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INFLUENCIA DE POLIMORFISMOS NOS GENES
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GSTT1, AND GSTP1 ANTIOXIDANT GENES ON THE
DEVELOPMENT OF OPHTHALMIC COMPLICATIONS IN
PERSONS WITH TYPE 2 DIABETES
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RESUMO

Introdugao: A diabetes tipo 2 (DM2) é uma desordem metabdlica ocasionada pela
disfungéo das células beta pancreaticas que interferem na produgéo de insulina e/
ou pela resisténcia dos drgéos alvos a esse hormoénio. Niveis elevados de radicais
livres em conjunto com o declinio das defesas antioxidantes presente na DM2 podem
ocasionar danos a organelas celulares, promovendo complicagbes da doenca.
As glutationas S- transferases (GST) sao as principais enzimas antioxidantes que
participam da defesa celular contra o estresse oxidativo. Os polimorfismos nos
genes que codificam essas enzimas podem acarretar o surgimento de complicagdes
oftalmolégicas em diabéticos. Este trabalho avaliou a influéncia dos polimorfismos
nos genes GST no desenvolvimento de doengas como a catarata e o glaucoma em
pacientes com DM2 na Grande Vitdria (ES).

Metodologia: Os polimorfismos dos genes GSTM1 e GSTT1 foram investigados
através da técnica de PCR multiplex. Para o gene GSTP1 utilizou-se a técnica PCR-
RFLP. A analise estatistica foi realizada através do teste exato de Fisher ou do teste
do qui-quadrado com P-valor < 0.05.

Resultados: Nao foi encontrada relacao entre os polimorfismos nos genes GSTM1,
GSTT1 e GSTP1 e o surgimento de doengas como glaucoma e catarata em pacientes
com DM2.

Conclusao: Nossos dados sugerem que os polimorfismos nulos nos genes GSTM1
e GSTT1 e o polimorfismo lle105Val no gene GSTP1 nao estdo associados com a
suscetibilidade individual para o desenvolvimento de complicagdes oftalmoldgicas
em pacientes com DM2.

Palavras-chave: Estresse oxidativo; Glutationas-S transferases; Polimorfismos
genéticos; Radicais livres; Complicagbes oftalmolégicas

ABSTRACT

Introduction: Type 2 diabetes mellitus (T2DM) is a metabolic disorder caused by
beta cell dysfunction that interferes with insulin production and/or by the resistance of
target organs to this hormone. An increase in free radicals together with a decline in
antioxidant defenses, present in T2DM, can damage cellular organelles and promote
the occurrence of disease complications. Glutathione S-transferases (GSTs) are the
main antioxidant enzymes involved in cellular defense against oxidative stress, and
polymorphisms in genes encoding GSTs can lead to ophthalmic complications in
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persons with diabetes. In this study, we evaluated the influence of GST polymorphisms on the development of diseases
such as cataract and glaucoma in patients with T2DM in Grande Vitéria, Espirito Santo, Brazil.

Methods: GSTM1 and GSTT1 polymorphisms were investigated using a multiplex PCR technique. PCR-RFLP was used
for the GSTP1 gene. Statistical analysis was performed with Fisher’s exact test or the chi-square test, with P-value <0.05.

Results: There was no relationship between GSTM1, GSTT1, or GSTP1 polymorphisms and the occurrence of diseases
such as glaucoma and cataract in patients with T2DM.

Conclusion: Our data suggest that the GSTM1 and GSTT1 null polymorphisms and the ile105Val polymorphism in the
GSTP1 gene are not associated with individual susceptibility to the development of ophthalmic complications in persons
with T2DM.

Keywords: Oxidative stress; Glutathione-S-transferase; Genetic polymorphisms; Free radicals; Ophthalmic complications

INTRODUGAO

Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) é um disturbio
metabdlico heterogéneo multifatorial' cuja principal
caracteristica, a hiperglicemia cronica?, é ocasionada
pela disfungdo das células beta pancreaticas que
afetam a producéo de insulina e/ou pela resisténcia
dos 6rgdos alvos a esse hormdnio provocando um
aumento da glicose no sangue?®. Atualmente, 463 milhdes
de pessoas possuem Diabetes Mellitus no mundo*
e no Brasil, aproximadamente 16,8 milhdes de
individuos possuem a DM*, sendo que, 90% desses
casos correspondem a Diabetes Mellitus tipo 2°.

