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Resumo: no diabetes mellitus tipo 2, hd evidéncias de que a auséncia de
uma ou mais formas de GST estejam associadas a diminuicdo da producdo de
insulina e disfuncdo das células — de Langerhans. Este estudo caso-controle
visou analisar a associacdo entre o polimorfismo de delecdo dos genes GSTM 1
e GSTT1 com a susceptibilidade a DM2. A andlise do perfil genotipico de 120
pacientes e 147 controles permitiu inferir que ndo hd associagcdo da delecdo de
GSTM1 com a susceptibilidade a DM2, porém a delecdo de GSTTI pode levar a
um risco aumentado para o desenvolvimento da doenga na populagdo analisada.

Palavras-chave: Diabetes mellitus. Susceptibilidade genética. Polimorfis-
mo. GSTM1 e GSTT].

1abetes mellitus tipo 2 (DM?2) € uma doenca multifatorial caracter-

D izada por hiperglicemia cronica associada a complicagdes metaboli-
cas, clinicas e sociais, decorrentes do envelhecimento precoce da
populagdo, da urbanizagdo crescente e da adocdo de estilos de vida pouco
sauddveis como o sedentarismo, dieta inadequada e, sobretudo a obesidade
(LERARIO et al., 2008). Além do estilo de vida e da exposi¢ao ambiental, a
susceptibilidade genética € um fator importante no desenvolvimento de DM2.
Virios polimorfismos de genes responsdveis pela codificagdo de enzimas
envolvidas na biotransformacao de xenobiéticos podem estar associados com
DM?2. A Glutationa S-Transferase (GST) atua na detoxificacao de xenobi6ti-
cos toxicos e produtos reativos de processos intracelulares responsaveis pelo
stress oxidativo. H4 evidéncias de que a auséncia de uma ou mais formas de
GST estejam associadas a diminui¢do da produgdo de insulina e disfuncao das

células B de Langerhans (WANG et al., 2010; ROBERTSON et al., 2003).
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Tém sido conduzidos vérios estudos quanto ao papel do polimorfismo do sistema GST
em diversas patologias, com destaque para o cancer, no entanto poucos estudos avaliaram a
influéncia deste polimorfismo no DM2 (AMER et al., 2011). O polimorfismo de delecdo de
GSTT1eGSTMI, que estarelacionado a ausénciade atividade enzimatica para estas isoformas
(LONDON et al., 2000), t€m apresentado uma correlagao positivacom DM?2 em estudos rea-
lizados em varios outros paises (WANG et al., 2006; HORI et al., 2007; AMER et al., 2011).

Este estudo caso-controle visou analisar a associa¢do entre o polimorfismo de dele-
cdo dos genes GSTM1 e GSTT1 com a susceptibilidade a DM2 a fim de contribuir com
o conhecimento sobre as bases genéticas da doenca na populagdo brasileira.

MATERIAL E METODOS
Amostras

O grupo caso foi composto de 120 pacientes com DM?2 diagnosticados e acompa-
nhados pelo Servico de Endocrinologia do Hospital das Clinicas da Universidade Federal
de Goids, que foram comparados a um grupo controle de 147 individuos saudéveis.
Foram obtidas amostras de sangue dos pacientes e controles. Em ambos os grupos fo-
ram determinados glicemia de jejum e hemoglobina glicada (A1C). Os grupos foram
pareados por idade e sexo. O presente trabalho foi aprovado pelo comité de ética da
Universidade Federal de Goids e todos os individuos envolvidos assinaram o termo de
consentimento livre e esclarecido.

Genotipagem dos genes GSTT1 e GSTM1

Foi realizada extracao de DNA das amostras utilizando kit comercial proprio para
amostras de sangue. Para a andlise do polimorfismo de GSTM1 e GSTTI foram utili-
zadas as técnicas de PCR convencional e em tempo real por SYBR Green multiplex,
sendo utilizada a amplificagdo de gene endégeno (RH92600) como controle interno da
reacdo (Figuras 1 e 2).

MM A1 A2 A3 A4 AD AB A7AB AB C+

Figura 1: Gel de agarose 1,5% mostrando os gendtipos para GSTT1 (480pb) e GSTM1 (219pb).
Legenda: MM: Macador 50pb, A1 a A9: amostras, C (+): controle positivo.
Nota: Foi utilizado primer RH92600 (banda de 135 pb) como controle endégeno da reagédo
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Figura 2: Curva de melting da qPCR multiplex (SYBR Green) - GSTM1 (77.5 ° C), GSTT1 (82.5°C)
e RH 92600 (74 ° C)
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Analise Estatistica

Foi empregado o software IBM SPSS Statistics 20. O teste do Qui-quadrado fo1
utilizado para comparar as frequéncias genotipicas, tendo sido aplicado o teste exato de
Fisher quando necessario; o cdlculo de Odds ratio foi utilizado para avaliar o gen6tipo
de risco e susceptibilidade ao DM2. O valor de p < 0,05 foi considerado estatisticamente
significante.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Variaveis Clinicas

