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RESUMO

A diabetes mellitus tipo 2 (DM2) é uma desordem metabdlica resultante da
hiperglicemia e resisténcia a insulina que esta caracterizada por aumento na
producdo de espécies reativas levando ao estresse oxidativo e alteracfes
inflamatorias. O objetivo deste estudo foi investigar se o uso de insulinoterapia
em pacientes com Diabetes Mellitus tipo 2 influencia os niveis de marcadores
de inflamacéo e estresse oxidativo. Trata-se de um estudo clinico onde foram
selecionados 80 pacientes diagnosticados com DM2 (40 em utilizacdo de
insulina e 40 sem utilizacédo de insulina) e 40 pacientes controles (sem DM2). A
adesdo ao tratamento foi avaliada pelo teste de Morisky-Green. O controle
metabolico foi avaliado por meio dos exames de glicemia de jejum,
hemoglobina glicada e perfil lipidico. O estresse oxidativo foi investigado por
meio dos niveis de 6xido nitrico (NO), peroxidacao lipidica (Malondialdeido -
MDA) e da superoxido dismutase (SOD). A avaliacdo da inflamacéo foi
realizada por meio dos marcadores: fator de necrose tumoral alfa (TNFa),
proteina C reativa ultra sensivel (PCRus) e fibrinogénio. Além disso, foi
realizada a investigacdo do polimorfismo -308 G/A na regido promotora do
gene do TNFa e sua correlagdo com seus niveis plasmaticos. Neste estudo, foi
encontrado um controle glicémico inadequado dos pacientes com DM2
usuarios de insulinoterapia e uma baixa adesdo ao tratamento em ambos o0s
grupos com DM2 (aproximadamente 50% dos pacientes). O grupo DM2 com
insulinoterapia apresentou menores niveis de NO e SOD, maiores niveis de
fibrinogénio e TNF-a, e niveis inferiores de PCRus que o grupo DM2 sem
insulinoterapia. Na peroxidacao lipidica ambos os grupo de pacientes com DM2
apresentaram niveis mais elevados de MDA que o grupo controle. Nao houve
correlagdo do polimorfismo -308 G/A na regido promotora do gene do TNF-a
com seus niveis plasmaticos em pacientes com DM2. Em conclusdo, os
pacientes com DM2, usuarios e nao de insulinoterapia, possuem aumento do
estresse oxidativo e da inflamag&o, que podem, consequentemente, contribuir

nas diversas complicagbes da doenca.

Palavras chave: diabetes mellitus tipo 2, insulina, controle metabdlico,
inflamacéo, estresse oxidativo.



ABSTRACT

Type 2 diabetes mellitus (DM2) is a metabolic disorder resulting from
hyperglycemia and insulin resistance which is characterized by increased
production of reactive species leading to oxidative stress and inflammatory
changes. The goal of this study was to investigate whether the use of insulin
therapy in patients with Type 2 Diabetes Mellitus influences levels of
inflammatory markers and oxidative stress. It is a clinical study in which 80
patients diagnosed with T2DM (40 in insulin therapy and 40 without insulin
therapy) and 40 in the control group (without DM2) were selected. Adherence to
treatment was assessed by the Morisky-Green test. Metabolic control was
evaluated through tests of fasting glycemia, glycated hemoglobin and lipid
profile. Oxidative stress was investigated through levels of nitric oxide (NO),
lipid peroxidation (Malondialdehyde - MDA) and superoxide dismutase (SOD).
The inflammation evaluation was performed through the markers: tumor
necrosis factor alpha (TNFa), ultra sensitive C reactive protein (CRP) and
fibrinogen. In addition, the -308 G / A polymorphism was investigated in the
promoter region of the TNFa gene and its correlation with its plasma levels. In
this study, an inadequate glycemic control was found in patients with DM2 who
were on insulin therapy and a low adherence to treatment in both DM2 groups
(approximately 50% of the patients). The DM2 group with insulin therapy had
lower levels of NO and SOD, higher levels of fibrinogen and TNF-a, and lower
levels of CRP than the DM2 group without insulin therapy. In lipid peroxidation
both groups of patients with DM2 had higher levels of MDA than controls. There
was no correlation of the -308 G / A polymorphism in the promoter region of the
TNF-a gene with its plasma levels in patients with T2DM. In conclusion, patients
with DM2, who are users or not of insulin therapy, have increased oxidative
stress and inflammation, which may contribute to the various complications of

the disease.

Key words: diabetes mellitus type 2, insulin, metabolic control, inflammation,
oxidative stress.
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1. INTRODUCAO

Diabetes mellitus (DM) é uma desordem metabdlica de etiologia mudltipla,
caracterizada por hiperglicemia cronica com disturbios no metabolismo de
carboidratos, lipideos e proteinas resultantes de defeitos na secrecdo e/ou
acao da insulina. Os efeitos da DM incluem danos a longo prazo, disfuncéo e
falha de varios o6rgdos (WHO,1999). A diabetes mellitus tipo 2 (DM2)
representa 90 a 95% dos casos e a maioria dos pacientes com essa forma de
DM apresenta sobrepeso ou obesidade (WHO, 2016; ADA, 2016; SBD, 2016).

Atualmente, estima-se que a populacdo mundial com diabetes seja da ordem
de 415 milhdes e que alcance 642 milhdes em 2040. Em 2014, existiam 11,9
milhbes de pessoas, na faixa etaria de 20 a 79 anos, com DM no Brasil,
podendo alcangar 19,2 milhées em 2035 (IDF, 2016; SBD, 2016).

As caracteristicas da DM2 incluem sensibilidade reduzida a insulina no figado,
musculo e tecido adiposo, e um declinio progressivo na funcdo das células-f3
do péancreas que levam a diminuicdo na secrec¢do de insulina, resultando em
hiperglicemia (CORNELL, 2015).

O tratamento da doenca consiste em modificacbes de estilo de vida,
alimentacdo e atividade fisica, juntamente com a terapia farmacoldgica, que
sdo os antidiabéticos orais ou insulina (SBD, 2016). Durante o curso da doenca
e com o declinio da funcéo da célula 3, pode ser necessario o tratamento com
insulina, tendo como objetivo mimetizar seu perfil fisiologico (KARALLIEDDE e
GNUDI, 2016).

Nos pacientes com DM a associacédo de resisténcia a insulina (RI), obesidade e
hiperglicemia, resulta em alteracfes inflamatorias, incluindo a producao de
citocinas, moléculas de adeséao e espécies reativas de oxigénio que séo tdxicas

para o endotélio e podem levar ao dano vascular (FONSECA, 2007).

Ha um aumento de interleucinas IL-6, IL-1 e TNF-a (fator de necrose tumoral
alfa) nos pacientes com esta doenca (FRANCES et al., 2013). A exposicéo

prolongada de células-B a estes fatores resulta na producdo excessiva e
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liberacdo de espécies reativas e ativagdo de caspases, que inibem a secrecdo

de insulina e aumentam a apoptose das células-f (CIESLAK et al., 2015).

Vérios sdo 0os mecanismos subjacentes a secrecdo de insulina defeituosa e
respostas na DM2 como glicotoxicidade, lipotoxicidade e estresse oxidativo. A
contribuicdo relativa de cada mecanismo ainda néo esta clara. Porém, todos

sao associados a respostas inflamatorias (DONATH, 2014).

O estresse oxidativo desempenha um papel importante no desenvolvimento de
complicagcBes micro e macrovasculares. O acumulo de espécies reativas no
endotélio vascular de pacientes com DM é responséavel pela ativacao de vias
bioquimicas prejudiciais que contribuem para a inflamacéo vascular e geracao
de mais espécies reativas de oxigénio (PANENI et al., 2013). A ativacdo de
cascatas celulares sensiveis ao estresse levam a formacdo de produtos de
genes, que causam lesao celular, levando a complicacdes diabéticas a longo
prazo (LOPES et al., 2008).

O numero de pessoas com DM2 é crescente devido ao aumento da prevaléncia
da obesidade, suscetibilidade genética, urbanizacdo e envelhecimento (SBD,
2016). Estudos demonstram que a terapia com insulina diminui os niveis de
citocinas pré-inflamatérias e reduz a producéo de espécies reativas (MONNIER
et al., 2010; JANSEN et al., 2013).

Levando-se em conta que a diabetes € uma doenca de carater multifatorial e
que os fatores genéticos e adquiridos associados a ela podem variar em
diferentes populagdes, seria importante conduzir um estudo em pacientes da
nossa populacdo, uma vez que 0s mecanismos patogénicos da doenca ainda

nao estao totalmente esclarecidos.

Dessa forma, investigar se os marcadores inflamatorios e de estresse oxidativo
sao influenciados pelo uso da insulinoterapia em pacientes com DM2 contribui
para aumentar o conhecimento da doenca e do uso da insulinoterapia, bem
como de suas possiveis vantagens no portador da DM2. As informacdes
coletadas servirdo para um melhor entendimento da doenca e suas

comorbidades.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. DIABETES MELLITUS

A Diabetes mellitus (DM) é um grupo heterogéneo de disturbios metabdlicos
gue apresenta em comum a hiperglicemia, e ocorre ou quando o pancreas nao
produz insulina suficiente ou quando o corpo nao pode usar a insulina que
produz de modo eficaz (SBD, 2016; WHO, 2016), levando ao desenvolvimento
de complica¢Ges especificas (GIACCO e BROWNLEE, 2010).

E uma doenca cronica complexa, que exige assisténcia médica continua com
estratégias de reducdo de risco além do controle glicémico do paciente. A
educacdo e apoio sdo fundamentais para prevenir complicacdes agudas e

reduzir o risco de complicacdes a longo prazo (ADA, 2016).

De acordo com a American Diabetes Association (ADA) a diabetes inclui quatro
classes clinicas: DM tipo 1 (DM1), DM tipo 2 (DM2), outros tipos especificos de
DM e DM gestacional. Existem ainda duas categorias, glicemia de jejum
alterada e a tolerancia a glicose diminuida, que séo consideradas pré-diabetes

e séo fatores de risco para o desenvolvimento de DM (ADA, 2016; SBD, 2016).