Estima-se que fatores genéticos contribuam
cerca de 30% a 70% para o surgimento da doenga®’.
Diversos polimorfismos nos genes responsaveis
pela produgédo das enzimas desintoxicantes vem
sendo associados ao surgimento da DM28, esses
polimorfismos influenciam no aumento do estresse
oxidativo, sendo relacionado aresisténcia a insulina,
disfungao das células beta pancreaticas e diminuigéao
da tolerancia a glicose®.

O estresse oxidativo, é caracterizado pelo desequilibrio
entre radicais livres e defesas antioxidantes™®.
Na Diabetes Mellitus tipo 2 ha a diminui¢cdo das
defesas antioxidantes e um aumento na producgao de
espécies reativas de oxigénios (EROS), relacionado
a maiores chances de desenvolver complicagdes
secundarias como problemas oftalmologicos!.
O excesso de EROS resulta na degradacgao e
agregacao de proteinas nas lentes oculares, sendo
considerado um importante fator no surgimento de
doengas como a catarata e o glaucoma'?13,

As células apresentam sistemas de defesas que
ajudam a controlar a produgao excessiva de EROS.
Dentre as defesas antioxidantes, as glutationas
S- transferases (GSTs) GSTM1, GSTT1 e GSTP1
sao as principais enzimas que participam da defesa
celular contra o estresse oxidativo'.

As GSTs pertencem a uma superfamilia de
enzimas'™ e os genes GSTM1, GSTT1 e GSTP1,
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responsaveis pela producao dessas enzimas,
sao polimérficos em humanos e, diversos estudos
associam variacdes desses genes ao aumento do
risco de certas doengas incluindo a DM21416.17,

Dentre os GSTs, os genes GSTM1 e GSTT1
podem apresentar polimorfismo de delegéo, que
quando em homozigose acarretam na falta de
isoformas ativas, conhecida como genétipo nulo20.
O GSTT1- nulo é encontrado em frequéncias que
variam entre 11 a 38% dependendo da populagao,
nesse caso, ocorre a delegédo de 50 kb da sequéncia
do gene. Para o GSTM1 nulo, sao excluidos 15kb
da sequéncia e sua frequéncia varia de 20 a 70%
entre as populagdes” 821,

Em relagdo ao GSTP1, os seus alelos variantes
sdo encontrados com bastante frequéncia entre as
populagdes, e é caracterizado pelo polimorfismo
Unico de nucleotideo (SNP) no qual, ocorre uma
substituicdo da base adenina (A) para guanina (G),
resultando na transi¢ao de isoleucina para valina
no cédon 105 (lle105Val)?2. Estudos anteriores ja
demonstraram a correlagao entre esses polimorfismos
e o surgimento de complicacdes oftalmoldgicas?-25,

As GSTs séo encontradas em diversas estruturas
oculares, como o corpo cristalino, ciliar e o humor
aquoso?. Polimorfismos nos genes GSTs vem sendo
associados com maior risco de desenvolvimento de
glaucoma e catarata, visto que, essas variagcdes
genéticas alteram as funcgdes antioxidantes das
enzimas, diminuindo sua prote¢do contra o EROS
afetando diretamente as células oculares?®. Ademais,
pacientes com DM2 apresentam atividade antioxidante
reduzida em suas lentes oculares?. Dessa forma,
estudos sugerem que o sistema GST pode estar
relacionado diretamente a suscetibilidade individual
a doengas oculares na DM2.

O objetivo deste artigo foi avaliar a influéncia dos
polimorfismos nos genes GSTM1, GSTT1 e GSTP1
no desenvolvimento de complicagdes oftalmologicas
em pacientes com DM2 da Grande Vitéria/ES.
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MATERIAL E METODOS

Grupo Amostral

O estudo incluiu 102 individuos diagnosticados
com Diabetes tipo 2, atendidos entre margo de 2017
a setembro de 2019, na Associacdo de Diabéticos
de Vila Velha/ES, no Centro Integrado de Atengao a
Saude da Catdlica (CIASC) e na Unidade de Saude Dr
Bolivar de Abreu, Forte Sao Jo&o, Vitdria/ES, Brasil.

