gl p-valor
1 0,1009
Naio rejeito a hipotese de equilibrio.
Freq absoluta  dm?2 Céculo de: Equilibrio Freq. esperada
D 41 p 0,4853 p2 0,2355 40
H 83 2pq 0,4996 85
R 46 q 0,5147 g2 0,2649 45
Total
N 170
Qui-qudrado gl p-valor
1 0,7674

Naio rejeito a hipotese de equilibrio.
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Freq absoluta  dmlsemrd Céculo de: Equilibrio Freq. esperada
D 17 p 0,4148 p2 0,1720 15
H 39 2pq 0,4855 43
R 32 q 0,5852 g2 0,3425 30
Total
N 88
Qui-qudrado gl p-valor
0,668 1 0,4138
Conclusao
Nao rejeito a hipotese de equilibrio.
Freq absoluta dmlcomrd Caculo de: Equilibrio Freq. esperada
D 14 p 0,4322 p2 0,1868 11
H 23 2pq 0,4908 29
R 22 q 0,5678 g2 0,3224 19
Total
N 59
Qui-qudrado gl p-valor
2,497 1 0,1140
Conclusao
Nao rejeito a hipotese de equilibrio.
Freq absoluta dm2semrd Caculo de: Equilibrio Freq. esperada
D 17 p 0,4795 p2 0,2299 17
H 36 2pq 0,4992 36
R 20 q 0,5205 g2 0,2710 20
Total
N 73
Qui-qudrado gl p-valor
0,011 1 0,9181
Conclusao
Nao rejeito a hipotese de equilibrio.
Freq absoluta dm2comrd Célculo de: Equilibrio Freq. esperada
D 24 p 0,4897 p2 0,2398 23
H 47 2pq 0,4998 48
R 26 q 0,5103 g2 0,2604 25
Total
N 97
Qui-qudrado gl p-valor
0,090 1 0,7638
Conclusao

Nao rejeito a hipdtese de equilibrio.
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ANEXO 3- Modelo Geral do Termo de Consentimento e Pareceres do Comité de
Etica/EFCM/UNICAMP e do CONEP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Nome do projeto: “Polimorfismo da Haptoglobina e Retinopatia Diabética”.

Responsaveis pela conducdo das pesquisas: Profa.Dra.Maria de Fatima

Sonati/ Vania Peretti de Albuquerque Wobeto/ Endrigo Rosim

Nome do paciente:

Idade: anos RG:

Endereco:

Nutmero HC:

Esse projeto de pesquisa tem como objetivo investigar se um determinado tipo
de uma proteina presente no sangue, chamada haptoglobina, estaria associado a uma
predisposi¢do maior ao desenvolvimento de alteragdes de retina em individuos diabéticos.
Essas alteragdes, se nao tratadas, podem levar a perda de visdo. Se os resultados mostrarem
que um determinado tipo de haptoglobina se relaciona a uma maior tendéncia em
desenvolver alteragcdes de retina, esta informagdo poderd ser incluida no protocolo de
atendimento dos pacientes diabéticos, que poderdo ter um acompanhamento mais freqiiente

pelos clinicos e oftalmologistas ¢ um maior controle dos niveis de Hb glicosilada.
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A determinagdo dos tipos de haptoglobina ndo resulta em nenhum tipo de

implicagdo familiar e/ou necessidade de aconselhamento genético.

O procedimento a que os pacientes serao submetidos serd uma Unica pungao
venosa, em tubo de hemograma, por ocasido de seus retornos de seguimento aos
ambulatorios do HC-UNICAMP, nao sendo necessario jejum. Pede-se apenas que se evite
alimentagdo gordurosa. As amostras serdo armazenadas por um periodo ndo superior a
trinta meses e ndo poderdo ser utilizadas para outros fins. Fica claro que o paciente podera
ndo participar da pesquisa, sem prejuizo do atendimento, cuidado e tratamento pelas

especialidades do HC.

Serdo mantidos o sigilo e o carater confidencial das informacgdes, zelando-se
pela privacidade do paciente e garantindo que sua identificacdo ndo serd exposta nas

conclusdes ou publicagdes.

O telefone da Secretaria do Comité de Etica em Pesquisa para os casos de
recursos ou reclamagdes do paciente ¢: (019) 3788-8936, e os dos responsaveis pela

pesquisa (019) 3788-7447 / 3788-9453.

