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APRESENTACAO

Atecnologia esta ganhando cada dia mais espaco na vida das pessoas e em tudo
que as cerca. Compreende-se por tecnologia todo o conhecimento técnico e cientifico
e sua aplicacao utilizando ferramentas, processos e materiais que foram criados e
podem ser utilizados a partir deste conhecimento. Quando, para o desenvolvimento
da tecnologia estédo envolvidos sistemas biol6gicos, seres vivos ou seus metabdlitos,
passa-se a trabalhar em uma area fundamental da ciéncia, a Biotecnologia.

Toda produgéo de conhecimento em Biotecnologia envolve areas como Biologia,
Quimica, Engenharia, Bioquimica, Biologia Molecular, Engenharia Bioquimica,
Quimica Industrial, entre outras, impactando diretamente no desenvolvimento das
Ciéncias Biologicas e da Saude. A aplicagéo dos resultados obtidos nos estudos em
Biotecnologia esta permitindo um aumento gradativo nos avancgos relacionados a
qualidade de vida da populacéo, preservacéo da saude e bem estar.

Neste ebook & possivel identificar varios destes aspectos, onde a produgao
cientifica realizada por pesquisadores das grandes academias possuem a proposta
de aplicagdes que podem contribuir para um melhor aproveitamento dos recursos
que a natureza nos oferece, bem como encontrar novas solugcdées para problemas
relacionados a manutencéo da vida em equilibrio.

No volume 2 sao apresentados artigos relacionados a Bioquimica, Tecnologia em
Saude e as Engenharias. Inicialmente é discutida a producéo e acao de biocompostos
tais como acido hialurénico, enzimas fungicas, asparaginase, lipase, biossurfactantes,
xilanase e eritritol. Em seguida sdo apresentados aspectos relacionados a anélise
do mobiliario hospitalar, uso de oxigenoterpia hospitalar, engenharia clinica, e
novos equipamentos utilizados para diagnéstico. Também sdo apresentados artigos
que trabalham com a tecnologia da informacdo no desenvolvimento de sistemas e
equipamentos para o tratamento dos pacientes.

No volume 3 estao apresentados estudos relacionados a Biologia Molecular
envolvendo a leptospirose e diabetes melitus. Também foram investigados alguns
impactos da tecnologia no estudo da microcefalia, agregacéo plaquetéaria, bem como
melhorias no atendimento nas clinicas e farmacias da atencao basica em saude.

Em seguida discute-se a respeito da utilizagcdo de extratos vegetais e fungicos
na farmacologia e preservagcdo do meio ambiente. Finalmente sdo questionados
conceitos envolvendo Educacdo em Saude, onde sao propostos novos materiais
didaticos para o ensino de Bioquimica, Biologia, polinizagao de plantas, prevencédo em
saude e educacgao continuada.

Christiane Trevisan Slivinski
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CAPITULO 3

ANALISE DO POLIMORFISMO DE DELECAO DOS
GENES GSTM1 E GSTT1 E DIABETES MELLITUS EM
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RESUMO: Diabetes mellitus (DM) € uma
doenca que acomete grande parte da
populagcdo mundial. Podendo apresentar
como causa trés fatores principais: estilo de
vida, exposicdo ambiental e suscetibilidade
genética. Para os fatores genéticos, pode-
se observar que o0s polimorfismos séao
capazes de exercer grande influéncia para o
desenvolvimento desta doenga. A Glutationa
S-Transferase (GST), por estar envolvida
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IDOSOS: ESTUDO PILOTO

na biotransformacdo de xenobidticos e
produtos reativos de processos intracelulares
responsaveis pelo estresse oxidativo, podem
estar associados com DM tipo 2 (DM2). Ha
evidéncias de que a auséncia de uma ou mais
formas de GST estejam associadas a reducao
daproducéo de insulina e do mau funcionamento
das células B pancreaticas. Assim, o objetivo do
trabalho foi a investiga¢do do polimorfismo dos
genes GSTM1 e GSTT1 e DM. Foram avaliados
78 idosos, comidade igual ou superior a 60 anos.
O perfil genético foi analisado através reacao
em cadeira da polimerase (PCR) seguida de
eletrofore. Como resultado, pudemos observar
que para o gene GSTM1 notou-se auséncia
deste em 9 individuos diabéticos do total
portador da doenca, 47,4%; no entanto, 18 dos
individuos com esta mesma alteracéo, mas sem
diabetes apresentaram 46,2%; p=0,239. Para o
gene GSTT1 observou-se auséncia em 10 dos
individuos diabéticos, 52,6%; para os individuos
nao diabéticos, 9 ndo apresentaram a delecao
deste gene, 23,1%; p=0,080. Concluimos, que
apesar do estudo néo ter apresentado resultado
significante, notou-se que a delecdo de tais
genes possui associacao do polimorfismo com
a susceptibilidade ao DM2; sendo necessario
ampliacao da amostra.
PALAVRAS-CHAVE: Diabetes
polimorfismo, GSTM1, GSTT1.

