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RESUMO

Introducéo: Diabetes tipo 2 (DM2) é um disturbio multifatorial caracterizado pelo aumento de
estresse oxidativo. Tanto o estresse oxidativo quanto a obesidade contribuem para um estado
inflamatério da doenca, principalmente pelo aumento da citocina TNF-a. Sabendo-se que a
genética individual pode contribuir para o estresse oxidativo, o estudo avaliou o impacto das
variacfes genéticas de enzimas antioxidantes C262T no gene CAT e polimorfismos nulos dos
genes GSTM1 e GSTT1 nos niveis de TNF-a em diabéticos tipo 2, assim como, avaliou se as
variantes genéticas atuariam sinergicamente com a obesidade aumentando os niveis da

citocina em pacientes diabéticos da Grande Vitéria/ES, Brasil.

Métodos: O polimorfismo no gene CAT foi avaliado pela técnica PCR/RFLP e nos genes
GSTM1 e GSTT1 por PCR multiplex, em 56 pacientes, sendo 28 obesos e 28 ndo obesos.
Niveis de TNF-a foram medidos pela técnica de ELISA sanduiche.

Resultados: Na andlise sobre a contribuicdo de gendtipos polimorficos para 0 aumento dos
niveis de TNF-a, sem considerar a presengca ou nao de obesidade, ndo observou-se
associagao, assim como, ndo foi demonstrado um aumento significante da citocina plasmatica
guando avaliado o sinergismo entre a obesidade e a genética individual do paciente para os

polimorfismos das enzimas antioxidantes avaliadas.

Conclusado: Niveis de TNF-a ndo se elevam em diabéticos tipo 2 na presenca dos



polimorfismos nos genes CAT, GSTM1 e GSTT1, e a obesidade ndo atua no aumento dessa
citocina na populacéo estudada, separadamente ou em conjunto com a genética individual de
variantes nos genes CAT, GSTM1 e GSTT1.
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S-Transferase M1; Glutathione S-Transferase T1; Citocina; Fator de Necrose Tumoral Alpha.

ABSTRACT

Introduction: Type 2 diabetes (DM2) is a multifactorial disorder due to increased oxidative
stress. Both oxidative stress and obesity contribute to an inflammatory state of the disease,
mainly by increasing the cytokine TNF-a. As individual genetics can contribute to oxidative
stress, the study assessed the impact of genetic variations of antioxidant enzymes C262T CAT,
GSTM1 and GSTT1 gene polymorphisms and levels of TNF-a in type 2 diabetics, as well as,
evaluated whether the genetic variants would act synergistically with obesity increasing the
levels of cytokine in diabetic patients from Grande Vitéria / ES, Brazil.

Methods: The CAT gene polymorphism was evaluated by the PCR / RFLP technique and
GSTM1 and GSTT1 polymorphism by multiplex PCR, in 56 patients, 28 obese and 28

non-obese. TNF-a levels were measured using the sandwich ELISA technique.

Results: Analysis of the contribution of polymorphic genotypes to the increase of TNF-a levels,
without considering the presence or not of obesity, no association was observed, as well, a
significant increase in plasma cytokine was not demonstrated when evaluating the synergism
between obesity and patient's individual genetics for the polymorphisms of the antioxidant

enzymes evaluated.

Conclusion: TNF-a levels do not increase in type 2 diabetics in the presence of CAT, GSTM1
and GSTT1 genes polymorphisms, and obesity does not act to increase TNF-a levels in the
studied population, either separately or together with individual genetics of CAT, GSTM1 and
GSTTL1 polymorphisms.

Keywords: Diabetes; Oxidative Stress; Obesity; Catalase; Glutathione S-Transferase M1;
Glutathione S-Transferase T1; Citokyne; Tumor Necrosis Factor Alpha.



