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RESUMO

O diabetes mellitus € um grupo de disturbios metabdlicos caracterizados por
hiperglicemia e apresenta alta morbi-mortalidade com perdas importantes na
qualidade de vida dos pacientes. Nas ultimas décadas, varios trabalhos tém
discutido que a patogénese do DM2, bem como de suas complicagdes, estdo
associadas a um estado inflamatério crénico de baixo grau e a ativagcdo do
sistema imune inato. A produgédo de citocinas pré e anti-inflamatorias, bem
como de marcadores de fase aguda, podem ativar uma série de vias de
sinalizagdo que culminam na resisténcia a insulina e no desenvolvimento da
doenca. O objetivo deste trabalho foi avaliar a associagdo dos polimorfismos
nos genes das citocinas (TNF-a -308G/A, IL-10 -1082G/A, IL-10 -819T/C, IL-
10 -592C/A, TGF-B1 codon 10 T/C, TGF-B1 codon 25 C/G, IL-6 -174G/C e
IFN-y +874T/A) com a retinopatia, nefropatia e neuropatia, bem como com a
hipertensao arterial, dislipidemia e obesidade em individuos com DM2. Foram
selecionados 102 pacientes com diagnostico clinico e laboratorial de DM2 e as
genotipagens foram feitas por PCR alelo-especifica. A classificacdo das
complicagbes e comorbidades foram realizadas segundo a Associagao
Americana de Diabetes. A retinopatia foi associada ao gendtipo GG e ao alelo
G do polimorfismo TGF-B1 codon 25 C/G e a nefropatia com menor frequéncia
do gendtipo GG do polimorfismo IL-10 -1082G/A. A hipertens&o arterial foi
associada ao gendtipo CC e ao alelo C do polimorfismo IL-10 -592C/A.
Também foi verificada uma maior frequéncia dos alelos T (TGF-B1 codon 10
T/C) e C (IL-10 -819T/C) entre os hipertensos. O polimorfismo TGF-B1 esta
associado ao IMC: o genotipo CC é o mais frequente no grupo com IMC < 25
Kg/m? e o gendtipo TC é o mais frequente no grupo com IMC = 30 Kg/m?. Os
resultados obtidos sugerem que polimorfismos em genes de citocinas estéo
relacionados as complicacbes e comorbidades no DMZ2, indicando que a

inflamacgé&o contribui para a patogénese destas alterag¢des clinicas.

Palavras-chave: diabetes mellitus tipo 2, citocinas, inflamacao, polimorfismos,
complicacdes



ABSTRACT

Diabetes mellitus is a group of metabolic disorders characterized by
hyperglycemia and it shows a high morbidity and mortality with losses in the
patients’ quality of life. In recent decades, several studies have showed that the
pathogenesis of T2D and its complications are associated with a chronic
inflammatory state and the low-grade activation of the innate immune system.
The production of pro- and anti-inflammatory cytokines as well as acute phase
markers can trigger a series of signaling pathways which culminate in insulin
resistance and the development of the disease. The aim of this study was to
evaluate the association of polymorphisms in cytokines genes (TNF-a - 308G/A,
IL-10 -1082G/A, IL-10 -819T/C, IL-10 -592C/A, TGF-B1 codon 10 T/C, TGF-B1
codon 25 C/G, IL-6 -174G/C, and IFN-y +874T/A) with retinopathy,
nephropathy, and neuropathy; as well as to hypertension, dyslipidemia, and
obesity in individuals with T2D. We selected 102 patients with clinical and
laboratorial diagnosis of T2D. The genotyping were performed by allele-specific
PCR. The classification of complications and comorbidities were applied
according to the American Diabetes Association. Retinopathy was associated
with GG genotype and G allele in TGF-1 codon 25 C/G polymorphism and the
nephropathy was associated with the lower frequency of GG genotype in IL-10 -
1082G/A polymorphism. Hypertension was associated with the CC genotype
and C allele for IL-10 -592C/A polymorphism, and higher frequencies of T and C
alleles of the TGF-f1 codon 10 T/C and IL-10 -819T/C polymorphisms,
respectively. The TGF-B1 codon 10 T/C polymorphism was associated with the
BMI groups: the CC genotype was more frequent in the group with BMI < 25
Kg/m?, while the TC genotype was more frequent in the group with BMI = 30
Kg/m?. The results suggest that polymorphisms in cytokine genes are related to
complications and comorbidities in T2D, indicating that inflammation contributes
to the pathogenesis of these clinical changes.

Keywords: type 2 diabetes, cytokines, inflammation, polymorphisms,

complications
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O diabetes mellitus (DM) pode ser definido como um grupo de disturbios
metabodlicos caracterizados pela hiperglicemia. A elevacdo dos niveis
glicémicos ocorre principalmente pela producédo deficiente de insulina pelo
pancreas ou devido a uma acgao ineficiente do horménio nos tecidos periféricos.
O DM apresenta alta morbi-mortalidade, com perdas importantes na qualidade
de vida dos pacientes, sendo uma importante causa de morte, principalmente
por insuficiéncia renal, amputagdo de membros inferiores, cegueira e doenga
cardiovascular. Segundo o Internacional Diabetes Federation (IDF) ha cerca de
371 milhdes de diabéticos no mundo e proje¢cdes indicam que esse numero
sera de 551,9 milhdes em 2030. O Brasil atualmente ocupa a quarta posi¢géo no
ranking dos paises com maior numero de diabéticos no mundo. Entre os
diferentes tipos de DM, o diabetes mellitus tipo 2 (DM2) € sem duvida o mais
prevalente, sendo responsavel por cerca de 90-95% dos casos de DM.

Recentemente, varios trabalhos tém discutido que a patogénese do DM2
e de suas complicag¢des estdo associadas a um estado inflamatério crénico de
baixo grau e a ativagdo do sistema imune inato. A produgéo de citocinas pré e
anti-inflamatodrias e de marcadores de fase aguda podem ativar uma série de
vias de sinalizagdo que culminam na resisténcia a insulina e no
desenvolvimento do DM2.

Sabe-se que 0s niveis de expressdo destas citocinas (como TNF-q,
TGF-B1, IL-10, IL-6 e IFN-y) estdo sob forte controle genético e que
polimorfismos localizados nas regides regulatérias dos seus genes podem
afetar seus niveis de producdo. Varios estudos tém sido conduzidos em
diferentes populagdes, buscando avaliar a possivel associacdo de
polimorfismos nos genes destas citocinas com as principais complicagdes
microvasculares do DM2, mas até o momento os resultados apresentam-se
discrepantes e inconclusivos.

Considerando as proporcdes epidémicas que o DM tem alcangado e
essa nova abordagem de estudo da sua patogénese, baseada na resposta
imune-inflamatédria, a avaliagdo de polimorfismos em genes de citocinas pode
servir como uma ferramenta para melhor compreensdo de como esses
marcadores inflamatérios estdo envolvidos no desenvolvimento das
complicagdes e comorbidades do DM2. Além disso, nenhum estudo molecular

ainda foi realizado na populagdo brasileira buscando investigar a possivel
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associagdo entre um grande numero de polimorfismos de citocinas e as
complicacdes microvasculares cronicas do DM2.

Desta forma, o presente trabalho objetiva avaliar a associagdo de um
amplo painel de polimorfismos em genes de citocinas e as complicagdes
microvasculares do DM2, bem como comorbidades comumente encontradas
nestes pacientes, como a hipertensao arterial, a dislipidemia e a obesidade.
Acredita-se que, no futuro, exames moleculares poderdo ser aplicados na
clinica médica para discriminar pacientes com risco aumentado de desenvolver
estas complicagcbes e também como estratégia complementar no
acompanhamento dos pacientes com DM2, o que justificam a importéncia

deste trabalho.
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2.1 Diabetes mellitus

O DM é um grupo heterogéneo de doengas que tém em comum a
hiperglicemia crénica (SAAD et al., 2007). Sua incidéncia e prevaléncia estao
alcangando propor¢des epidémicas, principalmente devido ao aumento da
prevaléncia da obesidade e do sedentarismo, do envelhecimento populacional
e do aumento da expectativa de vida dos pacientes. O DM esta associado ao
aumento do risco de danos microvasculares (retinopatia, nefropatia e
neuropatia) e macrovasculares (doengas isquémicas do coracgdo, acidente
vascular cerebral e doenga vascular periférica), além de menor qualidade de
vida (SBD, 2009).

A manutencdo da concentragdo de glicose no sangue, em um estreito
intervalo, independente dos periodos de alimentagéo e jejum, € regulada pelo
balango entre a absorgéo de glicose a partir do intestino, a produgao desta pelo
figado e a absorgdo e metabolismo nos tecidos periféricos. A insulina,
horménio polipeptidico anabdlico produzido pelas células beta do pancreas,
atua como o principal regulador da concentracdo de glicose no sangue por
estimular a sua captagdo pelo figado e pelos tecidos adiposo e muscular
esquelético, promover a conversao de glicose em glicogénio, promover a
lipogénese e a sintese proteica e inibir a producéo de glicose pelo figado e a
degradacgao de proteinas. A hiperglicemia caracteristica do DM pode ocorrer
devido a producao deficiente de insulina pelo pancreas ou devido a uma acgao
ineficiente do horménio nos tecidos periféricos, caracterizando um quadro de
resisténcia a insulina. Esta resisténcia pode apresentar-se em decorréncia de
uma menor atividade dos receptores de insulina, por uma diminuicdo no
numero destes, por alteragdes estruturais que levam a uma deficiéncia da
ligacdo insulina-receptor, ou ainda por uma diminuicdo da proteina
transportadora GLUT 4 (glucose transporter), responsavel pelo transporte de
glicose para o interior das células (SALTIEL & KAHN, 2001; BURTIS et al.,
2008; KHARDORI, 2013).

Os principais sintomas clinicos associados a hiperglicemia s&o polifagia,
poliuria, polidipsia, perda de peso e cansago. Fatores genéticos e ambientais
tém sido descritos como tendo grande importancia para o desenvolvimento do
DM (ALBERTI et al., 2007). Segundo a Sociedade Brasileira de Diabetes
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(SBD), os principais fatores ambientais associados s&o obesidade, adiposidade
abdominal, grande ingestao caldrica, sedentarismo, tabagismo e idade (SBD,
2009).

2.2 Epidemiologia do diabetes mellitus

O numero de individuos diabéticos vem aumentado em todos os paises.
De acordo com o IDF Diabetes Atlas (IDF, 2012) estima-se que ha 371 milhdes
de diabéticos em todo o mundo; portanto, a prevaléncia da doenca é avaliada
em 8,3%. Entretanto, cerca de 50% destes individuos nao s&o diagnosticados.

No ranking dos paises com maior numero de diabéticos entre 20-79
anos, o Brasil ocupa a quarta posicdo com 13,4 milhdes de individuos
portadores da doenga, ficando atras somente da China (92,3 milhdes), india
(63 milhdes) e Estados Unidos (24,1 milhdes). Estimativas apontam que em
2030 o numero de diabéticos no mundo sera de aproximadamente 551,9
milhdes, com 19,6 milhdes no Brasil (IDF, 2012).

Segundo o IDF, em 2012 cerca de 4,8 milhdes de pessoas morreram por
consequéncia de altos niveis glicémicos sendo que, 80% das mortes se
concentraram em paises de baixa e média renda e 50% das vitimas tinham
menos de 60 anos de idade. A Organizagdo Mundial de Saude (OMS) estima
que o DM sera a sétima principal causa de morte em 2030 (WHO, 2013).

Considerando a epidemia global de diabetes e seu impacto econémico e
social sobre as politicas publicas de saude, pode-se verificar que os gastos
relacionados ao DM sdo substanciais e estdo em franco crescimento. Estima-
se que em 2012 foram gastos 471 bilhdes de dolares no mundo em cuidados
de saude com o DM, o que inclui gastos diretos com internagdes hospitalares,
exames e medicamentos, bem como gastos indiretos, relacionados
principalmente a perda de produtividade dos individuos e sua morte precoce
(IDF, 2012).



2.3 Classificagao e diagnostico do diabetes mellitus

De acordo com a American Diabetes Association (ADA) o DM pode ser
classificado em: diabetes mellitus tipo 1, diabetes mellitus tipo 2, diabetes
gestacional e outros tipos especificos de diabetes (ADA, 2012).

O diabetes mellitus tipo 1 (DM1), anteriormente denominado de diabetes
insulino-dependente ou diabetes juvenil, é causado pela destruicdo auto-imune
das células beta do pancreas com a consequente perda da capacidade
secretora de insulina e deficiéncia absoluta do horménio. Corresponde a cerca
de 5-10% dos casos de DM. Ja o DM2, anteriormente denominado de diabetes
insulino-independente ou diabetes do adulto, é causado por uma combinacao
de resisténcia a acdo da insulina e resposta compensatéria inadequada da
secrecao desta e corresponde a cerca de 90-95% dos casos de DM. O
diabetes gestacional € um quadro de resisténcia e deficiéncia relativa a
insulina, diagnosticado durante a gravidez. Implica em riscos de complica¢des
no parto, mortalidade perinatal e de desenvolvimento de DM2 apés a gestagéo
e ocorre em aproximadamente 3-5% das gestag¢des. Por fim, os outros tipos
especificos de diabetes s&do aqueles de etiologias diversas como defeitos
genéticos na funcdo das células beta ou na agdo da insulina, doengas do
pancreas exocrino, endocrinopatias, induzido por medicamentos, agentes
quimicos ou infecgdes (SAAD et al., 2007; ADA, 2012).

Atualmente, os critérios de diagnostico do DM preconizados pela ADA
sdo: valor de hemoglobina glicada (HbA1c) igual ou superior a 6,5% (teste
realizado em laboratério que utiliza método certificado pelo National
Glycohemoglobin Standartization Program e padronizado com teste do
Diabetes Control and Complication Trial), dois valores de glicemia plasmatica
apos oito horas de jejum igual ou superior a 126mg/dL, valor de glicemia
plasmatica apos duas horas da ingestdo de 75g de glicose anidra dissolvida em
agua (Teste Oral de Tolerancia a Glicose - TOTG) igual ou superior a
200mg/dL, ou em pacientes com sintomas classicos ou crise hiperglicémica um

valor de glicemia aleatoria igual ou superior a 200mg/dL (ADA, 2012).



2.4 Complicag6es microvasculares do diabetes mellitus

A hiperglicemia crénica e o desenvolvimento de complicagbes
microvasculares especificas na retina, no glomérulo renal e nos nervos
periféricos s&o caracteristicas de todas as formas de DM, o que o torna a
principal causa de cegueira, doenga renal crénica e neuropatias debilitantes
(SAAD et al., 2007; SBD, 2011).

O desenvolvimento e a progressao das complicagées microvasculares
correlacionam-se com a duragdo do DM e o controle glicémico. Embora todas
as ceélulas de um paciente diabético estejam expostas a niveis elevados de
glicose, o dano hiperglicémico é limitado a alguns tipos celulares, como
cristalino, retina, glomérulos e nervos, cujo transporte de glicose ndo é mediado
pela insulina e assim apresentam hiperglicemia intracelular (SAAD et al., 2007).

A patogénese da retinopatia (RD), nefropatia (ND) e neuropatia (NR)
ainda n&o estdo completamente elucidadas. Alguns trabalhos demonstram que
disturbios metabdlicos e hemodinamicos, a ativacdo de vias inflamatérias
intracelulares em tecidos especificos, o0 estresse oxidativo e a producédo de
citocinas pro-inflamatérias podem estar associados ao desenvolvimento destas
complicagdes (PICKUP et al., 2004; SHOELSON et al., 2006; KING, 2008).

Desta forma, os principais mecanismos descritos que fazem a conexao
entre a hiperglicemia e a patogénese das complicagdes sdo: 1) fluxo continuo
de glicose pela via da aldose redutase, com consequente acumulo de sorbitol
dentro das células e lesdo vascular por efeito osmético, além do aumento do
estresse oxidativo; 2) glicagdo nédo-enzimatica de proteinas intra e
extracelulares levando a formacdo de produtos finais de glicagdo avangados
(AGEs) que modificam proteinas e componentes da matriz extracelular. Esta
glicacdo induz a produgéo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e ativam o
fator de transcricdo nuclear kapa B (NF-kB), aumentando a expressédo de
citocinas e fatores de crescimento; 3) ativacdo de isoformas da proteina
quinase C (PKC) que culmina em aumento da expressédo, principalmente, da
enzima Oxido nitrico sintase endotelial (eNOS), endotelina-1, fator de
crescimento do endotélio vascular (VEGF), fator de crescimento transformante
B1 (TGF-B1), ativacdo do NF-kB, com consequente aumento da

permeabilidade vascular, angiogénese e aumento da expressdo de genes de
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citocinas pro-inflamatorias. Todos esses eventos fisiopatolégicos induzem
edema, isquemia e neovascularizacdo na retina; proteinuria, por expansao da
matriz mesangial e glomeruloesclerose no rim; e degeneracdo axonal nos
nervos periféricos (SAAD et al., 2007; KING, 2008) (Figura 1).

HIPERGLICEMIA

! | | |

Aldose redutase Produtos finais Intermediarios Proteina quinase C
de glicagéo reativos de
avancgada oxigénio

! !

Metabdlitos reativos da glicose

! ! ! |

Ativacao de moléculas de sinalizagao celular
(ex.: proteina quinase C, proteina quinase ativada por mitdégeno, fator nuclear-kB)

! !

Altera fungao da proteina Altera expressao do gene

| |

Disfuncao e dano celular
Angiogénese anormal / Crescimento e sobrevivéncia celular anormais
Hiperpermeabilidade / Espessamento da matriz celular
Fluxo sanguineo anormal / Aumento da ades&o de leucécitos

Figura 1: Principais mecanismos pelos quais a hiperglicemia contribui para as
complicagdes do diabetes mellitus (Adaptado de: KING, 2008).