Campinas, de de 2004.

Assinatura do paciente ou Responsavel legal

Vania Peretti A. Wobeto

Endrigo Rosim

Profa.Dra. Maria de Fatima Sonati
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COMITE DE ETICA EM PESQUISA

0] Caixa Postal 6111, 13083-970 Campinas, SP

® (0_19) 3788-8936

FAX (0_19) 3788-8925

® www.fcm.unicamp.bi/pesquisaletica/index.htm/

B cep o fom unicamp. br

CEP, 18/01/05.
(PARECER PROJETO 442/2003)

PARECER

I-IDENTIFICACAO:

PROJETO: “INFLUENCIA DO POLIMORFISMO DA HAPTOGLOBINA NA
RETINOPATIA DIABETICA”

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Vania Peretti de Albuquerque Wobeto

II - PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP
aprovou o Relatorio Parcial, apresentado em dezembro de 2004, do protocolo de pesquisa
supracitado.

O contetdo e as conclusbes aqui apresentados sdo de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e ndo representam a opinido da Universidade Estadual de Campinas
nem a comprometem.

Recomendacio: quando da publicagdo enviar copia ao CEP/FCM.

v o
armgn Silvia Bertuzzo

PRE i EN: o COMITE DE ETICA EM PESQUISA
FCM /UNICAMP
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MINISTERIO DA SAUDE
Conselho Nacional de Sagde
Comigsao Naclonal de Etica em Pesquisa - CONEP

PARECER N.° 1557/2004
Reglistro CONEP: 9665 (Este n° deve ser citado nas correspondéricias referentes a este projeto )

Registro CEP: Processo i.° 25000.007750/2004-71

Projeto de Pesquisa: " Influéncia do polimorfismo da haptogiobina na retinopatia
aglabdtioa. ”

Pesquisador Responsavsl: Dra. Vania Peretti de Albuquerque Wobsto

Institui¢gdo: UNICAMP

Aroa Tematica Especlal: Genética humana

Ao se proceder a andlise das respostas ao Parécer CONEP n° 608/2004, relativo ac
projatn e yuesiio, considercu-se que;

a-: Foram atendidas as sclicitagbes do referido parecer.

b-- O projeto preenche o8 requisitos fundamentais da Resolucdo CNS 196/96 sobre
Diretrizes @ Normas Reauiamentadoras de Pesquisas Envoivendo Seres Humanos,

c- U projeto foi aprovago pelo Comité de Etica em Pesquisa da instituigio
supracitada

Diante do exposto, a Comissso Naclonal de Etica em Pesquiss - CONEP, de
acordo com as atribul¢des definidas na Resolug@ae CNS 196/96, manifesta-se
pela aprovagao do projete de pesquisa proposto.

Situagao: Projeto aprovado
Brasilia, 29 de jutho de 2004,

b Pl Fasria

WILLIAM SAAD HOSSNE,
Coordenador da CONEP/CNS/MS
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ANEXO-4- Artigo de revisdo a ser submetido a publicacao

THE GENETIC POLYMORPHISM OF HUMAN HAPTOGLOBIN
Vania P. A. Wobeto®, Tania R. Zaccariotto’, Maria de Fatima Sonati”

* Department of Clinical Pathology, School of Medical Sciences, State
University of Campinas-UNICAMP, Campinas, SP, Brazil

Corresponding Author:
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Department of Clinical Pathology
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THE GENETIC POLYMORPHISM OF HUMAN HAPTOGLOBIN

THE HUMAN HAPTOGLOBIN

Haptoglobin (Hp) is an o2-sialoglycoprotein present in the serum of all
mammals and was first described by Polonovski and Jayle in 1938. It is synthesized mainly
in hepatocytes, although its synthesis has also been described in lymphocyte culture and
brain tissue. Its synthesis is induced in response to secretion of some cytokines, such as
interleukin 6 (IL-6), interleukin 1 (IL-1) and tumour necrosis factor (TNF) (Wintrobe,
1998; Sadrzadeh and Bozorgmehr, 2004; Van Vlierberghe et al., 2004).