INTRODUCAO

O Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) € uma afeccdo multifatorial relacionada a fatores genéticos e
ambientais, caracterizada por uma producédo insuficiente de insulina ou resisténcia a agao
desse hormonio, 90 a 95% dos casos de diabetes no mundo corresponde ao tipo 2 da doenca?,
sendo que no Brasil a prevaléncia abrange 7,5% da populacdo?, e no Espirito Santo acomete

aproximadamente 10% da populacaos.

O estresse oxidativo compreende um importante fendbmeno para a manifestacéo e prognostico
da DM2 caracterizado por um estado de desequilibrio entre a producéo de radicais livres e a
sua remocdo através da defesa antioxidante, seja ela endégena ou exégena®. Esse estado
disfuncional interfere na homeostase, ativando vias de sinaliza¢cfes pro-inflamatorias que
promovem um quadro de disfuncdo de células beta-pancreéticas e hiperglicemia, além de

elevar o risco vascular °.

O Fator de Necrose Tumoral alpha (TNF-a) € uma das principais citocinas que promovem a
inflamacé&o no corpo humano, e esta fortemente envolvida no desenvolvimento da resisténcia
insulinica e patogénese da DM2. Essa citocina tem uma relacdo direta com a obesidade, ja
gue TNF-a assim como outras adipocinas sao liberadas pelo tecido adiposo caracterizando a
obesidade como uma doenca inflamatéria®. A elevacdo do nivel de massa gorda e,
consequentemente de TNF-a, pode acarretar o estado de resisténcia insulinica mediada por

inflamac&o levando a hiperglicemia’.

Com isso torna-se evidente que a obesidade associada ao estresse oxidativo acentua o
desenvolvimento do quadro inflamatério®, contribuindo para o surgimento da DM2 e de suas
complicacg@es, principalmente os problemas cardiovasculares, que sdo responsaveis por 75%

de 6bitos dos pacientes portadores do DM2°.

Polimorfismos em genes antioxidantes podem contribuir para a patogénese e avanco da DM2
por aumentar o estresse oxidativo, uma vez que essas variagcdes podem afetar as atividades
cataliticas dessas enzimas que atuariam bloqueando o efeito danoso dos radicais livres'®. As
Glutationas S-transferases (GSTs) sdo enzimas metabdlicas responséveis pela detoxificacao
de produtos enddgenos e exdgenos. Dois genes pertencentes a familia das GSTs, 0o GSTM1 e
o GSTT1, apresentam polimorfismos de delecdo sendo que pessoas homozigotas para o
polimorfismo (genétipo nulo) tanto no gene GSTM1 quanto no gene GSTT1 ndo possuem a

respectiva enzima funcional’**. A catalase também é uma enzima antioxidante que atua



catalisando a decomposicado de peroxido de hidrogénio em agua e oxigénio e também na
oxidacdo de compostos hidrogenados®®. O polimorfismo C262T no gene Catalase (CAT) tem
sido associado com baixa atividade enzimética e aumento nos niveis de radicais livres'®. A
disfuncéo, auséncia ou diminuicdo de enzimas antioxidantes podem ser responsaveis pelo
estresse oxidativo, sendo assim, mutacdes nos genes codificadores poderiam atuar como fator
progndstico da DM2 por contribuir com o aumento do estresse oxidativo e, consequentemente,

com a acdo inflamatéria e risco vascular'®.

O presente estudo teve o propodsito de avaliar se polimorfismos em genes antioxidantes
(GSTM1, GSTT1 e CAT) influenciam no aumento dos niveis de TNF-a em diabéticos tipo 2
residentes na Grande Vit6ria/ES. Também investigou se a obesidade associada a genétipos

polimérficos atua sinergicamente aumentando os niveis de TNF-a plasméaticos na DM2.

METODOS
GRUPO AMOSTRAL

O estudo incluiu individuos diagnosticados com Diabetes tipo 2 obesos e néo obesos,
atendidos entre margco de 2017 a setembro de 2019, na Associacdo de Diabéticos de Vila
Velha/ES, no Centro Integrado de Atencdo a Saude da Catélica (CIASC) e na Unidade de
Saude Dr Bolivar de Abreu, Forte Sao Joéo, Vitéria/ES, Brasil.