A RD é a principal causa de cegueira em pessoas em idade produtiva
em diversos paises (ABU EL-ASAR et al., 2009). Essa complicagéo tardia afeta
cerca de 60% dos individuos com DM2 com mais de 20 anos de duracdo da

doenca. Os principais fatores de risco associados ao desenvolvimento e
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progressdo da RD s&o: controle glicémico, hipertensdo, dislipidemia e
nefropatia. A classificacdo da RD € feita com base na observacgao direta da
retina, agrupando as caracteristicas das alteragdes e relacionando-as com a
chance de evolugéo para a cegueira (Quadro 1). As anormalidades retinianas
tém como ponto de partida a toxicidade que a hiperglicemia exerce sobre as
células endoteliais interferindo na integridade da barreira hemato-retiniana, o
que provoca o acumulo de células inflamatorias e o0 aumento da expresséo de
fatores de crescimento e citocinas pro-inflamatérias. A leucoestase acarreta
aumento da adesividade do endotélio, gerando areas de oclusdo capilar e
isquemia da retina. Esses sao estimulos para que as fases nao-proliferativas
da RD, caracterizadas pela presenca de microaneurismas, evoluam para a fase
proliferativa com neovascularizagdo da retina e do disco optico (SBD, 2009;
AGROIYA et al., 2013).

Quadro 1: Classificacao da retinopatia diabética (RD) e significado clinico.

Classificagao Significado clinico

Ndo apresenta lesbes e deve realizar

SemRD _
acompanhamento anual com oftalmologista.

Apresenta lesbes com chance de evolugéo
RD n&o-proliferativa leve para cegueira baixa. Deve realizar
acompanhamento anual com oftalmologista.

Apresenta lesbes mais graves, sendo
RD n&o-proliferativa moderada | necessario acompanhamento oftalmolégico
com intervalo menor que um ano.

Alta chance de evolugdo para cegueira,
RD n&o-proliferativa severa devendo-se considerar tratamento com
fotocoagulagéo.

Alta chance de evolugdo para cegueira,
devendo o paciente submeter-se a
fotocoagulagdo. Por maior possibilidade de
baixa de visdo, o estadiamento da regido de
macula independe do grau de retinopatia e
obrigatoriamente consta na classificagéo.

RD proliferativa

N&o apresenta lesdes proximas a macula. Nao

Sem maculopatia altera a frequéncia do acompanhamento
adicional.
Maculopatia aparentemente Existem alteragdes proximas a macula, mas
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presente gue ndo aumentam a chance de perda visual.
O acompanhamento deve ocorrer com prazo
inferior a seis meses.

As alteragbes estdo na parte central da
macula, induzindo a perda visual,
independentemente do estagio da retinopatia.
Indica-se tratamento.

Maculopatia presente

Adaptado de: SBD, 2009.

A ND é a principal causa de insuficiéncia renal crbnica em pacientes que
ingressam em programas de dialise e é responsavel pelo aumento da
mortalidade em varios paises (MARKS & RASKIN, 1998; SBD, 2009). A ND é
caracterizada por lesdes glomerulares, tubulares, intersticiais e vasculares
(PRASAD et al.,, 2007). Os principais fatores de risco associados ao
desenvolvimento e progressdao da ND s&o: controle glicémico, hipertenséao,
dislipidemia, retinopatia e dieta (quantidade e fonte de proteinas, assim como o
tipo de gordura ingerida) (SAAD et al., 2007). Ha varias formas de se classificar
a nefropatia, baseando-se, por exemplo, no ritmo de filtragdo glomerular,
levando-se em consideragdo os niveis de creatinina plasmatica. No entanto,
para a ND, utiliza-se comumente a classificagdo com base nos valores de
excrecao urinaria de albumina, sendo que a presenga de pequenas
quantidades deste marcador na urina representa o estagio inicial da ND,
também chamado de microalbuminuria ou nefropatia incipiente; ja o estagio
mais avancado da ND denomina-se macroalbuminuria, proteinuria ou
nefropatia instalada (Quadro 2) (SBD, 2009).

A NR esta entre as complicagdes crénicas mais comuns do DM e afeta
cerca de 50% dos pacientes (SBD, 2011). E responsavel pela piora significativa
da qualidade de vida dos individuos por incapacitagdo e diminuicdo da
sobrevida. As alteragdes neuropaticas afetam o sistema nervoso somatico e
autbnomo, sendo que suas principais formas sido representadas pela
polineuropatia sensorio-motora simeétrica e neuropatia autonémica. O
comprometimento somatico normalmente se caracteriza por dorméncia ou
queimacdo dos membros inferiores, formigamentos, pontadas, choque,
agulhadas em pernas e pés, desconforto ou dor ao toque, diminuigdo ou perda
da sensibilidade tatil, térmica ou dolorosa. Sabe-se que individuos com DM tém
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risco 15 a 40% maior de amputacdo de membros inferiores principalmente por
polineuropatia. O comprometimento autonémico se caracteriza principalmente
por alteragdes cardiovasculares (taquicardia de repouso, intolerancia ao
exercicio, hipotensao ortostatica, arritmias cardiacas), gastrintestinais (pirose,
disfagia, odinofagia, nausea, vomito, diarréia, constipacdo) e genitourinarias
(incontinéncia urinaria, disfungéo erétil, infec¢des urinarias de repeticao). Assim
como na RD e ND, a NR também tem sua patogénese ligada a causas
metabdlicas e vasculares que resultam em vasoconstrigdo, isquemia e hipdxia
com consequente perda de fibras mielinizadas e diminuigdo da velocidade de
condugao nervosa (SAAD et al., 2007; SBD, 2013).

Quadro 2: Estagios da nefropatia diabética (ND): valores de albuminuria
utilizados para o diagnostico de acordo com o tipo de amostra de urina.

Tipos de amostras de urina
. . Urina com . Amostra isolada
Estagio tempo Ur'ﬂiriz 24 (indice alb/cr)
marcado (mg/24h) mg/L mg/g
(Mg/min.)
Normoalbuminuria <20 <30 <17 <30
Microalbuminuria 20 -199 30 - 299 17 -173 30 - 299
Macroalbumintria =200 = 300* > 174* =300

*Valor de proteina total correspondente nesse estagio: =2 500mg/24h ou = 430mg/L em
amostra de urina. Adaptado de: SBD, 2009.

Considerando que muitas vezes o DM2 s6 é diagnosticado apds anos de
evolugdo das alteragdes glicémicas, € comum que logo na ocasido do
diagndstico o paciente ja apresente algum comprometimento visual, renal e/ou
nervoso. Assim, a melhor forma de prevenir as complicagées microvasculares e
suas progressdes é prevenir a obesidade, estabelecer o diagnéstico precoce
do DM2 e reconhecer precocemente as lesbes através do acompanhamento

bem orientado na anamnese, nos exames fisicos, de imagem e laboratoriais.
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2.5 Inflamacgao, obesidade e resisténcia a insulina

A inflamacédo € uma resposta adaptativa desencadeada por estimulos
nocivos, tais como infecgdes e dano tecidual (MEDZHITOV, 2008). O conceito
de que o DM2 é uma condicao inflamatdria e, portanto, associada a um estado
inflamatorio crénico de baixo grau (CROOK et al., 1993; PICKUP et al., 1997),
€ uma abordagem que tenta compreender os mecanismos que estdo
envolvidos na patogénese da doencga e suas complicagdes.

Estados inflamatdrios cronicos como o DM2 e a obesidade ndo parecem
ser desencadeados pelos eventos classicos que deflagram a inflamagao nos
casos de infecgdes e lesdes. Ao contrario, esses estados inflamatorios crénicos
parecem estar associados ao mau funcionamento tecidual, em que ha um
desequilibrio homeostatico em um ou em varios sistemas fisiologicos que nao
estao diretamente e funcionalmente relacionados a defesa do hospedeiro ou ao
reparo tecidual (MEDZHITOV, 2008; HEREDIA et al., 2012).

Os mecanismos de controle da homeostase tecidual trabalham para
assegurar que parametros metabdlicos (concentragdo de glicose, por exemplo)
sejam mantidos dentro de uma faixa aceitavel. O desvio de alguns parédmetros
para além da normalidade homeostatica resulta em uma resposta aguda que
permite uma adaptacdo transitéria as novas condicbes ou uma mudanca
adaptativa que envolve pontos de ajuste mais relevantes (MEDZHITOV, 2008).

Em condigbes basais, os tecidos sdo mantidos em homeostase
principalmente com a ajuda de macréfagos residentes. Sob condigdes nocivas,
os tecidos sdo submetidos ao estresse e ao mau funcionamento. Dependendo
da extensdo das modificagbes, o tecido recrutara macréfagos e também
recebera um aporte de outros leucdcitos e proteinas plasmaticas, configurando
uma resposta adaptativa com caracteristicas intermediarias ao estado basal e
ao estado inflamatorio propriamente dito, conhecido como para-inflamagéo. A
resposta para-inflamatéria busca restaurar a funcionalidade e a homeostase
tecidual. Entretanto, se o mau funcionamento do tecido persiste por um periodo
prolongado, esta para-inflamagédo pode se tornar crénica contribuindo para a
patogénese de doengas como o DM2. Assim, a inflamag&o crénica de baixo
grau ou para-inflamagéao contribui para a progressdo de doencgas devido as
mudangas nos ajustes homeostaticos (MEDZHITOV, 2008).
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O conceito de inflamacao relacionada as condigdes metabdlicas, como a
obesidade e resisténcia a insulina, remonta a 1993 quando HOTAMISLIGIL et
al. (1993) demonstraram que adipécitos expressam constitutivamente citocinas
pré-inflamatérias como o fator de necrose tumoral a (TNF-a), que a expressao
de TNF-a é mais elevada em animais obesos e por fim, que a neutralizacido de
TNF-a levava a diminui¢cao da resisténcia insulinica nesses animais. Também
na década de 90, CROOK et al. (1993) e PICKUP et al. (1997) mostraram que
o DM2 é uma condic¢ao inflamatdria caracterizada por elevadas concentragdes
de marcadores de fase aguda como acido sialico e interleucina (IL) 6.

A resisténcia a insulina pode ser resultado da inibicdo da via de
sinalizagdo deste horménio, levando a hiperinsulinemia devido ao aumento da
sua producdo pelas células beta numa tentativa de controlar os niveis
glicémicos (YE, 2013). No caso do DM2, esse quadro se inicia muitos anos
antes do diagnostico da doenga (KING, 2008). Estudos demonstraram aumento
da concentragdo de marcadores inflamatorios em individuos aparentemente
saudaveis que mais tarde desenvolveram o DM2 (PRADHAN et al., 2001;
THORAND et al., 2003; VOZAROVA et al., 2002), sugerindo que a inflamagéao
ocorre durante um periodo de diminuigdo da tolerancia a glicose, prévio ao
diagnostico de DM. Muitos fatores estdo relacionados ao desenvolvimento da
resisténcia a insulina, incluindo fatores genéticos e ambientais, dos quais se
pode destacar a obesidade.

A obesidade, principalmente devido ao aumento do tecido adiposo intra-
abdominal ou visceral, € um fator de risco para o desenvolvimento ndo s6 de
resisténcia a insulina, DM2, mas também de hipertensao arterial e dislipidemia
(KOPELMAN, 2000). A obesidade caracteriza-se por um estado inflamatério
cronico de baixo grau como demonstrado em estudos que observaram maior
concentragédo plasmatica de proteina C reativa (PCR), TNF-a, IL-6, inibidor do
ativador do plasminogénio 1 (PAI-1) e outros mediadores inflamatérios em
animais e pacientes obesos (SHIMOMURA et al.,, 1996; FRIED et al., 1998;
KERSHAW & FLIER, 2004; HALBERG et al., 2008). Além disso, atualmente ja
€ sabido que o tecido adiposo é um sitio de producédo de citocinas e outros
produtos bioativos como leptina, resistina e proteina quimiotatica de mondécitos
1 (MCP-1) (STEPPAN et al., 2001; FUKUHARA et al., 2005).

16



Varios mecanismos tém sido propostos para explicar como a obesidade
€ capaz de ativar vias inflamatdrias e como esses processos contribuem para o
desenvolvimento da resisténcia a insulina. Muitos trabalhos discutem que o
aumento da adiposidade ativa as quinases inflamatorias c-Jun N-terminal (JNK)
e lkapa B beta (IKKB) que fosforilam residuos de serina do substrato do
receptor de insulina 1 (IRS-1) (Ser307, Ser302), inibindo a via de sinalizagdo da
insulina (AGUIRRE et al., 2000; YUAN et al., 2001; GAO et al., 2002;
HIROSUMI et al., 2002; LEE et al., 2003b; CAl et al., 2005).

Adicionalmente, IKKB catalisa a fosforilacdo de IkBa levando a
degradacgao do complexo proteico citoplasmatico e a liberagdo do NF-kB, que
se transloca do citoplasma para o nucleo onde ativa a transcricdo de varios
genes relacionados a inflamagdo, como as citocinas pro-inflamatorias
(SHOELSON et al., 2006). Muitos estimulos podem ativar as vias JNK-AP1 e
IKKB/NF-kB (Figura 2), como as citocinas pré-inflamatorias TNF-a e IL-183, que
podem ativar essas vias através de mecanismos mediados pela interagdo com
seus receptores classicos e retroalimentam a produg¢ao de novos marcadores
inflamatorios.

Receptores de reconhecimento padrdo como o receptor tipo Toll (TLR) e
o receptor para produtos finais de glicagdo avangados (RAGE) também podem
ativar as vias JNK-AP1 e IKKB/NF-kB. Na obesidade, ha aumento dos niveis de
acidos graxos livres (AGLs) e estudos apontam que esses acidos graxos
podem se ligar a ativar o TLR4 (LEE et al., 2001; LEE et al., 2003a; GAO et al.,
2004). Aléem disso, a hiperglicemia favorece a formagdo dos AGEs que sé&o
reconhecidos pelos RAGEs. O aumento dos niveis de AGLs também contribui
para o estresse do reticulo endoplasmatico e o estresse oxidativo, este ultimo
sendo responsavel pelo aumento da produgdao de ROS principalmente por
ativar a NADPH oxidase nos adipodcitos (FURUKAWA et al., 2004; OZCAN et
al., 2004). As ceramidas sao compostos formados sob condi¢gées de estresse
celular e pelo acumulo de gorduras saturadas, e elas também contribuem para
a ativagdo das vias de JNK e IKKB (SUMMERS, 2006). As altas concentracdes
de AGLs na obesidade esta associado um excesso de diacilglicerol (DAG), que
€ um ativador endégeno de PKC, que por sua vez também ativa JNK e IKKS.
Dessa forma, a ativagdo de JNK e IKKB, por uma série de estimulos

deflagrados diante do aumento da adiposidade, induz resisténcia a insulina.
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Produtos microbianos, lipides, acidos graxos, quimiocinas, estimulos pré-inflamatérios
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Figura 2: Potenciais mecanismos envolvidos na ativagdo de vias de sinalizacéo
inflamatdrias na obesidade. A obesidade e o aumento da ingestdo de gordura ativam
as vias IKKB/NF-kB e JNK em adipdcitos, hepatdcitos e macréfagos associados. Os
estimulos que ativam essas vias incluem os ligantes para os receptores TNFR, IL-1R,
TLR ou RAGE, estresse intracelular (ROS e estresse do reticulo endoplasmatico),
ceramidas e varias isoformas de PKC. A ativacdo de IKKB induzida pela obesidade
leva a translocacdo de NF-kB para o nucleo e o aumento da expressao de mediadores
inflamatoérios que podem causar resisténcia a insulina. A ativagdo de JNK promove a
fosforilagao de residuos de serina do IRS-1 regulando negativamente a sinalizagdo da
insulina. Ha a hipétese de que a obesidade tenha influéncia sobre o fator de
transcricdo AP-1 (proteina ativadora 1) para a expressao de genes pro-inflamatérios.
IKK-B/NF-kB s&o inibidas por salicilatos, TZDs (tiazolidinedionas) e estatinas
(Adaptado de: SHOELSON et al., 2006).
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Os adipdcitos e as células do sistema imune participam do processo
inflamatdrio na obesidade. O aumento do numero de células pré-inflamatorias e
a diminuigdo do numero de células anti-inflamatérias é caracteristica da
hipertrofia do tecido adiposo (Figura 3). No tecido adiposo do magro, os
principais tipos celulares identificados sdo: macréfagos do tipo M2, eosindfilos,
células T regulatorias, células iNKT (invariant natural killer T cells) e MDSC
(myeloid-derived supressor cells). Esses tipos celulares estdo relacionados
principalmente a expresséo de citocinas anti-inflamatérias como IL-4, IL-10 e
IL-13, ativacdo alternativa de macrofagos, supressao da resposta imune e
citotoxicidade das células NK (natural killer) (OUCHI et al., 2011; XU, 2013). Ao
contrario, no tecido adiposo do obeso, os principais tipos celulares encontrados
(macrofagos do tipo M1 e neutrdfilos) estdo relacionados a um perfil pro-
inflamatdrio. Além disso, acredita-se que o aumento dos niveis de MCP-1
devido ao aumento da adiposidade seja um importante fator para o
recrutamento de células imunes (SARTIPY & LOSKUTOFF, 2003; WEISBERG
et al., 2003).