Destruction of red blood cells inside blood vessels, which corresponds to
approximately 10 to 20% of the normal destruction of red blood cells, leads to the release
of free hemoglobin (Hb) in the plasma. The primary function of Hp is to bind to this Hb,
thus preventing renal excretion of iron and protecting blood vessels from the oxidative
effects of iron (Langlois and Delanghe, 1996; Wintrobe, 1998; Sadrzadeh and Bozorgmehr,
2004). Even when the destruction is mainly extravascular, some of the erythrocytes
undergo lysis in the intravascular compartment, as evidenced, for example, by the reduced
concentration of Hp in the serum observed in sickle cell diseases and in thalassemia
(Hillman and Finch, 1992).

The serum concentration of Hp is influenced by age and is measurable from
three months onwards, after which it increases gradually, reaching adult levels at the age of
20 years (concentrations of between 30 and 200 mg/dL). When it is not bound to Hb, Hp is
cleared from the plasma in approximately 3.5 to 5 days, and when bound to Hb, the average
time for the complex to be removed is approximately 20 minutes (Langlois and Delanghe,
1996; Wintrobe, 1998).

Because it is also considered a positive acute-phase protein, with
immunomodulatory properties that may either inhibit or stimulate the immune response, Hp
concentration is increased in inflammatory and infectious processes and in malignancies
(Braeckman et al., 1999; Wassel, 2000; Awadallah and Atoum, 2004). Measurement of Hp
serum levels can also be used to determine whether there have been recent haemolytic
episodes, as increased Hp consumption during these episodes leads to reduced levels of this

protein (Langlois and Delanghe, 1996; Dobryszycka, 1997).
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Protein Structure

The different types of Hp have different molecular weights: the Hp1-1 protein
is the smallest molecule (86 kDa), Hp2-1 is of intermediate weight (86-300 kDa) and
Hp2-2 has the highest molecular weight (170-900 kDa) (Langlois and Delanghe, 1996).

The polymeric composition is haptoglobin-type dependent, as the protein
product of the HP1 allele is monovalent and that of the HP2 allele bivalent; thus, Hp is
found as a dimer in Hp1-1 homozygotes, as a linear polymer in Hp2-1 heterozygotes and as
a cyclic polymer in Hp2-2 homozygous individuals (Frank et al., 2001; Levy, 2003).
(Figure 1).

The differences in shape and size form the basis of the phenotyping method,

which is the most commonly used method to determine Hp subtypes (Santoro et al., 1982).

Hpl-1 Hp2-1 Hp2-2
Dimers oro

Linear Polymers

Cyclic Polymers

— ot chain
linkage

@—b Hp! (o' + [)
“~@> mwp

Figure 1- Schematic representation of the different protein structures for the three Hp

phenotypes (adapted from Frank et al., 2001)
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Haptoglobin Genes

The Hp tetramer molecule recalls that of certain immunoglobulins, as it has two
light chains (o) and two heavy chains (B) covalently bound to each other by disulphide
bridges (S-S) (Langlois and Delanghe, 1996; Yano et al., 1998). Although present in all
vertebrates, in humans the molecule is characterized by molecular heterogeneity as the
result of genetic polymorphism. In 1946, Jayle and Judas were the first researchers to
suspect that there were differences between Hp molecules. In 1955, using starch gel
electrophoresis, Smithies observed differences in Hp molecules in different individuals and
identified the three main phenotypes: Hpl-1, Hp1-2 and Hp2-2 (Langlois and Delanghe,
1996; Devlin, 1997). In 1956, Smithies and Walker showed that these phenotypes are
controlled by two autosomal codominant alleles, which were named HP1 and HP2.

In 1969, the HP locus was mapped to the long arm of chromosome 16 (16q22)
(McGill et al., 1984). The genes corresponding to the oo and B chains are linked to each
other, so that a single mRNA is synthesized, generating a single, larger polypeptide chain,
which is then cleaved to form the two different chains (Raugei et al.,, 1983;

Koch et al., 2003).

The B chain has a molecular mass of 40 kDa, consists of 245 amino acids and is
not genetically polymorphic. The polymorphism of human Hp reflects inherited variations
in its smallest polypeptide chain, i.e., the a chain, which are the result of differences
between the al chain (with 83 amino acids) and the a2 chain (with 142 amino acids). The
al chain can be further classified into alS (slow) or alF (fast) according to the
electrophoretic mobility. The difference between these chains lies in the amino acids in
positions 52 and 53, which in alS are asparagine and glutamic acid and in alF, aspartic
acid and lysine, respectively. These base substitutions are present in exon 4 of the HP1

gene (Black and Dixon, 1968; Yano et al., 1998).