O grupo foi composto por 56 pacientes, sendo 28 obesos e 28 ndo obesos, classificados de
acordo com o indice de Massa Corporal (Kg/m?). Esse trabalho foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa do Centro Universitario Salesiano — UniSales, sob o nimero do parecer:

2.353.462. Todos os participantes assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido.
ANALISE MOLECULAR

Apoés a coleta de sangue periférico, o plasma foi removido do tubo contendo ativador de
coagulo, transferido para tubo criogénico e armazenado em freezer -80°C para analise
imunologica. A extracdo de DNA, para a analise genética, foi realizada a partir de 1ml do
sangue coletado em tubo EDTA. O DNA foi extraido de leucdcitos do sangue periférico. A
extracdo do DNA foi realizada pelo método organico utilizando-se Fenol/Cloroférmio. Os
polimorfismos dos genes GSTM1 e GSTT1 foram investigados através da técnica de PCR

multiplex como descrito por Bid e colaboradores (2010"*°, utilizando um fragmento de 340pb do



gene CYP1Al1l como controle interno de amplificacdo. O polimorfismo no gene CAT foi
detectado pela técnica de PCR-RFLP como descrito por Suzen e colaboradores (2010)*°. As
sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores (primers), a enzima de restricdo utilizada na

técnica PCR-RFLP e o tamanho dos produtos obtidos encontram-se na Tabela 1.

Os fragmentos obtidos foram submetidos a eletroforese horizontal em gel de agarose 2%.

ANALISE IMUNOLOGICA
Dosagem de TNF-a

A andlise imunologica foi realizada em parceria com o departamento de Imunologia e Patologia
da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES). As dosagens de TNF-a foram realizadas
pela técnica de ELISA sanduiche, utilizando pares de anticorpos monoclonais de captura e de
revelacdo biotinilados da eBioscience®, seguindo a recomendacao do fabricante. Em sintese,
placas de 96 pocos de alta absorcdo (Costar®) foram sensibilizadas com o anticorpo de
captura (18 horas/25°C). Posteriormente, as placas foram lavadas com PBS/Tween 20
(0,05%) e as amostras de plasma foram adicionadas a elas e incubadas por 2 horas/25°C. As
placas foram lavadas novamente e incubadas com o anticorpo biotinilado por 1 hora/25°C. As
placas foram lavadas, seguido de adicdo e incubacdo com estreptoavidina marcada com
peroxidase (eBioscience®) por 30 min/25°C. As amostras se revelaram com adicao de solucéo
tampao citrato de fosfato com 5% de ABTS e 0,005% de peréxido de hidrogénio (H20) 30 vol
e a reacao interrompida com dodecil sulfato de soédio (Gibco®) 1%. A absorbancia foi
determinada sob comprimento de onda de 405 nm. (SpectraMax, Molecular Devices).

ANALISE ESTATISTICA

As comparacfes das variaveis continuas entre os grupos foram realizadas por meio do teste
de Wilcoxon-Mann-Whitney. As comparacdes entre 0s grupos em variaveis categoricas foram
realizadas utilizando o teste exato de Fisher ou o teste do qui-quadrado. Foi considerado

significante P-valor <0.05.

RESULTADOS

Analise genética



As analises imunoldgicas e genéticas foram realizadas em amostras de 58 individuos
diabéticos tipo 2 da populagdo da Grande Vitoria/ES, sendo 28 obesos e 28 ndo obesos. Os

grupos nao foram diferentes (p>0,05) em relacdo ao género e idades.

