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RESUMO

O Diabetes mellitus tipo 2 (DM2) é uma doenga complexa caracterizada por
hiperglicemia crbénica associada as complicagbes metabdlicas decorrentes da
adocédo de estilos de vida pouco saudaveis, sobretudo a obesidade. A base
etiolégica do DM2 é determinada pela interagcdo de fatores genéticos e ambientais.
Dentre os fatores genéticos, varios polimorfismos em diversos genes sao associados
por aumentar o risco ou elevar a predisposicao para o desenvolvimento do DM2.
Nesse contexto, polimorfismos nos genes das Glutationas-s-transferases (GSTM1 e
GSTT1), responsaveis pela codificagcdo de enzimas envolvidas na prote¢ao contra o
estresse oxidativo, também podem contribuir na susceptibilidade ao DM2, visto que
defeitos na defesa antioxidante desempenham um papel importante na etiologia e
nas complicagdes diabéticas. Diversos estudos tém demonstrado uma associagao
entre os gendtipos GSTM1 nulo e GSTT1 nulo com um aumento na susceptibilidade
ao DM2. Assim, este estudo caso-controle visou associar os polimorfismos de
delecdo de GSTM1 e GSTT1 com a susceptibilidade ao DM2 na populagcdo de
Parnaiba - Pl. Um total de 380 portadores do DM2 e 282 individuos saudaveis foram
incluidos neste estudo. Os polimorfismos de delegdo GSTT1 e GSTM1 foram
genotipados por PCR multiplex. Dos 662 individuos avaliados, 80,8% pertenceram
ao género feminino, sendo 46,6% com idade média de 65 anos. Os resultados da
distribuicdo dos gendtipos entre os grupos mostraram que a frequéncia de GSTM1
nulo foi 30,96% no caso e 33,05% no grupo controle. Ja a frequéncia de GSTT1 nulo
foi de 19,85% nos casos e 20,76% nos controles. Nao houve diferenga significativa
na distribuicdo dos gendtipos entre os grupos, nem susceptibilidade associada aos
polimorfismos de delecao GSTM1 nulo (X?= 0,29, p= 0,64; OR= 0,90; IC= 0,64-1,28;
p=0,65) e GSTT1 nulo (X*= 0,077; p= 0,78; OR= 0,94; IC= 0,63-1,41; p=0,86) com o
DM2. Os gendtipos de risco combinados, (GSTM1 nulo/ GSTT1 nulo) foram pouco
frequentes em ambos os grupos (12,29% e 12,43%) e nao foram associados com a
susceptibilidade ao diabetes em relagcdo aos dois gendtipos presentes (OR = 0,96;
IC = 058-1,60; p = 1,00). No entanto, a combinagdo dos gendtipos (GSTM1
presente/ GSTT1 presente) foi predominante em ambos os grupos (58,09% e
61,65%), com maior propor¢do no grupo caso (p<0,004). Os individuos com DM2,
portadores do genodtipo GSTMT nulo, apresentaram niveis mais elevados de
glicemia em jejum (p= 0,002) do que os individuos com o genotipo GSTT1 nulo (p<
0,001). Além disso, esse ultimo grupo também apresentou maiores niveis de
hemoglobina glicada (p= 0,045) e HDL-colesterol (p= 0,038). Estes resultados
sugerem que, embora os gendtipos nulos de GSTM71 e GSTT1 nao estejam
associados com a chance de desenvolver DM2, podem produzir efeitos relevantes
nos parametros clinicos contribuindo para um melhor entendimento da etiologia e
complicagcdes dessa patologia.

Palavras-Chave: Diabetes mellitus tipo 2. Polimorfismos genéticos. Glutationa-s-
transferase.
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ABSTRACT

Diabetes mellitus type 2 (DM2) is a complex disease characterized by chronic hyper-
glycemia associated with metabolic complications due to the adoption of unhealthy
lifestyles, especially obesity. The etiology of DM2 is determined by the interaction of
genetic and environmental factors. Among the genetic factors, several polymor-
phisms in some genes are associated by increasing the risk or raising the predisposi-
tion for DM2. In this context, polymorphisms in the glutathione-s-transferase genes
(GSTM1 and GSTT1), responsible for the encoding of enzymes involved in protection
against oxidative stress, may also contribute to the susceptibility to DM2, since de-
fects in antioxidant defense play an important role in etiology and diabetic complica-
tions. Several studies have demonstrated an association between null GSTM1 geno-
types and null GSTT1 with an increased susceptibility to DM2. Thus, this case-control
study aims to associate GSTM7 and GSTT1 deletion polymorphisms with susceptibil-
ity to diabetes in the population of Parnaiba - PI. A total of 380 DM2 patients and 282
non-DM2 subjects were included in this study. The GSTT7 and GSTM1 deletion pol-
ymorphisms were genotyped by multiplex PCR. A total of 662 individuals evaluated,
80,8% were female and 46,6% with a median age of 65 years. The results of the dis-
tribution of the genotypes between the groups showed that the frequency of null
GSTM1 was 30,96% in the case groups and 33.05% in the control group, whereas
the frequency of null GSTT71 was 19,85% in the cases and 20,76% in controls. There
was no significant difference in the distribution of genotypes between groups, nor in
relation to the risk associated with null GSTM1 deletion polymorphisms (X2 = 0,29; p
= 0,64; OR = 0,90, Cl = 0,64-1,28; p = 0,65) and null GSTT1 (X2 =0,077; p = 0,78;
OR =0,94; Cl = 0,63-1,41; p = 0,86) with DM2. The combined risk genotypes (null
GSTM1 / null GSTTT1) were uncommon in both groups (12, 29% and 12, 43%) and
were not associated with diabetes risk in relation to the two genotypes present (OR =
0,96; Cl = 0,58-1,60; p = 1,00). However, the combination of genotypes (present
GSTM1 | GSTT1 present) were more predominant in both groups (58,09% and
61,65%) with higher proportion in the case group (p <0,004). Diabetic subjects with
null GSTM1 genotype presented higher levels of fasting glycemia (p = 0,002),
whereas individuals with null GSTT1 genotype had higher fasting glycemia (p <
0,001), glycated hemoglobin (p =0,045) and HDL-cholesterol (p < 0,05). These re-
sults suggest that although the null genotypes of GSTM1 and GSTT1 are not associ-
ated with the risk they produce relevant effects in the clinical parameters contributing
to the a etiology and complication of DM2.

Key words: Diabetes Mellitus type 2. Genetic polymorphisms. Glutathione-S-
transferase.
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1. INTRODUGAO

O Diabetes mellitus tipo 2 (DM2) €& uma das principais causas de
morbimortalidade entre individuos adultos, representando um importante problema
de saltde publica mundial (ASSOCIACAO AMERICANA DE DIABETES, 2016;
WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2015). Tal patologia configura-se hoje como
uma epidemia e corresponde a mais comum das doengas metabdlica, caracterizada
por um estado de hiperglicemia crénica devido aos defeitos na agdo ou na secregao
de insulina (GROSS et al., 2002).

A etiologia do DM2 deve-se a interacbes entre fatores ambientais e
genéticos (DAGOGO-JACK et al., 2012). Dentre os fatores ambientais, a obesidade
€ um dos principais fatores relacionados a resisténcia a insulina (Rl) e ao estresse
oxidativo (EO), contribuindo tanto na etiologia como nas complicagbes do DM2
(TANGVARASITTICHAI et al., 2015). A influéncia genética ainda encontra-se em
processo de elucidacdo. Dentre os estudos genéticos mais prevalentes estdo as
associagbes de Polimorfismo de Nucleotideo Unico (SNPs - single nucleotide
polymorphism) com o risco de desenvolver DM2 (LYSSENKO et al., 2013; DORIA et
al., 2008). Além disso, polimorfismos de delegdo nos genes das Glutationas s-
transferase (GSTM1 e GSTT1), responsaveis por proteger as células contra o EO
oriundo da hiperglicemia e obesidade, também sao vistos como um importante fator
de susceptibilidade ao diabetes, ja que o gendtipo nulo desses polimorfismos
(GSTM1 nulo e GSTT1 nulo) promove auséncia da atividade enzimatica
antioxidante, tornando as células mais susceptiveis aos danos do EO e contribuindo
para as complicagdes diabéticas (MONROY et al., 2013; PINHEIRO et al., 2013). Em
adicdo, as células B pancreaticas expressam baixos niveis de mecanismos de
defesa antioxidante. Portanto, individuos portadores do gendétipo nulo de GSTM1 ou
GSTT1 predispdem essas células, responsaveis por sintetizar e secretar insulina, a
um maior dano oxidativo conduzindo ao DM2. Portanto, os genes polimérficos
relacionados a defesa antioxidante podem auxiliar no estabelecimento de

marcadores de susceptibilidade ao diabetes.



Segundo a literatura, a associagdo dos polimorfismos de delegdo das GSTs
com o diabetes, sofre divergéncias entre os estudos quanto a associagao do risco ao
DM2, visto que alguns encontraram associagdes significativas para ambos os
polimorfismos (GONUL et al., 2012; MOASSER et al., 2012; RAMPRASATH et al.,
2011; AMER et al., 2011), para somente um dos polimorfismos (BID et al., 2010;
YALIN et al., 2007), ou até mesmo nenhuma associacdo (AFRAND et al., 2015;
DATTA et al., 2010)..

Na populacdo de Parnaiba (Pl), ainda ndo existem estudos relacionados
com os polimorfismos de delecdo GSTM1 e GSTT1 em portadores com DM2. Assim,
o desenvolvimento do presente estudo justifica-se pela importancia fisioldgica
exercida pelas glutationas quando em pacientes com esta patologia e,
principalmente, pelo fato da frequéncia da delegdo desses genes se mostrar

diferente em diversas populacoes.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 DIABETES MELLITUS —ASPECTOS GERAIS.

O Diabetes Mellitus (DM) corresponde a mais comum das doencas
metabolicas caracterizada por um estado de hiperglicemia crénica que pode vir
acompanhado por alteragbes no metabolismo dos carboidratos, lipideos e proteinas
(ASSOCIACAO AMERICANA DE DIABETES, 2013; GROSS et al., 2002). Tal
patologia, configura-se hoje como uma epidemia mundial, e representa um grande
desafio para os sistemas de saude publica de todo o mundo, devido aos elevados
custos médicos e socioecondmicos que resultam de complicacbes associadas a
doencga e aos crescentes indices de prevaléncia e incidéncia (RAZA, et al., 2015;
DADBINPOUR et al., 2013; PINHEIRO et al., 2013).

No ano de 2015, o DM causou aproximadamente 5 milhdées de mortes no
mundo, equivalente a uma morte a cada seis segundos, além de ter sido
responsavel por 12% das despesas em saude (IDF, 2015). De acordo com a
Federacao Internacional de Diabetes (2015), existem pelo menos 415 milhdes de
adultos com idades entre 20-79 anos portadores de DM no mundo e, segundo
estimativas, esse numero devera alcangar 642 milhdes até o ano de 2040. A
proporcado de pessoas com DM vem aumentando na maioria dos paises, sendo que
77% dos adultos com a patologia vivem em paises de média e baixa renda (WHO,
2016). Em 2016, segundo a pesquisa realizada pelo grupo NCD - Risk Factor
Collaboration, os casos de DM quadruplicaram, passando de 108 milhdées em 1980
para 422 milhdes em 2014 (NCD, 2016). Tal acontecimento deve-se principalmente
ao crescimento e envelhecimento populacional, maior urbanizagao, estilo de vida,
obesidade, sedentarismo e maior sobrevida do paciente diabético (YATES et al.,
2016; SBD, 2015).