In 1962, Smithies et al. postulated that the a2 chain originated from an unequal
crossover between two HP1 alleles; this crossover occurred between the fourth intron of an
HP1F allele and the second intron of an HPIS allele (Raugei et al., 1983; Maeda, 1985).
Thus the region approximately 2 kb long that is responsible for encoding from the 11" to

the 69" residue of the alF chain is duplicated and its corresponding amino-acid sequence
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inserted in the alS chain to form the a2 chain, which is almost twice as long as the al
chain. Therefore, the HP2 allele has seven exons rather than the five exons present in the

HP1 allele (Raugei et al., 1983; Koch et al., 2003) (Figure 2).

The combinations between these alleles lead to the formation of six distinct
genotypes with their corresponding phenotypes: Hpl1S-1S, Hpl1S-1F, Hp1F-1F, Hp2-1S,
Hp2-1F and Hp2-2 (Yano et al., 1998).

— s

1 2 3 4 5
____HPiF
1 2 3 4 5
A
1 2 3 4 5 6 7

Figure 2- Schematic representation of the structure of Hp genes. The boxes indicate the

exons (adapted from YANO et al., 1998).

The Haptoglobin Related Gene (HPr)

In humans and Old World monkeys, the Hp gene sequence is duplicated (2.2
kilobases downstream of the gene itself) on chromosome 16 (Maeda, 1984; Murajan et al.,
1988; Wintrobe, 1988). This other gene is known as the Hp-related gene (HPr). In some
individuals of African origin, multiple copies of this gene are present. The HPr gene differs
from the HP gene mainly in that it has a retrovirus-type sequence inserted in the first intron;
its promoting region is active and encodes a protein called haptoglobin-related protein
(Hpr), which apparently has a normal structure but whose function has not yet been

established (Maeda, 1984).
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In 1998, Muranjan et al. estimated Hp and Hpr concentrations in sera from
healthy individuals and from patients with paroxysmal nocturnal hemoglobinuria. In this
pathology, extensive intravascular hemolysis can be observed, resulting in excess free Hb
in the circulation system. As expected, the Hp levels observed in the patients were much
lower than those observed in the healthy individuals, but the Hpr levels did not differ
significantly, showing that Hpr does not bind to Hb. However, there is not consensus
regarding these findings. Recently, when performing tests using surface plasmon
resonance, Nielsen et al. (2006) observed the binding affinities of Hp and Hpr recombinant
proteins for Hb. Their study showed that Hpr competes in a similar manner to Hp to bind

with Hb.

High Hpr levels were also observed in the sera of some cancer patients with
tumour progression, but the relevance of this observation is not yet understood (Maeda,

1985; Muranjan et al., 1988).

The HPO Allele and Structural Variants

In most cases, the HpO phenotype group originates from a deletion of the Hp
Del

gene (Hp ™) and is characterized by either the absence of or reduced levels of this protein

in the plasma, proving that Hp is not essential for human survival (Koda et al., 1998). It
may be secondary to increased consumption or reduced production of Hp, as in
intravascular hemolysis and liver diseases, respectively, or be genetically determined

(Delanghe et al., 1998; Koda et al., 2000).

Following PCR and Southern blot analysis, genetically determined
hypohaptoglobinemia was described as the result of the deletion of approximately 28 kb
(Figure 3) involving the whole gene and part of the Hpr gene. The homozygous deletion

(Hp”¢//Hp"*') corresponds to the complete absence of serum Hp whereas the two forms of

Del Del

hypohaptoglobinemia (Hp2/Hp ™~ genotype and Hpl/Hp ™~ genotype) are associated with

extremely low levels of Hp and levels that are approximately 50% of those observed in

Del

normal genotypes, respectively (Koda et al, 2000). The Hp ™ deletion is most common in
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Asian populations, in which the frequency of HpO is as high as 40%. This deletion has not
been detected in African or European populations (Teye et al., 2004). The prevalence of the
HpO phenotype in Caucasians is estimated to be in the region of 0.1% (Langlois and
Delanghe, 1996).