mellitus,
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ABSTRACT: Diabetes mellitus (DM) is a condition that affects a large part of the
world population. It can present as cause three main factors: lifestyle, environmental
exposure and genetic susceptibility. For the genetic factors, it can be observed that
the polymorphisms are capable of exerting great influence for the development of this
disease. Glutathione S-Transferase (GST), being involved in the biotransformation of
xenobiotics and reactive products of intracellular processes responsible for oxidative
stress, may be associated with type 2 DM (DM2). There is evidence that the absence
of one or more forms of GST is associated with reduced insulin production and
malfunctioning of pancreatic B cells. Thus, the objective of the work was to investigate
the polymorphism of genes GSTM1 and GSTT1 and DM. A total of 78 elderly
individuals, aged 60 years or over, were evaluated. The genetic profile was analyzed
through polymerase chain reaction (PCR) followed by electrophoresis. As a result, we
could observe that for the GSTM1 gene, it was observed absence of this in 9 diabetic
individuals of the total disease carrier, 47.4%; however, 18 of the individuals with this
same alteration, but without diabetes presented 46.2%; p = 0.239. For the GSTT1
gene, absence was observed in 10 of the diabetic subjects, 52.6%; for non-diabetic
subjects, 9 did not present the deletion of this gene, 23.1%; p = 0.080. We conclude
that although the study did not present a significant result, it was noted that the deletion
of such genes has an association of the polymorphism with the susceptibility to DM2;
being necessary to increase the sample.

KEY WORDS: Diabetes mellitus, polymorphism, GSTM1, GSTT1.

11 INTRODUGCAO

Diabetes mellitus (DM) é uma grande adversidade enfrentada pela saude publica,
uma vez que apresenta altos indices de morbimortalidade, atingindo diversas pessoas
e apresentando como causa fatores tanto genéticos, como ambientais.®

Devido aos sintomas brandos da DM, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS)?°,
aponta que aproximadamente 50% das pessoas que possuem diabetes nao receberam
diagnostico no inicio da doenca; e segundo SILVA'®: “O diagnostico de diabetes é feito
com um atraso médio de quatro a sete anos”.

Esta doenca ocorre devido a uma ma atividade metabdlica cronica do pancreas,
de natureza hiperglicemiante, com alteracbes metabdlicas de carboidratos, proteinas
e lipidios, resultantes de uma anormalidade na secrecdo de insulina, na acao da
mesma, ou em ambas as condi¢des’.

Qualificado como uma alteracdo heterogénica, Diabetes mellitus tipo 2 (DM2)
apresenta reducdo da sensibilidade tissular a insulina e implicancia na producéao.
A possibilidade para o desenvolvimento desta enfermidade aumenta em individuos
sedentérios, obesos, com hipertenséo arterial, glicemia plasméatica de jejum = 100 mg/
dl, dieta inadequada, envelhecimento, além da heranga genética'’.

Sabe-se que os cromossomos homologos sao bastantes semelhantes entre si,
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mas em certo local do cromossomo (/oci) pode ocorrer uma variacdo na sequéncia
do DNA (Acido desoxirribonucleico). Assim, se essa variabilidade for notada em
uma frequéncia maior que 1% da populagcédo, pode ser chamado esse ocorrido de
polimorfismo genético."

Esta alteracao genética envolvendo genes relacionados a detoxificacao celular
pode contribuir no desenvolvimento da DM. Neste sentido, o gene Glutationa S -
transferase (GST) pode estar relacionado a suscetibilidade ao Diabetes mellitus (DM)
quando mutado, por codificar uma proteina com perda de sua atividade enzimatica.
Esta enzima, estd associada a mecanismos antioxidantes protetores do organismo;
ou seja, participam do sistema de defesa celular que combate o estresse oxidativo
detoxificando o organismo através da eliminacao de radicais livres e intermediarios
reativos de oxigénio®.

A grande familia da Glutationa S—transferase pode ser subdividida nas seguintes
classes: alpha, mu, kappa, 6mega, pi, sigma, theta e zeta. Estas classes se encontram,
ainda, subdividas respectivamente por: GSTA, GSTM, GSTK, GSTO, GSTP, GSTS,
GSTT e GSTZ."