No Brasil, existem mais de 14,3 milhdes de portadores da doenca,
representando 8,7% da populacdo nacional, tornando-se o0 quarto pais com maior
numero de casos (NCD, 2016; IDF, 2015). De acordo com o estudo de Vigilancia de
Fatores de Risco e Protecdo para Doencas Crénicas por Inquérito Telefénico

(VIGITEL) o DM é mais comum em mulheres do que em homens e cerca de 80%



dos brasileiros com DM estdo acima do peso (BRASIL, 2014). Em 2012, o numero
de pessoas com sobrepeso superou a metade da populagédo, chegando a 51% em
apenas quatro anos (BRASIL, 2014). Segundo a Sociedade Brasileira de Diabetes —
SBD, (2015) metade da populagéo brasileira desconhece seu diagndstico e 25% dos
portadores da doenga nédo fazem uso de nenhum tipo de tratamento. No Piaui ndo
existem dados de incidéncia e prevaléncia de DM2 atualizados, no entanto, a SBD,
orienta usar a prevaléncia de 7,6% sob a populacéo entre 30 e 69 anos no estado
(BRASIL, 2005).

O DM é classificado em quatro categorias: Diabetes Mellitus Tipo 1 (DM1),
que resulta na destruicdo autoimune das células B pancreaticas (tipo 1A) ou de
causa desconhecida (tipo 1B); Diabetes Mellitus Tipo 2 (DM2), relacionada a graus
variados de diminuicdo da secrecao e resisténcia a insulina; Diabetes Gestacional,
definida como qualquer grau de intolerancia a glicose com inicio durante a gravidez,
podendo ou nao persistir apds o parto; e outros tipos de diabetes, que correspondem
a formas menos comuns da doenca que resultam de defeitos genéticos da funcao
das células B pancreaticas, doengas do pancreas exocrino, endocrinopatias,
induzidas por drogas e infecgdes (ASSOCIACAO AMERICANA DE DIABETES,
2016). Independente da classificacdo, a principal caracteristica do DM ¢é a
incapacidade de manter a homeostase glicémica, uma vez que, os niveis glicémicos

apresentam-se acima dos valores aceitaveis (GROSS et al., 2002).

De acordo com critérios definidos pelo Ministério da Saude, (2016) o
diagnostico do DM ¢é estabelecido quando os valores de glicemia em jejum e/ou
ap6s duas horas de administracdo de 75g de glicose (teste oral de tolerancia a
glicose — TOTG) encontram-se = 126 mg/dL e 200 mg/dL, respectivamente; quando
a hemoglobina glicada (HbA1c) é = 6,5%, ou quando a medida da glicose plasmatica
casual € =2 200 mg /dL em presencga de sintomas tipicos do diabetes, como poliuria,
polidipsia, polifagia e turvacéo visual (ASSOCIACAO AMERICANA DE DIABETES,
2016; BRASIL, 2006).

O DM2 é a forma mais comum do diabetes, abrangendo 90% dos casos na
populacdo, e trata-se de uma doenga complexa, heterogénea e poligénica,
caracterizada pela diminuicdo da secrec¢ao de insulina, resisténcia a insulina (RI),

producdo excessiva de glicose hepatica e metabolismo anormal de gordura



(AHLQVIST et al., 2011). Apresenta intensa associagdo com a obesidade e estilo de
vida, sendo predominante em individuos com mais de 40 anos, podendo também
aparecer em individuos mais jovens (WHO, 2016; ABBAS et al., 2013; ZIMMET et
al., 2001).

As principais complicagbes do DM2 incluem a retinopatia, nefropatia,
neuropatia diabética, cardiopatia isquémica, doengas vasculares periféricas e
cerebrovasculares (STEIN et al, 2014; SINGH et al., 2014). A hiperglicemia crénica &
o fator determinante dessas complicacbes micro e macrovasculares, sendo a
formacdo enddégena dos produtos de glicagdo avancada (AGEs - Advanced
Glycation end Products), principal mecanismo responsavel pelos danos celulares e
teciduais observados nessa doencga, podendo ser reconhecido como uma via
comum pelo qual a obesidade e a hipertenséo arterial atuam no desenvolvimento do
diabetes e suas complicagdes (SBD, 2016; TANGVARASITTICHAI et al., 2015).

As interagdes entre os fatores ambientais e genéticos constituem a base
etiolégica do DM2 (DAGOGO-JACK et al., 2012). Os fatores identificados como de
risco para o surgimento desse agravo sao: histéria familiar de diabetes, obesidade,
sedentarismo, tabagismo, consumo de alcool, hipertensao arterial, baixos niveis de
HDL-colesterol e elevados niveis de triglicerideos (SBD, 2014; OLOKOBA et al.,
2012). Dentre esses, a obesidade € um dos fatores de maior contribuicdo no
desenvolvimento do DM2, pois o acumulo de tecido adiposo gera resisténcia a
insulina, devido a grande liberacdo de acidos graxos livres para a circulagao
prejudicando o metabolismo glicolipidico no figado e reduzindo a captagdo de
glicose pela musculatura esquelética (FRANCA, 2013; CURTI et al.,, 2011;
HOTAMISLIGIL et al., 2003, BODEN et al., 2002). Além disso, o tecido adiposo libera
varias moléculas, denominadas adipocitocinas, como TNF-q, IL-6, resistina, leptina,
ativador da inibigdo do plasminogénio tipo 1 e a adiponectina, algumas das quais
atuam estimulando a formacéo de um quadro periférico de resisténcia a insulina e de
EO (Figura 1) (TANGVARASITTICHAI et al., 2015; JUNG et al., 2014).



FIGURA 1: Resumo dos fatores etioldgicos do DM2
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Fonte: Adaptado de TANGVARASITTICHAI et al., 2015

Em relacdo aos fatores genéticos, o DM2 é considerado uma doenca
poligénica e heterogénea, ou seja, varios genes estdo envolvidos e diferentes
combinacgdes de genes desempenham um papel para o desenvolvimento da doencga
(DORIA et al., 2008).

Neste sentido, o objetivo da maioria dos estudos genéticos envolvendo DM2 é
identificar genes que estdo associados a suscetibilidade da doenca e suas
complicagdes (GROORP et al., 2008). A importancia da contribuicdo genética se apoia
em diversos fatores, entre os quais estdo a histéria familiar, um elevado grau de
concordancia entre gémeos monozigoéticos no DM2, comparados ao dizigéticos e
uma grande variagdo na prevaléncia do DM2 em diferentes grupos étnicos (REIS et
al., 2002). Esses estudos sugerem uma herdabilidade de 30% a 70% evidenciando a
importancia que os fatores genéticos tém no desencadeamento da patologia
(LYSSENKO et al., 2013).



As variagbes genéticas existentes na sequéncia do DNA humano
compreendem polimorfismos de sequéncia e os de tamanho (LANDER et al., 2001).
Os polimorfismos de sequéncia surgem da substituicdo estavel de apenas uma base
nitrogenada na molécula de DNA com frequéncia maior que 1% na populagéo
(CUSTODIO, 2011). Esses polimorfismos, também conhecidos por SNPs (do inglés,
Single Nucleotide Polymorphism) sao considerados a forma mais frequente de
variacao (ABBAS et al., 2013). Ja os polimorfismos de tamanho sao gerados pela
insercao ou delegao de um ou mais nucleotideos na sequéncia do DNA (LANDER et
al., 2001).

Nas ultimas décadas foi possivel a identificagdo de numerosas variantes
genéticas associadas ao DM2 (WOLFS et al., 2009). Apesar dos SNPs associados
com a doenga responderem por apenas uma pequena fragdo da doenca em geral, a
identificacdo desses polimorfismos tem papel fundamental na compreensao do risco
de desenvolver o DM2 (CHEN et al., 2013; LEE et al., 2008).

Por meio de um estudo de associagdo ampla do genoma (GWAS - do inglés
Genome-wide Association Study), varios loci de susceptibilidade ao DM2 foram
identificados, a exemplo dos genes PPARy, KCNJ11, CAPN10, TCF7L2, SLC30A8,
HHEX, CDKAL1, CDKN2A e CDKN2B, IGF2BP2 e FTO (ABBAS et al., 2013; CHEN
et al., 2013; PALMER et al., 2012). Tais genes estdo envolvidos na via de produgao

de insulina e secrecao ou na sensibilidade a insulina (NG et al., 2008).

Polimorfismos de tamanho nos genes responsaveis pelas enzimas envolvidas
na detoxificagdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) também estao relacionados
com o desenvolvimento do DM2, a exemplo dos genes das glutationas-s-
transferases (GSTs), estando estes associados com o EO gerado durante a
patogénese do DM2 (PINHEIRO et al., 2013).

A identificacdo dos componentes genéticos do DM2 é a mais importante area
de pesquisa do diabetes porque a elucidagao dos genes do diabetes ira influenciar e
direcionar a um entendimento da doenca, suas complicagdes, tratamento, cura e
prevencao (ABBAS et al., 2013).



2.2 GENE GST E OS POLIMORFISMOS DE DELECAO GSTM1 nulo e GSTT1
nulo

As Glutationas s-transferases (GSTs) constituem uma superfamilia génica de
enzimas de fase Il do processo de detoxificagdo metabdlica, conhecidas por atuarem
no corpo neutralizando os radicais livres (RL) (DADBINPOUR et al., 2013). Elas
catalisam a conjugagdo das glutationas (GSH) com varios compostos toxicos
enddgenos e exdgenos, formando produtos menos reativos e mais hidrossoluveis, o
que facilita sua excregcdo pelo corpo protegendo os tecidos contra os danos
oxidativos (STOIAN et al., 2015; TEIXEIRA et al., 2013; HAYES et al., 2005).

A familia das GST & multigénica e encontra-se dividida em oito subfamilias
alfa, mu, kappa, omega, pi, sigma, theta e zeta codificadas pelos genes GSTA,
GSTM, GSTK, GSTO, SGPC, GSTs, GSTT e GSTZ, respectivamente (AMER et al.,
2011). Muitos desses genes sao polimorficos e, por conseguinte, tém sido
associados com um aumento ou uma diminuicdo da susceptibilidade a varias
doencgas (STOIAN et al., 2015; ANDONOVA et al., 2010).

Dentre os genes desta superfamilia, destacam-se GSTM7 e GSTT1, devido a
grande quantidade de estudos associando seus polimorfismos com a
susceptibilidade a diferentes tipos de cancer (SONG et al., 2016; PEDDIREDDY et
al.,, 2016; CAO et al., 2015; SA et al., 2014). No entanto, a associacdo destes
polimorfismos sobre o diabetes ainda é pouco estudada (ZHANG et al., 2013; WANG
et al., 2006).