Em relac&o ao polimorfismo do gene GSTML1 as frequéncias do gendtipo selvagem (GSTM1+)
e genotipo nulo (GSTM1-) no grupo amostral foram de 55.4 e 44.6%, respectivamente. Ja as
frequéncias do gendtipo selvagem (GSTT1+) e gendtipo nulo (GSTT1-) para o gene GSTT1
foram de 82.1 e 17.9%, respectivamente. Em relagcé&o ao polimorfismo C262T no gene CAT a
frequéncia do gendtipo homozigoto normal (CC) foi de 73.2%, o heterozigoto (CT) foi de 25% e
o homozigoto polimorfico (TT) de 1.8%. As frequéncias alélicas do polimorfismo C262T-CAT
no grupo amostral foram de 85.7% para o alelo normal (C) e 14.3% para o alelo variante (T).
N&o houve diferencas significativas das frequéncias genotipicas e alélicas no grupo

Analise imunologica

N&o se observou diferencas estatisticamente significantes entre os niveis de TNF-a plasmatico
dos pacientes de acordo com seus genaétipos, tanto quando analisados separadamente quanto
guando analisados em combinado, como mostrado nas Tabelas 3 e 4 (gendtipos combinados
gue ndo constam na tabela 4 ndo foram avaliados por ndo apresentarmos quantidade minima

para andlise estatistica).

Na avaliacdo da influéncia da obesidade nos niveis da citocina, ndo se observou diferenca
entre os niveis de TNF-a nos grupos de pacientes obesos e ndo obesos tanto na analise
separada quanto na analise incluindo a mesma constituicdo genética entre os grupos (Tabela
5).

A tabela 6 mostra a avaliacdo do papel dos polimorfismos juntamente com a obesidade nos
niveis de TNF-a em diabéticos tipo 2, demonstrando que ndo houve relagdo entre esses

parametros (p>0.05).

DISCUSSAO

A doenca DM2 é acompanhada por um aumento do estresse oxidativo, que é considerado um
mecanismo subjacente para inflamacdo e disfuncdo endotelial’’. Espécies reativas de
Oxigénio (EROs) induzem a ativacdo de algumas vias moleculares importantes como a de

producdo de produtos finais da glicacdo avancada (AGEs [do inglés, Advanced Glycation



End-products]). Um dos mecanismos de acdo dos AGEs € a modificacdo de proteinas ou
lipideos sanguineos que se ligam a receptores especificos levando a producéo de citocinas

inflamatérias que contribuem com as complicacdes vasculares da doenca®®.

Um dos fatores responsaveis pelo estresse oxidativo € a genética individual. Variacdes em
genes codificadores de enzimas antioxidantes podem acarretar em defesa antioxidante
prejudicada aumentando o estresse oxidativo. Estudos mostram que os niveis de atividade de
enzimas antioxidantes estdo diminuidos em diabéticos tipo 2 comparados a individuos

saudaveis®.

O presente estudo investigou se o polimorfismo C262T no gene CAT e os polimorfismos de
delecéo dos genes GSTM1 e GSTT1 poderiam estar relacionados com o aumento de TNF-q,
uma vez que a deficiéncia das atividades enzimaticas causadas pelas variagbes genéticas
poderia contribuir para o estresse oxidativo induzindo a producado de citocinas inflamatorias
cronica nos pacientes. Entretanto, nosso estudo ndo observou tal relacdo (Tabelas 3 e 4).
Esse foi o primeiro estudo que avaliou variagées genéticas antioxidantes e niveis de citocinas

TNF-a em diabéticos tipo 2.