A DM2 ¢é a forma verificada em 90 a 95% dos casos. Nela, o corpo € capaz de
produzir insulina, mas torna-se resistente, de modo que a insulina é ineficaz.
Ocorre uma perda progressiva da secrecao de insulina, e seus niveis podem
tornar-se insuficientes. Tanto a resisténcia a insulina (RI) quanto a deficiéncia
levam a hiperglicemia. Geralmente ocorre em adultos, mas esta sendo cada
vez mais observada em criancas e adolescentes. E causada por uma interag&o
de fatores genéticos e ambientais. Os fatores de risco mais importantes sdo o
excesso de peso, sedentarismo e ma nutricdo (ADA, 2016; SBD, 2016; IDF,
2016).

A RI e o defeito na fungao das células 3 estdo presentes na fase pré-clinica da
doenca. S&o fatores de risco também para DM2 a hipertenséo e dislipidemia
(SBD, 2016; KARALLIEDDE e GNUDI, 2016). Estima-se que ha 318 milhdes
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de adultos com tolerancia a glicose diminuida, o que 0s coloca em risco

elevado de desenvolver a doenca no futuro (IDF, 2016).

A diabetes € uma das maiores emergéncias de saude global do século 21.
Atualmente, estima-se que a populagcdo mundial com diabetes seja da ordem
de 415 milhdes e que alcance 642 milhdes em 2040, aumentando a
prevaléncia de 1 em cada 11 adultos para 1 em cada 10 adultos no mundo. Em
2014, existiam 11,9 milhGes de pessoas, na faixa etaria de 20 a 79 anos, com
diabetes no Brasil, podendo alcancgar 19,2 milhdes em 2035 (IDF, 2016; SBD,
2016). A diabetes é uma das principais causas de cegueira, insuficiéncia renal,
ataques cardiacos, acidentes vasculares cerebrais e amputacdo dos membros
inferiores (WHO, 2016).

O numero de diabéticos esta aumentando em virtude do crescimento e
envelhecimento populacional, maior urbanizacdo, aumento da obesidade e
sedentarismo (SBD, 2016). Na tentativa de melhorar o0 acesso aos cuidados de
diabetes e reduzir sua prevaléncia, politicas e programas foram introduzidos
pelo governo brasileiro, tais como o programa Farmacia Popular e os esfor¢os
preventivos, como o programa Hiperdia. No entanto, ainda existe a falta de
dados sobre as desigualdades no acesso aos medicamentos e servicos de
cuidados a saude (BERTOLDI et al., 2013).

Em um estudo realizado no Brasil, foi estimado que o custo total de
atendimento ambulatorial do paciente diabético durante o periodo de 1 ano foi
de US$ 2108. Com a progressdo da doenca e na presenca de complicacdes
cronicas, 0s custos aumentam, ressaltando a necessidade e melhoria nas
intervencdes da DM e suas complicacdes (BAHIA et al., 2011). Além disso, a
dor, ansiedade e perda de qualidade de vida também apresentam grande

impacto na vida das pessoas com diabetes e seus familiares (SBD, 2016).

2.2. TRATAMENTO DA DIABETES MELLITUS TIPO 2

O tratamento de pacientes com diabetes requer informacdes bem definidas, a

fim de obter os beneficios maximos. E um processo colaborativo e
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multiprofissional que envolve paciente, médico, farmacéutico e outros
profissionais e tem como objetivos reducdo dos niveis de glicemia, evitando

complicacBes micro e macrovasculares (ALHABIB et al., 2014; SBD, 2016).

O tratamento deve levar em consideracdo as preferéncias do paciente, custo e
efeitos colaterais dos medicamentos, os efeitos no peso corporal e o risco de
hipoglicemia. Devem ser feitas modificacfes de estilo de vida, alimentacéo e

atividade fisica, juntamente com a terapia farmacoldgica (SBD, 2016).

Antidiabéticos orais sdo substancias que tém a finalidade de baixar a glicemia e
manté-la normal. De acordo com o0 mecanismo de acdo, sao divididos em
quatro categorias, com finalidade pratica: os que aumentam a secrecdo de
insulina (hipoglicemiantes), os que ndo a aumentam (anti-hiperglicemiantes), os
que aumentam a secrecédo de insulina de maneira dependente de glicose, além
de promover a supressao do glucagon e os que promovem glicosuria (sem
relacdo com a secrecao de insulina)). A metformina é o antidiabético oral de
escolha para inicio do tratamento de DM2 (ADA, 2016; SBD, 2016).

De acordo com a Organizacao Mundial de Saude, a adeséo pode ser definida
como o envolvimento ativo e voluntario do paciente no manejo de sua doenca,
seguindo um curso de tratamento mutuamente acordado e dividindo a
responsabilidade entre o paciente e os profissionais de saude (WHO, 2003).
Devido as diversas alteracdes do estilo de vida impostas aos pacientes com
DM, a adesédo ao tratamento € um grande desafio (PONTIERI e BACHION,
2010).

Agentes hipoglicemiantes sdo os secretagogos de insulina e compreendem as
sulfonilureias (clorpropamida, glibenclamida, gliclazida, glipizida e glimepirida).
Agentes anti-hiperglicemiantes possuem risco reduzido de hipoglicemia, e
fazem parte desse grupo o inibidor da alfaglicosidase, que reduz a velocidade
de absorcao intestinal de glicose, representado pela acarbose, o grupo
biguanida, com maior acdo anti-hiperglicemiante, que reduz a producédo
hepatica de glicose e compreende a metformina e a pioglitazona, que
sensibiliza a acdo da insulina produzida pelo proprio paciente. Agentes que

aumentam a secrecdo de insulina sdo os inibidores da DPP-4 (dipeptil
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peptidase-4) (gliptinas) cujo mecanismo é a estabilizagcdo do GLP-1(glucagon
like peptideo-1) pela inibicdo da enzima que o degrada, a DPP-4. E os agentes
que promovem glicosuria impedem a reabsorcdo de glicose via inibicdo das
proteinas SGLT2 (cotransportador de sodio-glicose-2), nos tlubulos proximais
dos rins, e sao a dapagliflozina, empagliflozina e canagliflozina (SBD, 2016).

Pacientes com DM2 podem variar entre um fendtipo de RI, mas com reserva de
células B suficiente para permanecer independente de insulina e agueles que
podem exigir o tratamento precoce de insulina durante o curso da doenca
(KARALLIEDDE e GNUDI, 2016).

Os testes de glicemia de jejum e HbAlc (hemoglobina glicada) sédo utilizados
para acompanhar se o paciente estd obtendo um controle adequado da
glicemia. A dificuldade de manter a HbAlc no nivel desejado decorre do
declinio progressivo da funcdo da célula B. Se o valor de referéncia de HbAlc
(< 7%) nao é alcancado apos 3 meses, deve ser considerada uma combinacao

de metformina a outros antidiabéticos, ou insulina (SBD, 2016).

A insulina pode reduzir a HbAlc aos niveis desejaveis, sendo 0 objetivo do
tratamento mimetizar seu perfil fisiologico. E importante destacar que a
insulinoterapia pode ser necessdaria a qualquer tempo durante a evolucao
natural do DM2, e deve ser iniciada quando ndo se consegue atingir e manter
um controle glicémico adequado com associacdo de dois ou trés
medicamentos orais nas suas dosagens maximas e em recém-diagnosticados,

com polidria, polidipsia, perda de peso e astenia (ADA, 2016; SBD, 2016).

No entanto, o uso da insulina estd associado ao desconforto, devido as
injecbes diarias no tecido subcutaneo, afetando a qualidade de vida dos
pacientes, que se mostra melhor quando ndo ocorre o uso da insulinoterapia
(dominio psicolégico e relagcdes sociais), podendo-se supor que a
insulinoterapia pode ser um fator desfavoravel por estar associada a um
controle metabolico inadequado (SOUZA e ZANETTI, 2000; FRANCO et al.,
2013).
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2.3. FISIOPATOLOGIA DA DIABETES MELLITUS TIPO 2

A fisiopatologia da DM2 envolve varios 6rgaos e tecidos, incluindo o pancreas,
figado, musculo esquelético, tecido adiposo, cérebro, trato gastrointestinal e rim
(CORNELL, 2015). A Rl no musculo e no figado e a falha das células B séo os
defeitos fisiopatolégicos fundamentais na DM2 (DEFRONZO, 2009). A insulina
tem como acdes acelerar o transporte de glicose no tecido muscular e adiposo,
regular a transcricdo de genes e atividades de enzimas. A secrecédo de insulina
é regulada principalmente pela concentracao de glicose no plasma (TAYLOR et
al.,1994).

A deficiéncia de insulina é definida como uma condicdo patolégica na qual ha
uma diminui¢do inadequada na velocidade em que células B secretam insulina
(TAYLOR et al.,1994). E a resisténcia a insulina e a sensibilidade reduzida a
insulina, tornando deficiente a utilizacdo de glicose mediada por ela
(CORNELL, 2015).

Individuos em risco de DM2 tém um estado inicial de Rl compensada pela
hipersecrecdo de insulina pelas células B, resultando em tolerancia normal a
glicose. Porém a RI excede a capacidade funcional das células 3, sendo
incapaz de suprir a secre¢éo de insulina necessaria. A sensibilidade reduzida a
insulina no figado, musculo e tecido adiposo, e um declinio progressivo na
funcdo das células-p levam a diminuicdo da secrecdo de insulina, resultando
em hiperglicemia e DM2 (DEFRONZO, 2009; ZACCARDI et al., 2016;
CORNELL, 2015).

Sendo assim, a progressao da diabetes pode ser dividida em fases, sendo a
primeira fase a compensatdéria, quando ocorre aumento na secrecao da insulina
para manter a normoglicemia diante da Rl e/ou diminuicdo de massa de células
B. A proxima fase ocorre quando os niveis de glicose comegam a aumentar,
com a perda de massa de células (3, interrompendo sua funcdo normal. O
ultimo periodo € caracterizado pela descompensacdo grave com um rapido
aumento nos valores de glicose com deteccdo da diabetes (TABAK et al.,
2009).
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Embora a contribuigédo relativa de disfungédo das células B e a Rl possa variar
para cada individuo, mudancas na sensibilidade a insulina, na secrecdo de
insulina e nos niveis de glicose podem preceder o diagnostico clinico de
diabetes em 3 a 6 anos (TABAK et al., 2009).