In 2003, Teye et al. investigated the genetic basis for the HPO phenotype in an
African population in Ghana. One hundred and twenty-three individuals were studied, and
17 were found to have the HPO phenotype. Of these, eight were classified as
hypohaptoglobinemic and nine as ahaptoglobinemic. By sequencing the HP gene, three
previously known base substitutions (A-55G, A-61C and T-104A) and three new
substitutions (C-101G, T-191G and C-242T) were found within the 5’-flanking region of
the HP gene. The A-61C and C-101G mutations were both related to transcription of the
protein, but the first was associated with ahaptoglobinemia whereas the second was
associated with hypohaptoglobinemia. While the T-191G and C-242T substitutions were
observed in individuals with normal plasma Hp concentrations, not all individuals with the

HPO phenotype had mutations, suggesting a multifactorial pattern of expression.

1, 7Kb gene duplication in Hp2
5" breakpoint l 1 J' breakpoint

Hp1 ouHp2 Hpr

—H1HH1— HHl

i 2 3 4 5 [ 7 1 2 3 4 5

5.1 kb

Hpdel deletion (~28Kb)

Figure 3- Schematic representation of the Hp"® deletion. The boxes indicate the Hp and

Hpr exons. (adapted from Koda et al., 2000).

Structural variants of Hp are described in the literature. Hp Carlberg was
identified in 1958 and is associated with reduced synthesis of the alS chain. In starch gel

electrophoresis, this protein migrates with a pattern similar to that of Hp2 but with two or
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more extra bands (Bowman and Kennedy, 1982). Modified Hp2-1 (Hp2-1M) has a different
electrophoretic pattern from that of the Hp2-1 phenotype as it has a greater number of Hpl
bands, which are heavier and more intense. This phenotype emerged as the result of the
polymorphism of a single nucleotide in the promoting region of the HP2 gene and is more
frequent in African populations (Maeda, 1991; Quaye et al., 2006). In 1959, Giblett found
that the prevalence of this phenotype in North American Negroes in the Seattle region was
9.8%. In 1969, Azevedo et al. studied a population of 541 Negroes from the Northeast of

Brazil and found an association between the HP®*M

allele and the presence of
hypohaptoglobinemia (Azevedo et al., 1969). The rare Hp Johnson is the result of a
crossover between the two Hp2 alleles and causes hypohaptoglobinemia or
ahaptoglobinemia. The electrophoretic pattern of this phenotype consists of the Hpl band
and various polymers that migrate slowly (Bowman and Kurosky, 1982; Langlois and

Delanghe, 1996).

GEOGRAPHIC DISTRIBUTION OF HP ALLELLES

There is a noticeable variation in the frequency of Hp genes with geographic
region. The HP1 allele is observed less frequently in the southeast of Asia, and the highest
frequency is observed in Africa and South America. It is believed that the HP2 allele
originated in India approximately 2 million years ago and propagated around the world as a
result of intense genetic pressure, gradually replacing the hegemony of the HP1 allele. This
suggests that the HP2 allele has a selective advantage over the HP1 allele. The frequency of
the latter can be observed to increase from Asia to America, by way of Alaska, and the

largest value is found in the indigenous population of Chile.

The equilibrium of the HP1/HP2 polymorphism remains broadly constant
throughout the world’s population. The allele frequency in the European population is
approximately 0.43 for the HP1 allele and 0.57 for the HP2 allele; in the United States of
America, the respective figures are approximately 0.54 and 0.46 (Langlois and

Delanghe, 1996).
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FUNCTIONAL PROPERTIES OF HAPTOGLOBIN

The different Hp genotypes/phenotypes have different biochemical and
biophysical characteristics and functional efficiencies, which would explain why they
appear to have distinct anti-oxidative and immunomodulatory capacities (Wassel, 2000;

Frank et al., 2001).

Anti-oxidative Capacity

When Hb is released from red blood cells it becomes highly toxic, as it

mediates iron-driven oxidative stress and inflammation (Tseng et al., 2004).

As previously mentioned, the main physiological role of Hp is to remove the
free Hb found in plasma as a result of intravascular hemolysis. Hp and Hb bind to each
other to form an essentially irreversible, non-covalent, soluble complex characterized by its
high stability and affinity (>1010 mol™). Some studies suggest that the § chain in human
Hb contains two specific Hp-binding sites (residues B11-25 and 131-146) whereas the o
chain only has one Hp-binding site (residues al121-127) (Langlois and Delanghe, 1996).
The Hb aff dimers bind stechiometrically to the aff subunits of the Hp.