O tecido adiposo é altamente vascularizado, com muitos capilares em
contato com os adipocitos. Além disso, o tecido adiposo rapidamente se
prolifera e se expande com o aumento do estoque de nutrientes, possivelmente
usando processos semelhantes aqueles associados a angiogénese tumoral.
Além de ser importante para a expansado da gordura, a microcirculagao
desempenha um papel importante na inflamagéo do tecido adiposo. Isto porque
os leucocitos desta microcirculagdo interagem com moléculas de adesédo
celular que o endotélio passa a expressar, como a molécula de adesao
intercelular 1 (ICAM-1), molécula de ades&o vascular 1 (VCAM-1), E-selectina
ou P-selectina, que favorecem a transmigracdo destes leucdcitos para os
tecidos (HEREDIA et al., 2012).

Portanto, esta cada vez mais evidente que a ativacédo do sistema imune
inato tem um papel muito importante na patogénese do DM2 e de suas
principais complicagbes, o qual deve explicar algumas das principais
caracteristicas da doenga e abrir caminho para novas pesquisas e abordagens

terapéuticas do DM2.
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Figura 3: O aumento da adiposidade esta associado com mudangas nas populagdes
celulares do tecido adiposo. O tecido adiposo do obeso caracteriza-se pela presenca
de células com perfil pré-inflamatério. Como consequéncia, tem-se o aumento da
producdao de mediadores pro-inflamatérios, fatores quimiotaticos, e redugdo da
producao de adiponectina; resultando num quadro de resisténcia sistémica a insulina.
(Adaptado de: XU, 2013)

2.6 Polimorfismos em genes de citocinas e complicagoes
microvasculares do diabetes mellitus tipo 2

As citocinas s&o proteinas soluveis, peptideos ou glicoproteinas,
secretadas por diversos tipos celulares que participam da imunidade inata e
adquirida e medeiam diversas respostas envolvidas na imunidade e inflamacéao
(ABBAS et al., 2012). Atualmente, estudos indicam que a ativacdo do sistema
imune inato e o desenvolvimento de uma inflamacao sistémica crénica de baixo
grau estdo intimamente envolvidos ndo s6 na patogénese do DM2, conforme
discutido anteriormente, mas também de suas principais complicagbes, como
RD, ND e NR (DANDONA et al., 2004; SHOELSON et al., 2006; KING, 2008).
Segundo PICKUP & CROOK (1998), o sistema imune inato esta associado a
varios fatores como controle genético, etnia, programacgao fetal, nutricdo e
idade. Diante disto, muitos estudos tém sido conduzidos em diferentes

populagdes buscando identificar polimorfismos em genes de citocinas que
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tenham uma associacdo com o desenvolvimento das complicagcbes
microvasculares do DM2, de modo a contribuir para o melhor entendimento
sobre a patogénese e progressao destas complicagbes e busca por novos

alvos terapéuticos.

2.6.1 Fator de necrose tumoral alfa

O TNF-a é uma citocina pré-inflamatéria produzida, principalmente, por
macrofagos ativados e adipocitos (WANG et al., 2005). O gene do TNF-a
humano esta localizado no Cromossomo 6 (6p21.3)
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/gene). Tem sido demonstrada a relagdo entre os
niveis de expressdo de TNF-a, obesidade e resisténcia a insulina
(HOTAMISLIGIL et al., 1995; QI & PEKALA, 2000). De acordo com WANG et
al. (2005), o TNF-a pode causar resisténcia a insulina por estimular a lipdlise e
inibir a fosforilagdo da tirosina no IRS-1, reduzindo a captagéo de glicose nos
tecidos periféricos. O polimorfismo -308G/A (rs1800629) localizado na regiao
promotora do gene esta relacionado a variagdo nos niveis de expressao desta
citocina; o alelo -308A relaciona-se a maior expressao de TNF-a enquanto o
alelo -308G a menor expressao (KROEGER et al., 1997).

KOLLA et al. (2009), em um estudo com uma populagéo indiana com
DM2, ndo encontraram associacdo entre o polimorfismo -308G/A e a NR
quando comparado a um grupo de individuos higidos. Entretanto, ja foi descrito
que TNF-a pode induzir dano neuronal (SELMAJ et al., 1988).

Os estudos de YOSHIOKA et al. (2006) e PAINE et al. (2012a) também
nao encontraram associagao entre o referido polimorfismo de TNF-a e a RD.
YOSHIOKA et al. (2006) compararam um grupo de japoneses com DM2 e sem
evidéncia de RD, com um grupo de individuos com DM2 e RD n&o-proliferativa
e outro grupo com DM2 e RD proliferativa; ndo obtendo associagdes
significativas em nenhuma das analises. Ja PAINE et al. (2012a) compararam
um grupo de indianos com DM2 sem RD com um grupo de individuos com
DM2 e RD proliferativa. Embora esses estudos n&do tenham conseguido
associar o polimorfismo a RD, ja foi descrito que pacientes com RD proliferativa
apresentam elevados niveis de TNF-a no soro e no vitreo
(BALASUBRAMANYAM et al., 2005). Além disso, sabe-se que juntamente com
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o VEGF, o TNF-a tem papel importante na angiogénese e formagao de novos
vasos na retina de pacientes diabéticos (SULOCHANA et al., 2001).

LEE et al. (2005), em um estudo com coreanos, encontraram uma menor
frequéncia do alelo -308A no grupo de individuos com DM2 e faléncia renal
progressiva quando comparada a um grupo de diabéticos sem evidéncia de
ND. Entretanto, estudos semelhantes conduzidos com alemées (BABEL et al.,
2006) e indianos (PRASAD et al., 2007) ndo conseguiram encontrar nenhuma
associagao significativa entre o polimorfismo -308G/A e a ND. LEE et al. (2005)
sugerem que, devido a hiperglicemia, a inflamagéo sistémica e/ou intrarenal
seria importante para o desenvolvimento e progressdo da ND. Dados de outros
trabalhos corroboram com essa discussao, pois niveis séricos e urinarios de
TNF-a e IL-6 mostraram-se mais elevados em pacientes com DM2 e
microalbuminuria ou proteindria evidente, do que em pacientes diabéticos
normoalbuminuricos (SHIKANO et al., 2000; NAVARRO et al., 2003).

LINDHOLM et al. (2008), em um estudo com escandinavos, também n&o
encontraram associagao significativa entre o polimorfismo -308G/A e a RD e
ND. Entretanto, os autores relatam uma associacao entre o alelo -308A com
complicagdes macrovasculares do DM2. Neste estudo foram consideradas
complicagdes macrovasculares qualquer uma das seguintes condigdes: infarto
agudo do miocardio, angina pectoris, ataque isquémico transitorio, acidente
vascular cerebral e doencga vascular periférica. Anteriormente, VENDRELL et
al. (2003) consideraram a presenga do mesmo alelo como fator de risco para o
desenvolvimento da doenca arterial coronariana, principalmente em mulheres
com DM2.

2.6.2 Fator de crescimento transformante beta 1

O TGF-B1 € um mediador anti-inflamatério do sistema imune, produzido
pelas células T e caracterizado principalmente por seus efeitos
imunossupressores (LI et al., 2006). Além disso, o TGF-B1 pode inibir a
ativagdo de macrofagos e controlar negativamente mecanismos efetores da
imunidade inata como a produgao de citocinas pré-inflamatorias e espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio (NAIKI et al., 2005). O gene do TGF-31
humano  esta localizado no  cromossomo 19  (19913.1-13.3)
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(http://www.ncbi.nim.nih.gov/gene) e possui 7 éxons e 6 introns (FUJII et al.,
1986). Muitos loci polimorficos sdo conhecidos para o gene do TGF-31, sendo
os principais polimorfismos representados por TGF-1 codon 10 T/C e codon
25 C/G.

O polimorfismo TGF-B1 codon 10 T/C (rs1800470, T869C, Leu10Pro)
consiste de uma transi¢do de uma timina (T) para uma citosina (C) no éxon 1,
posicdo +869 do gene, resultando na substituicdo de uma Leucina (Leu) por
uma Prolina (Pro) na sequéncia do peptideo sinal. O polimorfismo TGF-31
codon 25 C/G (rs1800471, G915C, Arg25Pro) consiste de uma transicdo de
uma guanina (G) para uma citosina (C) no éxon 1, posicdo +915 do gene,
resultando na substituigdo de uma Arginina (Arg) por uma Prolina (Pro) também
na sequéncia do peptideo sinal. Essas substituigbes de aminoacidos acarretam
uma disfungcdo no transito intracelular e na eficiéncia de exportacdo da pré-
proteina que dara origem ao TGF-B1 (JIA et al., 2011). Assim, os polimorfismos
de TGF-31 citados estao relacionados a uma variacdo nos niveis de producao
desta citocina (AWAD et al., 1998; BLOBE et al., 2000; DUNNING et al., 2003).

Alguns estudos ja avaliaram a possivel associacdo entre os
polimorfismos do TGF-B1 e a ND em individuos com DM2. EL-SHERBINI et al.
(2013) em um estudo do tipo caso-controle com uma populagdo do Egito,
encontraram uma associagao entre o gendtipo TC do polimorfismo codon 10
T/C e a ND; entretanto nenhuma associacdo pode ser observada para o
polimorfismo de TGF-B1 codon 25 C/G no grupo estudado. VALLADARES-
SALGADO et al. (2010) em um estudo caso-controle com uma populagado do
México, encontrou associagdes significativas para ambos os polimorfismos e a
ND, sendo os gendtipos CC+TC (codon 10 T/C) e CC+GC (codon 25 C/G) os
mais frequentes entre os individuos com ND quando comparados aos
diabéticos sem a complicagdo. Este estudo também revelou uma associacao
entre os niveis séricos de colesterol total e triglicérides com os gendtipos CC e
TC do polimorfismo codon 10 T/C. Os autores do trabalho discutem que a
hipercolesterolemia e a hipertrigliceridemia podem causar lesdo renal pelo
dano provocado aos podocitos, ativacdo da atividade fibrinogénica e
inflamac&o. Além disso, a LDL oxidada (LDL-ox) pode estimular os receptores
de TGF-B1 causando lesdo glomerular por induzir a formagdo de células
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espumosas, que estdo associadas a glomeruloesclerose tardia e leséo
intersticial (MINAMI et al., 2000; NAKHJAVANI et al., 2010).

Resultados semelhantes foram encontrados por WONG et al. (2003) em
um estudo do tipo caso-controle em chineses. Neste trabalho, além da maior
frequéncia de gendtipos CC e TC (TGF-B1 codon 10 T/C) entre os pacientes
com ND, maiores medianas de creatinina sérica também foram associadas aos
respectivos genotipos, indicando uma associagéo do polimorfismo com a ND e
sua severidade. BURACZYNSKA et al. (2007) encontraram uma associagao
entre o gendtipo CC do polimorfismo codon 10 T/C e a ND em poloneses. Ja
em um estudo realizado com uma populacdo da Alemanha, BABEL et al.
(2006) encontraram uma associagao entre o genotipo TT do polimorfismo
codon 10 T/C e a ND, porém nenhuma associagao pode ser evidenciada para o
polimorfismo codon 25 C/G neste grupo.

Uma revisdo sistematica foi conduzida por JIA et al. (2011) incluindo 6
estudos do tipo caso-controle (1 com a populagdo caucasiana, 1 com uma
populacdo mista e 4 com a populagdo asiatica — 3 chineses e 1 indiano) que
também avaliou a associagao do polimorfismo TGF-$1 codon 10 T/C e a ND.
Os resultados mostraram que o alelo C representa aumento significativo do
risco para o desenvolvimento da ND segundo os modelos genéticos alélico,
aditivo e dominante. Entretanto, contrariando os estudos anteriormente citados,
nenhuma associacido entre o polimorfismo TGF-B1 codon 10 T/C e a ND foi
encontrada em estudos conduzidos com indianos (AHLUWALIA et al., 2009) e
com japoneses (AKAI et al., 2001).

A associagao entre o desenvolvimento da ND e a variagdo nos niveis de
producdo de TGF-B1 tem sido proposta. Um dos principais achados
histologicos da nefropatia € a expansdo da matriz extracelular nas areas
mesangiais dos glomérulos (MAUER et al., 1984). O TGF-f1 é um dos
principais fatores de crescimento que estimula a sintese de componentes da
matriz extracelular como fibronectina, colageno e proteoglicanos, além de
impedir a degradagao da matriz por diminuir a sintese de proteases e aumentar
os niveis dos inibidores de proteases (IGNOTZ & MASSAGE, 1986;
EDWARDS et al., 1987; LAIHO et al., 1987; BASSOLS & MASSAGE, 1988).
Dessa forma, o aumento dos niveis de expressao de TGF-B1 nas células renais

poderia favorecer a hipertrofia renal e o acumulo de matriz extracelular (TEN
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DIJKE & HILL, 2004). Além disso, a producdo de TGF-B1 nos rins ou em
culturas de células mesangiais e tubulares pode ser induzida por fatores que se
relacionam ao desenvolvimento da ND, como hiperglicemia (SHARMA &
ZIYADEH, 1994; HOFFMAN et al., 1998), aumento da pressé&o intraglomerular,
ativagdo do sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) e hipertenséo
(SHARMA & ZIYADEH, 1995). Estudos ja revelaram maior expressdo da
proteina TGF-1 e de seu mRNA em tecidos renais de pacientes com ND
(YAMAMOTO et al., 1993; SHARMA et al., 1997).

Outra complicagcdo do DM2 que foi associada aos polimorfismos TGF-31
codon 10 T/C e codon 25 C/G é a RD. BERANEK et al. (2002), em um estudo
do tipo caso-controle com caucasianos, encontraram uma associagao entre a
RD proliferativa e os alelos T e G, respectivamente, dos polimorfismos codon
10 T/C e codon 25 C/G do TGF-B1. A patogénese da RD proliferativa é
caracterizada pelo aumento da vasopermeabilidade, proliferacdo de células
endoteliais e angiogénese. A expressao de TGF-B1 em tecidos oculares sob
condi¢gdes de hiperglicemia pode estimular a producédo local de fatores
angiogénicos como o VEGF e o fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGF), atuar nos processos de migracado e proliferagdo celular, além de
estimular a produgéo de matriz extracelular (BERANEK et al., 2002; PAINE et
al., 2012b).

2.6.3 Interleucina 10

A IL-10 é uma citocina com efeitos predominantemente anti-inflamatoérios
e imunossupressores, produzida principalmente por células T e B, mondcitos e
macrofagos (MTIRAOUI et al, 2009). Suas agbes sobre a modulacdo da
resposta imune e inflamatoria vém da capacidade de IL-10 inibir a producéo de
citocinas pré-inflamatorias, bloquear a expressdo do complexo maior de
histocompatibilidade classe Il (MHC Il) e promover o desenvolvimento de
células T regulatorias e a proliferacéo de células B (MOORE et al., 2001). O
gene da IL-10 humana esta localizado no cromossomo 1 (1931-1932)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene). Seus niveis de expressao estdo sob um
intimo controle genético, em virtude principalmente da presengca de

polimorfismos localizados na regido promotora do seu gene. Entre esses
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polimorfismos destacam-se o -1082G/A (rs1800896), -819T/C (rs1800871) e o -
592C/A (rs1800872) (MTIRAQUI et al., 2009).

Um estudo conduzido por VAN EXEL et al. (2002) demonstrou que a
baixa capacidade de producdo de IL-10 associa-se com altos niveis de
glicemia, HbA1c, dislipidemia e DM2. A menor capacidade de producéo de IL-
10 estaria relacionada uma resposta pré-inflamatoria exacerbada, com
aumento da produgdo de TNF-a e IL-6, citocinas ja associadas ao
desenvolvimento de resisténcia a insulina (HOTAMISLIGIL et al., 1994;
HOTAMISLIGIL et al., 1996) e dislipidemia (FEINGOLD & GRUNFELD, 1992;
HOPKINS et al., 1996). Diante disso, alguns estudos tém sido conduzidos
buscando associar os polimorfismos de IL-10 com as complicagbes do DM2.

MTIRAOUI et al. (2009) avaliaram a possivel associacdo entre os
polimorfismos -1082G/A, -819T/C e -592C/A da IL-10 e a ND em um estudo
caso-controle com uma populagdo da Tunisia. Apenas para o polimorfismo -
819T/C foi encontrada diferenga significativa quando se comparou os
individuos com ND e um grupo de pacientes com DM2 sem evidéncia desta
complicagdo. No grupo com ND foi verificada menor frequéncia do gendtipo -
819TC e do alelo -819T. A analise de hapldtipo revelou menor frequéncia dos
haplétipos GTA e GTC no grupo com ND e uma analise de regresséo
multivariada demonstrou que GTA é um haplétipo de IL-10 que assume um
carater “nefro-protetor”. Estudo semelhante foi conduzido por KUNG et al.
(2010) em uma populagao de taiwaneses. Entretanto, neste estudo, a ND foi
associada apenas aos genotipos CC e AA do polimorfismo -592C/A.

KUNG et al. (2010) também avaliaram os niveis plasmaticos de IL-10 e
os resultados demonstram que maiores niveis sdo encontrados entre os
individuos com DM2 quando comparados a um grupo controle saudavel, porém
nao houve diferenga entre os niveis de IL-10 quando se comparou 0s grupos
com ND e DM2 versus o grupo apenas com DM2. Além disso, conforme os
achados de SCARPELLI et al. (2006), os individuos carreadores do genotipo
AA do polimorfismo -592C/A apresentaram menor meédia de IL-10 plasmatico
quando comparados aos de genotipo CC e CA.