Dentre os mecanismos que contribuem para a fisiopatologia da diabetes estao
a disfuncdo das células-B; defeitos da sinalizagdo de insulina no cérebro,
muasculos esqueléticos, e figado; lipdlise acelerada levando ao aumento da
producdo de acidos graxos; acdo e producdo desregulada das incretinas e
horménios do intestino; aumento na secrecdo de glucagon; producdo de
mediadores pro inflamatérios causando inflamacéo subclinica; aumento da
producdo de glicose, e o estresse oxidativo (SAAD et al.,, 2015), como

mostrado na figura 1.

DIABETES
I
Beskisnci Hiperglicemia Defeiios Dislipidemia Inflamacdo Estresse
a insulina pere incretinas P ¢ oxidativo
Via AGE TTNF a 1 ERO/ERN
Via poliol TMNFKB
Via hexosamina TInterleucinas
Via PKC TPCR
TMaoléculas
adesdo

Figura 1: Mecanismos que contribuem para a fisiopatologia da diabetes.
Adaptada de: SAAD et al., 2015.

AGE: produtos finais de glicacéo avan¢ada; PKC: proteina quinase C; TNF-a: fator de necrose
tumoral alfa; NFkB: fator nuclear kappa B; PCR: proteina C reativa; ERO: espécies reativas de

oxigénio; ERN: espécies reativas de nitrogénio.

ReacgbGes pro-inflamatérias na ilhota pancreatica estdo intimamente

relacionados com a deposicdo amildide e perda de células B. A deposicao



22

amildide ativa uma reacao inflamatoria, produzindo substancias inflamatorias
para liberar inflamassomas, um complexo multiproteico que atua na ativacao da
caspases e estimula a producao de interleucina 1B para danificar as células 3
(YAGIHASHI et al., 2012).

Embora a progressao da insuficiéncia de insulina possa ser atribuida a morte
celular, tem sido relatado que a perda de massa de células 3 é devido a sua
desdiferenciacdo. Estudos mostram que células B maduras que produzem
insulina se desdiferenciam para células progenitoras do sistema enddcrino que
nao produzem insulina. Patologias celulares, como apoptose, autofagia,
estresse oxidativo, e sobrecarga de nutrientes podem afetar tanto a funcéo
guanto a massa celular (KANETO et al., 2016; CINTI et al., 2016).

Entre os potenciais mecanismos que podem levar a disfuncdo das células-(,
sugere-se que o estresse de células B pode estimular a inflamacéo local e
modificar o equilibrio entre a massa e a fungao de células a e B dentro de
ilhotas de Langerhans. Além disso, os mecanismos de glicotoxicidade e
lipotoxicidade (ambos envolvendo aumento do estresse oxidativo e apoptose)
conduzem a uma deficiéncia e perda acelerada de células B (ZACCARDI et al.,
2016; CORNELL, 2015).

2.3.1. Disfuncéo endotelial

O endotélio vascular possui funcbes como regulacdo da integridade do vaso,
crescimento vascular e remodelagéo, crescimento e metabolismo dos tecidos,
respostas imunes, adesao celular, angiogénese, hemostasia e permeabilidade
vascular. Como principal regulador da homeostase vascular, mantem o
equilibrio entre vasodilatacdo e vasoconstricdo, inibicio e promocdo da
migracdo e proliferagcdo de células musculares lisas, fibrindlise e
trombogénese, e prevencdo e estimulagdo da adesdo e agregacdo de
plaguetas. A disfuncdo endotelial caracteriza um desequilibrio desse processo
e pode ser desencadeada por varios fatores como colesterol LDL elevado,
colesterol HDL baixo, triglicerideos elevados, hipertenséo, proteina C-reativa e
fibrinogénio elevados e hiperglicemia (SENA; PEREIRA; SEICA, 2013).
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Diversas substancias sao liberadas pelas células endoteliais, que podem ter
acdo vasodilatadora ou vasoconstritora. Os vasodilatadores derivados do
endotélio sdo o Oxido nitrico (NO), prostaciclina e fator hiperpolarizante
dependente do endotélio (EDHFs). O NO possui diversas agdes importantes
para a manutencdo da homeostase vascular. Além de causar vasodilatacéo,
tem propriedades anti-proliferativas, antioxidantes e anti-inflamatérias que
inibbem a aterogénese. Opostas a essas ac¢des ha varios vasoconstritores
derivados do endotélio, sendo os principais: endotelina-1, angiotensina-1l e
prostaglandinas vasoconstritoras (CAHILL e REDMOND, 2016).

Na diabetes, a hiperglicemia desencadeia processos como a lesédo vascular, o
estresse oxidativo, a inflamacdo e as alteracBes crénicas no equilibrio
hemodinadmico, ocorrendo disfuncdo endotelial, levando a um quadro de
vasculopatia que favorece um estado pré-inflamatério/trombético que, em
Gltima instancia, leva a aterosclerose e formacao de trombo arterial (PANENI et
al., 2013; DOMINGUETI et al., 2016).

A aterosclerose é uma doenca inflamatéria crénica na qual a parede da artéria
se torna mais espessa como resultado do acumulo de colesterol, macrofagos e
células musculares lisas, restringindo o fluxo sanguineo através da artéria
(CAHILL e REDMOND, 2016).

Durante o processo aterosclerético ocorre oxidacdo do LDL, que estimula a
expressao de varias moléculas de adeséao, secrecao de fatores de crescimento,
citocinas inflamatorias e quimiocinas, além de promover a ligacdo seletiva de
leucdcitos e diferenciacdo de mondécitos em macréfagos, que fagocitam o
excesso de LDL oxidada e se transformam em células de espuma, formando
estrias gordurosas. Quando essa placa de ateroma se rompe ha exposicéo de
fatores altamente trombogénicos, como o fator de von-Willebrand e fator
tecidual, o que favorece a migracdo de plaquetas e o crescimento rapido do
trombo (DOMINGUETI et al., 2016).
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2.4. COMPLICACOES DA DIABETES MELLITUS TIPO 2

As complicacbes representam a maior parte dos custos relacionados a essa
enfermidade. Estima-se que pacientes com diabetes apresentam custos de
hospitalizagdo duas a quatro vezes maiores que pacientes ndo diabéticos. E
essas complicacées sdo menos frequentes e menos graves em pessoas com
0s niveis de glicemia bem controlados (PORTERO et al., 2003; MCLELLAN,
2006). As principais complicacbes agudas da DM incluem cetoacidose
diabética, hiperglicemia hiperosmolar, coma diabético hipoglicémico, infec¢ces
e doencas periodontais (ULLAH et al., 2015).

Além disso, pessoas com DM estdo em maior risco de complicacdes macro e
microvasculares, que sdo consideradas complicacGes crénicas (ADLER et al.,
2010). As complicagbes microvasculares mais prevalentes sao nefropatia,
retinopatia e neuropatia; ja& dentre as macrovasculares destacam-se a doenca
arterial coronariana, que pode levar ao infarto do miocardio, o acidente vascular

cerebral e a doenca arterial obstrutiva periférica (SOARES et al., 2010).

As complicacBes micro e macrovasculares diabéticas ocorrem principalmente
devido a exposi¢éo prolongada a hiperglicemia, juntamente com outros fatores
de risco como hipertensdo arterial, dislipidemia e susceptibilidade genética
(PANENI et al.,2013).

Como consequéncia da patologia microvascular na retina, glomérulo renal e
nervo periférico, a diabetes € uma das principais causas de cegueira, doenca
renal terminal e uma variedade de neuropatias debilitantes. Além disso, 0s
pacientes com diabetes tém um risco maior de infarto do miocardio, acidente
vascular cerebral e amputacdo de membros devido a associacdo da DM com
doencas macrovasculares ateroscleroticas que afetam artérias que suprem o

coracao, cérebro e extremidades inferiores (BROWNLEE, 2001).

Os estudos UKPDS (U.K. Prospective Diabetes Study, 1998) e DCCT (The
Diabetes Control and Complications Trial Research Group, 1993)
estabeleceram que a hiperglicemia € o inicio da causa do dano no tecido do

paciente com diabetes. Em 10 anos de acompanhamento, o estudo UKPDS
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(1998) mostrou que um controle da glicose e melhora na pressao sanguinea
reduzem o risco de complicacfes diabéticas. E o estudo DCCT (1993) mostrou
que em 6,5 anos de acompanhamento, uma terapia intensiva com
antidiabéticos orais ou insulina retardou o inicio e diminuiu a progressdo de

complicagoes.

2.4.1. Vias envolvidas nas complicacfes da diabetes mellitus tipo 2

Para explicar como a hiperglicemia provoca complicagbes diabéticas,
complexos mecanismos bioquimicos tém sido propostos. Entre eles podemos
citar, o fluxo aumentado na via dos polidis; aumento da formacdo dos produtos
finais da glicacdo avancada (AGE); ativacdo das isoformas da proteina quinase
C (PKC); e aumento de fluxo da via de hexosamina (BROWNLEE, 2001,
BROWNLEE, 2005).
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Figura 2: Vias envolvidas nas complicacbes da DM2. Retirada de:
BROWNLEE, 2001.

2.4.1.1. Ativacao da via dos polidis

A via dos polidis é constituida por duas enzimas. A primeira enzima, aldose

redutase, normalmente reduz os aldeidos toxicos a alcoois inativos na célula,
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reduzindo a glicose a sorbitol com o auxilio de NADPH, e a segunda enzima,
sorbitol desidrogenase, converte sorbitol em frutose, com NAD" (BROWNLEE,
2001; BROWNLEE, 2005).

O aumento da atividade da aldose redutase tem sido correlacionado com a
formacao de catarata, retinopatia, nefropatia e neuropatia, ressaltando assim a
sua importancia em diversos tipos de células (EVANS et al., 2002; NIEDOWICZ
E DALEKE, 2005).