As caracteristicas mais relevantes da populacao estudada sao mostradas na tabela
1. A média de idade nos pacientes do grupo caso foi de 62,05 anos com tempo médio
acometimento pela doenga de 14,3 anos, sendo o valor médio de glicemia de jejum
e Hemoglobina glicada (A1C), 186,2 mg/dL e 9,1%, respectivamente. O grupo con-
trole apresentou média de idade de 54,5 anos e valores dentro da normalidade para
as variaveis clinicas analisadas. Andlises estatisticas relacionadas a distribui¢do por
sexo, idade e habito de fumar entre os grupos caso e controle nao apresentaram dife-
rencas significativas, indicando que os grupos comparados sdao homogéneos (dados
nao mostrados).
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Tabela 1: Caracteristicas da populagdo estudada

Variaveis Pacientes Controles
Numero 120 147
Idade (anos) 54,5+ 11,58 62,5+ 11,87
Sexo (%)
Masculino 47,5 44,2
Feminino 52,5 55,8
IMC 27,3 + 5,65 28,7 +5,55
Glicemia de Jejum (mg/dL) 186,2 + 78,08 87,5+ 8,75
Hemoglobina Glicada (%) 9,127 56+21
Fumantes (%) 12,9 9.4

Nota: Dados sao reportados como média + desvio padrao.

Distribui¢do de genétipos GSTT1 e GSTM1

Nos pacientes diabéticos, a frequéncia de GSTT1 nulo e GSTM1 nulo foram de
29,2% e 41,7%, respectivamente, enquanto nos controles as frequéncias de GSTT1 nulo
e GSTM1 nulo foram 12,2 e 43,5, respectivamente (Tabela 2), o que se aproxima das
frequéncias reportadas em paises europeus (caucasianos).

Tabela 2: Distribui¢do dos genétipos para GSTT1 e GSTM1 na populacio estudada

Caso Controle
Genotipo n (%) n (%) X2 GL Valor P
GSTM 1
Presente 70 (58,3) 83 (56,5) 0,095 1 0,7585
Nulo 50 (41,7) 64 (43,5)
GSTTI
Presente 85 (70,8) 129 (87,8) 11.891 1 0.0006 *
Nulo 35(29,2) 18 (12,2)
Total 120 (100) 147 (100)

Nota: Andlise pelo teste do Qui-quadrado.

Legenda: *Diferenca significativa entre os grupos.

Associagao do polimorfismo de GSTT1 e GSTM1 com DM2

A distribui¢do da frequéncia genotipica para GSTM1 entre grupo caso e grupo
controle ndo apresentou diferencas significativas (p = 0,758). Para a analise de GSTT1
observou-se que a propor¢do de genétipo GSTT1 nulo nos pacientes diabéticos foi
significativamente maior do que nos controles (p < 0,01) (Tabela 2). A andlise de risco
por Odds Ratio (OR) sugere que o gendtipo de risco (nulo) para GSTT! (p <0,01) esta
relacionado a uma maior predisposicdo ao DM2 (Tabela 3), sendo que o genétipo pre-
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sente confere uma reducao de 0,34 vezes no risco de desenvolver a doenga em relacao
ao gendtipo nulo.

Tabela 3: Relagdo entre os gen6tipos GSTT1 e GSTM1 e o risco a DM2

L Casos Controle
Genétipo GR* GNR ® GR* GNR ® OR (IC 95%) P
GSTM1 50 70 64 83 0,93 (0,5687-1,5089) 0,8548
GSTTI 35 85 18 129 0,34 (0,1803-0,6369) 0.0010%*

Nota: Andlise por Odds Ratio.
Legenda: * Genétipo considerado de risco, ® Gendtipo ndo considerado de risco. *Diferenca significativa entre os
grupos.

CONCLUSAO

O DM2 é uma doenca multifatorial, que se desenvolve pela interag@o entre exposi¢ao
a fatores ambientais de risco e susceptibilidade genética, de forma que os polimorfis-
mos genéticos podem influenciar no risco para o desenvolvimento desta patologia. Os
resultados sugerem que o polimorfismo de delecdo do gene GSTT1 pode desempenhar
um papel importante na patogénese do DM2, corroborando com estudos descritos na
literatura. A andlise da associacdo de outras varidveis clinicas, como perfil lipidico e
niveis pressoricos, com o polimorfismo estudado permitird inferir se a auséncia de
GSTT1 e GSTM1 pode contribuir para complicacdes relacionadas ao DM2, tais como,
dislipidemia, nefropatia e hipertensao arterial sist€mica.

EVALUATION OF DELETION POLYMORPHISM OF GSTM1 and GSTT1
IN SUSCEPTIBILITY TO TYPE 2 DIABETES MELLITUS

Abstract: in type 2 diabetes mellitus, there is evidence that the absence of one or more
forms of GST may be associated to decreased insulin production and [B-cell dysfunc-
tion. This case-control study aimed to analyze the association between the deletion
polymorphism of GSTM1 and GSTT1 genes with susceptibility to DM2. The analysis
of genotypic profile of 120 patients and 147 controls allowed to infer that there is no
association with the deletion of GSTM 1 susceptibility to DM?2, but the deletion of GSTT1
can lead to an increased risk for the development of disease in the population analyzed.

Keywords: Diabetes mellitus. Genetic susceptibility. Polymorphism. GSTM1 e GSTT 1.
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