Dentre as principais classes existentes, destacam-se; a classe y (mu), GSTM,
apresenta, ao menos, 5 diferentes genes: GSTM1, GSTM2, GSTM3, GSTM4 e GSTM5;
visto que s&o encontrados no bragco do cromossomo 1; e a classe theta, observado
apenas dois genes, GSTT1 e GSTT2; encontrados no cromossomo 22q."°

BID* et al afirmam que o:

“Diabetes mellitus esta associada a um aumento da producé&o de espécies reativas
de oxigénio e uma reducdo na defesa antioxidante. O estresse oxidativo torna-se
evidente, como resultado da acumulacao de EROs em condicdes de inflamacao e
Diabetes mellitus tipo 2.”

Como a GST apresenta enzimas que atuam na desintoxicacdo multifuncional,
preservando as células propensas ao estresse oxidativo'; o mesmo grupo, GST,
pode apresentar-se também polimérfico, devido a variacées genéticas proprias na
acao metabdlica enzimatica levando a producédo de substancias danosas ao DNA;
assumindo a possivel causa de nocividade ao estresse oxidativo nas célula B."

Reis™® explica a respeito do gene GSTM1 em relagcdo sua localizagéo e
polimorfismo da seguinte forma:

“...situado no l6cus 1p13.1(...) possui dois alelos funcionais (GSTM1*A e GSTM1*B)
e eficientes na atividade metabdlica. (...) O gene GSTM1 pode apresentar um
polimorfismo genético caracterizado pela delecéo total, resultando no gendtipo
homozigoto nulo GSTM1*0 (nulo 0/0), caracterizando um individuo sem atividade
enzimatica.”

Da mesma forma como ocorre a delecao total do gene GSTM1; ocorre também
a do gene GSTT1, sendo observado entdao gendtipo GSTT1 nulo ou 0/0 e por
consequéncia também se apresenta sem atividade enzimatica.'

Pinheiro' descreve as funcdes exercidas tanto dos genes GSTM1 quanto do

GSTTH1:
|18
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“Os alelos funcionais de GSTM1 s&o ativos na destoxicac&o de diversas substancias
presentes da fumacga do cigarro, (...) que sdo agentes oxidantes potencialmente
genotoxicos, enquanto GSTT1 apresenta importante atividade na destoxicacdo de
lipidios peroxidados e produtos de oxidacdo do DNA.”

Entre as classes humanas primarias do sistema, os genes GSTM1 e GSTT1
exibem uma delecéo polimorfica que leva a uma falta de isoformas ativas quando em
homozigose, conhecido como o gendtipo nulo. No caso de GSTT1 nulo a delecédo em
homozigose é observada em uma frequéncia entre 20-70% em diferentes populacoes,
ja para GSTT1 a frequéncia apresentada esta entre 11-38%?2.

Sabendo-se a respeito de acdo dos genes e o polimorfismo que os mesmos
podem apresentar, entende-se que a delecdo de uma ou mais formas de GST pode
levar a célula a uma maior propensao ao estresse quimico e oxidativo; alterando entéao,
a acéao celular. Desta forma, um polimorfismo génico assume grande importancia na
predisposicao a diversas patologias’™.

2 | MATERIAIS E METODOS:

A amostra foi obtida através Projeto EELO (Estudo do Envelhecimento e
Longevidade), um estudo transversal, realizado entre setembro de 2009 a janeiro
de 2013 realizado na Universidade do Norte do Parand (UNOPAR) que teve como
objetivo avaliar fatores sociodemograficos e indicadores das condicbes de saude da
populacéo idosa em Londrina, Paran4, Brasil. Mais informacgdes estao disponiveis na
pagina http://www2.unopar.br/sites/eelo. O projeto EELO possui uma amostra total de
506 idosos, sendo, portanto, representativo da populagao total de 43.610 idosos de
Londrina.

A amostra do Projeto EELO foi alcangada com base nos cadastros individuais do
Programa de Saude da Familia (PSF) em 38 Unidades Basicas de Saude (UBSs) da
zona urbana de Londrina/PR. A partir da populacéo de pessoas idosas do municipio,
levando em consideracdo um intervalo de confianca de 95% e erro amostral de 5%.
A classificacdo dos idosos foi definida de forma aleatoria sistematica estratificada
considerando-se 0 género e as cinco regides do municipio, sendo: 15% da regiao
central, 27% da regiao norte, 23% da regiao sul, 19% da regiao leste e 16% da regiao
oeste. Os idosos que nao participaram de todas as coletas, cujas variaveis eram
necessarias a esta investigacado foram excluidos desta analise. Assim, foi realizado
inicialmente um estudo piloto com 78 idosos com idade igual ou superior a 60 anos,
que fossem considerados fisicamente independentes, nao importando o género; além
de participarem do estudo de forma voluntaria.