O GST da subfamilia mu (GSTM) é codificado por cinco genes dispostos em
tandem (5" GSTM4-GSTM2-GSTM1-GSTM5-GSTM3 37), formando um agrupamento
de genes de 100 kb no cromossomo 1p13.3 (Figura 2) (TEIXEIRA et al., 2013; PARL
et al.,, 2005). O GSTM é altamente polimérfico, possuindo trés variantes alélicas
GSTM1 nulo, GSTM1A e GSTM1B (SA et al., 2014). O GSTM1 nulo apresenta uma
delecédo total, resultando em gendtipo nulo, caracterizando individuos que nao
expressam essa proteina, ou seja, sem atividade enzimatica (NASR et al., 2015). Os
gendtipos GSTM1 positivos, nomeadamente GSTM1A e GSTM1B, diferem por uma
base, e a eficacia catalitica das enzimas codificadas por esses alelos sao
semelhantes (PARL et al., 2005). Contudo, auséncia desse gene pode causar um

acumulo de metabolitos reativos no corpo, aumentando a interagdo com



macromoléculas celulares e contribuindo para os danos celulares que levam ao DM2
(STOIAN et al., 2015; BID et al., 2010).

O gene GSTM1 é flanqueado por duas regides de 4,2 kb quase idénticas. O
GSTM1 nulo origina-se a partir de recombinagdo homologa entre as duas regides de
repeticdo que resulta na eliminagdo 16 Kb contendo o gene GSTM17 na sua
totalidade (Figura 2). O GSTM1 é precisamente retirado, deixando os genes
adjacentes GSTM2 e GSTMS intacto (PARL et al., 2005).

FIGURA 2: Delecao do gene que codifica a enzima GSTM1 no cromossomo 1p13.3 por re-

combinacdo homaloga.

GSTM4 GSTM 2 GSTM 1 GSTM 5 GSTM 3
s // |' \ = o &
g ¥ 7 \ S S Y
' / | \ 3 ~ R

sleloselvagem/™™1  pmmmm— - —

-~ -~ - -

alelo nulo — |
Fonte: Adaptado de PARL et al., 2005

O GST da subfamilia teta (GSTT), consiste em dois genes, o GSTT7 e o
GSTT2, localizados no cromossomo 22q11.2, e separados por 50 kb. Assim como o
GSTM1, o GSTT1 apresenta um polimorfismo caracterizado por delegcado total do
gene, resultando em gendtipo homozigoto nulo (GSTT1 nulo), que leva a auséncia
de atividade enzimatica (STOIAN et al., 2015; REIS, 2011). O alelo nulo GSTT1 nulo
surge por recombinacdo homodloga das regides HA3 e HAS, possuem 403pb
idénticos com mais de 90% de homologia, resultando em uma delegdo de 54 kb,
contendo todo o gene GSTT1 (Figura 3) (TEIXEIRA et al., 2013; PARL et al., 2005).
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FIGURA 3: Delecao do gene que codifica a enzima GSTT1 no cromossomo 22q11.2.
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Fonte: Adaptado de PARL et al., 2005.

A auséncia de uma ou mais formas de GST torna a célula mais susceptivel ao
EO que leva a disfungao celular, tornando relevante a influéncia do polimorfismo de
delecdo de GSTM17 e GSTT1 no risco a doengas (WANG et al., 2006; BID et al.,
2010).

O EO é definido como um desequilibrio entre a capacidade de ag¢ao dos
antioxidantes e as espécies reativas de oxigénio (ROS), que quando liberadas em
excesso, promovem alteragcdes como peroxidacao lipidica, fragmentacdo de DNA e

oxidagao de diversas moléculas, levando a apoptose (POLJSAK et al., 2013).

Estudos confirmam que o EO esta presente na disfuncdo da agao e secrecao
de insulina, assim como no desenvolvimento de complicacbes diabéticas
(TANGVARASITTICHAI et al., 2015; HAYASHI et al., 2008). No entanto, esse
estresse ndo é a principal causa do diabetes, mas sim uma consequéncia do
excesso de nutrientes, visto que o EO é uma resposta natural ao excesso de glicose
e/ou de lipideos (PEREIRA et al., 2003).

Na patogénese do DM2, o quadro de hiperglicemia crbnica provoca uma
superproducao de ROS por diversos mecanismos, incluindo reag¢des de: (1) auto-
oxidagdo da glicose, (2) via do poliol e (3) ndo enzimaticas de glicosilagdo de
proteinas, levando a formacdo de AGEs (TANGVARASITTICHAI et al., 2015;
KANETO et al., 2005). Tais mecanismos estéo interligados e associados aos danos
oxidativos relacionados as complicagdes clinicas do diabetes, como a retinopatia,
nefropatia, neuropatia e doenga cardiovascular (TANGVARASITTICHAI et al., 2015).
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Em adicdo, as células B pancreaticas em particular sdo mais sensiveis aos
efeitos citotoxicos em fungdo de expressarem baixos niveis de enzimas
antioxidantes, portanto a fungdo dessas células pode estar comprometida pelo
excesso de dano oxidativo, nos portadores do alelo nulo para um das GSTs
(MONROQY et al., 2013; PINHEIRO et al., 2013).

Vale ressaltar que o tecido adiposo € a principal fonte de EO em individuos
obesos e/ou portadores do DM2, visto que o quadro pro-inflamatério provocado
pelos adipdcitos promove aumento da producao de perdxido de hidrogénio, baixos

niveis de glutationa, catalase e superoxido dismutase (PITOCCO et al., 2013).

Em anadlises epidemioldgicas observa-se que a presenga dos gendtipos
GSTM1+/GSTT1+ promovem protecdo ao DM2, enquanto que os mesmos gendtipos
nulos sado considerados fatores de risco para o desenvolvimento de DM2
(ANDREASSI et al.,2009; YALIN et al., 2007; HORI et al., 2007; YANG et al., 2004).

Estes polimorfismos apresentam uma frequéncia na populacdo que varia de
acordo com a etnia (MOASSER et al., 2012; BID et al., 2010). A frequéncia da
delecdo do GSTM1 € mais alta em caucasianos (38%-67%), americanos (35,00-
62,00%), japoneses (41,00-51,00%) e menor nos africanos (23- 41%) (HAMDY et al.,
2003). Ja a frequéncia da delegao do GSTT1 nulo varia de 16% a 38% da populagéo
em geral, com frequéncia mais elevada em asiaticos (60%) e africanos (40%) do que
em caucasianos (20%) (STOIAN et al.,2015; MONTERO et al., 2007; ZHENG et al.,
2002). No Brasil, a frequéncia do polimorfismo GSTM1 nulo varia de 20% a 55% na
populagéo enquanto a frequéncia do GSTT1 nulo varia de 12% a 29,2% (PINHEIRO
et al., 2013; COLOMBO et al., 2004; ROSSINI et al., 2002; ARRUDA et al., 1998).

A associagao dos polimorfismos nulos de GST com a susceptibilidade ao DM2
foi documentada somente no centro-oeste brasileiro, onde a frequéncia de GSTM1
nulo e GSTT1 nulo foram de 41,7% e 29,2%, respectivamente, com uma maior
susceptibilidade em manifestar o DM2 em portadores da delecdo do GSTT1
(PINHEIRO et al., 2013).

O presente estudo € o primeiro a ser realizado no nordeste brasileiro e visa
contribuir com o conhecimento existente sobre os efeitos dos polimorfismos GSTM1

nulo e GSTT1 nulo com a susceptibilidade ao DM2.
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3. OBJETIVO

3.1 OBJETIVO GERAL

Analisar a associagao dos polimorfismos GSTM1 nulo e GSTT1 nulo com a

suscetibilidade ao desenvolvimento do DM2 em uma populag&o piauiense.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Estabelecer as frequéncias genotipicas dos polimorfismos GSTM1

nulo e GSTT1 nulo na populagao estudada;

e Comparar os genétipos dos polimorfismos entre as populagdes caso e

controle;

e Analisar os genotipos dos polimorfismos obtidos com as variaveis:
glicemia em jejum, hemoglobina glicada, colesterol total e fragdes,

triglicerideos, IMC, hipertensao e fumo;

e Verificar a influéncia da delecdo de GSTM1 nulo e GSTT1 nulo sob as

alteracdes nas variaveis bioldgicas.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. ASPECTOS ETICOS

Atendendo as diretrizes da Resolugdo 466/12 do Conselho Nacional de
Saude sobre pesquisa envolvendo seres humano, todos os pacientes foram
informados da pesquisa e ao concordarem em participar assinaram um Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE (Apéndice |), previamente aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Piaui, sob o nimero do
parecer: 853.547 e CAAE: 17931913.5.0000.5214 (Anexo I).

42 SELECAO DOS PARTICIPANTES DO ESTUDO E VARIAVEIS
ESTUDADAS

O presente estudo foi do tipo caso-controle, onde os individuos foram
pareados por sexo e idade. O grupo amostral deste trabalho compreendeu 662
amostras divididas em 380 individuos casos e 282 controles.

Vale ressaltar que, desse grupo amostral, 100 individuos casos e 100
individuos controles ja foram analisados para os polimorfismos rs7903146 e
rs12255372 do gene TCF7L2 (Barros et al., 2014), pelo grupo de pesquisa Genética
Humana e Médica - GeHMed do Laboratério de Genética e Biologia Molecular da
Universidade federal do Piaui, Parnaiba-Pl. Porém, para a ampliacdo e melhor
caracterizagdo desse grupo populacional, frente ao estudo de outras variagdes

polimorficas, a continuidade desse estudo fez-se necessaria.

O recrutamento dos individuos do grupo caso foi realizado nas Unidades
Basicas de Saude (UBS) de Parnaiba, Piaui, Brasil, por meio do Programa de
Estratégia de Saude da Familia (ESF) - HIPERDIA, onde os voluntarios estavam a
procura de consulta médica. As amostras do grupo controle foram obtidas durante a
realizacao de exames de rotina em laboratérios particulares de Parnaiba, assim
como nas proprias UBS. Desses pacientes também foram coletados dados
laboratoriais como, glicemia em jejum, perfil lipidico (colesterol total, HDL, LDL,
VLDL e triglicerideos) e dados antropométricos obtidos por meio de entrevistas e
consulta aos prontuarios fornecidos pelo ESF (Apéndice II).
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Os critérios de inclusdo do grupo caso foi o diagndstico de DM2 confirmado
por exames laboratoriais segundo os critérios da Organizacdo Mundial da Saude
(niveis de glicose plasmatica aleatéria 2200 mg/dL e/ou niveis de glicose plasmatica
em jejum =126 mg/dL) sem distingdo de cor e classe social. Para o grupo controle os
critérios foram glicemia em jejum < 100mg/dL sem historico familiar de diabetes.
Foram excluidos do estudo portadores de DM1, individuos saudaveis que nao se
enquadravam nos critérios de sexo e idade e pessoas que por qualquer razao
tinham a sua autodeterminagao reduzida, sobre o consentimento de participar da

pesquisa.

