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RESUMO

Introdugéao: Diabetes tipo 2 (DM2) é um disturbio multifatorial caracterizado pelo
aumento dos niveis de radicais livres. Tanto o estresse oxidativo quanto a obesidade
contribuem para um estado inflamatério da doenga, 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 variagdes genéticas de enzimas antioxidantes
C262T no gene CAT e polimorfismos nulos dos genes GSTM1 e GSTT1 nos niveis
de TNF-a, assim como, avaliou se as variantes genéticas atuariam sinergicamente
com a obesidade aumentando os niveis da citocina em 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 néo obesos. Niveis de TNF-a foram medidos pela técnica de ELISA sanduiche.

Resultados: Frequéncias das variantes nulas de GSTM1 e GSTT1 foram 44,6% e
17,9%, respectivamente. As frequéncias genotipicas C262T-CAT foram 73,2%, 25% e
1,8% para homozigoto normal, heterozigoto e homozigoto polimorfico, respectivamente.
N&o houve associagéo entre genotipos polimorficos e aumento dos niveis de TNF-a,
assim como, nao foi demonstrado aumento significante da citocina quando avaliado
0 sinergismo entre obesidade e genética individual do paciente.

Conclusao: Niveis de TNF-a ndo se elevam em diabéticos tipo 2 na presenga dos
polimorfismos nos genes CAT, GSTM1 e GSTT1, e a obesidade n&do atua no aumento
dessa citocina na populac¢éo estudada, separadamente ou em conjunto com a genética
individual de variantes nos genes CAT, GSTM1 e GSTT1.

Palavras-chave: Diabetes tipo 2; estresse oxidativo; obesidade; catalase; glutationa
S-transferase M1; glutationa S-transferase T1; citocina; fator de necrose tumoral alpha

ABSTRACT

Introduction: Type 2 diabetes is a multifactorial disorder characterized by increased
levels of free radicals. Both oxidative stress and obesity contribute to an inflammatory
state of the disease, mainly by increasing the levels of the proinflammatory cytokine
tumor necrosis factor-a (TNF-a). Considering that personal genetics may contribute
to oxidative stress, this study assessed the impact of CAT C-262T polymorphism
and GSTM1 and GSTT1 null polymorphisms on TNF-a levels in patients with type 2
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diabetes. The study also evaluated whether the genetic variants act synergistically with obesity to increase TNF-a levels
in patients with diabetes from Grande Vitéria, Brazil.

Methods: Fifty-six patients were included, of whom 28 were obese and 28 were nonobese. The CAT gene polymorphism
was assessed using the polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP) method,
whereas GSTM1 and GSTT1 polymorphisms were assessed using multiplex PCR. TNF-a levels were measured using
the sandwich ELISA technique.

Results: Frequencies of GSTM7 and GSTT1 null polymorphisms were 44.6% and 17.9%, respectively. The genotype
frequencies of CAT C-262T polymorphism were 73.2%, 25.0%, and 1.8% for normal homozygote, heterozygote, and
polymorphic homozygote, respectively. Polymorphic genotypes were not associated with increased TNF-a levels, and
there was no significant increase in TNF-a levels when evaluating the synergism between obesity and personal genetics.

Conclusion: The presence of CAT, GSTM1, and GSTT1 gene polymorphisms was not associated with increased TNF-a
levels in patients with type 2 diabetes. Obesity alone or combined with personal genetics of CAT, GSTM1, and GSTT1
gene polymorphisms did not promote increased TNF-a levels in the study population.

Keywords: Diabetes; oxidative stress; obesity; catalase; glutathione S-transferase M1; glutathione S-transferase T1;

cytokine; tumor necrosis factor alpha

INTRODUGAO

O Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) € uma afecgao
multifatorial relacionada a fatores genéticos e
ambientais, caracterizada por uma producao
insuficiente de insulina ou resisténcia a agao desse
horménio, 90 a 95% dos casos de diabetes no
mundo corresponde ao tipo 2 da doenga’, sendo
que o Brasil ocupa a quarta posicdo em numero
de casos no mundo?, e no Espirito Santo acomete
aproximadamente 10% da populagao?®.