Esse trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa do Centro Universitario Salesiano —
UniSales. Numero do parecer: 2.353.462. Todos os
participantes assinaram o termo de consentimento
livre e esclarecido.

Analise Molecular

O DNA gendmico foi isolado de leucdcitos de sangue
periférico através do método organico utilizando-se
Fenol/Cloroférmio. Os polimorfismos dos genes
GSTM1 e GSTT1 foram investigados através da
técnica de PCR multiplex??, utilizando um fragmento
de 340 pb do gene CYP1A1 como controle interno
de amplificagdo. O polimorfismo no gene GSTP1 foi
detectado pela técnica de PCR-RFLPZ, As sequéncias
dos oligonucleotideos iniciadores (primers), a enzima
de restricao 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%.

Tabela 1: Sequéncias dos primers, enzima de restrigdo e tamanhos dos produtos obtidos.

GENE PRIMER 5 - 3’ ENZIMA DE RESTRICAO  PRODUTO GERADO (pb)
GSTM1 F: GAACTCCCTGAAAAGCTAAAGC
R: GTTGGGCTCAAAT ATACGGTGG N.A. 215pb
GSTT1 F: TTCCTTACTGGTCCTCACATCTC
R: TCACCGGATCATGGCCAGCA N.A. 480pb
CYP1A1 F:TAGGAGTCTTGTCTCATGCCT
R: CAGTGAAGAGGTGTAGCCGCT N.A. 340pb
GSTP1 F:ACCCCAGGGCTCTATGGGAA BsmAl Alelo normal: 176b

R: TGAGGGCACAAGAAGCCCCT

Alelo variante: 83pb e 93pb

N.A.: Nao Aplicado.

Analise Estatistica

As comparagdes entre 0s grupos em variaveis
categoricas foram realizadas utilizando o teste exato
de Fisher ou o teste do qui-quadrado usando o
software GRAPHPAD PRISM V5. Foi considerado
significante P-valor < 0.05.

RESULTADOS

Inicialmente foram divididos dois grupos gerais,
o de individuos com alguma complicag¢&o oftalmolégica
(COF) e os individuos que nao apresentavam
nenhuma complicagdo (SOF). O estudo incluiu
102 pacientes, sendo 39 (38,2%) com alguma
complicagdo oftalmoldgica e 63 (61,8%) sem.
No grupo com complicagbes observa-se o predominio
do género feminino (66,6%) com idade média de
66 anos. Nao houve diferenga significativa entre os
grupos supracitadas quanto a idade (p > 0,9999) e
género (p = 0,5365).

Referente a distribuicdo genotipica entre os
grupos estudados, a prevaléncia de GSTM1,
GSTT1 e GSTP1 estéa representando na tabela 2.
As amostras foram separadas em subgrupos
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possuindo individuos com e sem glaucoma e/ou
catarata. Dentre os individuos pertencentes ao
grupo da catarata que possuiam a doenga, 59,4%
apresentaram genatipo nulo para o gene GSTM1 e
40,6% possuiam genotipo presente. Em relagéo ao
gene GSTT1, o gendtipo nulo correspondeu a 15,6%
enquanto o gendtipo presente equivale a 84,4%.
GSTP1 ile/ile foi o mais frequente (50%) seguido por
lle/Val (40,6%) e por fim Val/Val (9,4%). Conforme a
tabela 2, ndo foi encontrada relevancia estatistica
nesse subgrupo para os genes GSTM1 (p=0,1371),
GSTT1 (p > 0,9999) e GSTP1 (p = 0,9184). No que
concerne aos individuos do subgrupo do glaucoma,
quando avaliados frente a presenga ou auséncia da
doenga, verificou-se que 5% dos pacientes possuiam
gendtipo nulo para o gene GSTM1, enquanto 7%
para o genotipo presente. Para o gene GSTTT,
a frequéncia encontrada entre a amostra estudada
foi de 3% para o gendtipo nulo e 9% para o genétipo
presente. Para o gene GSTP1, a variante ile/ile foi
a mais frequente (6%). A analise estatistica revelou
valorde p=0,7652 para GSTM1,de p=0,3875 para
GSTT1ep=0,6677 para GSTP1, logo, ndo houve
relevancia significativa entre os genes estudados
no subgrupo do glaucoma (Tabela 2).
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Tabela 2: Distribuicdo genotipica entre os grupos estudados.