As amostras de sangue periférico para as analises foram colhidas por meio de
pun¢ao venosa a vacuo, em tubos contendo EDTA acondicionadas e encaminhadas
em caixas térmicas para o Laboratério de Genética e Biologia Molecular da UFPI,

Campus Ministro Reis Velloso, para serem processadas e analisadas.
4.3 EXTRACAO, QUANTIFICACAO E ARMAZENAMENTO DO DNA

As amostras de sangue foram submetidas a extracdo de DNA com o kit
Wizard® Genomic DNA Purification (Promega Inc., EUA), de acordo com as
especificagcdes do fabricante.

A fim de verificar a integridade do DNA, foram realizadas eletroforeses em gel
de agarose a 2%, corado com GelRed™ (Biotium, EUA). A pureza e qualidade das
amostras foram determinadas ao submeter 1 pL de cada amostra a
espectrofotometria, por meio do espectrofotdmetro BioSpec-nano (Shimadzu, Japao)
e analisadas em comprimento de onda de 260 e 280 nm. Uma vez confirmada a
qualidade das amostras, as mesmas foram armazenadas em freezer (-20°C) no

Laboratdrio de Genética e Biologia Molecular, UFPI, Campus Ministro Reis Velloso.

44 DESENHOS DOS PRIMERS

Para a realizacdo da construgdo dos primers, as informagdes que dizem
respeito aos polimorfismos GSTM1 nulo e GSTT1 nulo foram acessadas do banco
de dados de SNP (dbSNP) https://www.ncbi.nim.nih.gov/SNP/, utilizando como
ferramenta de entrada/busca o0s numeros de acesso, rs412543 e rs4630

respectivamente. A sequéncia gendmica que flanqueia o polimorfismo foi obtida a
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partir do banco de dados do Ensembl, com o objetivo de evitar a construgdo dos
primers em outras regides e/ou sobre outros polimorfismos com elevada frequéncia.
Neste, a pagina gerada foi configurada de forma a exibir todas as variantes
existentes na sequéncia flanqueadora (400 pb antes e depois do polimorfismo em

questdo).

Tendo a sequéncia de interesse, os primers foram construidos utilizando o
programa Gene Runner versado 5.1.06 (Hasting Software, Inc.), de modo a evitar a
construcdo de oligonucleotideos complementares, formadores de estruturas em
forma de hairpin, loops e dimeros. Por fim, as sequéncias de oligonucleotideos
foram blastadas no BLAST/BLAST ferramenta do Ensembl, com o objetivo de
conhecer as sequéncias do DNA que os mesmos anelariam, preferencialmente
(ALTSCHUL et al., 1997).

4.5 AMPLIFICACAO E ANALISE DAS REGIOES POLIMORFICAS

A analise das variantes polimérficas dos genes GSTM1, GSTT1 (a presenca
ou auséncia do alelo) foi realizada pela reagdo em cadeia da polimerase multiplex
(PCR-multiplex), utilizando-se como controle positivo a amplificacdo do gene
CYP1A1. A PCR-multiplex foi realizada em um volume total de 25 pL, com as

concentracdes descritas na (Tabela 1).

TABELA 1 - Volumes e concentragdes dos reagentes utilizados na PCR-multiplex.

Reagentes Volume
H,0 estéril 9,2 uL
Tampao 2,5uL
DNTPs (200 mM) 5,0 uL
Primer foward - GSTT1, GSTT1 e CYP1A1 (0,4 mM) 1,0 uL
Primer reverse - GSTT1, GSTT1 e CYP1A1 (0,4 mM) 1,0 uL
MgCl2 (1,5 mM) 1,0 uL
Taq DNA polimerase (1,5 U) 0,25 pL
DNA gendémico 1,0 L

TOTAL 25 L
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Vale ressaltar que em todas as reacdes de PCR-multiplex foram utilizados

controles negativos (branco), no qual todos os reagentes estavam presentes, com

excecao do DNA, a fim de detectar uma possivel contaminagdo no experimento

decorrente do manuseio inadequado do material ou até mesmo problemas nos

reagentes.

A Tabela 2 apresenta os primers utilizados e o tamanho do produto de

amplificagdo de cada um (amplicon). Depois de misturados, os reagentes foram

submetidos a diferentes ciclos de temperatura gerados em

termociclador

(AmpliTherm Thermal Cycler, Madison, WI, USA). Os parametros adotados para a

amplificagdo das regides polimorficas estudadas estdo resumidos na (Tabela 3).

TABELA 2: Sequéncia dos primers utilizados para a amplificacdo das regides polimérficas

estudadas e o tamanho do produto de PCR

Primer Sequencia (5°- 3’) Amplicon
GSTM1nulo — F GAA CTC CCT GAAAAG CTAAAG C 2190b
p

GSTM1nulo - R GTT GGG CTCAAATATACG GTC G
GSTT1nulo — F TTC CTTACT GGT CCT CACATCTC

459pb
GSTT1nulo - R TCA CCG GAT CAT GGC CAG CA
CYP1A1-F CAACTT CAT CCACGTTCACC

312pb
CYP1A1-R GAA GAG CCAAGG ACAGGTAC

TABELA 3: Programa de ciclagem da PCR-multiplex

Etapas Tempo / Temperatura
Desnaturacao inicial

94°C /5 min
Desnaturacgao

94°C /1 min

Anelamento
56°C / 1 min (35 ciclos)

Extensao
72°C / 3 min

Extensao final
72°C /10 min
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Apo6s o término da PCR, para averiguar o produto da amplificagdo bem como
excluir a possibilidade de contaminacao, os produtos de PCR foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose a 2%. Tal procedimento foi realizado em cuba
horizontal utilizando uma tensao de 110 V, corrente de 185 mA e poténcia de 50W
por 1 hora. Os fragmentos amplificados foram visualizados com o auxilio do agente
intercalante, GelRed™, no transiluminador (Loccus Biotecnologia, Brasil) com fonte

ultravioleta (Figura 4).

Individuos com pelo menos um alelo funcional para GSTM1 ou GSTT1 que
revelaram bandas nos pesos moleculares esperados em qualquer intensidade foram
agrupados, respectivamente em GSTM1 presente e GSTT1 presente. Os gendtipos
suprimidos que nao revelaram bandas, resultado na forma inativa das enzimas
foram denominados GSTM1 nulo e GSTT1 nulos de acordo com a literatura (LANDI

et al., 2000), como visualizados na Figura 4.

FIGURA 4. Genotipagem em eletroforese em gel de agarose a 2%

459pb - GSTT1
Ml 312pb- CYPIAL

219pb - GSTM1

Genotipagem em eletroforese em gel de agarose a 2%. Ladder ou marcador de peso
molecular; (B), controle negativo da PCR; (C), controle positivo para GSTT1 e GSTM1; (A1e
A4), amostras com a delegéo das duas GST; (A2), amostra com a delegdo do GSTMT; (A3),
amostra com delegdo de GSTT17; (A5) amostra com a presenga das GST. Ademais, observa-
se o0 numero de pares de bases (pb) para GSTT1 (459pb), CYP1A1 (312pb) e de para
GSTM1 (219pb).
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4.6. ANALISES ESTATISTICAS

As frequéncias genotipicas foram determinadas por simples contagem e
comparadas entre os grupos pelo teste Qui-Quadrado (x?). O calculo de “Odds
Ratio”, com intervalo de confiangca 95%, foi utilizado para avaliar o genétipo com a
susceptibilidade ao DM2.

A regressao logistica, com fatores relacionados a distribui¢cdo por idade, sexo,
glicemia em jejum, Hb1Ac, perfil lipidico, IMC, fumo e hipertensao foi realizada para
avaliar a influéncia dessas variaveis em relacdo aos polimorfismos sob a chance de
desenvolver o DM2.

A distribuicdo das variaveis bioldgicas e antropométricas entre os grupos
foram avaliadas por meio do teste Kolmogorov-Smimov e comparadas utilizando o
X3, ou teste t de Student para amostras independentes ou teste de Mann-Whitney
para as variaveis nao-paramétricas. Para todos os testes foi considerado um nivel
de significancia de 5%. As analises dos dados foram realizadas pelo programa IBM
SPSS Estatistic 20 (IBM, 2011) e BioEstat 5.0 software (Instituto Mamiraua, Brasil).



5 RESULTADOS

As caracteristicas biologicas e antropomeétricas avaliadas na populagédo estao
descritas na (Tabela 4). O grupo caso foi constituido por 380 individuos, sendo 278
do sexo feminino e 102 do sexo masculino, onde a média de idade foi de 63,20
anos. O grupo controle foi composto por 282 individuos, composto por 193

voluntarios do sexo feminino e 89 do sexo masculino, o qual apresentou média de

idade de 63,43 anos.

As diferencgas de idade e sexo entre os grupos nao foram significativas, o que

indica homogeneidade da amostra, confirmando que os sujeitos incluidos foram

combinados.

TABELA 4 — Variaveis bioquimicas dos casos e controles.

Variaveis Casos Controles p
Sexo (F/M) b 278/102 193/89 0,18
Idade (anos) ¢ 63,20 + 12,61 63,43 £12,25 0,81
Glicemia jejum (mg/dL) 2 136,39 £ 69,71 96,93 £ 25,12 <0,001
Hemoglobina glicada (%) @ 7,27% £ 2,03 6,64% + 1,14 <0,0001
Colesterol Total (mg/dL) 2 206,17 £ 25,79 205,18 £ 25,12 0,42
LDL (mg/dL) ¢ 126,96 + 35,33 124,82 + 30,75 0,88
HDL (mg/dL) a 45,03 £ 2,57 45,00+ 1,14 0,92
VLDL mg/dL) 2 32,07 £ 9,16 31,73+ 6,96 <0,0001
Triglicerideos (mg/dL) 2 181,80 + 83,05 168,00 + 49,50 <0,0001
IMC = 25,14 £ 3,12 2487 +2,72 0,001
Hipertensao b 335 97 <0,0001
Fumo ® 31 29 0,007

aAnalise estatistica por teste U Mann-Whitney; bTeste Qui-Quadrado; cTeste T Amostras
Independentes. Os dados estdo expressos como média ou mediana2 e (desvio padrao).
Significancia estatistica (p < 0,05). IBM SPSS Estatistic 20.

A distribuicao das variaveis biolégicas e antropométricas foram avaliadas por
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meio do teste de Kolmogorov-Sminorv, onde apenas a idade, por apresentar
distribuicdo normal, foi calculada pelo teste t para amostras independentes para
determinar a frequéncia da idade entre os grupos. Em relagéo as outras variaveis, as
frequéncias foram comparadas pelo teste U de Mann-Whitney para amostras nao-

parameétricas ou x* para amostras dicotdmicas.

As variaveis, glicemia em jejum, VLDL, triglicerideos, hemoglobina glicada,
IMC e hipertensédo, apresentaram médias estatisticamente maiores no grupo de
casos do que o grupo controle (p<0,05). No entanto, ndo houve diferenca
significativa entre as médias de colesterol total, LDL, HDL e fumo entre os grupos
(p>0,05).