Hp in the circulation system reaches saturation when 500-1500mg/L of free Hb
is present in the plasma. The half-life of the complex in plasma is approximately 20

minutes (Langlois and Delanghe, 1996; Van Vlierberghe et al., 2004).

After red blood cells have been destroyed, the free Hb in the circulation system
is eliminated by glomerular filtration, and this can cause renal damage. Hp reduces Hb and
iron loss because the Hp-Hb complex is not filtered through the glomeruli (Langlois and
Delanghe, 1996; Devlin, 1997; Van Vlierberghe et al., 2004). Once formed, it is quickly
removed from the circulation system and transported to two other locations: 90% to the
hepatocytes and 10% to the tissue monocytes/macrophages. The specific receptor for the
Hp-Hb complex in hepatocytes has not yet been cloned or characterized, but it is known to
have a high binding affinity for the complex. This receptor appears to recognize the
conformational change in Hp caused by formation of the complex with Hb. The receptor

for this complex in macrophages was recently identified and denominated CD163
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(Kristiansen et al., 2001; Horn et al., 2003). After endocytosis, the complex is broken down
by lysosomes. Hp is not recycled; the heme, however, is broken down by the heme
oxygenase enzyme (HO) and releases iron, which is taken to locations where it can be
reused to synthesize other proteins (Hb, for example) as well as biliverdin, which is
subsequently converted into bilirubin (Wagener et al., 2003; Van Vlierberghe et al., 2004)
(Figure 4). IL-6 plays a very important regulatory role here: as well as stimulating Hp
production, it also increases the expression of the CD163 receptor on macrophage surfaces

and increases the efficiency with which the Hb heme group is broken down (Dennis, 2001).

Interleukin-6

Hp.~
“J
=, *
Hp-Hb g

CD163 -
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W, -
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,\ ~ % Bilirubin
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Figure 4- Schematic representation of endocytosis of the Hp-Hb complex by a

macrophage (adapted from Dennis, 2001).

The most important function of Hp is believed to be to act as an anti-oxidant
through its ability to prevent the oxidative effects of heme iron mediated by free Hb, which
damage the tissues. This can be explained by the fact that Hp binds to iron, thus preventing

the iron heme dissociating from Hb. According to the Fenton reaction, free iron can react
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with oxygen to generate a toxic superoxide radical and with H,O, to generate another toxic
radical called a hydroxyl radical (Kaplan, 2002). This free iron can also catalyze oxidation

of low-density lipoproteins, which can then damage the cells of the vascular endothelium.

The ability of Hp to reduce the harm caused by free radicals is phenotype
dependent (Van Vlierberghe et al., 2004). Some experiments have shown that there is a
functional difference between the antioxidant capacity of purified Hp produced by different
alleles The Hpl-1 protein was found to confer greater protection in vitro against oxidative

damage than the Hp2-2 protein (Koda et al., 1998).

Studies have shown that the three main Hp phenotypes have the same binding
affinities for Hb (Bowman and Kennedy, 1982; Frank et al.,, 2001). Therefore, the
difference in the abilities of Hp1-1 and Hp2-2 to inhibit oxidation may be the result of their
different abilities to prevent heme being released due to their distinct sizes. Hp2-2 protein
removes iron to the extravascular space more slowly because it is a more complex
molecule. Thus, free Hb remains in the vessel for longer, resulting in greater oxidative

stress (Frank et al., 2001).

Immunomodulatory Capacity

The response of Hp to inflammatory, infectious and tumour processes as a
positive reagent during the acute phase suggests that it has an additional function. Studies
have shown that Hp has immunoregulatory properties, with Hp2-2 individuals found to
have more intense immunological reactivity than Hpl-1 and Hpl-2 individuals and to
produce more antibodies after vaccination (Langlois and Delanghe, 1996). In addition, Hp
is an inhibitor of prostaglandin synthesis and consequently has important anti-inflammatory
properties. However, these were found to be less pronounced in individuals with an Hp2-2

phenotype (Langlois and Delanghe, 1996; Braeckman et al., 1999).

