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RESUMO

O presente trabalho objetiva compreender a possivel relagao do nivel de expressao
génica do mRNA da proteina S100p em adipdcitos com o diabetes melito do tipo 2, pela compa-
racao de dados de portadores dessa doenga com os de individuos normoglicémicos.

Foram selecionadas amostras de tecido adiposo de oito pacientes da Secéo de
Coronaérias do Instituto Dante Pazzanese de Cardiologia (IDPC), sendo quatro do grupo diabetes
e quatro do grupo de normoglicémicos. Essas amostras foram submetidas a técnica de RT-PCR
em tempo real. Por meio do Test-t de Student para os valores de diferenca entre
os ciclos threshold (ACt), observou-se que houve aumento de aproximadamente 15 vezes (p =
0,015) da expressao do mRNA da proteina S100p nos adipdcitos dos individuos do grupo dia-
betes quando comparado aos do grupo controle. Nossos resultados evidenciam,
de forma inédita, coexisténcia entre 0 aumento da expressao do gene S100p e a patologia do
diabetes melito do tipo 2. Arg Bras Endocrinol Metab. 2012;56(7):435-40
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ABSTRACT

This study aims to explore the possible relationship between the expression level
of S100p protein mRNA with diabetes mellitus type 2 in adipocytes from patients with this
disease in comparison with normoglycemic individuals. Samples of
adipose tissue of eight patients from the coronary section of the Institute Dante Pazzanese of
Cardiology (IDPC), four in Group Diabetes and four of Normoglycemic group, were evaluated
by RT-PCR real time. An increase around 15 times values, between the threshold cycle
(ACt), of mMRNA expression of S100p protein in adipocytes of the diabetes group was observed
in comparison to the control group (p = 0.015). Our results indicate, for the first
time, that there is coexistence of increased expression of the S100p and the type 2 diabetes
mellitus gene. Arq Bras Endocrinol Metab. 2012;56(7):435-40
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INTRODUGAOQ

termo diabetes melito (DM) engloba um grupo 3630 da insulina (1).

de doengas metabdlicas de etiologia mualtipla, ca-
racterizado por hiperglicemia cronica com alteragoes
no metabolismo de carboidratos, gorduras e proteinas,

em fun¢do da deficiente a¢io da insulina nos tecidos
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alvos, em consequéncia de alteragdes na secre¢do ¢/ou

De acordo com dados referidos no “Dossié de
Diabetes — Programa de Controle da Diabetes Meli-
tos — 1998”, da Dire¢io Geral de Satde e Sociedade
Portuguesa de Diabetologia, “a DM constitui grave
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problema de satide pablica em nivel mundial nio s6
pela crescente incidéncia, mas também por sua elevada
morbidade e mortalidade”. Estimativas da Organizagao
Mundial da Satide indicam que cerca de 366 milhoes
de individuos serdo afetados pela doenga em 2030 (2).

O diabetes melito do tipo 2 (DM2) é o mais co-
mum entre todos os outros tipos, perfazendo cerca de
90% dos casos de diabetes (3). Entre os mecanismos
fisiopatoldgicos da DM2, as alteragdes teciduais estio
relacionadas a um processo de génese de produtos de
glicagio avangada (AGEs). Por meio da gerac¢io de
radicais livres, da formagio de ligagdes cruzadas com
proteinas ou de interagdes com receptores celulares, os
AGEs promovem, respectivamente, estresse oxidativo,
alteragoes morfofuncionais e aumento da expressao de
mediadores inflamatoérios (4).

Desde as primeiras pesquisas sobre AGEs iz vivo, es-
peculou-se sobre a possivel existéncia de sistema de re-
ceptores ou proteinas ligantes para AGEs. Atualmente
jd se conhece um grande nimero deles, sendo o recep-
tor para produtos finais da glicagio avancada (RAGE) o
mais descrito, por demonstrar desempenho importante
no mecanismo patogénico de diversas doengas (5,6).
Consequentemente ha crescente relato da interagio dos
RAGESs com a proteina S100f na a¢io de muitas pato-
logias, principalmente do sistema nervoso (7-10).