A genotipagem dos polimorfismos GSTM1 nulo e GSTT1 nulo foram
realizadas utilizando a técnica de PCR multiplex e os resultados foram visualizados
utilizando a eletroforese em gel de agarose a 2% (Figura 4). Devido a metodologia
apresentar apenas um genotipo presente ou ausente, os heterozigotos ndo puderam
ser distinguidos, portanto, nao foi possivel determinar se esses genotipos estavam
em equilibrio de Hardy-Weinberg. Na busca de alcangar o equilibrio procurou-se

adicionar um maior numero de sujeitos de forma randomizada na pesquisa.

Em relagao aos gendtipos nulos de risco, 0 GSTM1 nulo aparece em maior
frequéncia do que o GSTT1 nulo tanto no grupo caso (p= 0,004) como no grupo con-
trole (p= 0,002). Os resultados da distribuicdo dos gendtipos entre os grupos mostra-
ram que a frequéncia de GSTM1 nulo foi 30,96% nos grupos caso e 33,05% contro-
le, ja a frequéncia de GSTT1 nulo foi de 19,85% nos pacientes diabéticos e 20,76 %
no grupo controle. Ndo houve diferenga significativa na distribuigcdo de genétipos nu-
los e presentes entre os grupos caso e controle para GSTM1 nulo (x*>= 0,29; p= 0,64)
e GSTT1 nulo (x*>= 0,077; p= 0,78) (Tabela 5).

Na analise de chance associada aos polimorfismos de delegao, foi observado
gue nao houve associagao significativa entre os gendtipos com a susceptibilidade ao
DM2, GSTM1 nulo (OR= 0,90; IC= 0,64-1,28; p=0,65) e GSTT1 nulo (OR= 0,94; IC=
0,63-1,41; p=0,86).
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A combinagao dos dois gendtipos de risco, GSTM1 nulo ou GSTT1 nulo, foi
pouco frequente em ambas as populagdes (12,29% e 12,43%) e n&o foram
associados com uma chance aumentada ao DM2 em relagdo aos dois genotipos
presentes (OR = 0,96; IC = 058-1,60; p = 1,00). No entanto, a combinagédo gendtipo
duplo presente foi mais predominante nos dois grupos (61,65% e 58,09%),
respectivamente, e aplicando o teste ¥*® \verificou-se uma frequéncia

significativamente maior no grupo caso (p<0,004).

TABELA 5: Frequéncia e combinagdes genotipicas de GSTM1 e GSTT1 com analise de
chance com DM2.

Genétipo ga('jf; Ct:‘"(tozle Xz p OR (IC - 95%) p

GSTm1

Presente (+) 261(69,04) 158 (66,95) - - 1 (referéncia)

Nulo (-) 117 (30,96) 78 (33,05) 0,29 0,58 0,90 (0,64-1,28) 0,65
GSTT1

Presente (+) 303 (80,15) 187 (79,24) - - 1 (referéncia)

Nulo (-) 75 (19,85) 49 (20,76) 0,077 0,78 0,94 (0,63-1,41) 0,86
Total 378 236

GSTM1/GSTT1

(+/+) 233 (61,65) 139 (58,90) 8,02 0,004 1 (referéncia)

(+/-) 28 (7,40) 20 (8,47) 0,17 0,67 0,83(0,45- 1,53) 0,67
(-1+) 70 (18,52) 48 (20,34) 0,28 0,59 0,87(0,56-1,31) 0,59
(-7-) 47 (12,43) 29 (12,29) 0,017 0,89 0,96(0,58-1,60) 1,00
Total 378 236

Andlise estatistica por Teste Qui-Quadrado; OR- Odds Ratio e intervalo de confianga.

*Diferenga significativa entre os grupos (p < 0,05). Bioestat 5.0

A regressao logistica foi entdo executada para determinar se os gendtipos
GSTM1 nulo e GSTT1 nulo podem ser previstos por meio das variaveis bioldgicas e
antropométricas. De todas as variaveis analisadas, somente o fumo apresentou uma

susceptibilidade aumentada ao DM2 quando na detecg¢ao do gendtipo GSTT1 nulo,
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conforme a (tabela 6). A regressao logistica para GSTM1 nao mostrou nenhuma
variavel preditora estatisticamente significativa, ndo associando nenhuma das

variaveis ao genotipo nulo.

TABELA 6: Efeito das variaveis sob a probabilidade de GSTM1T nulo e GSTT1 nulo.

Variaveis GSTM1 nulo GSTT1 nulo
P OR (IC 95%) p OR (IC 95%)

Sexo 0,95 0,97 (0,37-2,53) 0,13 0,39 (0,11- 1,32)
Glicemia 0,17 0,99 (0,99-1,01) 0,11 0,99 (0,99-1,00)
Hemoglobina glicada 0,17 1,07 (0,96-1,19) 0,43 1,05 (0,93-1,18)
Colesterol Total 0,43 1,00 (0,99-1,01) 0,99 1,00 (0,99-1,00)
HDL 0,85 0,99 (0,91-1,07) 0,80 1,01 (0,99-1,11)
LDL 0,95 1,00 (0,99-1,00) 0,83 1,00 (0,99-1,00)
VLDL 0,76 1,00 (0,99-1,00) 0,83 1,00 (0,99-1,00)
Triglicerideos 0,20 1,00 (0,99-1,00) 0,22 1,00 (0,99-1,00)
IMC 0,80 1,00 (0,95-1,06) 0,76 1,01 (0,94-1,08)
Hipertenséo 0,16 1,97 (0,75-5,21) 0,13 0,40 (0,12-1,31)
Fumo 0,71 1,19 (0,44-3,21) 0,05 2,92 (0,98-8,72)

Diferencga significativa entre os grupos (p < 0,05). IBM SPSS Estatistic 20.

A influéncia da delecao de GSTM1 e GSTT1 sobre alteragdes bioldgicas e
antropométricas foram analisadas entre os individuos com genétipo nulo e gendtipo
presente. Para GSTM1 somente a média da glicemia em jejum foi significativamente
maior em individuos com genétipo nulo (p = 0,002). Com relagédo ao gene GSTT1,
para o polimorfismo nulo as diferengcas foram significativas para as variaveis:

glicemia em jejum, hemoglobina glicada e HDL (p < 0,05) (Tabela 7).
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TABELA 7: Analise da associacao entre os genétipos presente e nulo GSTM1 e GSTT1 com
variaveis bioldgicas e antropométricas em pacientes com DM2.

Variaveis

e GSTM1 nulo GSTM1 presente p
Sexo (F/M)b 81/34 193/65 0,37
Glicemia?2 163,50 + 75,57 143,00 + 82,46 0,002
Hb1Ac2 8,20 + 2,35 8,10 £ 2,65 0,19
IMCa 26,50 + 3,66 26,00 + 4,62 0,48
Triglicerideo? 173,50 + 101,36 176 + 103,53 0,70
Colesterola 206,90 * 56,63 212,00 £ 52,75 0,46
HDLa 46,00 + 7,43 45,35 + 8,61 0,55
LDLa 120,90 + 47,01 127,90 + 49,58 0,54
VLDLa 33,60 + 9,66 33,80 + 14,39 0,64
Hipertensaor 103 96 0,95
Fumob 12 8 0,46
\b:igézeis GSTT1 nulo GSTT1 presente p
Sexo (F/M)b 51/25 224/75 0,16
Glicemia?2 155,00 + 75,0 145,00 + 81,97 <0,001
Hb1Aca 8,30 £ 2,47 8,10 + 2,58 0,045
IMCa 24,44 + 4,20 26,24 + 4,30 0,53
Triglicerideo? 174,30 + 82,62 174,00 £ 107,13 0,54
Colesterola 210,76 + 51,34 208,10 + 54,64 0,61
HDLa 47,78 £ 9,34 44,04 £ 8,12 0,038
LDLa 120,60 + 44,55 125,50 + 49,92 0,23
VLDLa 34,80 + 12,27 34,19+ 17,44 0,79
Hipertensaob 61 268 0,07
Fumob 26 23 0,40

aAnalise estatistica por teste U Mann-Whitney; bTeste Qui-Quadrado; Os dados estado
expressos como mediana ou média e (desvio padrao). Significativa estatistica (p < 0,05).

IBM SPSS Estatistic 20.
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Devido a grande frequéncia de portadores do DM2 com hipertensao, verificou-
se que os individuos portadores de DM2, com os gendtipos GSTM1 nulo, GSTT1
nulo ou a combinagdo GSTM1 nulo/GSTT1 nulo apresentam uma chance maior para

desenvolver a hipertensao (p<0,05) (Tabela 8).

TABELA 8: Associacgao entre os polimorfismos nulos das GSTs e a hipertensao

Auséncia de

Genotipo Hipertensao Hipertens&o p OR p
GSTM1 nulo

11,88
Caso 101 17 0,007 (2,01-70,0) 0,005
Controle 2 4
GSTT1 nulo

13,2
Caso 62 14 0,028 (1,28 -137,4) 0,03
Controle 1 3
GSTM1 nulo
/GSTT1 nulo

9,52
Caso 40 7 0,001 (3,00 — 30,0) 0,0001
Controle 9 15

OR- Odds Ratio e intervalo de confianca. Diferenca significativa entre os grupos (p < 0,05).
Bioestat 5.0.

Os mais relevantes estudos com metodologia caso-controle sobre os
polimorfismos GSTM1 nulo, GSTT1 nulo e sua relagdo ao DM2 publicados de 2007
a 2015 estdo sumarizados na Tabela 9. Controvérsias entre as frequéncias dos
polimorfismos nulos e a susceptibilidade em manifestar o diabetes sao relatadas,
porém, os estudos com maior representatividade populacional apontam para o
aumento na chance de desenvolvimento do DMZ2, para individuos com o

polimorfismo nulo.
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TABELA 9: Trabalhos publicados entre 2007 e 2015 que avaliaram a associagcido entre os
polimorfismos GSTM1 nulo e GSTT1 nulo e suas associa¢gdes com o DM2.

N° casol Frequéncia OR Referencia
Pais GSTM1 GSTT1
Controle
Caso Caso
controle controle
. América
Brasil 30,96% 19,85% Presente estudo
(Nordeste) 384/262 33,05% 20,76% )
Brasil 41,7% 29,2% GSTTT)  pINHEIRO et al., 2013
(Centro- 120/147 43 5% 12 29 p =0,0004
Oeste) ’ ’ OR=3,2
Il. Asia
(GSTM1 -)
o o p<0,0001 RAMPRASATH et al.,
india 512/270 gg?;’ ?;:of’ OR=2,92 2011
0 27 (GSTT1-)
p<0,0001
OR=3,11
india 100/100 54,0% 17,0% (;?:S()T(')\gl-) BID et al., 2010
0, 0, ’ ’
36,5% 14,0% OR =2,042
I3 ) 33,05% 46% ] AFRAND et al., 2015
27,5%- 72%
(GSTM1-)
o o p=0,03 MOASSER et al.,
Ira 404/201 i;;;: 2471?"2 OR=1,43 2012
t t (-/-)
p=0.02
OR=1,88
(GSTT1-)
Japdo 469 ) ) p<0,05 OR: HORI et al., 2007

2,85
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TABELA 9: Trabalhos publicados entre 2007 e 2015 que avaliaram a associagcao entre os
polimorfismos GSTM1 nulo e GSTT1 nulo e suas associa¢gdes com o DM2.

lll. Africa

Egito 100/100
IV. Europa

Romeénia 106/124
Turquia 127/127
Turquia 98/98

62%
47%

37,0%
69,3%

35%
21%

23,6%
29,9%

(-/-)
p=0,009
OR=3,17

(-1-)
p=0.002,
OR=0.313-

(GSTM1-)
p<0,0001
OR=3,84

(GSTM1-)
p<0,05
OR=3,7

AMER et al., 2011

POROJAN et al.,
2015

GONUL et al., 2012

YALIN et al., 2007

OR: Odds Ratio, nao calculado pelo presente estudo. Significativa estatistica (p < 0,05).