L. GG CATARATA GLAUCOMA

Genétipos pValue pValue
N. (%) S (%) N (%) S (%) N(%)

GSTM1

Nulo 49 48,0 19(19,0)  29(29,0) p=0,1371 5(5,1) 41(41,8) p=0,7652

Presente 53 52,0 13(13,0)  39(39,0) 7(7,1) 45(45,9)

GSTT1

Nulo 16 15,7 5(5,0) 11(11,0) p>0,9999 3(3,0) 12(12,2) p=0,3875

Presente 86 84,3 27(27,0)  57(57,0) 9(9,1) 74(75,5)

GSTP1

lle/lle 49 48,0 16(16,0)  31(31,0) 6(6,1) 41(41,8)

lle/Val 43 42,1 13(13,0) 30(30,0) p=0,9184 4(4,0) 37(37,7) p=0,6677

Val/Val 10 9,8 3(3,0) 7(7,0) 2(2,0) 8(8,1)

lle/Val+ Val/Val 53 51,9 16(16,0) 37(37,0) 6(6,0) 45(45,8)

GG: Grupo Geral; S: Sim; N: Néo.

Na Tabela 3 esta representado a frequéncia
de distribuicdo com gendtipos combinados.
A combinagéo dupla dos genes GSTM1 e GSTT1 no
subgrupo da catarata e no subgrupo do glaucoma
estdo apresentados, entretanto, a combinagéao
desses dois gendtipos ndo demonstrou relagao
com as doencas supracitadas, uma vez que nao
fora achado relevancia estatistica para nenhum

dos gendtipos analisados até mesmo quando
houve combinagéo polimdérfica de ambos os genes
(p =0,2901/0,6194). Adistribuigdo da frequéncia
com combinagéao tripla entre os genes GSTM1,
GSTT1 e GSTP1 estao expressos também na
Tabela 3. A combinagao tripla dos gendétipos
ndo demonstrou relagdo com a presenga das
complicagbes oftalmolégicas.

Tabela 3: Caracteristicas genéticas dos pacientes com glaucoma e catarata.

CATARATA

GLAUCOMA

GENOTIPO pValue pValue
S (%) N (%) S (%) N (%)

GSTM1/GSTT1 13(13,0) 34(34,0) referencial 6(6,1) 41(41,8) referencial
GSTM1 nulo/GSTT1 nulo 5(5,0) 6(6,0) P=0,2901 2(2,0) 8(8,1) P=0,6194
GSTM1 presente/GSTT1 nulo 0 (0,0) 5(5,0) P=0,3143 1(1,0) 4(4,0) P=0,5299
GSTM1 nulo/GSTT1presente  14(14,0) 23(23,0) P=0,3543 3(3,0) 33(33,6) P=0,7251
GSTP1/GSTT1/GSTM1

lle/lle/presente/presente 6(6,0) 16(16,0) referencial 3(3,0) 19(19,3) referencial
lle/lle/nulo/nulo 3(3,0) 3(3,0) P=0,3518 1(1,0) 5(5,1) P>0,9999
lle/lle/nulo/presente 7(7,0) 11(11,0) P=0,5092 2(2,0) 16(16,3) P>0,9999
lle/lle/presente/nulo 0(0,0) 1(1,0) P>0,9999 0(0,0) 1(1,0) P>0,9999
lle/Val/nulo/nulo 2(2,0) 1(1,0) P=0,2313 1(1,0) 1(1,0) P=0,3116
lle/Val/nulo/presente 6(6,0) 12(12,0) P=0,7385 1(1,0) 16(16,3) P=0,6180
lle/Val/presente/nulo 0(0,0) 3(3,0) P=0,5539 0(0,0) 3(3,0) P>0,9999
lle/Val/presente/presente 5(5,0) 14(14,0) p>0,9999 2(2,0) 17(17,3) P>0,9999
Val/Val/nulo/nulo 1(1,0) 2(2,0) p>0,9999 0(0,0) 2(2,0) p>0,9999
Val/Val/nulo/presente 1(1,0) 0(0,0) P=0,3043 0(0,0) 1(1,0) p>0,9999
Val/Val/presente/nulo 0(0,0) 1(1,0) p>0,9999 1(1,0) 0(0,0) P=0,1739
Val/Val/presente/presente 2(2,0) 4(4,0) p>0,9999 1(1,0) 5(5,1) p>0,9999
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DISCUSSAO