A proteina S100f pertence a familia de proteinas li-
gantes de cilcio. Em espagos intracelulares, essa protei-
na regula a fosforilagdo de proteinas, atua na dinamica
dos constituintes do citoesqueleto, fatores de transcri-
¢do, crescimento e diferenciagio celular, homeostase
do cilcio, atividade enzimatica e respostas inflamatérias
(11-13).

A literatura nio identifica mecanismo especifico
para a ativagdo e o aumento da expressio dessa protei-
na uma vez que foi encontrada uma variedade de sinais
que podem ativar seu processo de expressio génica,
entre eles estio o interferon gama (14), o fator de cres-
cimento do fibroblasto 2 (15), as interleucinas (16), o
glutamato (17), a corticoesterona (18) e a pregnisona
(19).

Contudo, atualmente em condigdes normais, essa

- proteina ja foi detectada em astrécitos, melandcitos,
: adipdcitos e condrocitos (20). Portanto, considerando

o crescente relato da interacio de RAGE com o au-
mento da expressdo da proteina S1008, assim como sua
ocorréncia em adipdcitos, julgamos importante pesqui-
sar a relagio de S100f com a fisiopatologia da DM2 no
tecido adiposo de pacientes diabéticos.
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MATERIAIS E METODOS

Pacientes

Foram selecionados oito pacientes (Tabela 1) na Se-
¢do de Corondrias do Instituto Dante Pazzanese de
Cardiologia (IDPC). Divididos em dois grupos, qua-
tro pacientes para grupo controle (normoglicémicos)
¢ quatros pacientes para o grupo de DM2. Todos os
pacientes foram informados quanto ao protocolo de es-
tudos previamente aprovado pelo Comité de Etica do
IDPC e assinaram o Termo de Consentimento Livre ¢
Esclarecido.

Segundo os critérios de inclusdo, foram requeridos
individuos de ambos os sexos com idade entre 30 ¢ 70
anos, sendo que, para o grupo DM2, estes deveriam
apresentar duas glicemias em jejum com valores entre
126 mg/dL e 270 mg/dL em medida casual (com sin-
tomas clinicos) ou duas horas apds ingestdo de 75 g de
glicose; e por meio do teste da hemoglobina glicada
(HbA1C) com valores superiores a 6,5%. Os dados dos
pacientes foram obtidos por meio de um questionario
padronizado.

Foram excluidos pacientes que estivessem em uso
de bloqueadores B-adrenérgicos, inibidores da enzima
conversora de angiotensina, diuréticos tiazidicos, cor-
ticosteroides, fibratos ¢ agentes hipoglicemiantes orais
como: metformina, repaglinida, acarbose; pacientes
com glicemia demasiadamente alta, que necessitassem
de terapia insulinica, logo apds o diagnostico ou du-
rante o tratamento; pacientes que necessitam de tera-
pia combinada como hipoglicemiantes orais ¢ mulheres
gravidas. Os pacientes com DM2 selecionados para o
estudo foram orientados a seguir uma dieta hipocal6ri-
ca, sem uso de hipoglicemiante oral, por 30 dias, con-
forme indicag¢io médica.

Tabela 1. Sigla representativa dos pacientes pertencentes ao estudo

Grupo controle Grupo DM2
MAC ASC
NFC SSS
AIA JCM
NMB DP

Amostras bioldgicas

Foram coletadas amostras de tecido adiposo subcutineo
(50 mg), por meio de bidpsia por agulha, denominada
de Punch dermatolédgico (Koplast, Brasil). Agulha des-
cartdvel e estéril com cinco mm de didmetro. Apds anes-
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tesia local com lidocaina 2% (Xylestesin Cristalia, Brasil),
o tecido adiposo foi coletado da regido lombar direita,
por médico cirurgido do IDPC. Apods a coleta, o teci-
do adiposo foi lavado com tampio fosfato salino (PBS)
e imerso em 1 ml de reagente estabilizante RNAlater®
(Qiagen, Alemanha), mantido em temperatura ambiente
por 24 horas e, posteriormente, o reagente foi removido
e o tecido armazenado no freezer a -80°C até sua anilise.