-: auséncia de associagdo com a chance de desenvolver DM2; (-/-) Gendtipo GSTM1 nulo

IGSTT1 nulo.
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6 DISCUSSAO

Em estudos epidemioldgicos observa-se que a presenga dos gendtipos
GSTM1+/GSTT1+ promovem protecao ao DM2, enquanto que os mesmos gendtipos
nulos sao considerados fatores de risco para o desenvolvimento do DMZ2
(ANDREASSI et al.,2009; YALIN et al., 2007 HORI et al., 2007; YANG et al., 2004).
No presente estudo, os polimorfismos do gene GSTs, 0 GSTM1 nulo e GSTT1 nulo e
sua associagdo com a susceptibilidade ao DM2 foram investigados, através da

analise de variaveis biologicas em pacientes com DM2 e em controles saudaveis.

A frequéncia de GSTM1 nulo varia de 30% a 50% em diferentes etnias
(STOIAN et al., 2015; POROJAN et al., 2015; MOASSER et al, 2012; ROTH et al.,
2000). Os alelos nulos do gene GSTM1 foram encontrados em 30,96% dos indivi-
duos do grupo caso e 33,05% no grupo controle (Tabela 5). Ao comparar os resulta-
dos do presente estudo em diferentes populagdes (Tabela 9), a frequéncia do
GSTM1 nulo nos casos (30,96%) mostra-se proximo aos resultados da Turquia
(37%) e a um outro estudo feito também no Brasil (41%), porém menor que as fre-
quéncias encontradas na india (54%), Iran (57,7%) e Egito (62,00%) (PINHEIRO et
al., 2013; GONUL et al., 2012; MOASSER et al., 2012; AMER et al., 2011; BID et al.,
2010). A frequéncia do GSTM1 nulo nao apresentou diferengas significativas entre
0s grupos caso (30,96%) e controle (33,05%), assim como n&o houve associagao
com a chance ao DM2 (x*= 0,29; p=0,58, OR = 0,90; IC= 0,64-1,28; p= 0,65) (Tabela
5). Deste modo, os resultados nos sugerem que o polimorfismo no gene GSTM1 nao
exerce papel na susceptibilidade ao DM2 no Brasil, corroborando com os estudos de
Pinheiro (2013), de Porojan (2015) na populagdo da Roménia e de Wang (2006) na
China, onde nao foram encontraram diferengas significativas em relagéo a frequén-
cia entre pacientes com DM2 e controles, nem em relagdo a chance aumentada ao
DM2 associada ao gendtipo GSTM1 nulo. No entanto, Ramprasath, (2011) obteve
resultados controversos, onde a chance para o desenvolvimento do DM2 foi duas
vezes maior em individuos com o genétipo nulo de GSTM1 na populagao do sul da
india (OR=2,925; IC= 2,078 - 4,119; p= 0,0001).

A frequéncia do GSTT1 nulo varia entre 16% a 38% na populagao (STOIAN et
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al., 2015; MONTERO et al., 2007; ZHENG et al., 2002). A frequéncia desse polimor-
fismo foi de (19,85%) no grupo caso e (20,76%) no grupo controle. Com relagéo a
Tabela 9, a frequéncia de GSTT1 nulo foi semelhante & populagéo da india (17%),
porém, foi menor do que a da Turquia (23,6%), Brasil (29%) e Egito (35%) (PINHEI-
RO et al., 2013; GONUL et al., 2012; MOASSER et al., 2012; AMER et al., 2011; BID
et al., 2010). Para o GSTT1 nulo também nao houve diferenca significativa entre os
grupos, com auséncia de associagao para a susceptibilidade ao DM2 (X?= 0,07, p=
0,78, OR= 0,94, IC= 0,63-1,41, p= 0,86) (Tabela 5). Os achados do presente estudo
foram semelhantes aos de Stoian (2015), onde nenhum efeito significativo sobre a
chance de aparecimento do DM2 em relagéao ao polimorfismo GSTT1 nulo foi encon-
trado (OR = 1,82, IC= 0,32-2,08 p= 0,67,). Corrobora também com os estudos reali-
zados por Gonul (2012) e Yalin (2007) em pacientes turcos. Porém, no Brasil e na
india o genétipo GSTT1 nulo foi associado com um aumento de trés vezes em de-
senvolver o DM2 (OR= 3,114, IC= 2,176 - 4,456, p= 0,0001) (PINHEIRO et al., 2013;
RAMPRASATH et al., 2011).

Diversos estudos analisam ainda a interagao gene-gene ou efeito sinérgico de
cada gendtipo. A presenga dos genodtipos combinados GSTM1 e GSTT1 (+/+)
geralmente exercem um papel cooperativo na prote¢cdo contra o desenvolvimento de
DM2 e estdo mais frequentes na populagdo (AMER et al., 2011; HORI et al., 2007
WANG et al.,, 2006). Também foi observado no presente estudo uma elevada
frequéncia do gendtipo duplo no grupo caso (61,65%) e no grupo controle (58,90%),
(x*>= 8,02; p= 0,004), no entanto a associagdo com protecdo ao DM2 nao foi

observada.

Segundo a meta-analise conduzida por Zhang, et al. (2013) a combinagéo dos
gendtipos GSTM1 nulo/GSTT1 nulo (-/-) tém sido consistentemente considerada um
fator de risco para o desenvolvimento do DM2. Paises como a Roménia, Turquia,
Iran, Japédo e Egito apresentaram associacdo do gendtipo duplo nulo com a
suscetibilidade aumentada ao DM2 (POROJAN et al 2015; GONUL et al., 2012;
MOASSER et al. 2012; AMER et al., 2011; HORI et al., 2007; YALIN et al., 2007)
(Tabela 9). No entanto, ndo foi observada nenhuma associacdo das combinacgdes
dos gendtipos (-/-) com essa suscetibilidade no presente estudo (x?=0,017; p= 0,89;

OR=0,96; IC= 0,58-1,60; p= 1,00), corroborando com estudos realizados no Brasil e
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na india, onde também n&o se observou associagéo dos genétipos duplo nulo com o
DM2 (PINHEIRO et al., 2013; RAMPRASATH et al., 2011; BID et al., 2010) (Tabela
5).

As combinagbes de GSTM1 e GSTT1 contendo apenas uma das isoformas
deletadas (-/+ ou +/-) também sdo associadas ao DM2 em algumas popula¢des (BID
et al., 2010; YALIN et al., 2007). No entanto, ndo foi observada nenhuma associagéo

desses gendtipos no presente estudo (Tabela 5).

Tais contradigbes podem estar demonstrando a diversidade étnica e
heterogeneidade fenotipica entre essas populagdes, ou ainda ser consequéncia da

interagcdo de outros genes (QIU et al., 2014).

Considerando a etiologia multifatorial do DM2, a chance de desenvolver DM2
também foi avaliada a partir de variaveis que influenciam fortemente a
heterogeneidade dos individuos. De acordo com o Ministério da Saude, (2016) a
idade, obesidade, sedentarismo, historico familiar, hipertensdo arterial, colesterol
HDL<35mg/dL, triglicerideos>150mg/dL e o tabagismo, representam fatores
indicativos de risco para o desenvolvimento do DM2. Dentre as variaveis analisadas
somente o tabagismo (OR= 2,96; 1C=0,98-8,72; p= 0,054) para individuos portadores
do gendtipo GSTT1 nulo foram associados com uma chance aumentada de

apresentar o DM2 (Tabela 6).

Com relagao ao tabagismo, diversas sdo as razdes pelos quais o fumo
promove um maior risco para o desenvolvimento do DM2 (CHANG et al., 2012). A
fumacga do cigarro possui substancias toxicas que aumentam os niveis de ROS e
diminuem as defesas antioxidantes, promovendo o EO, além disso, o fumo eleva os
niveis de cortisol, promove a obesidade central e aumenta a concentragdo de
marcadores inflamatérios (SBD, 2014; TORRES, 2009). A nicotina ainda, se liga a
receptores nicotinicos das células pancreaticas reduzindo diretamente a secregao de
insulina (SBD, 2014). Dentre as substancias presentes no tabaco, os xenobidticos
sao metabolizados por um complexo enzimatico composto por enzimas ativadoras
da fase | e detoxificadoras da fase Il (RODRIGUES, 2016). Os genes GSTM1 e
GSTT1 codificam enzimas de fase IlI, cujas fungdes principais residem na

desintoxicacado dessas substancias que sio altamente reativas e com capacidade de
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formar ligagbées covalentes com o DNA, desencadeando mutagdes (RODRIGUES,
2016). Deste modo, apesar dessa variavel ter sido coletada a partir da
autodeclaragao dos participantes, os resultados corroboram com estudos no Japao,
onde o fumo também foi associado a uma chance 5 vezes maior de ter DM2 para o
gendtipo GSTT1 nulo (p< 0,05; OR=5,91; IC= 1,96-17,88) (HORI et al., 2007).

A idade esta associada com o DM2 e com o aumento do EO (SBD, 2017;
ANDRIOLLO-SANCHEZ et al.,, 2005). O envelhecimento -caracteriza-se por
alteragbes na producdo de ATP na mitocondria e de radicais livres derivados do
oxigénio (ENGERS et al, 2011). Isso leva a um acumulo de lesdes oxidativas, tanto
no DNA como nas proteinas (ENGERS et al, 2011; ANDRIOLLO-SANCHEZ et al.,
2005). Além disso, muitos dos mecanismos antioxidantes, incluindo as enzimas
antioxidantes (GSTs), declinam com o avancar da idade (KASPER et al., 2017). Na
Eslovénia a idade foi associada a uma chance aumentada tanto para DM2 como
para a hipertensdo devido ao gendétipo GSTT1 nulo (p= 0,01; OR= 1,03; IC= 1,01 -
1,05) (PETROVIC et al., 2014), no entanto, ndo observamos associagdes entre a
idade e os polimorfismos GSTM1 nulo e GSTT1 nulo.