O estresse oxidativo compreende um importante
fendbmeno para a manifestacdo e prognéstico da
DM2 caracterizado por um estado de desequilibrio
entre a produgao de radicais livres e a sua remocao
através da defesa antioxidante, seja ela endégena
ou exogena*. Esse estado disfuncional interfere
na homeostase, ativando vias de sinalizagées pro-
inflamatérias que promovem um quadro de disfungéo
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
inflamagao no corpo humano, e esta fortemente
envolvida no desenvolvimento da resisténcia
insulinica e patogénese da DM2. Essa citocina tem
uma relagao direta com a obesidade, ja que TNF-a
assim como outras adipocinas sao liberadas pelo
tecido adiposo caracterizando a obesidade como
uma doenca inflamatoria®. A elevagao do nivel de
massa gorda e, consequentemente de TNF-a, pode
acarretar o estado de resisténcia insulinica mediada
por inflamagéo levando a hiperglicemia’.

Com isso torna-se evidente que a obesidade
associada ao estresse oxidativo acentua o
desenvolvimento do quadro inflamatério®, contribuindo
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para o surgimento da DM2 e de suas complicagdes,
principalmente os problemas cardiovasculares, que
sao responsaveis por 75% de Obitos dos pacientes
portadores do DM2°.

Polimorfismos em genes antioxidantes podem
contribuir para a patogénese e avango da DM2
através do estresse oxidativo, uma vez que essas
variagdes podem afetar as atividades cataliticas dessas
enzimas que atuariam bloqueando o efeito danoso
dos radicais livres™. As Glutationas S-transferases
(GSTs) sdo enzimas metabdlicas responsaveis pela
detoxificagdo de produtos enddgenos e exdgenos.
Dois genes pertencentes a familia das GSTs, 0o GSTM1
e 0 GSTT1, apresentam polimorfismos de delegao
sendo que pessoas homozigotas para o polimorfismo
(gendtipo nulo) tanto no gene GSTM1 quanto no
gene GSTT1 ndo possuem a respectiva enzima
funcional''2, A catalase também é uma enzima
antioxidante que atua catalisando a decomposigéo
de perdxido 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 enzimatica e aumento
nos niveis de radicais livres™. A disfungao, auséncia
ou diminuigao de enzimas antioxidantes podem ser
responsaveis pelo estresse oxidativo, sendo assim,
mutag¢des nos genes codificadores poderiam atuar
como fator progndstico da DM2 por contribuir com
o estresse oxidativo e, consequentemente, com a
acao inflamatdria e risco vascular'®,

O presente estudo teve o propésito 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
Vitéria/ES. Também investigou se a obesidade
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associada a gendétipos polimérficos atua sinergicamente
aumentando os niveis de TNF-a plasmaticos na DM2.

METODOS

Grupo Amostral

Trata-se de um estudo Caso-Controle, no qual
foram incluidos individuos diagnosticados com
Diabetes tipo 2 obesos e ndo obesos, atendidos entre
margo de 2017 a setembro de 2019, na Associagao
de Diabéticos de Vila Velha/ES, no Centro Integrado
de Atencédo a Saude da Catdlica (CIASC) e na
Unidade de Saude Dr Bolivar de Abreu, Forte Sao
Jodo, Vitoria/ES, Brasil.

O grupo foi composto por 56 pacientes, sendo
28 obesos e 28 nao 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 o0 niumero do parecer: 2.353.462. Todos
os participantes assinaram o termo de consentimento
livre e esclarecido.

Analise Molecular

Apos 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 imunoldgica. A extragdo
de DNA, para a andlise genética, foi realizada a partir
de 1ml do sangue coletado em tubo EDTA. O DNA
foi extraido de leucécitos do sangue periférico.
Aextragdo 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 et al.", utilizando um fragmento de 340pb do
gene CYP1A1 como controle interno de amplificagéo.
O polimorfismo no gene CAT foi detectado pela técnica
de PCR-RFLP como descrito por Suzen et al.".
As sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores (primers
5'-3’) para a amplificagcéo da regido de interesse do
gene GSTM1, GSTT1e CYP1A1, respectivamente,
foram: F: GAACTCCCTGAAAAGCTAAAGC
e R: GTTGGGCTCAAATATACGGTGG,
F:-TTCCTTACTGGTCCTCCTCACATCTC
e R: TCACCGGATCATGGCCAGCA,
F:TAGGAGTCTTGTCTCATGCCT e R:
CAGTGAAGAGTGTAGCCGCT. Os primers
para detecgdo da variante no gene CAT foram:
F: AGAGCCTCGCCCCGCCGGACCG; R:
TAAGAGCTGAGAAAGCATAGCT, e a enzima de
restricdo utilizada na técnica PCR-RFLP foi a Smal.
Os tamanhos dos fragmentos de DNA obtidos foram:
GSTM1 215 pares de base (pb), GSTT1 480 pb,
CYP1A1 340 pb, CAT —alelo normal: 155 pb e 30 pb;
alelo variante: 185 pb.
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Os fragmentos obtidos foram submetidos a
eletroforese horizontal em gel de agarose 2%.