Todos participantes da pesquisa assinaram o termo de consentimento livre e
esclarecido seguindo a resolu¢cao CNS n°466/12. O Projeto foi aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa da UNOPAR (Universidade Norte do Parana) certificado pelo
Conselho Nacional de Saude (PP/070/09).
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Para o diagnéstico de Diabetes mellitus tipo 2 (DM2) foram coletados relatos dos
préprios participantes e realizadas analises de prontuario; assim como também por
meio de exames sanguineos (glicemia de jejum e hemoglobina glicada).

De acordo com os valores estabelecidos pela Sociedade Brasileira de Diabetes
(2014)'® foram analisados os dados obtidos; sendo que os idosos foram subdivididos
em trés grupos: aqueles nao diabétidos (glicemia < 99 mg/dL e hemoglobina glicada <
6,5%), os idosos pré-diabéticos (glicemia entre 100 mg/dL e 125 mg/dL) e por fim, os
diabéticos (glicemia = 126 mg/dL e hemoglobina glicada > 6,5%).

A partir de uma selecéo aleatoria, obtivemos um grupo de 78 idosos subdivididos
em trés grupos: nao diabéticos (n=39), pré-diabéticos (n=20) e diabéticos tipo 2 (n=19).

A obtencado do DNA foi realizada a partir de leucécitos do sangue periférico por
puncdo venosa em tubos contendo EDTA (0,6%) e fazendo uso do kit de extracéo de
DNA Pure Link Genomic DNA (Invitrogen, Carlsbad, EUA), seguindo as orientagdes
fornecidas pelo fabricante. Os DNAs extraidos foram armazenados em um ultrafreezer
a-80°C até que fossemrealizadas as analises do polimorfismo. Aqualidade e quantidade
de DNA foi mensurada por meio da analise de absorbéncia em espectrofotometro
(NanoDrop 2000 — Thermo Scientific) a 260nm e 280nm. Em seguida, realizou-se a
diluicao do DNA em &gua ultra pura Milli-Q® para que se obtivesse uma concentracao
final de 30ng/uL.

Foi realizada a reacédo em cadeia da polimerase PCR — Multiplex com o volume
final de 15uL e contendo: 100ng de DNA da amostra, tampéao de reacéo 1X (Tris-HCL
20mM pH8,4; KCI 50mM), 2mM MgCl2, 2mM de cada dNTP, 10pMol de cada primer,
1U de AmpliTag Gold DNA polimerase, H20 ultrapura estéril. Controle negativo da
reagdo (H,O ultrapura estéril) e positivo (gene CYP1A1) formando uma fragéo néo
polimorfico de 312pb. Condi¢des: 94°C por 5 minutos para pré-desnaturagao, 30 ciclos
de 94°C por 5 minutos; 59°C por 1 minutos e 72°C por 1 minuto, e 72°C por 1 minuto
para extensao final.

Os produtos amplificados foram separados por eletroforese em (gel de agarose
(2%) e corados com (Sybr Safe). As fracdes de 215pb e 480pb foram observadas e
anotadas como GSTM1 e GSTT1 positivo, respectivamente. Auséncia de amplificacao
das variantes, com controle interno (312pb), indicou genétipos nulos para cada variante
ou ambas. Os resultados foram processados para confecgédo de um banco de dados.

Foi utilizado o pacote estatistico Statistical Package for Social Science -SPSS,
versao 20, com digitacdo Unica, propiciando a pesquisa uma maior fidedignidade e
confiabilidade a pesquisa; e foi adotado o nivel de significancia de 5% e intervalo de
confianga de 95%.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO:

Dos 78 individuos avaliados, 63 eram mulheres e 15 homens (Figura 1). A
presenca de DM foi observada em 19 individuos sendo 20 individuos pré-diabéticos e
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auséncia de diabetes em 39 participantes a pesquisa (Figura 2). Em relacdo a idade:
46,2% apresentaram idade <65 anos, 35,9% estavam com idade entre 65-74 anos e
17,9% tinham idade superior a 74 anos.

A presenca dos genes GSTM1 e GSTT1 foram mais prevalentes na populacéo
estuda (59% e 67%, respectivamente) como pode ser observado nas figuras 3 e 4.