2.4.1.2. Aumento da formacé&o dos produtos finais da glicacdo avancada

A formacdo de produtos finais de glicacdo avancada (AGEs) é lenta e
constante no organismo normal, mas a sua producdo é significativamente
aumentada no diabetes (KATARIA et al., 2015). A hiperglicemia intracelular é o
acontecimento primario determinante para a formacdo de AGEs intra e
extracelular (BROWNLEE, 2001; KATARIA et al, 2015). Os AGEs séo
dificilmente degradados e permanecem um longo tempo em tecidos diabéticos,

mesmo quando ocorre o controle glicEmico (YAMAGISHI et al., 2012).

AGEs sdo formados a partir da reacdo ndo-enzimética dos dicarbonilos
intracelulares reativos (glioxal, metilglioxal e 3-desoxiglicosona) com grupos
amino livres de proteinas, lipidios, acidos nucleicos e acUcares redutores
(BROWNLEE, 2001; KATARIA et al., 2015).

Os AGEs podem desempenhar papel negativo na patogénese de varias
complicacBes diabéticas, como observado na retinopatia, nefropatia e
neuropatia (KATARIA et al.,, 2015; PITOCCO et al.,2013), via expressao
aumentada de moléculas de adesédo, assim como aumento da permeabilidade
vascular (MOTAWI et al., 2013).

A producéo intracelular de precursores AGEs causam danos as ceélulas alvo
por modificagdo de proteinas intracelulares envolvidas na regulacdo da
transcricdo de genes; os componentes da matriz extracelular modificados por
precursores AGEs causam disfuncdo celular; as proteinas plasmaticas

modificadas por precursores AGEs se ligam a receptores de AGE nas células
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endoteliais, mesangiais e macréfagos, induzindo a producdo de espécies
reativas de oxigénio, que ativa o fator de transcricdo nuclear kappa B (NF-kB),
causando alteracdes patoldgicas na expressdo génica (BROWNLEE, 2001;
BROWNLEE, 2005; GIACCO E BROWNLEE, 2010).

2.4.1.3. Ativacéo da proteina quinase C (PKC)

A PKC é uma proteina de membrana periférica através dos quais alguns sinais
mediados por lipidos séo transmitidos (NIEDOWICZ e DALEKE, 2005), e faz
parte de uma familia de treonina quinases serina que consiste em 15 isoformas
(KATARIA et al., 2015). A enzima fosforila varias proteinas alvo. A atividade
das isoformas classicas é dependente de fons Ca®" e fosfatidil-serina e esta
bastante aumentada pelo segundo mensageiro lipidico diacilglicerol (DAG)
(BROWNLEE, 2001; GIACCO e BROWNLEE, 2010).

A estimulacéo de PKC afeta a vasoconstri¢do, o crescimento do musculo liso, a
permeabilidade da célula endotelial, entre outros processos. A PKC ativada
regula varias funcbes vasculares, tais como a contratilidade, a proliferacao
celular e a sintese de proteinas de matriz extracelular (NIEDOWICZ E
DALEKE, 2005; KATARIA et al., 2015). Na diabetes, a PKC esta envolvida na
retinopatia e na neuropatia (PITOCCO et al., 2013).

2.4.1.4. Ativacao da via das hexosaminas

Em um ambiente de hiperglicemia no interior de uma célula, parte da frutose-6-
fosfato se desvia da via glicolitica para uma via de sinalizagcdo com a enzima
glutamina- frutose-6 amidotransferase fosfato (GFAT) convertendo o fosfato de
frutose-6 a uridina difosfato N-acetil glucosamina, no qual sdo adicionados
residuos de serina e treonina de fatores de transcricdo, resultando em
alteracOes patoldgicas na expresséo génica (BROWNLEE, 2001; BROWNLEE,
2005; GIACCO e BROWNLEE, 2010).

A inibicao da GFAT bloqueia aumentos induzidos por hiperglicemia na
transcricdo de citocinas como fator de crescimento transformante alfa e beta

(TGF-a e B) e PAI-1 (inibidor do ativador do plasminogénio tipo 1), que levam a



28

danos aos vasos sanguineos diabéticos quando tem sua expressao aumentada
(BROWNLEE, 2001; BROWNLEE, 2005; GIACCO e BROWNLEE, 2010;
PITOCCO et al, 2010).

Esta via também tem um importante papel na hiperglicemia e na RI induzida
por um excesso de oxidacdo de acido graxo, contribuindo para a patogénese
de complica¢Ges diabéticas (BROWNLEE, 2001; PITOCCO et al, 2010).

Todos esses mecanismos celulares refletem um processo Unico induzido pela
hiperglicemia, que € a superproducdo de superdxido pela cadeia mitocondrial
de transporte de elétrons (BROWNLEE, 2001; BROWNLEE, 2005; PANENI et
al., 2013). Portanto, uma hipotese importante para explicar o aparecimento de
complicacBes diabéticas induzida pela hiperglicemia é um aumento do estresse
oxidativo (NIEDOWICZ e DALEKE, 2005).

2.5. ESTRESSE OXIDATIVO E DIABETES MELLITUS TIPO 2

Os sistemas biolégicos que funcionam em condi¢cGes aerdbicas sdo expostos a
oxidantes, gerados intencionalmente ou como subprodutos (BASHAN et al.,
2009; PITOCCO et al., 2013). Esses oxidantes ocorrem em duas categorias, as
espécies reativas de oxigénio (ERO), sendo mais conhecidos o &anion
superoéxido, peréxido de hidrogénio e radical hidroxil e espécies reativas de
nitrogénio (ERN), em que as mais comuns sdo o 6xido nitrico e peroxinitrito
(BASHAN et al., 2009; PITOCCO et al., 2010; PITOCCO et al.,2013). Estas
espécies contém um ou mais elétrons desemparelhados e séo instaveis e de
curta duracdo (TANGVARASITTICHALI, 2015; ASMAT et al., 2015).

As espécies reativas sdo importantes para a ativacao de diferentes vias de
sinalizacdo que alteram a expressao de genes dentro da célula, como proteina
guinase ativada por mitogénio (MAPK) e quinase regulada por sinal extracelular
(ERK) (BASHAN et al., 2009; PITOCCO et al.,, 2013; ASMAT et al., 2015).
Dentre os efeitos fisiologicos em que ocorre a participacao de espécies reativas

estdo o tonus vascular, adesao celular, angiogénese, respostas imunes em
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macréfagos e neutrofilos, crescimento celular e acdo hormonal (LOPES et al.,
2008; PITOCCO et al., 2013; ASMAT et al., 2015).

A producéo de espécies reativas ocorre em resposta a estimulos intracelulares
e extracelulares. Os fatores extracelulares atuam através de receptores de
membrana plasmatica, tais como hormdnios e fatores de crescimento, insulina,
citocinas proé-inflamatérias, e fatores ambientais e fisicos. Estimulos
intracelulares incluem o metabolismo dos nutrientes, a transferéncia de elétrons
mitocondrial, sistemas enziméticos em que ERO sao gerados (lipoxigenase,
xantina oxidase) e mecanismos de desintoxicacao (sistema P-450) (BEDARD e
KRAUSE, 2007; BASHAN et al., 2009; PITOCCO et al., 2013).

A producdo em excesso das espécies reativas, ou a sua eliminacao
comprometida, pode resultar em um desequilibrio e danos ao organismo. As
espécies reativas podem reagir com varios componentes celulares, podendo
destruir ou alterar sua funcdo. Por isso, vem sendo identificados como os
principais contribuintes que danificam organismos biolégicos, com
envolvimento no processo de envelhecimento, cancer, aterosclerose, doengas
neurodegenerativas, obesidade e diabetes (BEDARD e KRAUSE, 2007,
LOPES et al., 2008; PITOCCO et al., 2010; PITOCCO et al., 2013).

Para controlar os efeitos das espécies reativas, quando geradas em excesso, 0
corpo produz antioxidantes enddgenos, ou adquire antioxidantes exdgenos
pela dieta (ASMAT et al.,, 2015; TANGVARASITTICHAI, 2015). O termo
antioxidante se refere a qualquer substancia que retarda a oxidacdo de um
substrato (ASMAT et al., 2015).

O sistema antioxidante sanguineo enzimatico é representado pelas enzimas
superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPX),
que atuam diretamente nos oxidantes, convertendo-os em por¢gdes né&o
oxidantes (CAT), ou para as espécies menos reativas (SOD), ou neutralizando
(GPx). O sistema antioxidante ndo enzimatico é formado por substancias como
a glutationa, tocoferdis, ascorbato, acido urico e B-caroteno (VASCONCELOS
et al.,, 2007, BASHAN et al.,, 2009). Assim, os sistemas antioxidantes
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enddgenos sao fundamentais para manter a funcéo celular adequada (EVANS
et al., 2002).

Ao contrario das demais espécies reativas, o anion superoxido € inativo,
porém, auxilia na producdo do radical hidroxil e tem importancia fundamental
para as células de defesa contra infec¢cdes causadas por virus, bactérias e
fungos, por gerar produtos que possuem forte atividade antimicrobiana, como
acido hipocloroso, peréxido de hidrogénio e peroxinitrito (BARRREIROS e
DAVID, 2008).

A hiperglicemia pode aumentar, inibir, ou manter o nivel de expressao de
enzimas antioxidantes em animais com diabetes. Estas discrepancias podem
surgir devido a variacdes na idade, duracdo da diabetes, tecidos examinados,
atividade enzimatica ao longo do tempo, podendo ser compensatéria em
resposta ao estresse oxidativo (DAL et al., 2015).

O estresse oxidativo € designado como o desequilibrio significativo entre a
producdo de espécies reativas e defesas antioxidantes, levando a uma
potencial lesédo tecidual (LOPES, 2008). Niveis excessivamente elevados de
espécies reativas causam danos aos componentes celulares vitais, tais como
proteinas, lipideos da membrana e acidos nucleicos e pode levar a morte da
célula (MOTAWI, 2013; ASMAT et al.,, 2015). Devido a essa capacidade de
danos, o0 estresse oxidativo é sugerido como um mecanismo da diabetes e
suas complicagbes (LOPES, 2008; GIACCO e BROWNLEE, 2010; MOTAWI,
2013).

No paciente diabético o estresse oxidativo € decorrente da hiperglicemia que
causa indugdo de mecanismos celulares como a via do poliol e de hexosamina,
0s AGEs e ativacdo da PKC (BROWNLEE, 2001; BROWNLEE, 2005; PANENI
et al., 2013).