Extracao do RNA total de tecido adiposo

O tecido adiposo foi homogeneizado com 1 mL de
TRIZOL® (Invitrogen-Life Technologies, Carlsbad,
CA, EUA), por 10 segundos, a velocidade de 20.000
rpm, utilizando o homogeneizador de tecido Homomix
D-130 (Biosystems, PR, Brasil), com probe de 5 mm.
A amostra foi mantida em gelo durante esse processo.

Ap0s a lise e homogeneizagio, foi realizada a extra-
¢do, conforme procedimento previamente padronizado
no laboratério (21,22). Resumidamente, 200 pL de
cloroférmio foram adicionados aos lisados e os extratos
foram centrifugados 12.000 x g por 15 min, a 4 °C.
O RNA total presente na fase aquosa foi precipitado
com isopropanol gelado, centrifugado a 10.000 x g,
por 10 min, 4 °C ¢ lavado com etanol a 75% (v/v). A
seguir, o RNA foi seco a temperatura ambiente e res-
suspendido em 50 pL de 4gua esterilizada tratada com
(DEPC) (Sigma Aldrich, MO, USA).

Analise do mRNA total

O RNA total extraido foi quantificado por espectrofo-
tometro Nanodrop modelo ND-1000 (Nanodrop Te-
chnologies, Wilmington, Delaware, USA). O grau de
pureza do RNA foi determinado pela relagio A260nm /
A280nm (23).

Os resultados obtidos por meio da quantificagio do
RNA total sdo apresentados na tabela 2.

Tabela 2. Teores do mRNA total das amostras

s T g
MAC 4147 2,01
NFC 347,2 1.96
oP 192,8 176
ASC 178,7 1,76
NMB 161,3 171
SSS 137,3 1,78
JCM 60,2 1,81
AIA 33,8 164
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Escolha dos iniciadores e sondas

A sequéncia dos genes-alvo foi obtida no Banco de ge-
nes (Genbank) do National Institute of Health (NIH)
e exportada para o programa Primer Express® (Applied
Biosystems, Foster City, CA, EUA). Os conjuntos de
iniciadores ¢ sonda foram selecionados seguindo os cri-
térios e padroes definidos pelo software para sondas do
tipo TagMan. Os pares de iniciadores e as respectivas
sondas fluorogénicas foram sintetizados pela Applied
Biosystems de acordo com a listagem apresentada na
tabela 3.

Tabela 3. Desenhos dos iniciadores e sondas utilizados

Gene-alvo Primers Sense (1) Anti-sense (2) e Sonda (3)
S100B (1) 5’AAGAGGATGTCTGAGCTGGAGAA 3’

(2) 5'CCCTCCCTTCCAGAATATTGG 3

(3) 5FAM TGGCCCTCATCGAC MGB 3
GAPDH (1) 5GGAAGGTGAAGGTCGGAGTCA 3

(2) 5'CTGGAAGATGGTGATGGGATTTC 3

(3) 5'VIC TCAGCCTTGAGGGTGC MGB 3°

Sintese de cDNA

O cDNA foi obtido a partir 200 ng de RNA, na presen-
¢ade 200 ng de iniciadores aleatorios (random primers)
(Invitrogen, MD, EUA), DTT 20 mM (invitrogen,
MD, EUA), 200 ANTP 10 mM (Amersham-Pharmacia
Biotech do Brasil, Brasil), 200 U de transcriptase re-
versa (SuperScript™II RT RNase H™) e tampio de RT
(Tris-HCI 250 mM pH 8,3, KCI 375 mM, MgCI2 15
mM) (Invitrogen, MD, EUA). O ensaio de RT foi rea-
lizado em termociclador PTC-200 (M] Research Inc.,
Walthan, MA, EUA).