Consensus was reached regarding the powerful suppressive effect on
lymphocyte function exerted by Hp, reflected in the protein’s inhibition of the mitogenic
response of lymphocytes to phytohemaglutinin and concanavalin A. Different T helper (Th)
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lymphocyte subtypes, known as Th1l and Th2, are responsible for inducing and regulating
the cellular and humoral immune response, respectively. Thl cells produce IL-2 and
gamma interferon (IFN-y) and induce strong IgG responses, thus favouring the cellular
immune response, whereas Th2 cells produce IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 and IL-13 and
increase IgE production, thereby mediating a predominantly humoral and eosinophilic
response (Abbas and Lichtman, 2003). Arredouani et al. (2003) showed that Hp plays an
important role in modulating the balance between Thl and Th2 lymphocytes (Th1/Th2) by
promoting a predominantly cellular Thl response, which has a more protective effect on
infections involving intracellular parasites, and, consequently, inhibiting release of Th2
cytokines responsible for defence against extracellular microorganisms. In 2005 the same
authors reported that Hp modulated the inflammatory response selectively, as it is able to
suppress synthesis of TNF-o, IL-10 and IL-12 by monocytes stimulated by
lipopolysaccharides (LPS) (Arredouani et al., 2005). In 2006 Guetta et al. showed that Hp1-
1-Hb induces much greater IL-6 and IL-10 production than Hp2-2-Hb and that release of
these cytokines is dependent on these complexes binding to the CD163 receptor of the
macrophages and on casein kinase II (CKII) activity. In their study, the enzyme’s action
was found to be differentially modulated by the type of binding to the different Hp-Hb
complexes in the CDI163 receptor. The authors suggest that Hpl-1 individuals have
increased vascular protection compared with that of Hp2-2 individuals because they
modulate the Thl and Th2 cytokines produced by the macrophages differently (Guetta et
al., 2000).

HP POLYMORPHISM AND DISEASES

The functional differences arising from Hp genetic polymorphism have led
several researchers to investigate the influence of the Hp subtypes on different human

pathologies.
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Cardiovascular Disorders

The association between Hp phenotypes/genotypes and heart disease has been
investigated for many years. One study demonstrated a significant increase in the incidence
of the phenotype Hp 2-2 in the high-risk group of cardiac patients, as compared to a group
of healthy subjects (Gogishvile et al., 1985). Chapelle et al. in 1982 showed that after a
myocardial infarction, the severity and extent of damages were greater in patients with
Hp2-2 than in those with Hpl-1 or Hp2-1. In addition, the survival time in patients with
Hp2-2 who have undergone coronary artery bypass graft is shorter than for patients with
other Hp phenotype (Delanghe et al., 1997). The phenotype Hp2-2 protects less against
oxidative stress in arterial vessels in patients with the presence of atherosclerotic plaques
and it is considered a risk factor for developing refractory hypertension: these patients
require more combinations of antihypertensive drugs to control blood pressure
(Delanghe et al., 1995). Indeed, serum cholesterol levels in individual with Hp2-2 are
higher than individual with other Hp phenotypes (Braeckman et al., 1999).

The association between Hp phenotypes and peripheral blood discords has been
investigated. The Hp2-2 phenotype is more common in peripheral occlusive disorders.
Curiously, individuals with Hp2-2 who have subjected to a treadmill stress test reported
longer maximal walking distance than individuals with other Hp phenotype and these
results might have been due to more potent angiogenic activity (Delanghe et al., 1999).
These different functions and biologics capacity of Hp may be used as a predictor of

susceptibility to cardiovascular disorders and patient prognosis.

Diabetes Mellitus (DM)

The increased oxidative stress that occurs in diabetic patients results in
oxidation of glucose and modification of the low-density lipoproteins (LDL), which may
stimulate production of various inflammatory cytokines that are implicated in the
morphological and pathological changes found in macrovascular and microvascular

complications (Giugliano and Ceriello, 1996; Levy, 2003).
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In recent studies into the antioxidant properties of Hp in diabetic patients,
differing degrees of susceptibility to the development of vascular problems were observed,
with Hp 1-1 individuals appearing to be better protected against this type of disease than
Hp 2-1 and Hp 2-2 individuals. The same studies concluded that the differences in
oxidative capacity were not due to differences in affinity between Hp subtypes and the Hb
molecule, but that, probably because of its smaller size and structure, Hpl can pass more
easily through the endothelial barrier and penetrate into extravascular spaces. Thus, Hp 1-1
individuals appear to be better protected from oxidative stress than Hp 2-1 and 2-2
individuals (Levy and Skorecki, 2000; Nakhoul et al., 2001; Asleh et al., 2003; Levy et al.,
2004; Mustafa et al., 2004).