A ativacdo da via do poliol contribui para o estresse oxidativo pois causa a
deplecdo de NADPH e consequente decréscimo nos niveis de glutationa
intracelular (PITOCCO et al.,, 2013). Em um ambiente de hiperglicemia, a

aldose redutase reduz glicose a sorbitol, que é posteriormente oxidada a
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frutose. No processo de reducdo do alto teor de glicose intracelular, a aldose-
redutase consome o cofator NADPH. Porém, NADPH é também o cofator
essencial para a regeneracdo do antioxidante intracelular glutationa
(BROWNLEE, 2001; BROWNLEE, 2005).

Os produtos finais de glicacdo avancada (AGEs) sao observados
principalmente em proteinas estruturais mas também sdo comumente
formados em proteinas da hemoglobina, catalase e SOD, alterando suas
funcdes normais (NIEDOWICZ E DALEKE, 2005). A formacdo de AGEs
depende de processos oxidativos e provoca a geracao de estresse oxidativo
em varios tipos de células, através da interagcdo com o seu receptor, causando
alteracbes inflamatdrias e trombogénicas, que contribuem para o
desenvolvimento das complicacdes vasculares em diabetes (NIEDOWICZ E
DALEKE, 2005; YAMAGISHI et al., 2012).

A hiperglicemia induzida pela ativacdo de proteina quinase C (PKC) contribui
para a producdo de anions superéxido em células do endotélio vascular
(CERIELLO, 2003; PANENI et al.,2013). O ambiente hiperglicémico induz uma
elevagcdo cronica dos niveis de diacilglicerol em células endoteliais com a
translocacdo para membrana de isoformas de PKC. A PKC fosforila a NADPH
oxidase, estimulando a producéo de superoxido, fornecendo assim um meio de
propagacéo do estresse oxidativo (NIEDOWICZ e DALEKE, 2005; PANENI et
al., 2013).

Na DM2, as principais fontes de estresse oxidativo sdo as mitocondrias
(ASMAT et al., 2015). O aumento da geracdo de espécies reativas
mitocondriais tem sido implicado como um mediador entre hiperglicemia e suas
consequéncias patologicas nos vasos, rins, neurbnios e retina (BASHAN et
al.,2009). A glicose pode estimular diretamente a superproducdo de ERO, e a
hiperglicemia por sua vez, ativa varias cascatas enzimaticas nas mitocéndrias,
incluindo a ativacdo da NADPH oxidase, desacoplamento de NO sintases e
estimulacdo da xantina oxidase (GIACCO e BROWNLEE, 2010; PITOCCO et
al., 2013).
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Uma das espécies reativas formadas através da disfuncdo mitocondrial,
considerada critico para RI, € o radical hidroxil (FRANCES et al., 2013). O
radical hidroxil € altamente reativo e lesivo, e sua geracdo é acelerada pela
hiperglicemia. O organismo humano ndo possui mecanismo de defesa, devido
a sua meia vida muito curta, causando modificagdo no DNA, danos a proteinas
e inativacdo enzimatica e peroxidacédo lipidica (BARREIROS e DAVID, 2006;
VASCONCELOS et al., 2007).

A peroxidacao lipidica € causada pelo ataque do radical hidroxil, que abstrai um
atomo de hidrogénio de um acido graxo poli-insaturado, deixando um elétron
desemparelhado, caracterizando a etapa de iniciacdo. Este radical é
estabilizado por rearranjo molecular, formando um dieno conjugado, que reage
com oxigénio e forma o radical peroxila, capaz de abstrair elétrons de
moléculas de lipideos adjacentes, caracterizando a reacdo em cadeia. A
terminacéo instala-se com a neutralizacdo dos radicais formados por acdo de
antioxidantes lipossoluveis (a-tocoferol, B-caroteno), ou pela reacdo de dois
radicais lipidicos formando produtos ndo radicalares (VASCONCELOS et al.,
2007).

No desenvolvimento de diabetes, a hiperglicemia desencadeia reacfes
oxidativas que causam mudancas nas propriedades das membranas, alterando
sua fluidez e permeabilidade, com expansao do liquido intracelular e risco de
ruptura das membranas da célula e das organelas, levando a sua destruicao
(VASCONCELOS et al., 2007; TANGVARASITTICHAI, 2015).

Dentre as espécies enddgenas que desempenham um papel na defesa
antioxidante e podem ser considerados como biomarcadores do estresse
oxidativo pode-se citar a SOD, que fornece a primeira linha de defesa contra a
les&o celular mediada por espécies reativas, catalisando a dismutacao do anion
superéxido em peroxido de hidrogénio e oxigénio molecular, além de reagir
rapidamente com o oxido nitrico (NO), reduzindo sua bioatividade e produzindo
o radical peroxinitrito (TIWARI et al., 2013).

A producdo de o6xido nitrico (NO) possui um papel central na modulagédo da

funcdo endotelial, por ter papel no sistema imune inato e ser altamente
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expresso em varios estados inflamatérios, incluindo a aterosclerose (BASHAN
et al., 2009; PITOCCO et al., 2013; LUNDBERG et al., 2015).

O NO é um agente crucial para a homeostase intravascular e se forma a partir
da conversdo de L-arginina em L-citrulina por meio da 6xido nitrico sintase
endotelial (eNOS). Existem trés isoformas da Oxido nitrico sintase: os tipos
constitutivos, de cérebro (bNOS) e endotelial (eNOS), e o tipo induzido (iNOS)
(CERIELLO, 2003; SENA; PEREIRA; SEICA, 2013). Dentre as acdes benéficas
do NO estédo a vasodilatacdo, aumento do fluxo sanguineo, hipotenséo, inibicao
da agregacdo e adesao das plaquetas, reducéo da proliferacdo do musculo liso
(TODA et al., 2010). A disfuncdo endotelial se refere a um desequilibrio na
liberacio de NO ou outros fatores vasodilatadores e substancias
vasoconstritoras, e esta relacionada com a patologia da diabetes e desordens
cardiovasculares (OUVINA et al., 2001).

Na diabetes a disfuncdo endotelial leva a um aumento da degradacédo de NO,
levando a sua deficiéncia e aumento na resisténcia vascular promovendo a
aterogénese. A reducéo na biodisponibilidade de NO vascular relaciona-se com
a sua inativacdo por ERO, sendo assim o NO pode ser um biomarcador do
estresse oxidativo na diabetes (PITOCCO et al., 2010).

Com o aumento da producao vascular de superoxido causado pela diabetes, o
NO pode reagir formando o peroxinitrito que leva a nitracdo de proteinas,
peroxidacdo lipidica, danos ao DNA e morte celular, contribuindo para as
patologias cardiovasculares como a aterosclerose. Portanto, o0 NO pode agir
com potencial fisiolégico ou patologico (CAHILL e REDMOND, 2016).

A ativagdo de PKC também interfere com a sintese de NO, através da
diminuicdo da eNOS, promovendo o aumento da vasoconstricdo e agregacao
de plaquetas. Além disso, estimula a sintese de matriz extracelular, e promove
uma resposta inflamatdéria através ativacao de citocinas e moléculas de adeséo
(BROWNLEE, 2001; PANENI et al., 2013; GIACCO e BROWNLEE, 2010;
DOMINGUETI et al., 2016).
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Como ja mencionado, para pacientes com DM2 pode ser necessario o uso de
insulina e estudos com pacientes demonstram que a insulina exégena possui
um efeito inibitério sobre o estresse oxidativo em pacientes com DM2, em
comparagdo com pacientes com DM2 que so utilizam hipoglicemiantes orais,
reduzindo a producdo de espécies reativas. Além disso, dados sugerem que a
insulina possui efeitos antiaterogénicos, reduzindo a progressdo da
aterosclerose (MONNIER et al., 2010; DANDONA et al., 2007).

No entanto, insulina em doses elevadas também pode promover o estresse
oxidativo, através do potencial efeito pro-oxidante das maiores oscilacdes
glicémicas. O excesso de insulina exdgena num estado de RI pode aumentar a
estimulacdo da via metabdlica mediada através da atividade da farnesil-
transferase ou MAPK, levando a proliferacdo de células e a ativacdo do
processo inflamatério (MONNIER et al., 2010).

2.6. INFLAMACAO E DIABETES MELLITUS TIPO 2

Classicamente a inflamacao era definida somente como uma resposta imune
protetora. Porém, os estados de inflamacgéo prolongados ou desregulados sdo
associados a doencas crbnicas, como a DM2 (MARCHETTI, 2016). A
inflamacdo crénica subclinica parece ser um fator de risco para o
desenvolvimento de DM2, independente do grau inicial de Rl e obesidade
(ESSER et al., 2014). Em um estudo foi encontrado que ilhotas pancreaticas na
DM2 apresentam sinais de infiltracdo de células imunes, predominantemente
macrofagos (KAMATA et al., 2014).

Na DM2, as desordens progressivas na atividade das células 3 e a progressiva
diminuicdo no seu nimero estéo relacionadas com o aumento da concentragao
sanguinea de citocinas, quimiocinas e acidos graxos livres, assim como a
hiperglicemia crbnica (CIESLAK, 2015).
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Niveis elevados de glicose possuem capacidade para ativar a via do fator
nuclear kappa B (NFkB) e estimular a expressdao de moléculas de adesédo
(MUNIANDY, 2009; FRANCES, 2013). NF-kB pertence a uma familia de
fatores de transcrigéo, que a partir de um sinal que ativa a inflamacao, entra no
nacleo e estimula a producdo de uma variedade de proteinas inflamatorias

como citocinas, enzimas e moléculas de adesdo (FONSECA, 2007).

O NFkB estimula a expresséao de genes que codificam citocinas, como TNF-a
(fator de necrose tumoral alfa), IL (interleucina), IL-1, IL-6, IL-2, IL-12,
moléculas de adeséao celular, receptores de quimiocinas e enzimas induziveis.
Além de aumentar a expressdo de moléculas envolvidas na regulacdo da

proliferacdo celular, apoptose e progressao do ciclo celular (FRANCES, 2013).