Analise da expressao pela PCR em tempo real

A PCR em tempo real com objetivo da quantifica¢io
da expressio do mRNA dos gene S1008 ¢ GAPDH foi
realizada com o equipamento ABI Prism 7500 fast (Ap-
plied Biosystems, Foster City, CA, EUA). O programa
trabalha em trés etapas: (1) um ciclo de 2 minutos a
50°C; (2) um ciclo de 10 minutos a 95°C; (3) 40 ciclos
de 15 segundos a 95°C ¢ 1 minuto a 60°C.

Os sinais de fluorescéncia emitidos pelos fluordfo- .

ros das sondas TagMan foram detectados pelo equipa-
mento ¢ os dados analisados pelo programa ABI Prism
7500 (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) que
geram curvas semilogaritmicas dos sinais de amplifica-

¢30. Os resultados foram analisados com base no va-
lor de CT (cicle threshold ou ciclo limiar), sendo este &
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o ponto correspondente ao nimero de ciclos onde a
amplifica¢do atinge dado limiar, o que permite a andlise
quantitativa da expressdo do fator em avaliagio.

Os valores de Ct obtidos nesses experimentos fo-
ram utilizados para o cilculo da expressio relativa de
mRNA de S1008 em relagio a do GAPDH. Essa re-
lagdo é denominada pelo Delta Ct (ACt) e é calculada
pela férmula:

ACt = (Ct controle endogeno — Ct gene-alvo)

Em fungdo da caracteristica logaritmica dessa varia-
vel, foi utilizado o parametro 2 para a andlise dos
dados conforme recomendado na literatura (24). As-
sim, foi possivel determinar a expressio génica indivi-
dual dos participantes, diabéticos ¢ normoglicémicos

(Tabela 4).

Tabela 4. Valores de ACt e 2-*®para cada amostra

Grupo controle ACt 255

MAC 1,4435 0,3676683
NFC 0,3653 0,7762955
NVB 2,3118 0,2014156
AIA 1,3053 0,4046295
Grupo DM2 ACt 255

SsS 4,7708 0,0366300
ASC 57174 0,0190065
JCM 5,2693 0,0259282
DP 4,8620 0,0343859

RESULTADOS

Os resultados foram analisados com o auxilio do softwa-
re Sigma Stat versio 3.5 (SPSS Inc., Chicago, EUA).
O nivel de significancia considerado foi p < 0,05. Os
valores estatisticos apresentados neste artigo sio em re-
lagdo as caracteristicas biodemogréficas dos dois grupos
(Tabela 5) e a comparagio dos valores de 24 (Tabela
6); em ambos foram realizados o Test-t de Student. Para
os valores de 22% foi avaliado também o tamanho de
efeito ( “Effect Size”), por meio da medida de “Coben d”.

Tabela 5. Teste-t de Student para os dados biodemograficos de ambos 0s

grupos
Parametros Controle cv* DM2 Cvv P
Idade (anos) 61,7+54 0,087 637115 0,180 0,764
Peso (kg) 68,8+48 0069 798+157 0,196 0,231
Altura (m) 1,59+0,06 0,037 168+005 0029 0,097
IMC (kg/m?) 271+20 0,073 280=x49 0,175 0,757
Glicemia (mg/dl) 90,2+6,0 0,066 146,5+353 0,240 0,049

* Coeficiente de variabilidade dos parametros hiodemograficos do grupo controle.
¥ Coeficiente de variabilidade dos pardmetros biodemograficos do grupo DM2.
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Tabela 6. Teste-t de Student para os valores de 22

Grupo Média de 22 Desvio- padrao P
DM2 0,029 0,008

0,015
Controle 0,438 0,243

Os resultados evidenciam baixa variabilidade nas
amostras do grupo DM2 e diferenga significativa entre
0 2% do Grupo DM2 ¢ o grupo controle (p <0,015);
esta ¢ maior do que seria esperado por acaso.