Anadlise dos Niveis de TNF-a

A andlise imunoldgica 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 revelagao biotinilados da
eBioscience®, seguindo a recomendacao do fabricante.
Em sintese, placas de 96 pocos de alta absorcao
(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 adig¢ao e incubagao com estreptoavidina marcada
com peroxidase (eBioscience®) por 30 min/25°C.
As amostras se revelaram com adig¢do de solugao
tampéao citrato de fosfato com 5% de ABTS e 0,005%
de peroxido de hidrogénio (H,0,) 30 vol e a reagéo
interrompida com dodecil sulfato de sodio (Gibco®)
1%. A absorbancia foi determinada sob comprimento
de onda de 405 nm (SpectraMax, Molecular Devices).

Anadlise Estatistica

As comparagbes das variaveis continuas entre
os grupos foram realizadas por meio do teste de
Wilcoxon-Mann-Whitney. As comparagdes entre os
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 imunologicas e genéticas foram
realizadas em amostras de 56 individuos diabéticos
tipo 2 da populagdo da Grande Vitéria/ES, sendo
28 obesos e 28 ndo obesos. Os grupos nao foram
diferentes (p > 0,05) em relagcdo ao género e idades.

Em relagdo ao polimorfismo do gene GSTM1
as frequéncias do gendtipo selvagem (GSTM1+) e
gendtipo nulo (GSTM1-) no grupo amostral foram de
55,4 e 44,6%, respectivamente. Ja as frequéncias
do gendtipo selvagem (GSTT1+) e gendtipo nulo
(GSTT1-)paraogene GSTT1foramde 82,1 e 17,9%,
respectivamente. Em relagédo ao polimorfismo C262T
no gene CAT a frequéncia do genétipo homozigoto
normal (CC) foi de 73,2%, o heterozigoto (CT) foi de
25% e o homozigoto polimérfico (TT) de 1,8%. As
frequéncias alélicas do polimorfismo C262T-CAT no
grupo amostral foram de 85,7% para o alelo normal
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(C) e 14,3% para o alelo variante (T). Ndo houve
diferencas significativas das frequéncias genotipicas
e alélicas no grupo

Analise dos Niveis de TNF-a

Nao se observou diferengas estatisticamente
significantes entre os niveis de TNF-a plasmatico

dos pacientes de acordo com seus gendtipos, tanto
quando analisados separadamente ou analisados
em combinado, como mostrado nas figuras 1 e 2
(gendtipos combinados que nao constam na Figura 2
nao foram avaliados por ndo apresentarmos quantidade
minima para analise estatistica).

Figura 1: Niveis de TNF-a (apresentados como médias em unidades pg/mL) de acordo com os genétipos, separadamente.

Gendtipo variante CAT =CT + TT.

Figura 2: Niveis de TNF-a (apresentados como médias em unidades pg/mL) de acordo com os gendétipos combinados.

http://seer.ufrgs.br/hcpa
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Na avaliagdo da influéncia da obesidade nos
niveis da citocina, ndo se observou diferenga entre
os niveis de TNF-a nos grupos de pacientes obesos
€ nao obesos tanto na analise separada quanto na
analise incluindo a mesma constituicdo genética entre
os grupos (Figura 3). Quando comparado os niveis
de TNF-a em individuos obesos (TNF-a = 0,08309) e

n&o obesos (TNF-a =0,1192), independente dos seus
genotipos, ndo se encontrou diferenga significativa
(P=0,4712).

A Figura 4 mostra a avaliacdo do papel dos
polimorfismos juntamente com a obesidade nos niveis
de TNF-a em diabéticos tipo 2, demonstrando que
néo houve relagéo entre esses parametros (p > 0,05).