ARABABADI et al. (2012) n&o encontraram associag&o do polimorfismo -
592C/A e a ND em um estudo com iranianos. Este trabalho demonstrou que o
gendtipo -592CC e o alelo -592C tém frequéncias mais altas no grupo de
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pacientes apenas com DM2 e no grupo de pacientes com DM2 e ND quando
comparados a um grupo controle higido. Porém, essa diferenga ndo se mantém
quando os grupos de pacientes sao comparados entre si. LEE et al. (2005)
também n&o observaram associacéo entre o polimorfismo -592C/A e a ND. Ja
os estudos caso-controle de BABEL et al. (2006) e ERDOGAN et al. (2012)
avaliaram a associagédo do polimorfismo -1082G/A com a ND, em alemaes e
turcos respectivamente. O primeiro encontrou associagao do gendtipo GG e a
complicagao, porém o segundo ndo conseguiu associar o polimorfismo a ND.

A patogénese da ND poderia se relacionar com a variagdo na
capacidade de producao de IL-10, devido a influéncia que esta exerce sobre a
resposta imune-inflamatoria e na producdo de citocinas pré-inflamatorias.
Entretanto, ZAMAUSKAITE et al. (1999) demonstraram uma correlagao positiva
entre os niveis de IL-10 e a albumindria entre pacientes com ND. Portanto, até
o presente momento os achados permanecem conflitantes e inconclusivos.

O polimorfismo -1082G/A foi associado a NR e a RD proliferativa em
estudos do tipo caso-controle conduzidos por KOLLA et al. (2009) e PAINE et
al. (2012a), respectivamente, em individuos indianos. Em ambos os estudos o
genotipo -1082GG e o alelo -1082G mostraram maior frequéncia entre os
individuos diabéticos que apresentavam complicagdes da doenga quando
comparados aos individuos sem a complicacdo. E importante salientar que no
estudo de KOLLA et al. (2009), o grupo controle era formado por individuos
saudaveis e nao por individuos com DM2 sem evidéncia de NR. Sabe-se que o
alelo -1082G esta associado a maiores niveis de expresséo de IL-10 enquanto
o alelo -1082A é associado com menor producdo desta citocina (TURNER et
al., 1997). KOLLA et al. (2009) discutem que a associagdo do gendtipo que
confere maior nivel de expressao da citocina a NR seria uma resposta natural
do organismo na tentativa de regular a resposta imune-inflamatoria, diminuindo,
portanto, a producdo de mediadores pro-inflamatérios.

Por outro lado, PAINE et al. (2012a) discutem a associagao do gendtipo
-1082GG com a RD proliferativa ressaltando que o aumento da expressao de
IL-10 induzida pela hiperglicemia, hipoxia e predisposicdo genética sdo parte
dos fatores que estimulam a ativagao alternativa de macrofagos, diferenciando-
os em macrofagos M2. Macrofagos M2 possuem um carater pro-angiogénico
por induzirem a produgdo de VEGF e PDGF (MANTOVANI et al., 2002;
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MANTOVANI et al., 2004; MANTOVANI et al., 2005). Além disso, tem sido
demonstrado que a IL-10 ativa a produgéo de 6xido nitrico (NO) na retina e que
a angiogénese induzida por VEGF é NO-dependente (FISCHER et al., 1999;
SENNLAUB et al., 2001). Portanto, o aumento da expressao de IL-10 pode
promover a angiogénese na RD proliferativa por impedir a infiltracdo de
macrofagos anti-angiogénicos dentro da coroide e por estimular a polarizagéo
alternativa de macrofagos (MANTOVANI et al., 2004).

2.6.4 Interleucina 6

A IL-6 € uma citocina multifuncional produzida principalmente por células
T, macrofagos, células endoteliais, células musculares lisas, adipdcitos,
hepatocitos, e mais um numero consideravel de tipos celulares (KAMIMURA et
al., 2003). Dentre as varias a¢cdes desempenhadas pela IL-6, pode-se citar a
regulagdo da produgdo de moléculas de adesdo celular e mediadores
quimiotaticos, estimulagdo da sintese de proteinas de fase aguda no figado e
mediacdo na liberacdo de outras citocinas que amplificam a resposta
inflamatoria (BARTON, 1996). O gene da IL-6 em humanos esta localizado no
cromossomo 7 (7p21) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene). O polimorfismo -
174G/C (rs1800795), localizado na regido promotora do gene, afeta sua
expressdo, onde o alelo G mostra maiores niveis de expressdo de IL-6
(FISHMAN et al., 1998). Sua influéncia sobre a patogénese das complica¢des
microvasculares do DM2 tem sido discutida, visto que a hiperglicemia parece
aumentar a expresséao de IL-6 (BAMFORTH et al., 1996).

A IL-6 é considerada um indutor da permeabilidade vascular (FUNATSU
et al., 2001) e indutor indireto da angiogénese por estimular a produc¢do de
VEGF (SULOCHANA et al., 2001). O aumento da concentracdo de IL-6 no
vitreo parece acelerar o processo de quebra da barreira hemato-retiniana
(ROWLEY & VAN NESS, 2002) e da disfungédo endotelial nos casos de RD
(SULOCHANA et al., 2001). Pacientes com DM2 e ND mostraram ter maiores
niveis plasmaticos de IL-6 em comparagéo a pacientes sem ND (SEKIZUKA et
al., 1994). Além disso, DALLA VESTRA et al. (2005) demonstraram que os
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niveis de IL-6 estdo associados com o grau de proteinuria e 0 espessamento
da membrana basal dos glomérulos.

RUDOFSKY et al. (2009), em um estudo caso-controle com um grupo de
alemaes, ndo encontraram associagao do polimorfismo -174G/C com a RD, ND
e NR quando se compararam grupos de pacientes com DM2 e portadores
destas complica¢gdes com um grupo de pacientes apenas com DM2. Do mesmo
modo, PAINE et al. (2012a) ndo observaram associacgao significativa entre esse
polimorfismo de IL-6 e a RD proliferativa, em um estudo caso-controle com
indianos. ABRAHAMIAN et al. (2007) e PAPAOIKONOMOU et al. (2013)
também ndo encontraram diferenga significativa entre as frequéncias
genotipicas e alélicas do polimorfismo -174G/C quando comparados 0s grupos
caucasianos de DM2 com e sem ND. Entretanto, uma analise de regresséo
logistica univariada no trabalho de PAPAOIKONOMOU et al. (2013) mostrou
que homozigotos -174CC tiveram menor chance de ter ND do que
heterozigotos -174GC.

Contrariando os estudos que nao associaram o polimorfismo de IL-6 -
174G/C a ND, NG et al. (2008) em um estudo caso-controle com caucasianos,
relataram uma maior e significativa frequéncia do genétipo GG em um grupo de
diabéticos com ND (presenca de faléncia renal crénica e/ou doenga renal em
estagio final) quando comparado a um grupo de pacientes com DM2 sem ND.
Entretanto, a distribuigdo de frequéncia dos gendtipos do polimorfismo -174G/C
no grupo com ND n&o estava em Equilibrio de Hardy-Weinberg. Diante dos
dados que demonstram que a frequéncia do alelo -174G é preponderante em
varias populagdes [afro-americanos (96-100%), chineses (100%), japoneses
(100%), hispéanicos (80%)] (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/index.html), estes
autores discutem que a associacdo entre o alelo -174G e o risco de
desenvolvimento da ND em pacientes com DM2 deve ser analisado sobre o
ponto de vista da presenca de um haplétipo de IL-6 no qual o alelo G esteja
presente, e ndo analisado o polimorfismo de forma isolada.

2.6.5 Interferon gama

O IFN-y é uma citocina proé-inflamatéria que tem papel na defesa contra

infecgbes virais e outros patdgenos intracelulares, além de induzir resposta
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imune mediada por mecanismos inflamatoérios (BILLIAU et al., 1998). O gene
do IFN-y humano estd localizado no cromossomo 12 (12q14)
(http://lwww.ncbi.nlm.nih.gov/gene).

Alguns estudos sugerem que o INF-y participa da patogénese do DM por
estimular a expressao de MHC classe | e Il e moléculas de adesao de varios
tipos celulares, incluindo as células beta pancreaticas (CAMPBELL et al., 1985;
SARVETNICK et al., 1988). O polimorfismo +874T/A (rs2430561) localizado no
primeiro intron do gene do IFN-y esta relacionado a uma variagao nos niveis de
expressao desta citocina. O alelo +874T correlaciona-se a maior expressao de
IFN-y devido a presencga de um sitio de ligagao para o NF-kB que exerce um
importante papel na regulagéo da atividade transcricional do gene (PRAVICA et
al., 2000). Até o momento, apenas dois estudos buscaram avaliar a possivel
associacao entre o polimorfismo INF-y +874T/A e as complicacbes do DM2.
PAINE et al. (2012b) em um estudo caso-controle com uma populacgéo da india
encontraram uma associagéo entre a RD proliferativa e o gen6tipo TT e o alelo
T do polimorfismo +874T/A quando comparado a um grupo de pacientes com
DM2 e sem RD. Os autores discutem que o aumento nos niveis de IFN-y nos
tecidos oculares pode induzir de maneira indireta a angiogénese devido a
ativagdo da expressao do VEGF (NAGINENI et al., 2003). Além disso, KOLLA
et al. (2009) encontraram uma associagao entre o gendtipo +874AA e a NR
periférica quando comparado a um grupo de individuos higidos numa
populagao indiana.

Os trabalhos apresentados nesta revisdo mostram a necessidade de se
ampliar o estudo sobre os polimorfismos de citocinas e o desenvolvimento de
complicagdes microvasculares do DM2. Além disso, cumpre ressaltar que nao
ha dados sobre a populagao brasileira, que apresenta caracteristicas genéticas
préprias, para a qual ndo é possivel extrapolar dados de frequéncia alélica de
outras populagdes com diferentes backgrounds genéticos.
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3. OBJETIVOS
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3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a associacdo de polimorfismos nos genes das citocinas TNF-q,
TGF-31, IL-10, IL-6 e IFN-y com a retinopatia, nefropatia e neuropatia, bem
como com a hipertensao arterial, dislipidemia e obesidade em pacientes com

diabetes mellitus tipo 2.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Selecionar pacientes com diabetes mellitus tipo 2 e classifica-los segundo a
presenca de retinopatia, nefropatia e neuropatia diabéticas.

= Avaliar, segundo dados clinicos e laboratoriais, a presenga de hipertensao

arterial, dislipidemia e obesidade.

= Padronizar pela técnica de reacdo em cadeia da polimerase alelo especifica
a genotipagem dos seguintes polimorfismos: TNF-a -308G/A, IL-10
-1082G/A, IL-10 -819T/C, IL-10 -592C/A, TGF-B1 codon 10 T/C, TGF-B1
codon 25 C/G, IL-6 -174G/C e IFN-y +874T/A.

= Determinar a frequéncia alélica e genotipica destes polimorfismos em cada

grupo.
= Avaliar a associagcdo destes polimorfismos com as complicacbes

microvasculares e comorbidades nos pacientes com diabetes mellitus tipo
2.
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Artigo original intitulado: Association of a large
panel of cytokine gene polymorphisms with
complications and comorbidities in type 2 diabetes
patients
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ABSTRACT

Type 2 diabetes (T2D) is associated with a state of chronic low-grade
inflammation and the synthesis and release of pro- and anti-inflammatory
cytokines and their polymorphisms may be involved in T2D pathogenesis and
its complications. We investigated the association of the cytokine
polymorphisms (TNF-a -308G/A, IL-10 -1082G/A, IL-10 -819 T/C, IL-10 -592
C/A, TGF-B1 codon 10 T/C, TGF-B1 codon 25 C/G, IL-6 -174G/C, and IFN-y
+874T/A) with the T2D microvascular complications (retinopathy, nephropathy,
and neuropathy) and comorbidities (hypertension, dyslipidemia, and obesity) in
T2D patients. This case-control study included 102 T2D patients. Cytokine
genotypes were determined by PCR-SSP using Cytokine Genotyping Tray (One
Lambda®). Diabetic retinopathy was associated with GG genotype and G allele
in TGF-B1 codon 25 C/G polymorphism (p=0.004 and p=0.018) and the
nephropathy was associated the lower frequency of GG genotype in IL-10 -
1082G/A polymorphism (p=0.049). Hypertension was associated with the CC
genotype and C allele for IL-10 -592C/A polymorphism (p=0.013 and p=0.009),
and higher frequencies of T (p=0.047) and C (p=0.033) alleles of the TGF-p1
codon 10 T/C and IL-10 -819T/C polymorphisms, respectively. The TGF-$1
codon 10 T/C polymorphism was associated with the BMI groups (p=0.026): the
CC genotype was more frequent in the group with BMI < 25 Kg/m?, while the TC
genotype was more frequent in the group with BMI = 30 Kg/m?. Our findings
suggest that TGF-B1 and IL-10 polymorphisms are involved in complications
and comorbidities in T2D patients. Our results may be relevant for future studies
aiming to predict T2D complications.

Keywords: type 2 diabetes, cytokine, inflammation, polymorphisms,

complications.
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1. INTRODUCTION

Type 2 diabetes (T2D) is the most common form of diabetes and an
increasingly prevalent metabolic disease. It is associated with microvascular
and macrovascular complications and is considered one of the major causes of
morbidity and mortality [1]. According to the International Diabetes Federation
(IDF) [2] there were approximately 370 million people worldwide with diabetes in
2012, and this number is expected to reach more than 550 million by 2030.

In recent decades several studies have shown the role of chronic low-
grade inflammation and activation of the immune system in the pathogenesis of
T2D and its complications [3-5]. However, the mechanisms by which chronic
inflammation is involved in T2D are not completely clear. It has been reported
that synthesis and release of pro- and anti-inflammatory cytokines such as
Tumor Necrosis Factor-a (TNF-a), Interleukin (IL)-10, and IL-6 [6, 7, 8], and
growth factors such as Transforming Growth Factor-f1 (TGF-B1) [9] may be
involved in pathogenesis of T2D and its complications. Single nucleotide
polymorphisms (SNPs) in the cytokine genes are usually located in their
regulatory regions and affect the levels of their expression [10, 11]. Various
studies have associated cytokine gene expression alterations with obesity,
changes in insulin sensitivity, and risk of T2D [3-5, 12].

Some works have investigated the association between the TNF-a -308
G/A polymorphism (rs1800629) and diabetic retinopathy (DRP), nephropathy
(DNP), and neuropathy (DNR) in different populations, but no significant results
were found [13-18]. DNP was associated with the polymorphisms IL-10
-592C/A (rs1800872) [19] and IL-10 -819T/C (rs1800871) [1]. In addition,
Paine et al. [14] associated the polymorphism -1082G/A (rs1800896) with DRP
and Kolla et al. [18] observed an association with DNR. The human TGF-31
gene presents two hotspot focuses: codon 10 T/C (rs1800470) and codon 25
C/G (rs1800471). Both polymorphisms were associated with DRP by Beranek
et al. [20], and EI-Sherbini et al. [21] found an association between DNP and the
codon 10 T/C polymorphism. However, IL-6 gene polymorphism -174G/C
(rs1800795) was not associated with either DRP, DNP, or DNR in studies
conducted by Rudofsky et al. [22], Abrahamian et al. [23], and Paine et al. [14].
The few studies that evaluated the association of the polymorphism IFN-y
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+874T/A (rs2430561) with diabetes complications, found association between
this polymorphism and DRP [24], and with DNR [18].

In spite of the existence of several reports examining the association of
polymorphisms in various cytokine genes, much controversy remains about
their role in diabetes complications. No studies to date have examined in a
single population a large number of polymorphisms (TNF-a -308G/A, IL-10
-1082G/A, IL-10 -819T/C, IL-10 -592C/A, TGF-p1 codon 10 T/C, TGF-B1
codon 25 C/G, IL-6 -174G/C, and IFN-y +874T/A) and their association with the
T2D complications and comorbidities.

In this study we investigated if these polymorphisms are associated with
the T2D microvascular complications (DRP, DNP, and DNR) and with
comorbidities (hypertension, dyslipidemia, and obesity) in a group of Brazilian
T2D patients.

2. MATERIAL AND METHODS

2.1. Subjects

This study was conducted with 102 Brazilian individuals, including 19
men and 83 women with clinical and laboratory diagnosis of T2D, aged from 32
to 70 years (54.99 = 8.97 years), recruited from the Clinic of Endocrinology,
Santa Casa Hospital (Belo Horizonte, Minas Gerais, Brazil) in the period of
June 2012 to September 2013. T2D diagnosis was based on the American
Diabetes Association (ADA) [25]. DRP was diagnosed by ophthalmoscopic
examination through fundoscopic examination and slitamp microscopic
examination with present lens. DNP was defined as albumin excretion rate
(AER) > 30mg/24h and without coexisting renal diseases from causes other
than diabetes; and no DNP was defined at an AER < 30mg/24h, at least 2 out
of 3 urine collections over a 3 month period. DNR was defined according to
Diabetes Control and Complication Trial (DCCT) [26] criteria. The physical
examination by neurologist and the presence of signs, symptoms (dysesthesias,
paresthesias, hypersensitivity to touch or burning pain) or absent deep tendon
reflexes configured DNR presence. Two patients could not be classified
according to the presence or absence of DNP due to lack of laboratory data.

The determination of hypertension (systolic blood pressure = 140 mmHg or
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diastolic blood pressure = 80 mmHg or use of antihypertensive drugs) and
dyslipidemia (LDL-cholesterol = 100 mg/dL, HDL-cholesterol < 50 mg/dL and
triglycerides = 150 mg/dL or treatment of hyperlipidemia) is also in accordance
with the criteria adopted by ADA [25]. Clinical data (body mass index — BMI,
T2D onset) and laboratory data (fasting and postprandial glucose, HbA1c) were
obtained from medical records.

Patients with over 70 years of age, pregnant women, clinical conditions
as cancer, autoimmune disease, recent history of heart attack, stroke or
thrombosis and acute inflammatory/infectious diseases were excluded from this
study.