A expressio do mRNA no grupo DM2 ¢ aproxima-
damente 15 vezes maior que o grupo controle.

DISCUSSAO

A contribuigdo positiva ¢ inédita deste trabalho, além
de evidenciar relagio do gene S100p com DM2, ¢ a
andlise da expressio de mRNA do gene S100p direta-
mente no tecido adiposo de humanos com DM2 por
meio da técnica de RT-PCR em tempo real. Embora
algumas limita¢des devam ser consideradas, quais se-
jam: nimero de participantes igual a quatro para cada
grupo, o que decorreu da complexidade de apropriagdo
das amostras bioldgicas, e a agdo negativa da insulina
na expressio do gene endégeno GAPDH, usado como
controle em adipdcitos (25), os resultados mostraram
de forma consistente e significante que ha coexisténcia
de niveis alterados de S100p ¢ a DM2.

O aumento da expressio do mRNA de S1008 dos
individuos com DM2, cerca de 15 vezes maior, quando
comparados aos individuos normoglicémicos (contro-
le), corrobora com resultado similar obtido em estudo
com ratos (Rattus norvergicus, linhagem Sprague-Da-
wley) induzidos a diabetes melito do tipo I. Utilizando
as técnicas de Northern blot e PCR convencional para
diversos tecidos, entre eles o tecido adiposo, Zimmer e
cols. (26) concluiram que houve o dobro da transcrigio
de S100f no grupo induzido a diabetes melito do tipo I
em comparagdo ao grupo de ratos normoglicémicos.

O aumento observado na transcrigio do mRNA do
gene S100p pode refletir aumento da quantidade tra-
duzida dessa proteina, o que, contudo, requer compro-
vagio com técnicas de quantificagio direta dos teores
da proteina S100p, por exemplo a técnica de Western
Blotting, como também seria interessante a realiza¢io
de pesquisas que relacionem a interagdo entre S1000 ¢
RAGEs na DM2.

No estudo comparativo entre os dois grupos com o
Test-t de Student e os valores de coeficiente de variabili-
dade para os parimetros de idade, peso, altura e IMC, a
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amostra se manteve homogénea, ou seja, neste trabalho
especificamente com o grupo utilizado, os dados biode-
mogrificos considerados nio influenciaram no resultado
da expressio génica de S100p. Esta conclusio também ¢é
encontrada e confirmada por outro trabalho (27). Neste
projeto, a média de idade de ambos os grupos ¢é elevada,
segundo Pham e cols. (27), Portela e cols. (28), Tiu e
cols. (29) e Nogueira e cols. (30). A expressao de S100p
em diversos tipos celulares ¢ diretamente influenciada
pela faixa etdria dos pacientes, porém nenhum desses
estudos realizou a analise do mRNA da proteina por
RT-PCR, contribui¢io desta pesquisa.

CONCLUSAO

A expressio dos genes S1008 ¢ GAPDH avaliada pela
técnica do RT-PCR em tempo real em amostras de teci-
do adiposo humano comprovou, de forma inédita, que
ha expressdo significante entre individuos diabéticos e
normoglicémicos (15 vezes maior nos diabéticos, p <
0,05), o que evidencia coexisténcia entre os valores au-
mentados de transcri¢io de S100p ¢ a fisiopatologia da
DM2. Dado o envolvimento de S100f com processos
inflamatérios, a avaliagdo de seus teores pode contribuir
como biomarcador para o diagnodstico da patologia ou
do seu grau de severidade.
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