O aumento da atividade da PKC e a formacdo de AGEs decorrentes da
hiperglicemia crbnica estdo envolvidos na resposta que induz as células
endoteliais a entrar num estado pro-inflamatorio, com aumento de varias
moléculas de adesdo e levando a producdo de citocinas inflamatérias
(BROWNLEE, 2001; BROWNLEE, 2005; GIACCO e BROWNLEE, 2010;
PITOCCO et al., 2013).

A inflamacéo subclinica na DM2 é caracterizada por niveis elevados de
proteina C-reativa (PCR), TNF-a e citocinas, que interagem com receptores
diferentes que convergem em seus mediadores finais que aumentam o
estresse oxidativo e ativam NF-kB, levando a disfungéo endotelial (SAAD et al.,
2015).

A resposta de fase aguda € uma reacédo sistémica, caracterizada pelo aumento
na concentracdo de proteinas de fase aguda como a PCRus, complemento,
soro amildide A, haptoglobina e fibrinogénio. As proteinas de fase aguda séo
principalmente sintetizadas no figado, e sua produgcdo é estimulada por
citocinas da resposta imune inata, principalmente IL-6 e TNFa (PICKUP et al.,
2004).

A PCRus faz parte da resposta imune a lesdo e infeccdo. Possui funcoes

imunorreguladoras como 0 aumento da reatividade dos leucdcitos, fixacdo do
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complemento, e a modulagédo da ativacdo de plaquetas (GROSSMAN et al.,
2015).

Os niveis de PCRus estdao aumentados em estagios de disfungao de célula B e
Rl. A aterosclerose é considerada como o0 resultado de uma resposta
inflamatdria nas paredes arteriais, e citocinas pro-inflamatdérias, incluindo
quimiocinas, moléculas de adesdo e de fase aguda, tais como PCR e
fibrinogénio, sdo sugeridos como marcadores para a aterosclerosea. Assim, a
PCRus é um marcador de inflamacgéo, usado para avaliar a presenca de risco
cardiovascular em pacientes com DM2. (LIMA et al., 2007; SAAD et al., 2015).

O fibrinogénio, além de marcador de coagulacdo é também considerado um
marcador de inflamacéo e esta associado com hiperviscosidade sanguinea e
ativacdo da coagulacdo (AZAD et al.,, 2014). Além disso, ele participa na
formacao da placa aterosclerética por modulacdo da funcéo e proliferacao de
células do musculo liso e a migracdo endotelial, sugerindo que o fibrinogénio
tem um papel nas fases iniciais de formacdo de placa e as complicacdes
tardias da doenca cardiovascular (KOCH et al., 2008). Nos pacientes com DM2
ocorre aumento dos niveis plasmaticos de fibrinogénio (PICKUP, 2004;
LEPEDDA et al., 2016).

Portanto, a inflamacéo cronica pode preceder o desenvolvimento do DM2 e
valores elevados dos marcadores inflamatérios como PCRus e fibrinogénio
podem identificar uma populacdo de alto risco para desenvolver DM2, com o

potencial de prevenir doenca aterosclerdtica e DM2 (FESTA et al., 2002).

Uma das principais citocinas liberadas nos processos inflamatorios € o TNF-q,
produzido principalmente por macréfagos e mondcitos, que pode ativar as vias
de sinalizacdo associadas com a sobrevivéncia celular, apoptose, resposta
inflamatoria e diferenciacéo celular, bem como contribuir para a fisiopatologia
de muitas doencas (CORDA et al., 2001; SAAD et al., 2015).

O TNF-a exerce os seus efeitos através da sua acao sobre os seus receptores
TNF-R1 e TNF-R2. A ligagdo do TNF-a ao TNF-R1 promove a ativagao de

NFkB, mediando a transcricdo de varias citocinas envolvidas na sobrevivéncia
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e proliferacdo, resposta inflamatoéria, adeséo celular e fatores apoptoticos. Os
niveis altos de TNF- a sdo encontrados em pacientes DM2 e esta associado a
véarias complicacfes da diabetes (FRANCES, 2013; DOMINGUETI et al., 2016).

O TNF-a pode promover a Rl nos tecidos e pode contribuir para a auto-
imunidade de células B na DM2, através da ativagédo de células T, células B e
macrofagos, aumento da expressdo de antigenos de células B e subsequente
apoptose de células B (GROSSMAN et al.,, 2015). Além disso, estimula a
liberacdo e a expressdo de moléculas pro-coagulante e inibe a expressao de
moléculas anticoagulantes (DOMINGUETI et al., 2016).

Com o aumento de peso e hipertrofia dos adipdcitos acredita-se que ocorre
compressdo dos vasos sanguineos no tecido adiposo branco, levando a
hipoxia local e morte de alguns adipécitos, desencadeando a cascata da
resposta inflamatéria e angiogénese. No tecido adiposo branco de obesos a
expressdo de TNF-a se encontra modificada, reprimindo a expressédo de genes
envolvidos na captacdo e armazenamento de acidos graxos livres e glicose;
suprimindo genes de fatores de transcricdo envolvidos na lipogénese;
diminuindo a expressao da adiponectina e aumentando a da IL-6 e proteinas
de fase aguda (LEITE et al., 2009).

A IL-1B é uma das citocinas pro-apoptoticas e pro-inflamatérias mais
importantes, intimamente relacionada a patogénese da DM2 devido a
diminuicdo da secrec¢ao e diminuicao do numero de células 3 e por afetar vias

necessarias para a expressao do gene que codifica a INOS (CIESLAK, 2015).

A exposicao prolongada de células B do pancreas a concentracfes elevadas de
glicose e acidos graxos livres aumenta a atividade metabdlica das células das
ilhotas, levando a formacao de ERO, promovendo a ativacdo de inflamassoma
NLRP3 (proteina receptora do tipo NOD 3) e caspase 1, permitindo assim a
producdo de IL-18 madura. A IL-1B sofre autoestimulacéo, que amplifica ainda
mais a inflamacgéo, gerando um ciclo vicioso. Esta potente citocina ativa entao
varias células do sistema imune, promovendo a resisténcia a insulina
(DONATH, 2014).
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A inflamacé@o das ilhotas e aumento dos niveis de IL-1B contribuem para a
perda da fungcdo e massa de células 3 na DM2. A maior fonte de producédo de
IL-1B8 nas ilhotas parece ser o macrofago, e essa producédo pode ser induzida
por varios fatores, incluindo a angiotensina Il, glicose, &acidos graxos e
possivelmente outros fatores que ainda nao foram identificados (MARZBAN,
2015). Ao antagonizar o sistema de IL-1 ocorre melhora na funcéo secretora de
células B, podendo prevenir ou retardar o aparecimento de DM2 (DONATH,
2014).

A citocina IL-6 € liberada para a circulacdo em abundancia durante os
processos inflamatérios, e € produzida por células endoteliais, leucécitos,
adipécitos e células mesangiais. Ela regula varios processos fisiologicos,
incluindo a resposta de fase aguda, inflamacdo, resposta imunitéria,
mecanismos de defesa do hospedeiro, hematopoiese e o crescimento celular.
Os relatos da literatura indicam a sua acao tanto pro-inflamatéria e protetora
(CIESLAK, 2015; DOMINGUETI et al., 2016). A IL-6 induz a producédo de um
namero de proteinas de fase aguda, tais como soro amildide A e proteina C
reativa (ATAIE-KACHOIE et al., 2014).

Estudos que examinaram os efeitos de intensiva terapia com insulina na fungéo
imune e fatores inflamatorios demonstraram que os niveis de citocinas pro-
inflamatorias sistémicas diminuem apds a administracdo de insulina (JANSEN
et al., 2013). Em contraste com a glicose, a insulina suprime a expressao de
NFkB, a geracdo de espécies reativas e aumenta a producdo de NO e inibe
processos inflamatérios (MUNIANDY, 2009).

No entanto, outro estudo, realizado em animais em um modelo de DM2
induzida por estreptozotocina, demonstrou que o tratamento com insulina por
uma ou quatro semanas ndo conduziu a uma diminui¢do da inflamacao aguda
associada com o estresse oxidativo e ndo reduziu a infiltracdo de macréfagos
nos figados dos ratos (DAL et al., 2015).
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2.6.1. Polimorfismo -308G/A no gene de TNF-a

Como exposto anteriormente, a sintese e liberacdo de citocinas pro-
inflamatorias estdo envolvidas na patogénese da DM2 e suas complicacdes.
Polimorfismos em genes de citocinas sé&o geralmente localizados em suas
regides reguladoras e afetam os niveis da sua expressao (RODRIGUES et al.,
2015). Dessa forma, polimorfismos em genes de citocinas vém sendo

estudados em complicacdes relacionadas a DM2.

Dentre os polimorfismos relacionados a diabetes destaca-se o descrito para a
regido promotora do gene de TNF-a (-308G/A), sugerindo sua agdo no
aumento da RI, na patogénese e nas complicacdes diabéticas (DUTTA et al.,
2013). Esse polimorfismo se caracteriza por apresentar uma variacao
conhecida como polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP), que nesse caso
envolve a substituicdo de uma guanina por uma adenina (GUZMAN-FLORES
et al., 2011).

O polimorfismo no gene de TNF-a na posicdo 308 tem demonstrado afetar
diretamente a expressao desta citocina. A substituicdo da guanina pela adenina
esta relacionada a um fenétipo de maior producdo de TNF-a (TUGLULAR et
al., 2003). Estudos indicam que carreadores do alelo A apresentam maior Rl e
aumento na porcentagem de gordura corporal (FERNANDEZ-REAL et al.,
1997; FONTAINE-BISSON et al., 2007). Um estudo recente encontrou
associacao entre o alelo A do polimorfismo -308 e um aumento no risco de
retinopatia em pacientes com DM2 (SESTI et al., 2015). Porém, outros estudos
demonstram que o polimorfismo ndo é um fator de risco importante para a
obesidade e doenca cardiovascular, ndo tendo associacdo com a DM2
(HEDAYATI et al., 2011; GUZMAN-FLORES et al., 2011).