The project was approved by the Ethics Committee of the Federal
University of Minas Gerais and Santa Casa Hospital. Informed consent was
obtained from all the patients.

2.2. Genomic DNA isolation and genotyping

Genomic DNA was obtained from a sample of peripheral blood collected
in EDTA. The Biopur Mini Spin kit (Biometrix®) was used for the DNA extraction.
The polymorphisms were determined using the Cytokine Genotyping Tray kit
(One Lambda®) which employs Polymerase Chain Reaction - Sequence
Specific Primers (PCR-SSP), followed by electrophoresis in 2.5% agarose gel
stained with GelGreen Stain (Biotium®).

For association analyses of polymorphisms, patients were divided into
groups according to the complication (DRP, DNP, DNR) and comorbidity
presented (hypertension, dyslipidemia, BMI — categorized into BMI < 25 Kg/m?,
BMI 25-30 Kg/m?, and BMI = 30 Kg/m?).

2.3. Statistical analysis

Deviations from Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) were tested using an
exact test (available at: http://genepop.curtin.edu.au/genepop_op1.html). All of
the statistical analyses were performed with Statistical Package of the Social
Sciences (SPSS) version 13.0. The analysis of normality was performed by
Shapiro-Wilk test. Data are presented as mean + standard deviation (normal
variables), median (interquartile range - IQR) (no normal variables), or
percentage of total (categorical variables).
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Differences in the allele and genotype frequencies between the groups
(DRP, DNP, DNR, hypertension, dyslipidemia, and BMI) were tested by
Pearson’s x’-test or Fisher’s exact test with residuals test for three groups. For
normal variables, Student’s t-test was used to determine differences in means;
for no normal variables, Kruskal-Wallis and Mann-Whitney tests were used to
determine differences in medians.

IL-10 haplotype estimation was done by software Phase 2.1. We
excluded haplotypes whose frequency was less than 5%. The differences in the
haplotype frequencies between the groups (DRP, DNP, DNR, hypertension,
dyslipidemia, and BMI) were tested by y*test. P value <0.05 was considered

statistically significant.

3. RESULTS

The T2D patients were classified according to the complications listed
above. As expected, individuals with DRP were older than those without this
complication (p=0.013). A slight tendency toward higher fasting glucose was
observed in patients with DRP (p=0.074), however postprandial glucose level
was significantly increased in this group (p=0.013) when compared to
individuals without DRP. This complication was significantly more frequent in
patients with more than 10 years since T2D diagnosis when compared to
patients diagnosed less than 5 or between 5 and 10 years earlier (p<0.0001).
Moreover, BMI was decreased in DRP patients (p<0.0001). No significant
difference was observed between the groups regarding gender, HbA1c, and the
frequency of hypertension and dyslipidemia (p>0.05) (Table 1).

T2D patients with DNP presented significantly increased fasting and
postprandial glucose levels, and HbA1c%. As seen in the DRP group, patients
with nephropathy were older and the BMI was lower than the group without this
complication (p<0.0001 for both). Patients with T2D onset >10 years were the
most frequent group presenting DNP (p=0.001). No significant differences were
observed for gender, hypertension, and dyslipidemia frequencies between DNP
positive and negative patients, similarly to the results for the DRP group
reported above (Table 2).
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Regarding DNR, we observed a significant difference concerning age
and gender between the groups presenting this complication or not (p=0.012
and p=0.003, respectively). DNR occurred more frequently in older and in
female patients. The other variables were not significantly different between
DNR positive and negative patients (p>0.05), although a trend toward more
dyslipidemic individuals was observed in the DNR group (p=0.079) (Table 3).

Next, we performed an analysis of genotype and allele frequencies
involving a large number of polymorphisms for cytokine genes including TNF-a,
IL-10, TGF-B1, IL-6, and INF-y for all complication groups. We found that all
polymorphisms were under Hardy-Weinberg equilibrium (p>0.05 for all).

We observed that DRP is associated with the GG genotype and G allele
in TGF-B1 codon 25 C/G polymorphism (p=0.004 and p=0.018). The DRP
patients presented the following genotype and allele frequencies: GG 92.42%,
GC 6.06%, CC 1.52%, G 95.45%, and C 4.55%; whereas patients without DRP
showed the frequencies: GG 72.22%, GC 27.78%, CC 0%, G 86.11%, and C
13.89%. In addition, DNP is associated with lower frequency of GG genotype in
IL-10 -1082G/A polymorphism (p=0.049). The frequencies observed were:
patients with DNP — GG 8.75%, GA 50.00%, AA 41.25%, and patients without
DNP — GG 25.00%, GA 25.00%, AA 50.00%. No other polymorphism was
associated with DRP, DNP, or DNR (Supplementary material — Table 1).

Since IL-10 -1082G/A polymorphism showed association with DNP, an
analysis of haplotype frequencies of IL-10 polymorphisms (-1082G/A, -819T/C,
and -512C/A) was performed in the patients grouped according to their T2D
complications. However, no haplotype was associated with DRP, DNP, or DNR
(Table 4).

Interestingly, individuals who presented the AA genotype in IFN-y
+874T/A polymorphism presented lower fasting glucose levels when compared
to the other genotypes: TT [median (IQR) = 146.0 (106.0) mg/dL], TA [134.0
(65.0) mg/dL] and AA [114.0 (53.5) mg/dL]; [TT x TA (p=0.783); TT x AA
(p=0.045); TA x AA (p=0.015)].

The patients also were evaluated according to the presence of
comorbidities such as hypertension, dyslipidemia, and BMI categories
concerning the presence of the same polymorphisms. The analysis of the
genotype frequencies revealed the association of hypertension with the CC
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genotype and C allele for IL-10 -592C/A polymorphism (p=0.013 and p=0.009,
respectively). The frequencies observed were: patients with hypertension (CC
50.00%, CA 39.36%, AA 10.54%, C 69.68%, and A 30.32%) and patients
without hypertension (CC 25.00%, CA 25.00%, AA 50.00%, C 37.50%, and A
62.50%). A higher frequency of T allele for the TGF-B1 codon 10 T/C (p=0.047)
and C allele for the IL-10 -819 T/C (p=0.033) were also observed in patients
with hypertension.

Moreover, a significant association was found between the polymorphism
TGF-B1 codon 10 T/C and BMI groups (p=0.026). The CC genotype was more
frequent in the group with BMI < 25 Kg/mz, while the TC genotype was more
frequent in the group with BMI = 30 Kg/mz. No difference was found in the
group with BMI 25-30 Kg/m?. The frequencies observed were: BMI < 25 Kg/m?
(TT 26.32%, TC 42.10%, and CC 31.58%); BMI 25-30 Kg/m? (TT 48.00%, TC
40.00%, and CC 12.00%), and BMI = 30 Kg/m? (TT 31.04%, TC 62.07%, and
CC 6.89%). We also found a trend for association of the polymorphism IL-10 -
592C/A and the BMI groups (p=0.058). In this case, the AA genotype was less
frequent in the BMI = 30 Kg/m2 group. No other polymorphism was associated
with hypertension, dyslipidemia, or BMI categories (Supplementary material —
Table 2).

Since IL-10 -592C/A polymorphism showed an association and a
tendency for association with hypertension and BMI groups, respectively, an
analysis of haplotype frequencies for IL-10 polymorphisms (-1082G/A, -819T/C,
and -512C/A) was performed in the patients grouped according to T2D
comorbidities. For this analysis, BMI was categorized into two groups: BMI < 30
Kg/m? and BMI = 30 Kg/m® However, no haplotype was associated with
hypertension, dyslipidemia, and BMI categories (Table 4).

4. DISCUSSION

This study investigated the association of cytokine gene polymorphisms
in T2D patients including T2D complications: DRP, DNP, and DNR; as well as
comorbidities commonly observed in these patients: hypertension, dyslipidemia,
and obesity.

41



When the patients were grouped according to T2D complications, the
clinical and laboratory characteristics revealed, as expected, that DRP, DNP,
and DNR are more common in older individuals with longer diagnostic T2D,
because of their association with disease progression. Significant difference in
the levels of postprandial glucose was observed in the DRP and DNP cases
when compared to the T2D group without complications. Higher levels of fasting
glucose and HbA1c were found significant in the DNP group. These results
suggest a relationship between the hyperglycemic status and the development
of microvascular complications of T2D. Although higher levels of fasting
glucose, postprandial glucose, and HbA1c were observed in patients with DNR,
these levels were not significantly different from those found in T2D individuals
without this complication. The small sample of individuals presenting DNR may
explain the lack of significance concerning these variables in this group.

Patients with DRP and DNP showed lower BMI when compared to
individuals without these complications. These findings seem contradictory,
because obesity is considered a main risk factor for T2D and its complications
[27]. This inconsistency may be explained by the fact that individuals with higher
BMI were also those with shorter T2D onset and therefore presented fewer
complications (data not shown). Curiously, a higher frequency of women was
observed in the DNR group, although the reason underlying this observation is
not clear. Studies involving a much larger sample may be necessary to confirm
this finding and explore the possible causes for this observation.

DRP is the most frequent cause of newly detected cases of blindness in
adults [25]. In the present study, DRP was associated with the GG genotype
and G allele of TGF-B1 codon 25 C/G polymorphism. This polymorphism is
located in the region of the gene encoding the signal peptide and causes a
change in the amino acid sequence (G/Arg — C/Pro) [28]. The G (Arg) allele
has been associated with increased TGF-1 production [29]. TGF-B1 modulates
ocular cell migration and proliferation by inducing fibroblast growth factor-like
and platelet-derived growth factor, which accelerate the process of retinal
neovascularization [30]. TGF-B1 is also involved in extracellular matrix
deposition (an essential step in new vessel formation) and stimulates
angiogenesis in patients with ischemia and proliferative DRP [31]. Another
case-control study with T2D patients with diabetic proliferative retinopathy found
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an association of the polymorphisms TGF-B1 codon 25 C/G (G allele) and TGF-
B1 codon 10 T/C (T allele) with proliferative diabetic retinopathy [20]. Although
the present study did not find significant association with other polymorphisms,
the studies published by Paine et al. [14, 24] showed the association of the
polymorphisms IL-10 -1082G/A and IFN-y +874T/A with proliferative diabetic
retinopathy. This discrepancy may be due to the genetic background of the
populations studied since Paine et al. [14, 24] evaluated Indian ethnic groups.

DNP is a common cause of end-stage renal disease and the major cause
of morbidity and premature mortality in patients with T2D [25]. Structurally, DNP
is characterized by renal hypertrophy, mesangial matrix expansion,
glomerulosclerosis, and tubulointerstitial fibrosis [32]. Recently, it has become
evident that chronic inflammatory mechanisms contribute to the development
and progression of DNP, such as infiltration of renal compartments by
lymphocytes and monocytes (or macrophages) as well as local production of
cytokines and chemokines in the kidney [33, 34]. Studies have observed that
acute phase markers of inflammation (C reactive protein, fibrinogen, and IL-6)
were correlated to proteinuria in T2D patients [35, 36] and showed that
increased TNF-a levels were linked with DNP progression [37]. In our study,
DNP was associated with lower frequency of GG genotype polymorphism IL-10
-1082G/A, which is related with higher expression of this cytokine. In fact, IL-10
is an anti-inflammatory cytokine and down-regulates pro-inflammatory
production of TNF-q, IL-6, and MCP-1 [38]. Thereby, lower production of IL-10
may be associated with a high production of pro-inflammatory cytokines and an
exacerbated inflammatory response with subsequent renal injury in T2D
patients. Previous studies revealed the association of other polymorphisms of
IL-10 with DNP. Ezzidi et al. [1], in a case-control study with T2D patients from
Tunisia, found a higher frequency of T allele (IL-10 -819T/C) in the group with
DNP. Kung et al. [19] found higher frequency of the genotypes AA and CC for
the IL-10 -592C/A polymorphism in individuals with the DNP in a Taiwanese
population. In contrast to the current results, no association was found between
the IL-10 -1082G/A polymorphism and DNP in patients from Turkey [39]. Thus,
it is possible that the different polymorphisms may reflect the genetic
background of the population studied.
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IFN-vy is a pivotal pro-inflammatory cytokine implicated in the induction of
immune mediated inflammatory response [40]. Studies suggest that IFN-y
participates in the pathogenesis of diabetes mellitus by up-regulating the
expression of MHC | / MHC Il antigens and adhesion molecules on pancreatic 3
cells [41, 42]. Herein we report an association between the AA genotype
polymorphism IFN-y +874T/A with lower glucose levels than those presented by
patients carrying other genotypes. It is known that the allele +874T is
associated to high IFN-y levels, whereas the allele +874A is associated to low
production of this cytokine [18]. Thus, decreased expression of IFN-y may
contribute to the down-regulation inflammatory response in T2D patients and
consequently to allowing better glycemic control.

It is known that obesity and visceral fat contribute to the development of
hypertension, insulin resistance, and diabetes mellitus [27]. Typically
hypertension is a clinical condition commonly present in the patient at diagnosis
of T2D, and the elevation of blood pressure often occurs before the onset of
microalbuminuria [43]. In our study we found an association between the CC
genotype and C allele for IL-10 -592C/A polymorphism and hypertension;
furthermore we found a trend for association of the same polymorphism and
BMI groups, since the -592AA genotype was less frequent in the obese T2D
patients. In addition, we observed an association between the C allele for the
IL-10 -819 T/C polymorphism and patients with hypertension. For both IL-10
polymorphisms the C allele is related with higher expression levels of this
cytokine. Fichtlscherer et al. [44] reported that increased IL-10 levels were
associated with improved systemic endothelial vasoreactivity in patients with
elevated serum CRP levels, a condition commonly observed in T2D patients.
Furthermore, Zeyda et al. [45] demonstrated that human adipose tissue
macrophages (ATMs) produce high levels of IL-10. Consequently, increased
levels of IL-10 could be associated with an exacerbated inflammatory profile in
which the balance between pro- and anti-inflammatory cytokines contributes to
chronic low-grade inflammation observed in obesity and T2D, as well as being
involved in increased blood pressure.

Obesity also showed a relation to TGF-1 codon 10 T/C polymorphism.
The CC genotype was more frequent in the group with BMI < 25 Kg/m?, while
the TC genotype was more frequent in the group with BMI = 30 Kg/m? This
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polymorphism consists of a T—C transition at nucleotide 29 in the region
encoding the signal peptide sequence, which results in a Leu—Pro substitution
at amino acid 10. Studies have shown that the C allele increases the production
of the TGF-B1 protein [46, 47]. The TGF-B1 is a multifunctional cytokine and
shows anti-inflammatory action such as suppressing generation of free radicals,
as well as vasculoprotective properties [48]. TGF-B1 can inhibit the adhesion
and transmigration of neutrophils and T cells to the endothelium, inhibit
production of adhesion molecules by the endothelial cells, and inhibit
macrophage foam cell formation [49-52]. The higher frequency of the CC
genotype found in patients with a BMI < 25 Kg/m? suggests that the increased
expression of TGF-B1 and its potential anti-inflammatory effect can facilitate the
control of adiposity, since obese individuals have higher frequency TC
genotype.

A higher frequency of T allele for the TGF-B1 codon 10 T/C was
observed in T2D patients with hypertension. Although some studies have
demonstrated that TGF-B1 is associated to increased risk of essential
hypertension through the stimulation of endothelin-1 expression in the vascular
endothelium, release of renin from the juxtaglomerular cells in the kidney, and
regulation of angiotensin |l expression [53-55], no study has evaluated the
impact of this polymorphism on hypertension in diabetic patients. Thus, our
results suggest that lower expression of TGF-B1 could predispose to diabetic
hypertension due to lack of anti-inflammatory and protective TGF- 31 effects in

vascular endothelium.

5. CONCLUSION

In conclusion, this is the first study to evaluate the association of a large
panel of polymorphisms of cytokine genes with complications and comorbidities
in T2D patients. However, the small sample of this study is considered a
limitation and further studies including clinical classifications concerning
nonproliferative/proliferative DRP and autonomic/chronic sensorimotor DNR
may improve our current understanding about the link between the cytokine
polymorphisms, their expression levels, and the development or progression of
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these complications. Taken together, our results may be relevant for future
molecular studies aiming to predict possible T2D complications.
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Table 1: Clinical and laboratorial characteristics in T2D patients considering
retinopathy (DRP).