Figura 3: Niveis de TNF-a em pacientes obesos e ndo obesos de acordo com seus gendtipos.

Figura 4: Niveis de TNF-a em pacientes obesos de acordo com seus genétipos.

214 Clin Biomed Res 2022;42(3)
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DISCUSSAO

A doenca DM2 é acompanhada do estresse
oxidativo, que é considerado um mecanismo
subjacente para inflamagéo e disfungéo endotelial®.
Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) induzem a
ativacdo de algumas vias moleculares importantes
como a de producéo de produtos finais da glicagéo
avancada (AGEs [do inglés, Advanced Glycation
End-Products]). Um dos mecanismos de agéo dos
AGEs é a modificagdo de proteinas ou lipideos
sanguineos que se ligam a receptores especificos
levando a producao de citocinas inflamatérias
que contribuem com as complicacdes vasculares
da doenca’™.

Um dos fatores responsaveis pelo estresse
oxidativo é a genética individual. Variagdes em
genes codificadores de enzimas antioxidantes
podem acarretar em defesa antioxidante prejudicada
conduzindo ao 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 delegao
dos genes GSTM1 e GSTT1 poderiam estar
relacionados com o aumento de TNF-a, uma vez que
a deficiéncia das atividades enzimaticas causadas
pelas variagbes genéticas poderia contribuir para o
estresse oxidativo induzindo a produgéo de citocinas
inflamatérias cronica nos pacientes. Entretanto,
nosso estudo ndo observou tal relagdo (figura 1 € 2).
Esse foi o primeiro estudo que avaliou variagdes
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
o0 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 diferenga entre os
grupos (Figura 3). Rajkovic et al.2® observaram altos
niveis de TNF-a em diabéticos obesos, sobrepesos
e também em magros embora tenha observado
que os niveis nos obesos e sobrepesos eram mais
altos em comparagdo com os pacientes magros.
O mesmo estudo também mostrou que diabéticos
magros possuiam niveis mais elevados em relagéo
aos magros sem diabetes, corroborando a relagéo
entre diabetes e citocina TNF-a, independente
de obesidade. Li et al.?* também relataram altas
concentragcoes de TNF-a em diabéticos tipo 2.
Em 2012, Olson et al.2>confirmaram que o aumento de
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TNF-a na DM2 foi associado a resisténcia insulinica
independentemente da adiposidade. Entretanto
alguns estudos apontam um aumento significante
dos niveis TNF-a em pacientes obesos, mas nao
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 produgéo.
A enzima catalase catalisa a decomposi¢cdo do
peroxido de Hidrogénio em agua e oxigénio e a
deficiéncia dessa enzima ja foi associada a DM227:28,
O polimorfismo funcional 262C/T no éxon 9 do
gene CAT ja foi associado ao desenvolvimento
de DM2 e suas complicagdes?®3°. A Gluationa
S-transferase (GST) € uma familia de genes
responsaveis pela remogao de produtos reativos
ao oxigénio e de xenobidticos capazes de trazer
toxidade ao organismo. Os genes GSTM1e GSTT1
fazem parte dessa familia e quando encontrados
sobre polimorfismo de delecao, sdo associados a
disfuncéo das células B-pancreaticas e deficiéncia
na producao de insulina®".

O estresse oxidativo esta envolvido nos processos
patolégicos de doengas como a obesidade e DM2%2,
estudos mostram que a obesidade, assim como
alteragbes genéticas de enzimas antioxidantes podem
aumentar os niveis de radicais livres®?, contribuindo
para um aumento dos niveis inflamatoérios®* que
poderiam aumentar o risco de eventos vasculares,
entretanto, o presente estudo néo revelou associagao
sinérgica entre as variantes dos genes CAT, GSTM1
e GSTT1 e obesidade nos niveis da citocina pro-
inflamatdria no grupo estudado (Figura 4).

Embora o pequeno tamanho amostral possa
ter contribuido para a falta de sinergia entre as
variantes dos genes analisados, obesidade e o TNF-q,
0 presente trabalho mostrou que os polimorfismos
C262T no gene Catalase e as variantes nulas dos
genes GSTM1 e GSTT1 né&o influenciam no aumento
dos niveis da citocina pr6 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. Entretanto, estudos
adicionais séo necessarios.
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