Portanto, verifica-se a importancia de avaliar o estresse oxidativo e inflamacéao,
em pacientes com DM2 que estdo ou ndo em insulinoterapia, podendo-se

observar um possivel beneficio dessa terapia nesses parametros.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL:

Investigar se 0 uso ou ndo de insulinoterapia em pacientes com Diabetes

Mellitus tipo 2 influencia marcadores de inflamagé&o e estresse oxidativo.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

- Avaliar a influéncia do uso de insulinoterapia em pacientes com DM2 em

marcadores:

¢ De estresse oxidativo: peroxidacdo lipidica, 6xido nitrico e atividade da

superoxido dismutase;

e De inflamacdo: IL-1 B, TNFa, fibrinogénio e proteina C reativa

ultrassensivel;

e Bioquimicos: glicemia de jejum, hemoglobina glicada (A1C) e perfil
lipidico.

- Avaliar a adesao ao tratamento medicamentoso;

- Correlacionar o polimorfismo -308 G/A na regido promotora do gene do TNFa

com seus niveis plasmaticos em pacientes com DM2.
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4. METODOLOGIA

Trata-se de um estudo clinico transversal do tipo caso controle realizado com
pacientes atendidos em unidades de salude da Regido de Saude de Maruipe,
Vitoria-ES. O estudo foi realizado com a participacdo de individuos com
diagnostico de diabetes mellitus tipo 2 (DM2), que utilizam ou ndo insulina, e

individuos sem diabetes mellitus (controle).

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal do Espirito Santo (parecer 1.673.452, em anexo). Todos os individuos
foram convidados a participar do estudo em carater voluntario. Aqueles que
aceitaram participar assinaram um termo de consentimento escrito (Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido) ap6s receber as informacfes sobre o

projeto e responderam ao questionario de pesquisa.
4.1. POPULACAO DE ESTUDO

Como populacdo de estudo tem-se pacientes diagnosticados com DM2, de
ambos o0s sexos, na faixa etaria de 40 a 75 anos, e pacientes controle,

vinculados as equipes de saude.
Os participantes foram classificados nos grupos:

e Grupo 1 (n=40): pacientes com diabetes mellitus tipo 2 (DM2), sem uso

de insulinoterapia;

e Grupo 2 (n=40): pacientes com diabetes mellitus tipo 2 (DM2), com uso

de insulinoterapia
e Grupo 3 (n=40): individuos sem diabetes mellitus (controle).
4.1.1. Critérios de incluséo

Foram incluidos no total 120 individuos adultos, de ambos os sexos, na faixa
etaria de 40 a 75 anos, cadastrados e atendidos na USF, e que concordassem

em participar do estudo. Para os grupos DM2 foram incluidos individuos com
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diagnostico clinico e laboratorial de diabetes mellitus tipo 2 e para o grupo

controle, foram incluidos individuos sem histérico de diabetes mellitus.

4.1.2. Critérios de nao inclusao

Foram excluidos pacientes que sofreram trombose, infarto ou acidente vascular

cerebral recentes, além de cancer, doenca autoimune e infec¢des agudas.

4.2. AMOSTRA BIOLOGICA

A coleta de sangue foi iniciada em fevereiro e ocorreu até dezembro de 2015.
Foi solicitado aos participantes que respeitassem um periodo de 12 horas de
jejum antes da coleta, que foi feita por puncdo venosa, no posto de coleta da

unidade de saude.

Para as dosagens bioquimicas, glicemia de jejum (GJ), hemoglobina glicada
(HbA1lc), colesterol total (CT), HDLc, LDLc, VLDLc e proteina C reativa ultra
sensivel (PCRus), foram coletados de cada paciente 4,0 mL de sangue venoso
em tubos com anticoagulante EDTA e 4,0 mL de sangue venoso em tubos sem
anticoagulante. Estas amostras seguiram para as dosagens que foram

realizadas pelo Laboratorio Central da Prefeitura Municipal de Vitoria.

Para a extragcdo do DNA, foram aliquotados 650 pL em duplicata retirados do
sangue venoso com anticoagulante EDTA. As amostras obtidas foram
identificadas e armazenadas a -20°C até o momento da extracdo do DNA no

laboratério de Bioquimica Clinica da UFES.

Para as dosagens do estresse oxidativo, foram coletados 4mL de sangue
venoso em tubo com anticoagulante EDTA. As amostras obtidas em EDTA
foram centrifugadas a 3.000 rpm durante 10 minutos, para obtencdo das
amostras de plasma, e foram aliquotadas, identificadas e armazenadas a -80°C

até o momento da avaliag&do no laboratorio de Bioquimica Clinica da UFES.

Para as dosagens dos marcadores de inflamagé&o, foram coletados 4,0 mL de

sangue venoso em tubos com citrato de sédio. As amostras obtidas em citrato
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foram centrifugadas a 3.000 rpm durante 20 minutos, para obtencdo das
amostras de plasma, e foram aliquotadas, identificadas e armazenadas a -80°C

até o momento das dosagens no laboratoério de Bioquimica Clinica da UFES.

4.3. AVALIACAO DOS PARAMETROS CLINICOS E ANTROPOMETRICOS

Os parametros sexo, idade, profissdo, estado civil, escolaridade, tabagismo,
alcoolismo, indice de massa corporal (IMC), tempo de diagndstico, tempo de
inicio da insulinoterapia, hipertensao arterial sistémica (HAS) e medicamentos
em uso foram medidos e/ou obtidos no momento da realizacdo do questionario
respondido pelos pacientes e por meio das informacgdes contidas no prontuario
eletrénico de cada paciente.

4.4. AVALIACAO DA ADESAO AO TRATAMENTO

A adesdo ao tratamento foi avaliada utilizando o teste de Morisky-Green,
adaptado para o portugués (BLOCH et al.,, 2008). O teste consiste em 4

perguntas feitas ao paciente:

1. Vocé as vezes tem problemas em se lembrar de tomar a sua

medicacao?
2. Vocé as vezes se descuida de tomar seu medicamento?

3. Quando esta se sentindo melhor, vocé as vezes para de tomar seu

medicamento?

4. As vezes, se vocé se sentir pior ao tomar a medicagdo, vocé para de

toma-la?

O paciente é considerado aderente quando responde ndo para todas as

perguntas.
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4.5. AVALIACAO DOS PARAMETROS BIOQUIMICOS

Os parametros bioquimicos foram analisados pelo Laboratério Central da
Prefeitura Municipal de Vitoria (PMV) e permitiram tracar os perfis glicémico e

lipidico.

45.1. Perfil Glicémico

Valores de referéncia recomendados pela American Diabetes Association.
Standards of Medical in Diabetes. Diabetes Care Vol. 38, Suplement 1, January
2015.

4.5.1.1. Determinacdo de hemoglobina glicada (HbA1C)
A determinacdo da hemoglobina glicada foi feita por cromatografia liquida de

alta precisdo em coluna de troca idnica, seguindo rigorosamente as instrucdes
dos fabricantes.
Valor de referéncia:

e Normal: <5,7%

e Prediabetes: 5,7 a 6,4%

e Diabetes Mellitus (DM): >= 6,5%

¢ Recomendado para adultos com DM ou DM gestacional: < 7%

e Maior risco de complicacdes microvasculares em adultos com DM: > 7%

e Recomendado para criancgas, adolescentes e idosos com DM: < 7,5%

4.5.1.2. Determinacéo de glicose (glicemia de jejum)
As concentracdes de glicose foram determinadas por ensaio colorimétrico

enzimatico com hexoquinase, utilizando o método enzimatico automatizado,
seguindo rigorosamente as instrucdes dos fabricantes.
Valor de referéncia:

e Adultos: 70 a 99 mg/dL

o (Gestantes (24 a 28 sem): < 92 mg/dL

e Glicemia de jejum alterada: 100 a 125 mg/dL
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e Diabetes Mellitus (DM): >= 126 mg/dL
¢ Recomendado para adultos com DM: 80 a 130 mg/dL

e Recomendado para criangas, adolescentes e idosos com DM: 90 a 130
mg/dL

4.5.2. Perfil Lipidico

Valores de referéncia recomendados pela V Diretriz Brasileira de Dislipidemias
e Prevencéo da Aterosclerose (2013).

4.5.2.1. Determinacéo de trigliceridio
As concentragBes de trigliceridio foram determinadas pelo método glicerol
fosfato oxidase, seguindo rigorosamente as instru¢des dos fabricantes.

Valor de referéncia:
e Desejavel: <150 mg/dL
e Limitrofe: 150 a 200 mg/dL
e Alto: 200 a 499 mg/dL

e Muito Alto: >= a 500 mg/dL

4.5.2.2. Determinacédo de colesterol total
As concentragBes de colesterol total foram determinadas por método
enzimatico colorimétrico automatizado, seguindo rigorosamente as instrucdes

dos fabricantes.
Valor de referéncia:
e Adultos > 20 anos:
e Desejavel: < 200 mg/dL
e Limitrofe: 200 a 239 mg/dL

e Alto: >=a 240 mg/dL
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4.5.2.3. Determinacgéo de colesterol LDL (lipoproteina de baixa densidade)

Os niveis plasmaticos de colesterol LDL foram determinados através da
equacao do Friedwald, sabendo da dificuldade de dosar os valores de LDLc
quando os niveis de trigliceridios sdo superiores a 400 mg/dL, na presenca de

quilomicrons e hiperproteinemia tipo 3 (Fredrickson).

Equacéo de Friedewald: LDLc = CT — (HDLc + VLDLc)

Valor de referéncia:
e Otimo: < 100 mg/dL
e Desejavel: 100 a 129 mg/dL
e Limitrofe: 130 a 159 mg/dL
e Alto: 160 a 189 mg/dL

e Muito Alto: >= 190 mg/dL

4.5.2.4. Determinacédo de colesterol HDL (lipoproteina de alta densidade)
As dosagens de colesterol HDL foram realizadas pelo método detergente

seletivo acelerador, seguindo rigorosamente as instru¢des dos fabricantes.
Valor de referéncia:
e Desejavel: > 60 mg/dL

e Baixo: <40 mg/dL

4.5.2.5. Determinacdo de colesterol VLDL (lipoproteina de muito baixa
densidade)

Os niveis plasmaticos de colesterol VLDL foram determinados através da

equacao do Friedwald.
VLDLc =TG/5 (para TG< 400 mg/dL)
Valor de referéncia:

e Inferior a 30 mg/dL
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4.6. AVALIACAO DO ESTRESSE OXIDATIVO

A avaliacdo do estresse oxidativo foi realizada através da dosagem dos niveis

de Oxido nitrico, superoxido dismutase e peroxidacao lipidica.