Com este estudo avaliou-se a possivel relagao
entre complicagbes oftalmoldégicas em pacientes
da Grande Vitéria/ES portadores da Diabetes
Mellitus tipo 2 com polimorfismos em genes de
enzimas antioxidantes GSTM1, GSTT1 e GSTP1,
responsaveis por uma das defesas do organismo
contra o estresse oxidativo.

Os grupos analisados apresentaram-se homogéneos
quanto a género e idade (p = 0,5365 e p > 0,9999),
observou-se um predominio do sexo feminino no
grupo com complicagdes oftalmolégicas. Conforme a
ultima pesquisa publicada pelo sistema de vigilancia
de fatores de risco e protegao para doengas cronicas
por inquérito telefénico?, a Diabetes possui maior
prevaléncia no sexo feminino e este disturbio € um
fator que aumenta as chances de complicagoes
oftalmoldgicas graves como a catarata e o glaucoma®.

A catarata é uma doencga multifatorial e o estresse
oxidativo em conjunto com fatores genéticos séo
considerados os principais envolvidos no desenvolvimento
da doenga®'. Neste estudo, a presenca do gene
GSTM1 nulo nao foi associado com o risco de
desenvolvimento da catarata em pacientes diabéticos
(p=0,1371). Em uma metanalise desenvolvida por
Sun e colaboradores®? quando analisado de forma
geral sem a presenca da diabetes, ndo fora encontrada
associagao entre desenvolvimento da doenga com o
GSTM1 nulo na populagéo caucasiana (p = 0,443),
entretanto, encontraram associagado na populagao
asiatica (p = 0,039).

A presencga do gendtipo nulo do gene GSTT1em
pacientes diabéticos nao foi relacionada com a catarata
neste estudo (p > 0,9999). Liao e colaboradores®,
ao analisar arelagado do gene GSTT1 com a catarata sem
considerar possiveis doengas associadas, concluiram
que a presenga do polimorfismo deste gene néo
contribuiu para maiores chances de desenvolvimento
da doenga na populagéo caucasiana (p = 0,474)
porém no mesmo estudo, encontravam relevancia
estatistica na populagéo asiatica (p = 0,003).

N&o houve relevancia estatistica entre o polimorfismo
no gene GSTP1 e a catarata (p = 0,9184), entretanto,
trabalhos como o de Juronen e colaboradores®
descreveram que a presenga de GSTP1 val/val
€ um fator importante para o desenvolvimento da
catarata cortical, em contraste, no mesmo estudo,
GSTP1 ile/ile apresentou fungéo protetora contra a
doenga. Existem muitos fatores que podem justificar
os resultados distintos, entre eles, a abrangéncia
do estudo, a quantidade da amostra estudada,
a metodologia, entre outros.

Assim como na catarata, fatores de riscos para o
desenvolvimento do glaucoma precisam ser elucidados.
Neste estudo, ndo fora encontrada relacdo entre o
gendtipo GSTM1T nulo em diabéticos e a incidéncia
de glaucoma (p = 0,7652). Em uma meta analise
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realizada por Huang e colaboradores® ao analisar
a influéncia do GSTM1 nulo no desenvolvimento
do glaucoma na populagéo caucasiana e mestica,
ndo demonstraram qualquer associagao significativa
entre os polimorfismos do gene e a doenga. Contudo,
Rocha e colaboradores®® encontraram uma maior
frequéncia do gendtipo GSTM1 nulo em pacientes
que possuiam glaucoma.