A variavel sexo, nao apresentou diferencas significativas entre os dois grupos,
nem associagao dos genotipos de GSTM1T nulo e GSTT1 nulo com o DM2. Uma das
possiveis explicagbes seria a localizagdo cromossémica distinta dois genes
avaliados, ndo associando diretamente com a predisposi¢ao ao sexo (WANG et al.,
2012; REN et al., 2009). Contudo, vale ressaltar a elevada frequéncia do género
feminino no estudo (80,8%), com média de idade de 65 anos. A incidéncia e
prevaléncia do DM2 entre os sexos dependem de fatores como a obesidade, a idade
avancgada, que refletem em taxas mais elevadas nas mulheres (KAUTZKY-WILLER
et al., 2016). Atualmente a prevaléncia do DM2 predomina em homens na meia-
idade (FAERCH et al.,, 2014). No Brasil, segundo Bertoldi (2013), as mulheres
apresentam uma maior frequéncia porque sao mais cuidadosas com a saude, o que
reflete no maior diagndstico e utilizagao de cuidados médicos do que os homens. De
acordo com uma pesquisa, os homens pouco frequentam o servico de saude, por
questdes de incompatibilidade de horario, medo de detectar doenga grave e a falta
de especialidades no SUS para atender as peculiaridades masculinas (VIEIRA et al.,
2013).
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Na analise de efeito dos gendtipos nulos sob as variaveis laboratoriais, os
individuos com DM2, portadores do gendétipo GSTM1 nulo apresentaram aumento
significativo no nivel de glicemia em jejum quando comparados com a presencga do
genotipo. No entanto, individuos também com DMZ2, mas portadores do gendtipo
GSTT1 nulo apresentaram alteragbes significativamente mais elevadas nas
variaveis, glicemia em jejum, hemoglobina glicada e HDL (Tabela 7). Para o gendtipo
GSTT1 nulo, resultados semelhantes foram encontrados nos estudos de Afrand,
(2015) e Ramprasath, (2011) para niveis elevados de glicemia e HDL-colesterol e no
estudo de Porojan, (2015) para hemoglobina glicada. Isso nos permite deduzir que o
gendtipo GSTT1 nulo pode ter relevancia no curso clinico de pacientes portadores
do DM2, uma vez que a glicemia em jejum e a hemoglobina glicada s&o pontos
focais para monitoramento da doenca e prevengao das complicagcbes do DM2.
Assim, como observado nos estudos de Pinheiro et al. (2013) e Amer et al. (2011),
0s quais verificaram a existéncia de uma associacdo do GSTM71 com o0s niveis
glicémicos mais elevados em populagdes brasileiras e egipcias, pode-se sugerir que
0 GSTM1 nulo pode ser um marcador util na identificacdo de individuos com alto

risco de diabetes nessas populacoes.

Outra variavel que merece ressalva € a hipertensao, visto que de 328
individuos com DM2, 267 apresentaram quadro hipertensivo, correspondendo a
81,40% dos casos. A Hipertensao Arterial Sistémica (HAS) e sua associagédo com o
DM2 é muito frequente e geralmente esta relacionada com um pior prognostico para
os pacientes (SILVA et al., 2011). A hiperglicemia provoca diversas alteragdes
patologicas no coragdo, artérias e nervos, sendo o endotélio mais afetado devido ao
intenso fluxo de glicose (ROCHA et al., 2006). No endotélio, a hiperglicemia estimula
o EO por fosforilagcdo oxidativa, auto-oxidagcdo da glicose, NADPH oxidase, lipo-
oxigenase, citocromo P450, mono-oxigenases e oxido nitrico sintase endotelial
(SILVA et al., 2011). A HAS é um disturbio complexo multifatorial caracterizada pela
disfuncédo endotelial associado a baixa biodisponibilidade ou sinalizacio alterada de
oxido nitrico (NO), que é o principal responsavel pela manutengao do ténus vascular
(SCHULZ et al., 2011). O EO desempenha um papel importante na fisiopatologia da
HAS associado ao aumento da produgcdao de pré oxidantes, como o peroxido de
hidrogénio, superéxido, a redugdo da sintese de 6xido nitrico e a diminuigdo da

capacidade antioxidante (SINHA et al., 2015). Na HAS o EO resulta principalmente
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da superprodugéo do anion radical superoxido (O2 ) estimulado pela angiotensina I,
que inibe a atividade do NO em devido a reagdo para formar peroxinitrito (ONOO ),
uma espécie reativa de nitrogénio capaz de produzir hidroxila (OH), uma ROS
altamente lesiva devido a incapacidade da neutralizagdo por enzimas antioxidantes
(SCHULZ et al., 2011; SILVA et al., 2011; BESSA et al.,2009).

A atividade de GSTs no tecido vascular representa um dos principais
mecanismos de defesa celular contra a lesdo oxidativa (HUSSAIN et al., 2012). As
analises de associagado dos polimorfismos nulos das GST com a hipertensdo em
individuos portadores do DM2 foram estatisticamente significativos (p<0,05). A
hipertensdo em individuos com DM2 apresentou susceptibilidade elevada tanto para
o gendtipo GSTM1 nulo (OR= 11,8; IC= 2,01 — 70,0 p= 0,005) como o GSTT1 nulo
(OR= 13,2; IC= 1,28 — 137,41 p <0,0001) (Tabela 8). Na Eslovénia, o gendtipo
GSTM1 nulo (OR=1,7; p= 0,002) e GSTT1 nulo (OR=1,5; p=0,01) também foram
considerados fatores de risco para hipertensao, indicando que os genes das GSTs
podem estar implicados na etiologia da hipertensdo em portadores com DM2
(PETROVIC et al., 2014).

Em relagcao as discrepancias entre os resultados obtidos, as diferencas entre
0S grupos étnicos sdao um problema na avaliagcdo das associagdes dos genodtipos
nulos das GSTs em uma dada doenga (LI et al., 2015). A origem étnica brasileira é
bastante heterogénea, constituida de imigrantes da Europa, Africa e Asia, além da
populacao indigena nativa (LOPES et al., 2013). No Piaui, essa heterogeneidade
nao é diferente, pois considerando o processo de colonizagao do territorio piauiense,
a populacdo do Estado tem sua constituicdo ancestral formada por europeus (60%),
seguida de africanos (21,5%) e indigenas (18,5%) (LOPES et al., 2013). De acordo
com Arruda et al, (1998), no Brasil o GSTM1 nulo apresentou maior prevaléncia
entre os brancos 55%, seguida dos afrodescendentes 33% e 20% entre os
indigenas. Para o gendtipo GSTT1 nulo foi encontrada uma distribuigdo semelhante
dentre europeus e africanos (18,5% e 19%, respectivamente), com menor

prevaléncia entre os indigenas (11%).

Por fim, com o desenvolvimento do presente estudo constata-se que muitas
pessoas que se autodeclaravam nao portadoras para o diabetes apresentavam
valores elevados de glicemia em jejum, perfil lipidico e IMC. Dessa forma,



33

corroborando com os achados do Vigitel (2014), verifica-se que, no Brasil, 0 numero
de individuos com diabetes, pode ser maior do que o contabilizado. De acordo com
Pititto et al (2015), cerca de 41% da populagédo brasileira é negligente com sua
saude. Segundo também o Vigitel (2016), a obesidade cresceu (60%) em dez anos
com frequéncia semelhante entre os sexos. Em contrapartida aumentou a pratica de
atividade fisica, o consumo de hortalicas e diminuiu o consumo regular de
refrigerante ou suco artificial. Mesmo assim, o reflexo dos maus habitos e estilo de
vida, aumentou o numero de brasileiros diagnosticados com diabetes em 61,8% em
2016, com maior frequéncia nas mulheres, corroborando com os achados do
presente estudo (BRASIL, 2016). Diante desse contexto, e ndo esquecendo o
quanto a genética do individuo o torna susceptivel a patologia, conhecer o perfil
genético de uma populagao miscigenada, podera facilitar a aplicacao de estratégias

de saude que visem o bem-estar desse grupo populacional.
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7 CONCLUSAO

N&o houve evidéncias de associagdo dos genotipos GSTM1 nulo, GSTT1
nulo e da combinagdo GSTM1 nulo/GSTT1 nulo com a susceptibilidade ao DM2. No
entanto, os polimorfismos nulos das GSTs podem ser considerados potenciais
marcadores geneéticos para monitoramento da doenga para prevenir complicagbes
do DM2, visto que o GSTM1 nulo associou-se a niveis maiores de glicemia em jejum
e o GSTT1 nulo teve correlagcdo com niveis mais elevados de glicemia em jejum,
hemoglobina glicada e HDL-colesterol em pacientes com DM2, permitindo inferir a
contribuigdo dos polimorfismos para o estado hiperglicémico, fator responsavel pelas

complicagdes desta patologia.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Estudos genéticos em pacientes diabéticos no Estado do Piaui
Pesquisador: France Keiko Mascimento Yoshioka

Area Tematica: Genética Humana:

(Trata-se de pesguisa envolvendo Genética Humana gue ndo necessita de analise
ética por parte da CONEPR;);

Versdo: 3

CAAE: 17931913.5.0000.5214

Instituigio Proponente: Universidade Federal do Piaui - UFPI
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Hamero do Parecer: 853.547
Data da Relatoria: 26/11/2014

Apresentagio do Projeto:

Trata-se de uma pesguisa com metodologia de biclogia molecular em pacientes diabéticos tipo 2 na
populagdo piauiense e o estudo agui proposto visa avaliar a associag@o entre polimorfismos de risco
genetico associados a Diabetes Mellitus tipo 2 na cidade de Pammaiba-Pl.

Objetivo da Pesquisa:

Objetive Primario: Analizar, por meio de estudos caso-controle, a associagdo de varios polimorfismos
genéticos com & Diabetes Mellitus do tipo 2, no Estado do Piaui.

Objetive Secundario:Avaliar a associagdo entre os polimorfismos rs1801282 e rs3556806 do gene PPARy
em individuos diabéticos & em ndo-diabéticos; Avaliar a associagdo entre os polimorfismos rs4402960 e
rs1470579 do gene IGF2BP2 em individuos diabéticos e em nao-diabéticos; Avaliar a associagdo entre o
polimarfismo rs5219 do gene KCHNJ11 e o rs757110 do gene ABCCE em individuos diabéticos & em
ndodiabéticos; Avaliar a associagdc entre o polimerfismo rs1111875 do gene HHEX em individuos
diabéticos e em ndo-diabéticos; Avaliar a associagdo entre o polimerfisme rs13266634 do gene SLC30AS
em individuos

diabéticos e em ndo-diabéticos Avaliar a associagdo entre o pelimerfismo re393960%9 do gene FTO em
individuos diabéticos e em nio-diabéticos; Comparar os gendtipos entre as populagdes caso e controle, na

intengdo de identificar associagdes destes gendtipos na suscetibilidade a Diabetes
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Mellitus tipo 2; Comparar os gendtipos obtidos na populago de pacientes com varidveis como idade, IMC,
perfil lipidico (colesterol tntal, HDL e Triglicerideos), hemoglobina glicada, tratamento medicamentoso,
atividade fisica, hipertens#o arterial, uso do tabaco, dlcool & insulina, na intengdo de identificar associagfes
com essas variaveis; Tragar o perfil epidemiologico dos diabéticos do municipio de Pamnaiba-Pl, gerando

informagoes para profissionais e gestores das secretarias municipais, estaduais e Ministéric da Sadde, bem

como identificar os possiveis fatores intervenientes relacionados a Diabetes Mellitus tipo 2.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

"Riscos:

O projeto aqui proposto se baseia em procedimentos experimentais bem estabelecidos e, uma vez que os
pesquisadores envolvidos dominam as técnicas descritas na metodologia, ndo se espera maiores
dificuldades no cumprimento das agoes laboratoriais planejadas.O ndmero amostral total de 400 individuos,
caso-controle, pode fazer com que as coletas se estendam mais que o previsto. Mas, precavendo-se contra
esta ocoméncia, ja

temos o consentimento da secretaria de saldde do municipio para adentrarmos em todos os programas de
sauda da familia do municipio, com o auxilic dos agente de sadde.Por fim, nosso Grupo realizara reunides
cientificas quinzenais que, a partir da aprovagdo desta proposta, serdo utilizadas para avaliagdo do
desenvolvimento do projeto em questio, visando o diagndstico e intervengio precoces das deficiéncias
instaladas.