Diabetic retinopathy

Variables
Yes (n =66) No (n =36) p
Age (years) 57.00 (12.00) | 52.50 (15.00) 0.013*
Gender (male/female) % 22.73/77.27 | 11.11/88.89 0.150
BMI (Kg/m?) 29.95 +5.90 37.17 £6.95 <0.0001*
Hypertension (Yes/-No) % 89.39/10.61 97.22/2.78 0.254
Dyslipidemia (Yes/No) % 95.45/4.55 91.67/8.33 0.663
Fasting glucose (mg/dL) 143.00 (97.00) | 118.00 (62.75) 0.074
Postprandial glucose (mg/dL) | 225.00 (96.50) [144.50 (130.00) 0.013*
HbA1c (%) 9.28 +1.62 8.31+2.35 0.104
T2D onset (years) %
<5 7.58° 45.46
5-10 12.12 18.18 <0.0001*
210 80.30° 36.36

BMI (Body Mass Index), HbA1c (Glycated Hemoglobin)

Normal variables (BMI and HbA1c): the data are shown as mean * standard deviation

No normal variables (age, fasting glucose, and postprandial glucose): the data are shown as median

(interquartile range)

Categorical variables (gender, hypertension, dyslipidemia, and T2D onset): the data are shown as

“percentage of total”

*p<0.05 was considered statistically significant
3(more frequent); °(less frequent) — residual analysis
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Table 2: Clinical and laboratorial characteristics in T2D patients considering

nephropathy (DNP).
Diabetic nephropathy
Variables
Yes (n =80) No (n =20) p
Age (years) 58.00 (13.00) 50.50 (9.00) <0.0001*
Gender (male/female) % 21.25/78.75 10.00/90.00 0.348
BMI (Kg/m?) 30.48 £ 6.06 40.55 £ 5.23 <0.0001*
Hypertension (Yes/ No) % 90.00/10.00 100.00/0 0.204
Dyslipidemia (Yes/No) % 96.25/3.75 85.00/15.00 0.092
Fasting glucose (mg/dL) 143.00 (97.50) | 117.00 (55.50) 0.027*
Postprandial glucose (mg/dL) [214.00 (107.50) | 144.50 (122.25) 0.045*
HbA1c (%) 9.24 +1.88 7.73+1.84 0.006*
T2D onset (years) %
<5 11.54° 47.37
5-10 14.10 15.79 0.001*
210 74.36° 36.84

BMI (Body Mass Index), HbA1c (Glycated Hemoglobin)

Normal variables (BMI and HbA1c): the data are shown as mean * standard deviation

No normal variables (age, fasting glucose, and postprandial glucose): the data are shown as median
(interquartile range)

Categorical variables (gender, hypertension, dyslipidemia, and T2D onset): the data are shown as
“percentage of total”

*p<0.05 was considered statistically significant

3(more frequent); °(less frequent) — residual analysis
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Table 3: Clinical and laboratorial characteristics in T2D patients considering
neuropathy (DNR).

Diabetic neuropathy
Variables
Yes (n =42) No (n =60) p
Age (years) 58.00 (12.00) | 53.50 (15.00) 0.012*
Gender (male/female) % 4.76/95.24 28.33/71.67 0.003*
BMI (Kg/m?) 30.89 £5.79 33.84 +7.87 0.356
Hypertension (Yes/-No) % 90.48 /9.52 93.33/6.67 0.714
Dyslipidemia (Yes/No) % 100.00/0 90.00/10.00 0.079
Fasting glucose (mg/dL) 145.00 (95.00) | 125.50 (68.00) 0.711
Postprandial glucose (mg/dL) | 226.00 (100.00) [ 185.00 (107.25) 0.195
HbA1c (%) 9.22+£2.04 8.71+£1.90 0.969
T2D onset (years) %
<5 15.00 23.73
5-10 12.50 15.25 0.471
210 72.50 61.02

BMI (Body Mass Index), HbA1c (Glycated Hemoglobin)
Normal variables (BMI and HbA1c): the data are shown as mean * standard deviation
No normal variables (age, fasting glucose, and postprandial glucose): the data are shown as median

(interquartile range)

Categorical variables (gender, hypertension, dyslipidemia, and T2D onset): the data are shown as

“percentage of total”

*p<0.05 was considered statistically significant
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Table 4: Haplotype distribution of IL-10 promoter gene (-1082G/A, -819T/C, and

-592C/A) in T2D patients considering complications and comorbidities.

T2D complications / Haplotypes a b c
comorbidities ACC% ATA% GCC% P P P
Yes (n=66) 31.07 34.08 34.08
Retinopathy 0.778 0.563 0.778
No (n=36) 34.86 29.03 35.98
Yes (n=80) 32.52 33.11 33.73
Nephropathy 0.832 0.750 0.916
No (n=20) 32.58 29.92 37.42
Yes (n=42) 29.77 38.08 30.94
Neuropathy 0.670 0.300 0.550
No (n=60) 34.22 28.28 37.44
_ Yes (n=94) 34.06 30.30 35.62
Hypertension 0.418 0.204 0.418
o (n=8) 12.71 55.79 24.54
o _ Yes (n 96) 32.36 32.22 34.82
Dyslipidemia 1.000 1.000 1.000
0 (n=6) 34.02 32.46 32.54
< 30 (n=44) 28.54 37.36 32.82
BMI 0.480 0.344 0.825
> 30 (n=58) 35.36 28.43 36.19

BMI (Body Mass Index): Kg/m?

p<0 05 was considered statistically significant

p ACC versus (ATA + GCC)
p ATA versus (ACC + GCC)
p®: GCC versus (ACC + ATA)
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SUPPLEMENTARY MATERIAL

Table SM1: Distributions of genotypes and alleles frequencies in T2D patients considering complications.

Polymorphisms

Retinopathy

Nephropathy

Neuropathy

Yes (n=66) (%) No (n=36) (%) p |Yes (n=80) (%) No (n=20) (%) p |Yes (n=42) (%) No (n=60) (%) p
Genotypes
GG 49 (74.24) 29 (80.56) 61 (76.25) 16 (80.00) 36 (85.71) 42 (70.00)
GA 17 (25.76) 6(16.67) 0252 | 19 (23.75) 3(15.00) 0.164 | 6(14.29) 17 (28.33)  0.118
TNF-a -308G/A
AA 0 1(2.77) 0 1 (5.00) 0 1(1.67)
(rs1800629)
Alleles
G 115 (87.12) 64 (88.89) 141 (88.13) 35 (87.50) 78 (92.86) 101 (84.17)
0.713 1.000 0.062
A 17 (12.88) 8 (11.11) 19 (11.87) 5 (12.50) 6 (7.14) 19 (15.83)
Genotypes
TT 25 (37.88) 10 (27.78) 28 (35.00) 6 (30.00) 13 (30.95) 22 (36.67)
TGF-B1 codon 10 TC 31 (46.97) 23 (63.89) 0.246 40 (50.00) 13 (65.00) 0.363 23 (54.76) 31(51.67) 0.814
Tic CC 10 (15.15) 3(8.33) 12 (15.00) 1 (5.00) 6 (14.29) 7 (11.66)
T 81 (61.36) 43 (59.72) 96 (60.00) 25 (62.50) 49 (58.33) 75 (62.50)
0.819 0.772 0.549
C 51 (38.64) 29 (40.28) 64 (40.00) 15 (37.50) 35 (41.67) 45 (37.50)
Genotypes
TGF-B1 codon 25
Bsaden GG 61(92.42) 26 (72.22) 69 (86.25) 16 (80.00) 34 (81.00) 53 (88.33)
(rs1800471) GC 4 (6.06) 10 (27.78)  0.004 10 (12.50) 4 (20.00) 0.578 8 (19.00) 6 (10.00)  0.307
cc 1 (1.52) 0,0 1 (1.25) 0 0 1 (1.67)
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Alleles

G 126 (95.45) 62 (86.11) 148 (92.50) 36 (90.00) 76 (90.48) 112 (93.33)
0.018* 0.532 0.455
C 6 (4.55) 10 (13.89) 12 (7.50) 4 (10.00) 8 (9.52) 8 (6.67)
Genotypes
GG 8 (12.12) 4 (11.11) 7 (8.75) 5 (25.00) 3(7.14) 9 (15.00)
GA 29 (43.94) 18 (50.00)  0.841 40 (50.00) 5 (25.00) 0.049*| 20 (47.62) 27 (45.00) 0.474
IL-10 -1082G/A
AA 29 (43.94) 14 (38.89) 33 (41.25) 10 (50.00) 19 (45.24) 24 (40.00)
(rs1800896)
Alleles
G 45 (34.09) 26 (36.11) 54 (33.75) 15 (37.50) 26 (30.95) 45 (37.50)
0.772 0.655 0.334
A 87 (65.91) 46 (63.89) 106 (66.25) 25 (62.50) 58 (69.05) 75 (62.50)
Genotypes
TT 10 (15.15) 3 (8.33) 11 (13.75) 2 (10.00) 8 (19.05) 5(8.33)
TC 25 (37.88) 15(41.67) 0.613 31 (38.75) 8 (40.00) 0.905 16 (38.10) 24 (40.00) 0.266
IL-10 -819T/C
CcC 31 (46.97) 18 (50.00) 38 (47.50) 10 (50.00) 18 (42.85) 31 (51.67)
(rs1800871)
Alleles
T 45 (34.09) 21 (29.17) 53 (33.13) 12 (30.00) 32 (38.10) 34 (28.33)
0.472 0.706 0.142
C 87 (65.91) 51 (70.83) 107 (66.87) 28 (70.00) 52 (61.90) 86 (71.67)
Genotypes
CcC 31 (46.97) 18 (50.00) 38 (47.50) 10 (50.00) 18 (42.86) 31 (51.67)
IL-10 -592C/A CA 24 (36.36) 15(41.67) 0.498 30 (37.50) 8 (40.00) 0.847 15 (35.71) 24 (40.00) 0.165
(rs1800872) AA 11 (16.67) 3(8.33) 12 (15.00) 2 (10.00) 9(21.43) 5(8.33)
Alleles
C 86 (65.15) 51(70.83) 0.409 | 106 (66.25) 28 (70.00) 0.652 51 (60.71) 86 (71.67) 0.101
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A 46 (34.85) 21 (29.17) 54 (33.75) 12 (30.00) 33 (39.29) 34 (28.33)
Genotypes
GG 46 (69.69) 23 (63.89) 55 (68.75) 13 (65.00) 27 (64.29) 42 (70.00)
GC 15 (22.73) 11 (30.56)  0.692 19 (23.75) 6 (30.00) 0.808 12 (28.57) 14 (23.33)  0.891
IL-6 -174G/C
CcC 5 (7.58) 2 (5.55) 6 (7.50) 1 (5.00) 3(7.14) 4 (6.67)
(rs1800795)
Alleles
G 107 (81.06) 57 (79.17) 129 (80.63) 32 (80.00) 66 (78.57) 98 (81.67)
0.745 0.929 0.584
C 25 (18.94) 15 (20.83) 31 (19.37) 8 (20.00) 18 (21.43) 22 (18.33)
Genotypes
TT 10 (15.15) 3(8.33) 10 (12.50) 3 (15.00) 4 (9.52) 9 (15.00)
TA 30 (45.45) 15(41.67) 0.465 38 (47.50) 6 (30.00) 0.363 17 (40.48) 28 (46.67) 0.455
INF-y +874T/A
AA 26 (39.39) 18 (50.00) 32 (40.00) 11 (55.00) 21 (50.00) 23 (38.33)
(rs2430561)
Alleles
T 50 (37.88) 21 (29.17) 58 (36.25) 12 (30.00) 25 (29.76) 46 (38.33)
0.212 0.459 0.206
A 82 (62.12) 51 (70.83) 102 (63.75) 28 (70.00) 59 (70.24) 74 (61.67)

*p<0.05 was considered statistically significant
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Table SM2: Distributions of genotypes and alleles frequencies in T2D patients considering comorbidities.

Polymorphisms

Hypertension

Dyslipidemia

BMI

<25Kg/m® 25 - 30 Kg/m®

> 30 Kg/m?

= o = o = o = o
Yes (n=94) (%) No (n=8) (%) ¢] Yes (n=96) (%) No (n=6) (%) p (n=19) (%)  (n=25) (%) (n=58) (%) ¢]
Genotypes
GG 71 (75.53) 7 (87.50) 73 (76.04) 5(83.33) 14 (73.68) 22 (88.00) 42 (72.41)
GA 22 (23.40) 1(12.50) 0.704 22 (22.92) 1(16.67) 1.000| 5 (26.32) 3 (12.00) 15 (25.86) 0.625
TNF-a -308G/A
AA 1(1.07) 0 1(1.04) 0 0 0 1(1.73)
(rs1800629)
Alleles
G 164 (87.23) 15 (93.75) 168 (87.50) 11 (91.67) 33 (86.84) 47 (94.00) 99 (85.34)
0.699 1.000 p?,p°,p°>0.05
A 24 (12.77) 1(6.25) 24 (12.50) 1(8.33) 5(13.16) 3 (6.00) 17 (14.66)
Genotypes
TT 34 (36.17) 1 (12.50) 34 (35.42) 1(16.67) 5 (26.32) 12 (48.00) 18 (31.04)
TC 50 (53.19) 4 (50.00) 0.073 50 (52.08) 4 (66.66) 0.858| 8 (42.10) 10 (40.00) 36 (62.07)a 0.026*
TGF-B1 codon 10 T/C
cC 10 (10.64) 3 (37.50) 12 (12.50) 1(16.67) 6 (31.58)a 3 (12.00) 4 (6.89)b
(rs1800470)
Alleles
T 118 (62.77) 6 (37.50) 118 (61.46) 6 (50.00) 18 (47.37) 34 (68.00) 72 (62.07)
0.047* 0.430 p?,p°,p°>0.05
C 70 (37.23) 10 (62.50) 74 (38.54) 6 (50.00) 20 (52.63) 16 (32.00) 44 (37.93)
Genotypes
GG 80 (85.11) 7 (87.50) 82 (85.42) 5(83.33) 16 (84.21) 21(84.00) 50 (86.21)
TGF-B1 codon 25 C/G
GC 13 (13.83) 1 (12.50) 1.000 13 (13.54) 1(16.67) 1.000| 3(15.79) 3 (12.00) 8 (13.79) 0.613
(rs1800471)
cC 1 (1.06) 0 1(1.04) 0 0 1 (4.00) 0
Alleles
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G 173(92.02) 15 (93.75) 177 (92.19) 11 (91.67) 35(92.11)  45(90.00) 108 (93.10)
1.000 1.000 p?,p°,p°>0.05
c 15 (7.98) 1 (6.25) 15 (7.81) 1(8.33) 3(7.89) 5 (10.00) 8 (6.90)
Genotypes
GG 12 (12.77) 0 11 (11.46) 1 (16.67) 2 (10.53) 2 (8.00) 8 (13.79)
GA 43 (45.74) 4(50.00) 0.694 | 45 (46.88) 2(33.33) 0.870| 11(57.89) 10 (40.00) 26 (44.83) 0.677
IL-10 -1082G/A
AA 39 (41.49) 4 (50.00) 40 (41.66) 3 (50.00) 6(31.58)  13(52.00) 24 (41.38)
(rs1800896)
Alleles
G 67 (35.64) 4 (25.00) 67 (34.90) 4 (33.33) 15(39.47) 14 (28.00) 42 (36.21)
0.586 1.000 p?,p°,p°>0.05
A 121 (64.36) 12 (75.00) 125 (65.10) 8 (66.67) 23(60.53) 36 (72.00) 74 (63.79)
Genotypes
TT 10 (10.64) 3 (37.50) 12 (12.50) 1 (16.67) 4 (21.05) 5 (20.00) 4 (6.90)
TC 37 (39.36) 3(37.50) 0.079 | 38(39.58) 2(33.33) 1.000| 9 (47.37) 6(24.00) 25 (43.10) 0.133
IL-10 -819T/C
cc 47 (50.00) 2 (25.00) 46 (47.92) 3 (50.00) 6(31.58) 14 (56.00) 29 (50.00)
(rs1800871)
Alleles
T 57 (30.32) 9 (56.25) 62 (32.29) 4 (33.33) 17 (44.74) 16 (32.00) 33 (28.45)
0.033* 1.000 p?,p°,p°>0.05
c 131 (69.68) 7 (43.75) 130 (67.71) 8 (66.67) 21(55.26) 34 (68.00) 83 (71.55)
Genotypes
cc 47 (50.00) 2 (25.00) 46 (47.92) 3 (50.00) 6(31.58) 14 (56.00) 29 (50.00)
CA 37 (39.36) 2(25.00) 0.013*| 37 (38.54) 2(33.33) 1.000| 9(47.37) 5(20.00)b 25 (43.10) 0.058
IL-10 -592C/A
AA 10 (10.64) 4 (50.00) 13 (13.54) 1 (16.67) 4 (21.05) 6 (24.00) 4 (6.90)b
(rs1800872)
Alleles
c 131 (69.68) 6 (37.50) 129 (67.19) 8 (66.67) 21(55.26) 33 (66.00) 83 (71.55)
0.009* 1.000 p?,p°,p°>0.05
A 57 (30.32) 10 (62.50) 63 (32.81) 4 (33.33) 17 (44.74) 17 (34.00) 33 (28.45)
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Genotypes
GG 65 (69.15) 4 (50.00) 66 (68.75) 3 (50.00) 13 (68.42) 15 (60.00) 41 (70.69)
GC 24 (25.53) 2 (25.00) 0.117 24 (25.00) 2(33.33) 0.457| 5(26.32) 7 (28.00) 14 (24.14) 0.806
IL-6 -174G/C
cC 5(5.32) 2 (25.00) 6 (6.25) 1(16.67) 1 (5.26) 3 (12.00) 3(5.17)
(rs1800795)
Alleles
G 154 (81.91) 10 (62.50) 156 (81.25) 8 (66.67) 31 (81.58) 37 (74.00) 96 (82.76)
0.060 0.257 p®,p°,p°>0.05
C 34 (18.09) 6 (37.50) 36 (18.75) 4 (33.33) 7 (18.42) 13(26.00) 20 (17.24)
Genotypes
TT 11 (11.70) 2 (25.00) 12 (12.50) 1 (16.67) 3 (15.78) 4 (16.00) 6 (10.34)
TA 40 (42.55) 5(62.50) 0.236 44 (45.83) 1(16.67) 0.336| 8 (42.11) 15(60.00) 22 (37.93) 0.228
INF-y +874T/A
AA 43 (45.74) 1 (12.50) 40 (41.67) 4 (66.66) 8 (42.11) 6 (24.00) 30 (51.73)
(rs2430561)
Alleles
T 62 (32.98) 9 (56.25) 68 (35.42) 3 (25.00) 14 (36.84) 23 (46.00) 34 (29.31) "
0.061 0.548 p = O>%3g5
A 126 (67.02) 7 (43.75) 124 (64.58) 9 (75.00) 24 (63.16) 27 (54.00) 82 (70.69) PP

BMI - Body Mass Index

p<0 05 was considered statlstlcally significant
p group (BMI < 25 Kg/mz) versus group (BMI 25 - 30 Kg/m )
p group (BMI < 25 Kg/m©) versus group (BMI = 30 Kg/m )

p°: group (BMI 25 - 30 Kg/m?) versus group (BMI = 30 Kg/m %)

a (more frequent); b (less frequent) — residual analysis
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4. DISCUSSAO
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O presente estudo investigou, em pacientes com DM2, a associagéo de
polimorfismos em genes de citocinas com as principais complicagdes
microvasculares da doenga (RD, ND e NR), bem como com comorbidades
comumente observadas nesses pacientes (hipertenséo arterial, dislipidemia e
obesidade).