Nao houve relevancia significativa entre o
GSTT1 nulo e o glaucoma (p = 0,3875). Resultados
semelhantes foram relatados nos trabalhos de Yldirim
e outros?* e os de lzzotti e colaboradores®®. Também
nao observou-se associagao para o gene GSTP1 e
o glaucoma, no mesmo estudo de Yldirim e outros
também nao fora encontrada tal relagao. A literatura
sugere que os genes GSTT1 e GSTP1 podem ndo
estar associados ao maior risco de desenvolvimento
do glaucoma.

As diferencgas encontradas podem refletir as origens
genéticas e étnicas entre as populagdes analisadas.
Além disso, métodos utilizados e a quantidade da
amostra podem ser responsaveis pela discordancia
entre os achados. Ademais, a populagéo brasileira
possui um alto grau de miscigenacao e isso pode
ser outra explicagdo para resultados obtidos®.

Quando combinados os genétipos GSTM1 e
GSTTA1, nao foi achado relevancia estatistica para a
catarata, entretanto, trabalhos anteriores como o de
Sireesha e outros® demonstraram que individuos que
apresentavam a combinagao de GSTM1 nuloe GSTT1
nulo possuiam maiores chances de desenvolvimento
da doenca. J4 em um estudo na populagao chinesa,
houve uma associagao entre a combinagéo do gendtipo
GSTM1 presente e GSTT1 nulo com maior chance
de desenvolvimento de catarata Cortical®.

Quanto ao glaucoma, Rasool e colaboradores*
observaram que a combinagdo do gendétipo nulo
GSTM1 com o gendtipo positivo para o GSTT1
tende a diminuir o risco de desenvolver essa doenga
na populagédo egipcia. Na populagao turca, foi
demonstrado que a combinagdo entre o GSTM1
positivo e 0 GSTT1 nulo podem estar associados a
um maior risco de desenvolvimento do glaucoma?.

Nés examinamos combinagdes especificas da
variante dos genoétipos GSTM1, GSTT1 e GSTP1 nos
pacientes diabéticos, entretanto, ndo encontramos
qualquer relagdo com o desenvolvimento das doengas.
A combinagao do gendtipo GSTM1 nulo, GSTT1
presente e GSTP1 ile/val foi verificada anteriormente por
estudos como o do Celik e outros*' que, sem restringir
aamostra a pacientes com diabetes, encontraram uma
associacao entre esses trés gendétipos combinados
€ um maior risco de desenvolvimento da catarata na
populagao da Turquia.

Rykov e colaboradores* relataram que a combinagéo
dos gendtipos GSTP1 (Val/Val) * GSTM1 nulo e
GSTT1 positivo pode ser um fator de risco para o
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desenvolvimento do estagio inicial do glaucoma. A
combinagao GSTP1(ile/ile) *GSTM1 nulo*GSTT1 nulo
foi associado com a progresséao da doenga, contudo,
no mesmo estudo, as combinagées GSTP1(lle/
lle)*GSTM1 presente GSTT1 presente, GSTP1(lle/
lle)*GSTM1 presente*GSTT1-nulo e GSTP1(lle/lle)*
GSTM1-nulo *GSTT1 presente foram considerados
protetores contra a progressédo da doenca.
Embora muitos estudos ja tenham demonstrado a
relacdo entre o estresse oxidativo e o desenvolvimento
de complicagdes da Diabetes, como a catarata e o
glaucoma**+5, é valido lembrar que outros fatores
podem contribuir para o estresse oxidativo além das
variagdes genéticas nas enzimas antioxidantes GSTs
avaliadas no presente estudo, como alteragdes em
outros genes de enzimas que atuam na desintoxicagao,
por exemplo, a catalase, glutationa peroxidase,
superoxido dismutase, além dos fatores exdgenos
como habitos de vida que propiciem o aumento da
producao de EROS. Dessa forma, é provavel que
haja outros mecanismos que atuem na inducéo de

complicag¢des oftalmoldgicas na populagéo estudada
e isso implica na necessidade de novas estratégias
de estudo, como ampliar o painel de polimorfismos
genéticos avaliados*®.

Nossos dados sugerem que os polimorfismos
nulos nos genes GSTM1 e GSTT1 e o polimorfismo
lle105Val no gene GSTP1 n&o estdo associados com
a suscetibilidade individual para o desenvolvimento
de problemas oftalmolégicos em pacientes com DM2.
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