Beneficios:

A Diabetes Mellitus & hoje uma epidemia mundial, tornando-ge um grande desafio para a salde publica no
mundo. O aumento exponencial da populagdo idosa, urbanizagdo crescente, modificagdes dos habitos e
estilos de vida pouco saudaveis como sedentarismo, dieta inadequada e obesidade, s8o0 os grandes
responsaveis pelo aumento da incidéncia e prevaléncia da diabetes no mundo. As consequéncias da
diabetes tipo 2

(DT2) =80 devastadoras, com problemas graves de sadde, social e econdmico, alem disso as taxas de
mortalidade mundial & de 9% Individuos idosos e diabéticos tém taxas mais elevadas de morte prematura,
alem disso a prevaléncia de diabetes & influenciada pela idade, acometendo 1,7% dos individuos entre 30 e
39 anos de idade; 3,9% entre 40 e 49.

Comentarios & Consideragies sobre a Pesquisa:
O estudo se propoe a avaliar a associagdo entre polimorfismos de risco genético associados a Diabetes

Mellitus tipo 2 no Estado do Piaui. Para isso serdo recrutados 400 diabéticos
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diagnosticados com DT2, segundo os critérios da OMS e 400 individuos ndo diabéticos (controle). De
ambos 0% grupos, serdo coletados sangue periférico para a extragdo do DMA e dados laboratoriais (HbA1e,
glicemia em jejum, colesterol HOL, colesterol total e triglicerideos), bem como o grau de cbesidade, dado
pelo indice de massa corporea (IMC, a frequéncia de atividade fisica realizada rotineiramente (classificado
em quatro niveis: 1- sedentario, 2- atividade leve, 3- atividade moderada e 4- atividade intensa), presenca
de habitos como tabagismo,consume de alcool, além disso a presenca de comorbidades como diabetes e
hipertensdo, de cada participante do estudo. Os polimorfismos serdo amplificados e genotipados pela
técnica PCR-RFLP e estatisticamente analisados quanto ao equilibrio de Hardy-Weinberg, quiguadrado e
teste exato de Fisher, por meio do programa Bicestat, sob significdncia de p 0,05. As analises de
desequilibrio de ligagdo, as frequéncias haplotipicas e a corregdo para miltiples testes por 1.000
permutagdes aleatorias serdo obtidas por meio do programa Haploview 4.2, Diante disso, espera-se
identificar polimorfismos associadas @ DT2 e que estejam em desequilibric de ligagSo com outro
polimorfismo associado com a deenga na populagdo mundial, na tentativa de identificar marcadores gue
possam ser utilizados ne diagndstico precoce e prognostico em uma populagéo piauiense acometida por

esza sindrome.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagio obrigatdria:

Todos oz termos foram apresentados.

Recomendagies:

Sem recomendagdes.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Sanadas as pendéncias o projeto encontra-se apto para aprovagdo.

Situagio do Parecer:

Aprovado

Mecessita Apreciagdo da COMEP:

Mao

Consideragbes Finais a critério do CEP:

Sr.(a) Pesquisadorn{a),

em cumprimento ao previsto na Resolugdo 466/12, o CEP-UFPI aguarda o envio dos relatorios parciais e
final da pesquisa, elaboradoes pelo pesquisador, bem como informagdes sobre sua eventual interrupgdo e
sobre ocomréncia de eventos adversos.

Ainda, para assegurar o direito do participante e preservar o pesquisador, revela-se imporiante
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alertar gue o TCLE & o Termo de Assentimento deverdo ser rubricados em todas as suas folhas, tanto pelo

participante quanto pelo(s) pesquisadories), devendo ser assinados na dltima folha.

TERESINA, 31 de Qutubro de 2014

Asgsinado por:
Adrianna de Alencar Setubal Santos
(Coordenador)
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APENDICE |

Ministério da Educacéao
Universidade Federal do Piaui — UFPI
Campus Ministro Reis Velloso

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

| Titulo do projeto:

Estudos genéticos em pacientes portadores do Diabetes Mellitus do Tipo 2 em uma populagéo pi-
auiense.

Pesquisadora responsavel:

Prof2 Dr2 France Keiko Nascimento Yoshioka

Universidade Federal do Piaui — Campus Ministro Reis Velloso
Av. Sdo Sebastido, 2819 — CEP 64204-035

Telefones: (86) 3323-5297/ 98826-1104

Esclarecimentos

Diabetes Mellitus é considerada uma das principais sindromes heterogénea de evolugao cro-
nica que acometem o homem moderno em qualquer idade, condicdo social e localizagdo geografica,
e o diabetes do tipo 2 (DM2) é a principal exteriorizacao desta sindrome, constituindo mais de 90%
dos casos.

O estudo aqui proposto visa analisar varia¢des polimdrficas de genes sabidamente associa-
dos ao DM2, na tentativa de identificar marcadores que possam ser utilizados no diagndéstico precoce
e progndstico em uma populagéo fortemente acometida por essa sindrome, a populacdo piauiense.

Para os exames genéticos serd necesséaria uma amostra de 4mL de sangue periférico, obtida
com uma seringa e agulha descartaveis. A coleta sera realizada por um profissional capacitado, con-
tudo o risco da coleta ser dificil € previsto, seja pela veia ser de dificil acesso ou por ser de pequeno
calibre. Além da coleta de sangue, o individuo terd seus dados e algumas informacgdes clinicas colhi-
das em uma ficha cadastral. Qualquer voluntario estara suscetivel aos seguintes riscos: dificuldade
na coleta de sangue e constrangimento ao responder algumas perguntas da ficha cadastral. Esses
inconvenientes serdo minimizados pela desisténcia em participar do estudo e garantia de atendimen-
to médico e psicolégico, caso haja algum dano a sua integridade fisica e mental.

Os resultados desse estudo serdo Uteis para avaliarmos quais condicBes relacionadas ao
DM2 séo encontradas na populacao do Piaui. Por se tratar de um estudo populacional, ndo ha bene-
ficio direto para o participante. Somente no final do estudo poderemos concluir se a presenca de al-
guma variacéo em determinado gene possa ter alguma influéncia no desenvolvimento do diabetes.

Vocé terd a garantia de receber resposta a qualquer pergunta ou esclarecimento de qualquer
davida relativa aos procedimentos, riscos, beneficios e de outras situacdes relacionadas com a pes-
guisa, com 0s responsaveis pela pesquisa.

Se vocé concordar em participar do estudo, seu nome e identidade serdo mantidos em sigilo.
A menos que requerido por lei ou por sua solicitacdo, somente o pesquisador, a equipe do estudo,
representantes do Comité de Etica terdo acesso a suas informagdes para verificar as informagées do
estudoA realizagdo desse projeto ndo tera custos e ficara garantida a manutencao de sigilo, por parte
dos pesquisadores, sobre a identificacdo dos voluntarios que decidirem colaborar com esse projeto
de pesquisa.
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| Consentimento da participac8o da pessoa como voluntario

Eu, , CPF n°, , abaixo assina-
do, concordo em participar do estudo “Estudos genéticos em pacientes portadores do Diabetes Melli-
tus do Tipo 2 em uma populacéo piauiense, como sujeito. Fui esclarecido sobre a minha decisdo em
participar nesse estudo. Entendi todas as explicacfes que me foram fornecidas de forma clara e sim-
ples, inclusive permitindo que eu realizasse todas as perguntas e fizesse todas as observacdes que
eu achei pertinentes para entender o que ocorrera comigo neste estudo, ndo me ficando dlvidas so-
bre os procedimentos a que serei submetido. Ficaram claros para mim quais os propésitos do estudo,
os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e
de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha participacédo é isenta de despesas.
Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar 0 meu consentimento a qual-
quer momento, antes ou durante 0 mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer bene-
ficio que eu possa ter adquirido.

Parnaiba (PI), / /

Assinatura do voluntéario ou responsavel
Impresséo digital

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido des-
te sujeito de pesquisa ou representante legal para a participagdo neste estudo.

Parnaiba, / /

-

Profa Dr2 France Keiko Nascimento Yoshioka
Pesquisadora responséavel

Comité de Etica em Pesquisa — UFPI - Campus Ministro Reis Veloso - Bairro Reis
Veloso — Parnaiba — PI. tel.: (86) 3323-5314 - email: cep.ufpi.cmrv@gmail.com
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APENDICE I

| FORMULARIO DE COLETA DE DADOS

1. Nome do pesquisador

2. Data e hora do preenchimento

Ciata:
3. Dados do voluntario

Momie:

Oiata de nascimento

Local de nascimernto:

Enderec

Tedefone:

4. Genero 8. IMC
Masculino | |
[ Feminino [ 9. Circunferencia abdominal {cm)

3. Data de nascimento

| |
6. Estatura (cm)

|
7. Peso(Kg)

10 Cor [autodeclaragan)

Branco

Megro

Pardo

| Amarelo

11. Faz uso de alguma Estatina (medicagao para colesterol)

| Sim | | Mao | |
12. 5 sim, qual a dose”?

13. Medida da Pressao arterial {mmHg)

14. E hipertenso?
| Sim | [ Mao | |

15. Ha quanto tempo € hipertenso?
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16. Gual medicamento utiliza para o controle da pressao arterial?

17. Histarico de problemas vasculares? Relato de angina {dor no peito) ou infarto agudo do
miocardio?

18. Possui doenga renal (Nefropatia)? Alguma queixa ou diagnostico de doenga real?

19. Possui problemas visuais (Retinopatia)? Foi diagnosticado com glaucoma, catarata
o algum outro disturbio visual?

20. Possui problemas neurais (Neuropatia)? Relato de redugao da sensibilidade
superficial, sensagao de formigamento, alguma dormencia, dor ou cansago Nos pes
o4l permas’?

21. Ha quanto tempo  portador de Diabetes:

22 Qual medicagao & utilizada para o diabetes (controle glicémico) e a dose?

23. Liiliza insulina? Guantas unidades/dia?

I Moo | |
24, E fumante’ [Upcional)

[ =m | | Nao | - )
23. E dependente de e alcoolica? (Opeional)

[=m [ [Mee | |

26. Dados bioguimicos abuais
Codesterod total (mgfdL)
HLUL {mgial )

LD {rmgfdL)

VLD {mgidl |
Triglicendeos {mgidl)
hcemia em jejum (migidL)
Hemogiobina glicada | Vs
Creatining

Lreia
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