A analise das caracteristicas clinicas e laboratoriais dos pacientes,
quando agrupados de acordo com a complicagédo do DM2, revelou que a RD,
ND e NR s&do mais comuns em individuos mais velhos e com maior tempo de
diagnostico da doencga. Individuos com RD e ND apresentaram niveis mais
elevados de glicemia pos-prandial quando comparados aqueles sem as
complicagdes. Também foi observado maiores niveis de glicemia de jejum e
HbA1c no grupo com ND. Esses achados reforcam a associagdo entre o
descontrole glicémico, o maior tempo de exposicdo a hiperglicemia, a
progressédo da doenga e o desenvolvimento de complicagbes microvasculares.

Embora tenham sido encontrados niveis mais elevados de glicemia de
jejum, glicemia pos-prandial e HbA1c no grupo com NR quando comparado aos
individuos sem NR, esses dados ndo mostraram significAncia estatistica,
provavelmente em fungdo do pequeno numero de individuos que apresentam
NR.

Pacientes com RD e ND mostraram ter IMC médio inferior aos individuos
sem as complicagdes. Esse achado parece contraditério, uma vez que a
obesidade é considerada um fator de risco para o desenvolvimento do DM2 e
suas complicagdes. Entretanto, observamos que os pacientes do estudo com
maiores valores de IMC foram aqueles com menor tempo de diagnostico da
doencga e, portanto, apresentavam menos complicagdes. Curiosamente, uma
maior frequéncia de mulheres foi observada no grupo com NR, embora n&o
estejam claras as razbes que justifiquem esse achado. Estudos com maior
grupo amostral sdo necessarios para confirmar esse resultado e explorar as
possiveis causas dessa observacao.

A RD é a principal causa de cegueira em adultos e afeta cerca de 60%
dos individuos com DM2 com mais de 20 anos de duragdo da doenca. Neste
estudo, foi encontrada uma associagédo entre o genotipo GG e o alelo G do
polimorfismo TGF-B1 codon 25 C/G com a RD. Esse polimorfismo localizado no

éxon 1 do gene do TGF-B1 humano resulta na substituicdo de uma Arginina
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(alelo G) por uma Prolina (alelo C) na sequéncia do peptideo sinal; e tem
influéncia sobre os niveis de expressao da citocina (BERANEK et al., 2002).

Um estudo in vitro com células mononucleares periféricas humanas
demonstrou que, apos estimulo, individuos com genoétipo homozigoto Arg/Arg
(GG) apresentaram maior producédo de TGF-B1 do que individuos heterozigotos
Arg/Pro (GC) (AWAD et al., 1998). Sob condicdes de hiperglicemia, a
expressao de TGF-B1 em tecidos oculares pode estimular a produgao local de
fatores angiogénicos como VEGF e PDGF, atuar nos processos de migragao e
proliferagdo celular, além de estimular a producdo de matriz extracelular
(BERANEK et al., 2002; PAINE et al., 2012b), contribuindo portanto, para a
patogénese da RD e corroborando com os achados deste estudo.

BERANEK et al. (2002) conduziram um estudo semelhante com
caucasianos e também encontraram associacdo entre o alelo G do
polimorfismo TGF-B1 codon 25 C/G e pacientes com RD proliferativa quando
comparados a pacientes com DM2 sem essa complicagdo. As frequéncias
alélicas encontradas no presente estudo [pacientes com RD (G 95,45% e C
4,55%) e pacientes sem RD (G 86,11% e C 13,89%)] quando comparadas ao
estudo de BERANEK et al. (2002) [pacientes com RD proliferativa (G 99,3% e
C 0,7%) e pacientes sem RD proliferativa (G 88,7% e C 11,3%)], mostraram-se
semelhantes.

Embora no presente estudo nenhuma outra associagdo significativa
entre a RD e os demais polimorfismos estudados tenha sido encontrada, outros
trabalhos descreveram algumas associagdes: BERANEK et al. (2002)
encontraram uma associagao entre o alelo T do polimorfismo TGF-31 codon 10
T/C e a RD proliferativa em caucasianos; PAINE et al. (2012a, 2012b)
observaram uma associagao entre o genotipo GG e o alelo G do polimorfismo
IL-10 -1082G/A, do gendtipo TT e o alelo T do polimorfismo IFN-y +874T/A, e a
RD proliferativa em indianos.

Diante destes resultados, pode-se concluir que a associagao do gendtipo
GG (TGF-B1 codon 25 C/G), que esta relacionado a maior expressao de TGF-
B1, com a RD pode estar associada com o efeito angiogénico do TGF-31, e
que os diferentes backgrounds genéticos das populagdes nas quais estudos de
associagao semelhantes a este foram conduzidos, devem em parte justificar as

diferencas de resultados entre eles.
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A ND é uma das mais importantes complicagdes microvasculares do DM
e a causa mais comum de doenca renal crénica, contribuindo assim para o
aumento da mortalidade em decorréncia do diabetes. A ND é caracterizada por
alteracbes em todos os compartimentos renais, levando a expansao da matriz
extracelular dos glomérulos, hipertrofia glomerular e tubular, expansé&o
mesangial, glomeruloesclerose e fibrose tubulointersticial. O aumento da
pressao arterial, declinio da funcao renal, uremia e insuficiéncia renal terminal,
sdo os desfechos mais comuns da doenca (RAPTIS & VIBERTI, 2001;
VALLADARES-SALGADO et al., 2010). No presente estudo foi encontrada uma
baixa frequéncia do gendtipo GG do polimorfismo IL-10 -1082G/A nos
pacientes com ND, genotipo este associado a maior produgdo de IL-10
(TURNER et al., 1997). A IL-10 é uma citocina anti-inflamatéria que modula a
resposta imune principalmente por inibir a produgcdo de citocinas pro-
inflamatdrias e citocinas Th1, bloquear a expressdao de MHC classe Il e
moléculas co-estimuladoras na superficie das células apresentadoras de
antigenos, e promover o desenvolvimento de células T reguladoras (MOORE et
al., 2001). LEE et al. (2005) sugerem que devido a hiperglicemia, o
desenvolvimento de uma inflamagé&o sistémica e/ou intrarenal seria importante
para o desenvolvimento e progressédo da ND.

Trabalhos apontam que pacientes com DM2 e microalbuminuria ou
proteinuria evidente tém niveis séricos e urinarios de TNF-a e IL-6 mais
elevados do que pacientes diabéticos normoalbuminuricos (SHIKANO et al.,
2000; NAVARRO et al., 2003). Dessa forma, a baixa frequéncia do gendotipo
GG no grupo com ND, correspondendo, portanto, a menor capacidade de
producao de IL-10, poderia favorecer uma reposta inflamatoria exacerbada nos
rins com aumento da produgao de citocinas proé-inflamatorias como TNF-a e IL-
6, contribuindo para o desenvolvimento e progressao da nefropatia.

Contrariamente, ERDOGAN et al. (2012), em um estudo caso-controle
com pacientes diabéticos da Turquia, ndo conseguiram encontrar nenhuma
diferengca significativa para as frequéncias genotipicas e alélicas do
polimorfismo IL-10 -1082G/A entre os grupos com e sem a ND. Embora os
demais polimorfismos estudados no presente trabalho ndo tenham sido
associados a esta complicacdo, outros estudos conduzidos de modo

semelhante conseguiram encontrar associagdo entre alguns polimorfismos de
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citocinas e a ND (Quadro 3). As diferengas populacionais nas quais os estudos
de associagao s&o conduzidos, o tamanho amostral limitado e a selegdo de
pacientes com pouco tempo de diagndstico do DM2, as vezes nao suficiente
para que as complicagdes da doencga se desenvolvam, sdo fatores que podem
contribuir para as diferengas encontradas entre os estudos.

O IFN-y é uma citocina proé-inflamatoéria que tem um importante papel na
inducdo da resposta imune mediada por mecanismos inflamatérios (BILLIAU et
al., 1998). Alguns estudos sugerem que o IFN-y pode participar da patogénese
do DM2, principalmente por estimular a expressdo de antigenos MHC classe |
e Il e moléculas de adesao em varios tipos celulares, incluindo as células beta
pancreaticas (CAMPBELL et al., 1985; SARVETNICK et al., 1988). Além disso,
existem evidéncias de que juntamente com o TNF-q, o IFN-y induz a expresséo
de VEGF. Assim, IFN-y exibe um perfil angiogénico, fibrogénico e
vasculoreativo (NAGINENI et al., 2003). Neste trabalho, foi observada uma
associagao entre o gendtipo AA do polimorfismo +874T/A do gene do IFN-y
com menores niveis de glicemia de jejum quando comparadas as medianas
dos demais gendtipos. O alelo +874T esta relacionado a maior expressédo de
IFN-y, enquanto que o alelo +874A a menor expressdo da citocina. Isso se
deve ao fato de que o alelo T possui um sitio de ligagdo para o fator de
transcricdo NF-kB, proteina que tem importante papel na indugao transcricional
do gene do IFN-y (PRAVICA et al., 2000). Dessa maneira, pode-se inferir que a
menor expressao de INF-y, conferida pela presengca do gendtipo AA, esta
associada a um melhor controle dos niveis glicémicos. Portanto, quanto maior
o estado pro-inflamatério, menor a capacidade de resposta a acédo da insulina,
o que corrobora com dados ja relatados em outros trabalhos (DANDONA et al.,
2004; PICKUP, 2004; YE, 2013)
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Quadro 3: Estudos que associam polimorfismos de citocinas a nefropatia

diabética (ND).

Estudo / Polimorfismo

Delineamento

Principais resultados

Origem da
populagao

Lee et al., 2005

TNF-a -308G/A

Grupo caso: pacientes com
DM2 (>20 anos de
diagndstico) com faléncia renal
progressiva (n=124)

Grupo controle: pacientes com
DM2 (>10 anos de
diagndstico) sem evidéncia de
nefropatia (n=126)

Menor frequéncia do alelo
-308A no grupo com
nefropatia (p<0,05)

Coréia do Sul

El-Sherbini et al., 2013

Grupo caso: pacientes com
DM2 e nefropatia (n=49)

Maior frequéncia do

genotipo TC no grupo com Egito
TGF-B1 codon 10 T/C Grupo controle: pacientes com nefropatia (p<0,05)
DM2 sem nefropatia (n=50)
: ient . a
Buraczynska et al., 2007 G[;K,Ipzoecf]se?ro%a;‘ii'grzneSZZ%T Maior frequéncia do
genotipo CC no grupo Polbnia
TGF-B1 codon 10 T/C Grupo controle: pacientes com com nefropatia (p<0,05)
DM2 sem nefropatia (n=168)
] . Maior frequéncia dos
Babel et al., 2006 Grupo caso: pacientes com Stinos TT (codon 10
DM2 e nefropatia (n=44) genotipos TT (codon
TGF-B1 codon 10 T/C T/C) e GG (-1082G/A) no Alemanha
Grupo controle: individuos grugg 88r1n ne]lrgpoa:la
IL-10 -1082G/A higidos (n=118) (p<0,001 & p<0,01,
respectivamente)
Grupo caso: pacientes com
DM2 (>10 anos de
diagnéstico) e nefropatia Maior frequéncia dos
Wong et al., 2003 (n=58) gendtipos TC e CC no China
grupo com nefropatia
TGF-B1 codon 10 T/C Grupo controle: pacientes com (p<0,05)
DM2 (>10 anos de
diagndstico) sem nefropatia
(n=65)
Valladares-Salgado et Grupo caso: pacientes com Maior frequéncia dos
al., 2010 pDM2 (>'1Fé anos de genotipos TC e CC (TGF-
1 codon 10 T/C) México

TGF-B1 codon 10 T/C
TGF-B1 codon 25 C/G

diagndstico) e nefropatia
(n=228)

Grupo controle: pacientes com

(p=0,016); GC e CC (TGF-
B1 codon 25 C/G)
(p=0,008) no grupo com
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DM2 (>15 anos de
diagndstico) sem nefropatia
(n=192)

nefropatia

Kung et al., 2010

Grupo caso: pacientes com
DM2 e nefropatia
diagnosticada ha pelo menos

Maior frequéncia dos
genotipos CC e AA no

2 anos (n=24) . Taiwan
IL-10 -512C/A grupo com nefropatia
Grupo controle: pacientes com (p<0.05)
DM2 com fungao renal normal
ha pelo menos 5 anos (n=23)
. . Grupo caso: pacientes com Menor frequéncia do
Mtiraoui et al., 2009 DM2 e nefropatia (n=515) | genétipo TC (p=0,036) e Tunisia

IL-10 -819T/C

do alelo T (p=0,021) no

Grupo controle: pacientes com
DM2 (n=402)

grupo com nefropatia

A obesidade é definida como o indice de massa corporal (IMC) igual ou
superior a 30 Kg/m? e sabe-se que o actimulo central ou visceral de gordura
contribui para o desenvolvimento de resisténcia a insulina, DM e hipertenséo
(KOPELMAN, 2000). O aumento da adiposidade esta relacionado as alteracoes
funcionais do tecido adiposo, para o qual se observa: 1) aumento da produgao
de moléculas bioativas, como leptina, resistina, angiotensina e citocinas pro-
inflamatorias; 2) acumulo de gordura ectopica em tecidos, tais como musculo
esquelético e figado, o que, por sua vez, contribui para a resisténcia a insulina
e hiperinsulinemia; 3) aumento do estresse oxidativo e da produgédo de ROS; 4)
injuria renal; 5) aumento da resisténcia vascular periférica (KURUKULASURIYA
et al.,, 2011). A hipertensao, por sua vez, € uma condi¢do clinica nhormalmente
presente no paciente no momento do diagnéstico do DM2, ou seja, a elevagéo
da pressao arterial em muitos casos ocorre antes do aparecimento de
microalbuminuria (SAAD et al., 2007).

No presente estudo, o polimorfismo IL-10 -592C/A revelou uma
associagao significativa da presengca do gendtipo CC e do alelo C com a
hipertensao arterial; esse mesmo polimorfismo também mostrou uma tendéncia
de associacdo com individuos obesos, onde o genotipo AA foi o menos
frequente entre eles. Além disso, uma associagédo do alelo C do polimorfismo
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IL-10 -819T/C, entre os hipertensos, também foi observada. Para ambos, os
polimorfismos de IL-10 (-592C/A e -819T/C), o gendtipo CC esta relacionado ao
aumento da expressao desta citocina.

A IL-10 é uma citocina anti-inflamatdéria predominantemente produzida
por mondcitos, macréfagos e linfocitos T e B. Suas propriedades anti-
inflamatorias incluem a inibicdo do fator de transcricdo NF-kB, reduzindo a
expressao de citocinas pro-inflamatdrias, a inibicdo das metaloproteinases que
degradam a matriz, reducdo da expressdo do fator tecidual, inibicdo da
apoptose de macréfagos e monocitos apds infeccdo e promogao da
diferenciacdo fenotipica de linfocitos para um perfil Th2 (ARAI et al., 1995;
LACRAZ et al., 1995; WANG et al., 1995; LINDMARK et al., 1998; GUNNETT
et al., 2002).

Experimentalmente, a IL-10 demonstrou proteger a funcdo endotelial
apos um estimulo inflamatorio agudo ao limitar a geragao de superoxido dentro
da parede vascular. Também ja se demonstrou que a IL-10 controla a
disfuncédo endotelial durante o desenvolvimento do DM por reduzir a produgao
de éanions superoxido (MALLAT et al, 1999; GUNNETT et al, 2000).
FICHTLSCHERER et al. (2004) em um estudo com pacientes com doenca
arterial coronariana, encontraram altos niveis séricos de IL-10 associados ao
aumento da vasoreatividade endotelial em individuos com altos niveis séricos
de PCR. A vasoreatividade endotelial, com maior producgéo de IL-10, seria uma
hipétese para explicar o fato de que no presente estudo, polimorfismos
associados com mais alta expressao de IL-10 tenham sido associados a
hipertensao arterial.

O gendtipo associado a menor expressao de IL-10 foi menos frequente
nos pacientes obesos, o que infere ser a obesidade associada aos mais altos
niveis desta citocina. Embora este resultado contrarie o esperado, um estudo
conduzido por ZEYDA et al. (2009) demonstrou que macréfagos do tecido
adiposo humano também produzem altos niveis de IL-10. Assim, o aumento
dos niveis de IL-10 deve estar associado a um perfil inflamatério exacerbado,
no qual o balang¢o da producgao de citocinas pro e anti-inflamatérias contribuem
para a inflamagéo crénica de baixo grau observada no DM2 e na obesidade, o
que explicaria os resultados encontrados.
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Além destes achados, outras associagdes foram observadas. O
polimorfismo TGF-B1 codon 10 T/C mostrou estar significativamente associado
ao IMC: o gendtipo CC foi o mais frequente entre os individuos com IMC < 25
Kg/m?, enquanto que entre os obesos (IMC = 30 Kg/m?), o gendtipo TC foi o
mais frequente. Uma associacao entre o alelo T desse mesmo polimorfismo e a
hipertensao também foi observada.