Levy et al. (2002) determined the Hp phenotype in type 2 DM patients with
macrovascular complications and normal individuals. They concluded that diabetic patients
with an Hp 2-2 phenotype are five times more likely to have cardiovascular complications
than those with an Hp 1-1 phenotype. An intermediate risk was associated with the Hp 2-1
phenotype. In the same direction, Hp1-1 seems to protect against restenosis after coronary
stent implantation in diabetic patients (Roguin et al., 2002). Yet, Hp2-2 has been showed to
be associated with microvascular complications in both types of DM. However, there is no

consensus regarding these findings.

Hematologic Disorders

The high Hp2-2 frequency has been described among patients with retinal
hemorrhage (Padma and Murty, 1983). On the other hand, Hpl-1 seems to be associated
with sickle cell disease, acute and chronic myeloid leukaemia, and acute lymphoid

leukaemia (Langlois and Delanghe, 1996).

Infectious Diseases

Tuberculosis patients with Hp2-2 phenotype have a higher risk of mortality and
susceptibility to severe nephrotic tuberculosis (Kasvosve ei al., 2000). Furthermore, Hp2-2

is overrepresented among patients with advanced tuberculosis (Fedoseeva et al., 1993).
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In HIV infection, residual iron circulating in the plasma could enhance the
hemoglobin driven oxidative stress, favoring viral replication and transmission. HIV-infected
patients with phenotype Hp2-2 have been showed higher mortality rate and a worse prognosis

than patients with other phenotypes (Delanghe et al., 1998).

In patients with hepatitis C, Hp1-1 is overrepresented. Interestingly, individuals
with Hp2-2 after vaccination to hepatitis B have demonstrated lower antibody levels than
those with Hp1-1 or Hp2-2 (Louagie et al., 1993). However, individuals with Hp2-2 have a
stronger antibody response to typhus and tetanus vaccination (Langlois and

Delanghe, 1996).

HP POLYMORPHISM IN BRAZILIAN POPULATIONS

In Brazil, a few studies have investigated the association between the Hp
polymorphism and human pathologies. Beiguelman et al. (2003), in the study with the
western Amazonian population, did not detect any significant association between Hp
phenotypes and infection by Plasmodium. In 2004, Campregher et al. investigated Hp
phenotypes in Brazilian leukaemia patients to determine whether there was an association
between the four main types of leukaemia (acute myeloid leukaemia, chronic myeloid
leukaemia, acute lymphocytic leukaemia and chronic lymphocytic leukaemia) and the Hpl
gene but were unable to confirm this association, which had been previously suggested in
the literature (Nevo and Tatarski, 1986; Mitchell et al., 1988). Only ahaptoglobinemia was
found to have a higher prevalence among the patients. In 2006, Calderoni et al investigated
if any Hp phenotype could be associated with any of the various clinical forms of American
trypanosomiasis. This study involved patients suffering from the indeterminate, chronic
cardiac, chronic digestive or chronic ‘combined’ (i.e. cardiac plus digestive) forms of the
disease and healthy blood donors. The authors found that the Hp2-2 phenotype was much
more frequent in the patients with any form of American trypanosomiasis, in patients with
the indeterminate form of the disease and in patients with the chronic combined form.
These results may indicate some role of this phenotype in the pathogenesis of the disease. A

recent study was carried out by Zaccariotto et al. (2006), which aimed to compare the
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distribution of the main Hp genotypes among HIV-seropositive patients and healthy HIV-
seronegative individuals from the Southeast of Brazil and to correlate these genotypes with
iron “status”, acute-phase serum protein concentrations, T-CD4+ lymphocyte counts and
patient viral load. Their results failed to show that Hp genotypes had any significant
influence on the susceptibility to HIV infection or on the clinical outcome of patients
suffering from the disease in the population studied. Wobeto et al (2007), investigating the
existence of correlation between Hp subtypes and diabetic retinopathy, determinate the Hp
genotype frequencies of DM-type 1 and DM-type 2 patients attended at the Unicamp
University Hospital. No significant differences could be observed for the three Hp
genotypes.
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