Assim como o aumento nos niveis de TNF-a ja foi observado na DM2%, também ja foram
relatados em individuos obesos*?2. O presente estudo avaliou o papel da obesidade na
quantidade de TNF-a em diabéticos. A analise ocorreu de forma geral (sem ponderar o
gendtipo do paciente) e também considerando a genética individual, excluindo a possibilidade
de variacBes nos niveis devido ao gendtipo do individuo e ndo somente pela obesidade,
entretanto ndo observamos diferenca entre os grupos (Tabela 5). Rajkovic e colaboradores
(2014) ?® observaram altos niveis de TNF-a em diabéticos obesos, sobrepesos e também em
magros embora tenha observado que 0s niveis nos obesos e sobrepesos eram mais altos em
comparacdo com 0s pacientes magros. O mesmo estudo também mostrou que diabéticos
magros possuiam niveis mais elevados em relagcdo aos magros sem diabetes, corroborando a
relacéo entre diabetes e citocina TNF-a, independente de obesidade. Nilson (1998)** também
relatou altas concentracfes de TNF-a em diabéticos tipo 2 obesos e magros. Em 2012, Olson
e colaboradores®*confirmaram que o aumento de TNF-a na DM2 foi associado & resisténcia
insulinica independentemente da adiposidade. Entretanto alguns estudos apontam um

aumento significante dos niveis TNF-a em pacientes obesos, mas ndo em magros?®.



Polimorfismos em genes codificadores de enzimas antioxidantes podem levar a um aumento
dos niveis de radicais livres uma vez que as variagbes genéticas podem diminuir a atividade da
enzima ou até mesmo impedir a sua producdo. A enzima catalase catalisa a decomposi¢éo do
peréxido de Hidrogénio em agua e oxigénio e a deficiéncia dessa enzima ja foi associada a
DM2%"28_ O polimorfismo funcional 262C/T no éxon 9 do gene CAT ja foi associado ao
desenvolvimento de DM2 e suas complicacdes®*°. A Gluationa S-transferase (GST) é uma
familia de genes responsaveis pela remocdo de produtos reativos ao oxigénio e de
xenobidticos capazes de trazer toxidade ao organismo. Os genes GSTM1 e GSTT1 fazem
parte dessa familia e quando encontrados sobre polimorfismo de delecéo, sdo associados a

disfuncéo das células B-pancreéticas e deficiéncia na producéo de insulina®.

O estresse oxidativo esta envolvido nos processos patologicos de doengcas como a obesidade
e DM2%*, estudos mostram que a obesidade, assim como alteracées genéticas de enzimas
antioxidantes podem aumentar os niveis de radicais livres®** contribuindo para um aumento
dos niveis inflamatérios®* que poderiam aumentar o risco de eventos vasculares, entretanto, o
presente estudo nao revelou associacao sinérgica entre as variacdes dos genes CAT, GSTM1

e GSTT1 e obesidade nos niveis da citocina pré-inflamatdria no grupo estudado (Tabela 6).

Concluimos que os polimorfismos C262T no gene Catalase e os genétipos nulos nos genes
GSTM1 e GSTT1 néo influenciam no aumento dos niveis da citocina pro inflamatéria TNF-a
em diabéticos tipo 2 residentes na Grande Vitoria, e que a obesidade ndo atua sinergicamente
com a genética antioxidante individual no aumento dos niveis da citocina pré-inflamatéria em

diabéticos tipo 2 do grupo amostral avaliado.
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Tabela 1 — Sequéncias dos primers, enzima de restricdo e tamanhos dos produtos obtidos.

GENE PRIMERS' - 3' ENZIMA DE RESTRICAO PRODUTO GERADO (pb)
GSTM1 F: GAACTCCCTGA AAAGCTAAAGC N.A. 215pb
R: GTTGGGCTCAAAT ATACGGTGG
GSTT1 F: TTCCTTACTGGTCCTCACATCTC N.A. 480pb
R: TCACCGGATCATGGCCAGCA
CYP1A1 F: TAGGAGTCTTGTCTCATGCCT N.A. 340pb
R: CAGTGAAGAGGTGTAGCCGCT
CAT F: AGAGCCTCGCCCCGCCGGACCG Smal Alelo normal: 155pb e 30pb
R: TAAGAGCTGAGAAAGCATAGCT Alelo variante: 185pb

N.A.: Nao se aplica; pb: pares de bases

Tabela 2 — Distribuicdo genotipica e alélica no grupo amostral dos polimorfismos genéticos.