O TGF-B1 é uma citocina multifuncional que regula o crescimento, a
diferenciacdo e a producdo de matriz celular. Esse fator de crescimento é
secretado por varios tipos celulares, incluindo mondcitos, macréfagos, células
endoteliais, células do muasculo liso vascular e células precursoras de
adipocitos (BORDER & NOBLE, 1994; LI et al., 1999). Sua propriedade anti-
inflamatéria pode ser demonstrada pela capacidade desta citocina em atuar
como um fator de necrose anti-tumoral, suprimindo a geracéo de radicais livres
(GOURDY et al., 2007). A acdo do TGF-B1 sobre o endotélio vascular
evidencia suas caracteristicas “vasculoprotetoras”, como por exemplo: inibe a
adesao de neutrofilos e células T ao endotélio, inibe a transmigracdo de
neutréfilos e inibe a produgao de moléculas de adesao pelas células endoteliais
(GAMBLE & VADAS, 1988; GAMBLE & VADAS, 1991; SMITH et al., 1996;
DICHIARA et al., 2000). O TGF-B1 favorece a desativacdo de macrofagos,
interfere na produgédo de citocinas pro-inflamatérias e inibe a formacado de
‘células espumosas” (macrophage foam cells) na placa aterosclerética
(VODOVOTZ et al., 1993; LETTERIO & ROBERTS, 1998; ARGMANN et al.,
2001; MALLAT & TEDGUI, 2002). O polimorfismo no gene do TGF-B1 que
exibe uma transigdo T->C no nucleotideo 29 na regido que codifica a sequéncia
do peptideo sinal, esta associado a variagdo nos niveis de expressdo dessa
citocina; onde o alelo C relaciona-se a maior producéo de TGF-B1 (CELEDON
et al., 2004).

A maior frequéncia do gendétipo CC no grupo de pacientes com IMC < 25
Kg/m2 sugere que o aumento da expressdo de TGF-B1 e seu potencial efeito
anti-inflamatoério, podem favorecer o controle da adiposidade, além do fato de
que individuos obesos tém maior frequéncia do gendtipo TC. Contrariamente,
ROSMOND et al. (2003) em seu estudo com individuos ndo diabéticos,
encontrou uma associagao entre o alelo C e maiores valores de IMC; e ALESSI

et al. (2000) relata que o aumento da expressao de TGF-B1 esta associado ao
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aumento do IMC e da adiposidade abdominal na obesidade modrbida. No
entanto, estes trabalhos ndo podem ser comparados aos nossos resultados,
uma vez que no primeiro ndo foi avaliado um grupo diabético, e o DM2 é uma
condi¢do clinica independentemente associada a inflamac&o; enquanto no
segundo trabalho foram avaliados pacientes com obesidade grau 3 que
apresentam alteracbes metabdlicas mais complexas, como aumento de
componentes pro-resolutivos (HENEGAR et al., 2008), e poucos pacientes
nestas condi¢des foram incluidos em nosso trabalho.

Sugere-se ainda que o TGF-B1 participe da regulagcdo da presséao
sanguinea e do desenvolvimento da hipertensao, pois além de ter efeito sobre
a sintese e degradacdo de matriz extracelular, esse fator de crescimento
estimula a expressdo de endotelina-1 no endotélio vascular, a liberagdo de
renina a partir das células justaglomerulares do rim e regula a expressao de
angiotensina Il (CAMBIEN et al,, 1996). LI et al. (1999) encontraram uma
correlagao positiva entre os niveis circulantes de TGF-1 em humanos e a
pressdo sanguinea. Duas revisbes sistematicas (YAN-YAN, 2011; Xl et al.,
2012) avaliaram estudos do tipo caso-controle na populagdo chinesa e
encontraram que o gendtipo CC e o alelo C do polimorfismo TGF-31 codon 10
T/C estao relacionados ao aumento do risco de hipertensédo essencial. Embora
nao se tenha estudos que avaliem a possivel associagao deste polimorfismo e
a hipertensdo arterial em um grupo de pacientes com DM2, os resultados
encontrados sugerem que a menor expressao de TGF-f1 e seu efeito
vasculoprotetor suplanta sua acédo vasoconstritora em pacientes com DM2.

Por fim, os dados aqui apresentados corroboraram com a hipétese inicial
de que as complicacbes microvasculares e comorbidades do DM2 poderiam
ser reguladas geneticamente, que a inflamagdo estaria envolvida na
patogénese destas alteracdes, e apontam para a necessidade de se investigar
os polimorfismos aqui apresentados a fim de que se possa adotar medidas
preventivas para melhorar a qualidade de vida dos pacientes com DM2.
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5. CONCLUSOES
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Os resultados obtidos no presente trabalho sugerem que polimorfismos
em genes de citocinas est&o relacionados as complicagbes microvasculares e
comorbidades no diabetes mellitus tipo 2, na medida em que foram
evidenciadas as seguintes associagdes:

= O polimorfismo codon 10 T/C no gene do TGF-B1 com obesidade e
hipertensao arterial.

= O polimorfismo codon 25 C/G no gene do TGF-B1 com a retinopatia
diabética

= Os polimorfismos -592C/A e -819T/C no gene da IL-10 com a hipertenséo

arterial.
= O polimorfismo -1082G/A no gene da IL-10 com a nefropatia diabética.

Estes dados indicam que a inflamag&o contribui na patogénese destas
alteragdes clinicas e que estes polimorfismos devem ser investigados nos

pacientes com diabetes mellitus tipo 2.
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6. PERSPECTIVAS
DO TRABALHO
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Selecionar um grupo controle composto de individuos higidos a fim de
avaliar a associagdo entre o0s polimorfismos estudados e o
desenvolvimento do diabetes mellitus tipo 2.

Avaliar a expressao génica das citocinas e correlaciona-la a presenga dos

polimorfismos.

Correlacionar o nivel de expressdo génica e o nivel sérico das citocinas
com as complicagdes microvasculares e comorbidades do diabetes mellitus

tipo 2.
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ANEXO A — COMITE DE ETICA EM PESQUISA DA UFMG

UNIVEI&SIDA'DE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Parecer n2. ETIC 0062.0.203.000-11

Interessado(a): Profa. Karina Braga Gomes Borges
Depto. de Analises Clinicas e Toxicoldgicas
Faculdade de Farmacia - UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 06 de maio de 2011, apés atendidas as solicitagGes de diligéncia, o
projeto de pesquisa intitulado "O papel das citocinas no
desenvolvimento do diabetes mellitus tipo 2" bem como o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido.

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um
ano apos o inicio do projeto.

Profa. Maria Teresa Marques Amaral
Coordenadora do COEP-UFMG

Av. Pres. Antonio Carlos, 6627 — Unidade Administrativa II - 2° andar — Sala 2005 — Cep:31270-901 — BH-MG
Telefax: (031) 3409-4592 - e-mail: coepid@prpg.ufing.br
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ANEXO B — COMITE DE ETICA EM PESQUISA DA SANTA CASA

-.I“""'ih__

LiRLIAD

SANTA CASA

DE BELG HORIAONT

Comité de Etica em Pesquisa

Registro CEP: 059/2011 (Este nimero deve ser citado nas correspondéncias referentes a este projeto).

Belo Horizonte, 18 de agosto de 2011.

[lma. Sra.
Dr*. Karina Braga Gomes Borges
Pesquisadora Responsavel

Parecer:

O Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Santa Casa de Misericordia de Belo Horizonte, em reunidio
do dia 29 de julho de 2011, analisou e aprovou o projeto de pesquisa intitulado “O papel das
citocinas no desenvolvimento do diabetes mellitus tipo 2", registrado neste CEP sob niimero
05972011 no qual V., Sa. figura como pesguisadora responsdvel,

Atenciosamente,

cémw{m” )1 f/
Dr. Francisco das Chagas I a € 'il]va
Coordenador do CEP
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ANEXO C - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

PROJETO DE PESQUISA: “O papel de biomarcadores inflamatérios no
desenvolvimento do diabetes mellitus tipo 2 e suas complicagées”

Prezado (a) Sr.(a),

Este projeto tem por objetivo estudar como a inflamagéo pode afetar o
desenvolvimento do diabetes, bem como as complicagdes da doenca que o
paciente pode apresentar. Para obter a conclusdo da pesquisa, sera
necessario comparar os resultados dos exames dos pacientes com diabetes
com os resultados de individuos sem a doenca (grupo controle).

A coleta de amostras de sangue venoso inclui um pequeno risco de
acidente de pung&o, representado, principalmente por extravasamento
sanguineo de pequena gravidade, que pode resultar em leve dor localizada e
formagéo de um pequeno hematoma. Para minimizar este risco, a coleta de
sangue sera realizada por um profissional com capacidade técnica e
experiéncia. Sera utilizado material descartavel de boa qualidade (agulhas e
tubos a vacuo), visando o éxito da coleta.

Vocé estd 'sendo convidado para participar desta .pesquisa como
voluntario, sem custo algum pelos exames realizados. Se vocé quiser
participar podera fazé-lo doando 20 mL de seu sangue para o uso nesta
pesquisa, sendo este material armazenado em condices adequadas para
pesquisas. Se vocé n&o quiser participar, nZo havera qualquer problema e se
vocé fizer parte do- grupo de pacientes, ndo havera alteracdo no seu
tratamento e assisténcia recebida pelo seu médico caso vocé ndo aceite

participar do estudo.

Seu nome sera mantido em segredo, n&o sendo divulgado em nenhuma
hipotese.
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Se vocé estiver de acordo, por favor, assine esta folha.

De acordo:

(Assinatura)
Nome:
Data: o

Qualquer duvida sobre a sua participagdo neste estudo, por favor, entre
em contato com a Profa. Karina Braga Gomes Borgss no telefone 3409-6895-
Faculdade de Farmacia/UFMG.

Desde ja agradecemos sua valiosa participagao.

Nome:

Assinatura:

Pesquisador responsavel

Data:

COEP - Comité de Etica em Pesquisa - Av. Antdénio Carlos, 6627, Unidade
Administrativa Il - 2° andar - Sala 2005, Campus Pampulha, Belo
Horizonte, MG — Brasil. telefax 31 3409-4592. coep@prpg.ufmg.br
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ANEXO D - FICHA CLIiNICA

FICHA DE AVALIACAO DE PACIENTE

Data da entrevista: e

Nome do paciente:

Data da coleta: ./ /

Idade: anos Sexo:
Enderec¢o e telefone:
Peso: Kg Altura: IMC:
Circunferéncia abdominal: cm Circunferéncia do quadril: _cm
Tempo de diagndstico:
Co-morbidades:
Medicamentos em uso:
Tabagista: Sim (Cigarros por dia: )
Nao
Ex (Ha quanto tempo parou? )
Etilista: Sim (Conéumo didrio: )
Nao
Ex {Ha quanto tempo parou? }
Atividade fisica: Sim (Atividade: / Frequéncia: )
Nao

Ha alguma doenga presente em mais de um membro da familia? Qual? Grau de parentesco?

Outras informacdes:
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Exames laboratoriais:

Glicemia jejum:

Glicemia pds-prandial:

HB A1C:

CT:

LDL:
_HDL:

VIDL:

TG:

Creatinina sérica:

Uréia:

PCR:

Leptina:
Adiponectina:
Insulina:

Proteindria:-

Microalbumindria:

Peptideo C:

Qutros exames:

104



ANEXO E - COMPROVANTE DE SUBMISSAO DO ARTIGO DO
CAPITULO 1 PARA PUBLICAGAO

181213 Gmail - Fwd: Submission Confirmation

Gmail

Fwd: Submission Confirmation

Kathryna Fontana Rodrigues <katyfontanar@gmail.com> 18 de dezembro de 2013 22:53
Para: Kathryna Fontana Rodrigues <katyfontanar@gmail.com>

Dear Dr. Gomes,

Your submission entitled "Association of a large panel of cytokine gene polymorphisms with complications
and comorbidities in type 2 diabetes patients.” has been received by Diabetes Research and Clinical
Practice

You may check on the progress of your paper by logging on to the Elsevier Editorial System as an author.
The URL is
http://ees elsevier.com/diaby/.

Your username is: karina@coltec.ufmg.br
If you need to retrieve password details, please go to: http://ees.elsevier.com/diab/automail_query.asp

Your manuscript will be given a reference number once an Editor has been assigned.
Thank you for submitting your work to this journal.

Kind regards,

Diabetes Research and Clinical Practice

For further assistance, please visit our customer support site at http://help.elsevier.com/app/
answers/list/p/7923 Here you can search for solutions on a range of topics, find answers to frequently
asked questions and learn more about EES Via interactive tutorials. You will also find our 24/7 support
contact details should you need any further assistance from one of our customer support representatives.

Kathryna F. Rodrigues

Farmacéutica Bioquimica (CRFMG 27692)
Mestranda em Genética

Instituto de Ciéncias Bioldgicas, UFMG
(31)9276-4187

Kathryna F. Rodrigues

Farmacéutica Bioguimica - UFMG (CRF-MG 27692)
Mestre em Genética - ICB/UFMG

Doutoranda em Genética - ICB/UFMG
(31)9276-4187
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ANEXO F - COMPROVANTE DE SUBMISSAO DO ARTIGO “The role
of transforming growth factor-beta (TGF-BETA) in diabetic
nephropathy”
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Dear Dr. Braga Gomes,

The Review Article titled "THE ROLE OF TRANSFORMING GROWTH FACTOR-BETA (TGF-BETA) IN
DIABETIC NEPHROPATHY " by Karina Braga Gomes, Kathryna Fontana Rodrigues and A. Femandes has
been received and assigned the number 180270.

All authors will receive a copy of all the comespondences regarding this manuscript.
Thank you for submitting your work to Intemational Joumnal of Medical Genetics.
Best regards,

Mai Mamdouh

Editorial Office

Hindawi Publishing Corporation
http://www_hindawi_com

Professora Karina Braga Gomes Borges
Departamento de Analises Clinicas e Toxicologicas
Faculdade de Farmacia

Universidade Federal de Minas Gerais

Tel: 55 31 3409-6895/Fax: 55 31 3409-6985

Kathryna F. Rodrigues
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Brasileiro de Patologia Ciinica / Madicing Laboratorial
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ANEXOS H - ACEITES DE RESUMOS PARA APRESENTAGAO EM
CONGRESSO

3MM0M3 Gmail - Fwd: WDC 2013 Melbourne - Abstract accepted as poster

Gmail

Fwd: WDC 2013 Melbourne - Abstract accepted as poster

Kathryna Fontana Rodrigues <katyfontanar@gmail.com> 31 de outubro de 2013 18:50
Para: Kathryna Fontana Rodrigues <katyfontanar@gmail_com=>

10/07/13

Abstract number: ME-1230
Abstract title: Interferon gamma +874 T/A polymorphism is associated with depression in type 2 diabetes
mellitus

Dear Professor Gomes,

On behalf of the Programme Committee of the World Diabetes Congress 2013 Melboume organised by the
Intemational Diabetes Federation, it is my pleasure to inform you that your abstract has been accepted as a
poster.

Further practical details (poster details and display instructions) will be sent to you by October.

The presenting author must register for the congress and is entitled to the applicable early registration rate.
The registration deadline is 20 September 2 013.

Should the registration process be incomplete by this date, the abstract will not be published or displayed
and will be removed from the Programme.

To register please sign in to your congress profile using the link and enter your usemame and password as
listed below.

http://conference2.idf org/MEL2013/CM.NET WebUI/Portal/portal aspx?conferenceid=05000000-0000-0000-
0000-000000000002

usemame: karinabgb@gmail.com

password: 67582

Should the presenting author not be the submitting author, please provide all updated contact details for the
presenting author.

All comespondence should be sent to my attention through Jessica Pledge, the Congress Programme
Administrator (jessica pledge@idf.org).

With best wishes,

r

Professor Paul Zimmet AQ
Chair, Programme Committee

hittps/fmail g oogle com/mail/cal?ui=2&ik=532dd682f08iew=pt&search=inbox&msg=142104809b7dadc1 112
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M3 Gmail - Fwd: WDC 2013 Melbourne - Abstract accepted as posfer

Gmail

Fwd: WDC 2013 Melbourne - Abstract accepted as poster

Kathryna Fontana Rodrigues <katyfontanar@gmail.com=> 31 de outubro de 2013 18:54
Para: Kathryna Fontana Rodrigues <katyfontanar@gmail.com=>

10/07/13

Abstract number: ME-1251
Abstract title: Association of TGF-beta 1 Codon 25 (G915C) polymorphism with Type 2 Diabetes Mellitus
complications

Dear Professor Gomes,

On behalf of the Programme Committee of the World Diabetes Congress 2013 Melboume organised by the
Intemational Diabetes Federation, it is my pleasure to inform you that your abstract has been accepted as a
poster.

Further practical details (poster details and display instructions) will be sent to you by October.

The presenting author must register for the congress and is entitled to the applicable early registration rate.
The registration deadline is 20 Septembe r 2013.

Should the registration process be incomplete by this date, the abstract will not be published or displayed
and will be removed from the Programme.

To register please sign in to your congress profile using the link and enter your usemame and password as
listed below.

http://conference2.idf. org/MEL2013/CM_NET . WebUl/Portal/portal aspx?conferenceid=05000000-0000-0000-
0000-000000000002

usemame: kannabgb@gmail.com

password: 67582

Should the presenting author not be the submitting author, please provide all updated contact details for the
presenting author.

All comespondence should be sent to my attention through Jessica Pledge, the Congress Programme
Administrator (jessica.pledge@idf org).

With best wishes,

*]

Professor Paul Zimmet AO

Chair, Programme Committee
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