Quanto a distribuicdo dos gendtipos para os genes GSTM1 e GSTT1 em relacéo
a DM2 pode ser observado que para o gene GSTM1 notou-se auséncia deste em 9
individuos diabéticos (47,4%); no entanto 46,2% dos individuos com gendétipo nulo
estavam livres da doenca (p=0,239). Para o gene GSTT1 observou-se o genétipo nulo
em 10 dos individuos diabéticos, 52,6%; para os individuos ndo diabéticos e 23,1%
nao apresentaram a delecao deste gene (p=0,08). A relac&o entre tais genes e 0 sexo
dos individuos ndo apresentou significancia estatistica.

Figura 1. Figura 2.
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Figura 1. Distribuicdo do género na
populacéo estudada.

Figura 3.

Negativo
m Positivo

Figura 3. Frequéncia dos gendtipos do gene
GSTM1.

Figura 2. Distribuicdo do DM2 na
populacéo estudada.

Figura 4.

33%
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Figura 4. Frequéncia dos genétipos do
gene GSTT1.

Em relacdo aos polimorfismos; existem diversos estudos comprovando a relacéo
existente entre tais genes alterados e o DM2.13.1523

Raza' et al afirmam em seus estudos que a dele¢ao do polimorfismo de GSTT1
e GSTM1, tem sido associada ao diabetes tipo 2 e que tais gendtipos nulos estéao
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associados ao desenvolvimento de tal doenca.

Em uma meta-analise realizada por Zhang® et al, é relatado que tanto o gene
GSTT1 como o GSTM1 nulos, sédo considerados fatores de risco para a evolu¢ao do
DM.

Na analise feita por Amer' et al, observa-se uma consideravel significancia
na frequéncia de polimorfismos de GSTM1 e GSTT1, sendo p=0.003 e p=0.027
respectivamente, em pacientes portadores de Diabetes mellitus tipo 2 em relagao ao
grupo controle do trabalho realizado; comprovando mais uma vez a associagéo do
polimorfismos destes genes com DM.

Em um estudo realizado na populacao Iraniana, aponta que o polimorfismo
de delecao do gene GSTT1 aumenta a suscetibilidade ao Diabetes mellitus tipo 2;
esclarecendo também que ha uma maior frequéncia de gendétipos nulos em individuos
com a patologia adquirida em comparacéo a pessoas saudaveis'.

Para Pinheiro™, em seu trabalho realizado com 120 individuos diabéticos
consegue apresentar, também, a associacdo do polimorfismo de GSTT1 e o DM2,
apresentando um resultado significante de p<0,01; porém para a dele¢cao de GSTM1,
nao apresentou um resultado de significancia sugerindo maiores estudos para que se
possa determinar esta associagao.

J& em um estudo realizado na populagcéo turca a respeito da delecédo de
GSTM1, Yalin?! et al. afirma que este polimorfismo seria de grande importancia para a
identificacéo de uma predisposicdo ao Diabetes mellitus tipo 2.

Outros trabalhos também apontam esta associacdo do polimorfismo, seja do
gene GSTT1 ou GSTM1, por vezes de ambos os genes; ao Diabetes mellitus tipo 2,
como por exemplo o de Burin®, o de Colombo’ e D’Alo®, entre outros.

Sabendo que a DM pode acarretar uma série de complica¢cdes, uma meta-analise
sugere que ha um risco significativamente aumentado para nefropatia diabética para
0 gendtipo nulo GSTM1, bem como a combinacgéo de alelos nulos para GSTM1 e T1'3,

Yang?? et al ainda afirmam que o gendétipo nulo GSTT1 apresentou maior risco
de desenvolver nefropatia diabética (OR = 2,18, p = 0,004) do que individuos com
hipertensao.

Além disso, um estudo mexicano relatou que o polimorfismo de delecédo de
GSTM1 parece estar envolvido com doenca renal em estagio final™.

A correlagdo da associacao de variaveis clinicas com o polimorfismo GST em
pacientes diabéticos mostrou que o gendétipo GSTT1-nulo se relaciona com niveis
maiores de triglicerideos e colesterol de muito baixa densidade (VLDL), enquanto
0 geno6tipo GSTM1-nulo se correlaciona com um aumento de hemoglobina glicada,
glicemia de jejum e sistolica; e niveis pressoéricos diastolicos quando comparados ao
presente gendtipo. Permitindo entdo dizer que a auséncia de GSTM1 e GSTT1 pode
contribuir para complica¢des decorrentes diabetes tipo 2, como dislipidemia (GSTT1),
descompensacao glicémica e até mesmo para hipertensao (GSTM1)™.
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41 CONCLUSAO

Embora os resultados do presente estudo n&o tenham atingido significancia
estatistica, notou-se que a delecao de tais genes possui associacédo do polimorfismo
com a susceptibilidade ao DM2 sendo necessario ampliagdo do tamanho amostral
para estudos futuros confirmarem estes achados.
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