e Total
Genotipos P - Value
N. (%)
GSTM1
GSTM1 selvagem 31 (55.4) 0.5913
GSTM1 nulo 25 (44.6)
GSTT1
GSTT1 selvagem 46 (82.1) >0,9999
GSTTL1 nulo 10 (17.9)
CAT C>T
CcC 41 (73.2) 0.5992
CT 14 (25)
TT 1 (1.8)
CC 41 (73.2) >0,9999
CT+TT 15 (26.8)
ALELO (CAT C262T)
C 96 (85.70) 0.7880
T 16 (14.3)

Tabela 3 — Niveis de TNF-a (apresentados como médias em unidades pg/mL) de acordo com

0S genotipos, separadamente.

Genotipos CAT GSTM1 GSTT1
Selvagem 0,09237 0,09031 0,09959
Variante 0,1109* 0,1006 0,06866




P-Value 0,4493 0,8476 0,3223
*. Gendtipo variante CAT=CT +TT

Tabela 4 — Niveis de TNF-a (apresentados como médias em unidades pg/mL) de acordo com

0Ss genotipos combinados.

S TNea oo e pvaus
M1+/T1+/CC (09856 MI1+/T1+/CT 0,113 0,4325
M1+/T1+/CC (oogse M1-/T1+/CC 0,0965 0,7207
M1+/T1+/CC 009856 M1-/T1+/CT 0,08825  0,6868
M1+/T1+/CC 0,09856 ML/T1+/TT+/CT 0,1109 0,2929
M1+/T1+/CC 0,09856 M1+/T1-/CC 0,07794 0,9368
M1+/T1+/CC 0,09856 M1+/T1-/CT 0,04804 0,3794
M1+/T1+/CC 0,09856 M1-/T1-/CC 0,03876 0,2538
M1+/T1+/CC 0,09856 MI1-/T1-/CT 0,1419 0,2767
M1+/T1+/CC 0,09856 UMA VARIANTE  0,0965 0,5674
M1+/T1+/CC 0,09856 DUAS VARIANTES 0,06557  0.4275
M1+/T1+/CC 0,09856 TRESVARIANTES (1419 0,2767

Tabela 5 — Niveis de TNF-a em pacientes obesos e ndo obesos de acordo com seus genétipos

Genobtipos Obesos Nao obesos PValue
N. (TNF-a) N. (TNF-q)
Todos 28 0,08309 28 0,1192 0,4712
GSTM1 + 14 0,08928 14 0,1192 0,8833
GSTM1 - 14 0,06557 11 0,1192 0,3948
GSTT1+ 23 0,00031 23 0,1192 0,8319
GSTT1- 5 0,01814 5 0,1212 0,1667
CAT CC 20 0,08928 21 0,1047 0,7715
CAT CT 7 006557 7 0,1212 0,1282

M1+/T1+/CC 8 0,09443 13 0,1047 0,7100




M1+/T1+/CT 4 0,07588 2 0,1718 0,5333

M1-/T1+/CC 8 0,07897 6 0,1181 0,7816

M1-/T1+/CT 2 0,03876 2 0,1151 0,3333

Tabela 6 - Niveis de TNF-a em pacientes obesos de acordo com seus genotipos

Genatipo Genotipo

TNF-a . TNF-a P- Value

Selvagem Variante

GSTMI+ 0,08928 GSTM1- 0,06557 0,8653
GSTT1+ 0,09031 GSTT1- 0,01814 0,1103
cc 0,08928 CT+TT 0,07175 0,8911
M1+/T1+/CC  0,09443 MI1+/T1+/CT 0,07588 0,7152
M1+/T1+/CC  0,09443 M1-/T1+/CC 0,07897 0,8561
M1+/T1+/CC  0,09443 MI/TI+/CT/TT ¢ 06557 0,7758

M1+/T1+/CC  0,09443 MI-/T1-ICC 0,01814 0,3758