4.6.1. Dosagem de nitrito e nitrato

A quantificacdo de o6xido nitrico foi feita indiretamente através da medida de
nitrito e nitrato no plasma pela reacdo de Griess. Para isto, foi utilizado o kit
Nitrate/Nitrite Colorimetric Assay Kit (Cayman Chemical Company®, Michigan,
USA) baseado no método colorimétrico.

O NO sofre uma série de reacdes com diversas moléculas presentes em fluidos

biolégicos, que sao:

NO + O, > ONO; +H" > NOz + H*
2NO + O, 2 N20O4 + H,O & NO; + NO3
NO + NO; < N;0O3 + H,O = 2NOy

O produto final do NO in vivo séo nitrito (NO;) e nitrato (NOg3’). A proporcao é
variavel, e a melhor forma de se obter o nivel total de producdo de NO € a

soma de nitrato e nitrito.

O ensaio foi dividido em duas etapas, na primeira, foi adicionado 40 pL de
plasma dos pacientes diluidos com 40 pL de tampdo. A essa mistura foi
adicionado 10 pL de cofator da enzima e 10 pL da nitrato redutase. A placa foi
coberta e incubada por 1 hora para que ocorresse a conversao do nitrato para

nitrito.

Na segunda etapa, foram adicionados 50 pL dos reagentes de Griess 1 e 2,
que apoés 10 minutos convertem o nitrito a um composto azo purpura. A medida
colorimétrica da absorbancia a partir do composto cromoéforo determina a
concentracéo total de nitrito, que foi lido em um comprimento de onda de 540

nm.
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Para realizagdo do ensaio foram adicionados 200 pL de tampao para formacéo
do branco e foi realizada uma curva padrao. O resultado final foi expresso pela

soma da concentracéo de nitrato e nitrito em M.

Nitrate Reductase
NOy —_— > ND

Mitrate MNitri MHz
Mitrite S

1) i 2) i NH
NH N e S f | =
/".Lw N -~
H* \|,f

.f'*l h 2\ =3
NDz"  + _— . | L[/ﬂ N -, j\ - -
~ S e

E2=Z

S0-MHz S0MH SOpMH,
Sulfanilamide N-(1-Naphthyl) -
(Griess Reagent 1) ethylenediamine ~ |

(Griess Reagent 2)
S0uMHs
Azo product
Amz: 340 nm

Figura 3: Reacdes envolvidas no ensaio colorimétrico nitrato/nitrito.

Fonte: Nitrate/Nitrite Colorimetric Assay Kit, Cayman.

4.6.2. Determinacgdo da atividade da enzima superoxido dismutase

A atividade da enzima superoxido dismutase foi medida por meio do kit SOD
determination kit (Sigma-Aldrich®, Buchs, Switzerland) no plasma. Este kit
utiliza um sistema de geracdo de anions superéxido, xantina e xantina oxidase,
e avalia a capacidade da solucao teste em inibir a reacdo do anion superoxido
com o0 WST-1 (2- (4-iodofenil) - 3- (4-nitrofenil) -5- (2,4-sulfofenil)-2H-tetrazélio,
sal monossodico). Esta reacdo forma um composto denominado formazan, cuja
intensidade de cor pode ser lida a 450 nm. Quanto maior a quantidade de SOD,

menor sera a formacéo do formazan.
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xanthine

0; 20; WS5T-1 formazan
H:0; 20, WST-1
uric acid

0; + H;04

Figura 4: Principio do ensaio da SOD (superoxido dismutase).

Fonte: kit SOD determination kit, Sigma.

(0,7): anion superoxido; XO: xantina oxidase; SOD: superdxido dismutase; WST-1: (2- (4-

iodofenil) - 3- (4-nitrofenil) -5- (2,4-sulfofenil)-2H-tetrazdlio, sal monossaédico).

O ensaio consiste em pocos com amostra, branco 1 (descontar atividade
enzima), 2 (descontar cor da amostra) e 3 (descontar cor da solucdo de
trabalho WST). Para realizacdo do ensaio foram adicionados 20 pL de plasma
em amostra e branco 2, e 20 yL de agua destilada no branco 1 e 3. Em seguida
foram adicionadas 20 pL da solucédo de trabalho WST em todos os pocos, 20
puL de tampédo de diluicdo no branco 2 e 3, 20 pL da solucédo de trabalho da
enzima nas amostras e branco 1, misturando vigorosamente. A placa foi

incubada a 37°C por 20 min, e a leitura foi realizada a 450 nm.

O resultado foi expresso pela quantidade de SOD plasmética (U/ml) a partir da

curva padrao.
4.6.3. Avaliacdo da peroxidacéo lipidica

Para avaliar a o nivel de peroxidacao lipidica foi determinada a concentracao
de hidroperdéxidos lipidicos, que resultam da acdo de espécies reativas sobre
acidos graxos saturados e insaturados. O ensaio determina as concentracdes
de hidroperoxidos em amostras de plasma e foi adaptado de Buege e Aust
(1978). O aparecimento da coloragdo ocorre devido a presengca do
malondialdeido e outras substancias provenientes da peroxidagéo lipidica no

material biolégico.
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Para este ensaio, 50 pL de plasma foram colocados em tubo falcon e em
seguida, foi adicionado 20 pyL de SDS 10% (Ludwig Biotecnologia®, Rio
Grande do Sul, Brasil), e homegeneizado. Logo apoés foi adicionado 250 pL do
reagente de cor que consistia em &cido tiobarbitirico 0,037% (Merck
Millipore®, Darmstadt, Germany) + &cido tricloroacético 15% (Sigma-Aldrich®,
Buchs, Switzerland) + acido cloridrico 0,25M (Sigma-Aldrich®, Buchs,
Switzerland). A solucéo foi agitada e levada a banho fervente por 15 minutos,

seguido de resfriamento em banho de gelo por 5 minutos.

Apés centrifugacdo a 3500 rpm a 4°C, aliquotas da fase superior foram
colocadas na placa para leitura em ELISA em duplicatas de 200 pyL e lidas
espectrofotometricamente em um comprimento de onda de 540 nm,

descontando o branco que consistia no reagente de cor.

A partir do kit TBARS Assay (Cayman Chemical Company®, Michigan, USA) foi
realizada a curva padrdo e o nivel de malondialdeido (MDA) foi expresso em
MM,

a a g N, oH MO, N SH
M + 2 N — Q\T’J e T Y
' + ZHO
H H b - K 2H,

s %I/"“*‘c-i—-:-b:u
o OH

MDA TBA MDA-TBA Adduct

Figura 5: Reacdes envolvidas no ensaio da peroxidacao lipidica.

Fonte: kit TBARS Assay, Cayman.

MDA: Malondialdeido; TBA: acido tiobarbitrico.

4.7. AVALIACAO DA INFLAMACAO

A avaliacdo da inflamacgéo foi realizada através da avaliagdo dos niveis de

Proteina C Reativa ultra sensivel, fibrinogénio e citocinas (IL-18 e TNF-a).
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4.7.1. Determinacédo de Proteina C Reativa ultra sensivel (PCRus)

Os niveis plasmaticos totais de proteina C reativa foram determinados pelo
ensaio imunoturbidimétrico com intensificacdo da reacéo por particulas de latex
revestidas com anticorpos monoclonais anti-PCR, seguindo rigorosamente as
instru¢des dos fabricantes. O ensaio foi realizado pelo Laboratorio Central da
Prefeitura Municipal de Vitoria (PMV).

Valor de referéncia:
¢ Inferior a 0,5 mg/dL
4.7.2. Determinacao de fibrinogénio

A determinacao do fibrinogénio foi realizada pelo método de Clauss, utilizando
0 conjunto diagnostico Sta®Liquid Fib (STAGO), seguindo-se rigorosamente as
instrucdbes do fabricante. O ensaio foi realizado pelo Laboratorio de

Hematologia do Hospital Universitario Cassiano Antonio Moraes (HUCAM).

Valor de referéncia:

e 150 a 370 mg/dL

4.7.3. Dosagem de citocinas
4.7.3.1. Determinacéo de interleucina 1 — beta (IL-18)

Foi quantificada a citocina IL-13 no plasma coletado em EDTA de cada grupo,
utiizando o kit Human IL-18 ELISA (Boster Biological Technology®-

Immunoleader, California, USA).

O kit se baseia no principio do ensaio ELISA sanduiche, em que uma placa de
96 pocos é pré revestida com o anticorpo monoclonal de rato especifico para
IL-1B. Para realizagdo do ensaio foram adicionados 100 pL de amostra dos
pacientes (50 puL de plasma + 50 pL do tampdao diluente da amostra). Sendo
essa diluicdo necessaria para que os valores se encontrassem dentro da curva

padrao. Apos a adicdo das amostras a placa foi incubada a 37°C por 90 min.
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Apéds esse tempo, o conteudo da placa foi descartado e foi adicionado 100 pL
da solucdo de trabalho contendo o anticorpo de deteccéo policlonal de cabra
especifico para IL-13. Foi realizada uma incubacdo a 37°C por 60 min e em
seguida, foram feitas 3 lavagens com tampdo PBS, a cada vez deixando o
tampdao de lavagem por 1 min nos pocos.

Foram adicionados 100 pL da solucédo de trabalho ABC (Complexo Avidina-
Biotina-Peroxidase) e realizada uma incubacédo a 37°C por 30 min. Em seguida
foram realizadas 5 lavagens com tampao PBS, a cada vez deixando o tampé&o
de lavagem por 1-2 min nos po¢os, descartando assim 0s conjugados que nao

se ligaram.

O substrato cromogénico TMB (3,3',5,5'-Tetrametilbenzidina) foi adicionado aos
pocos (90 pL), incubando a 37°C no escuro por 15-20 min, em seguido foram
adicionados 100 pL da solugdo de parada TMB em cada pogo. A cor
imediatamente muda para amarelo. A leitura é realizada utilizando o

comprimento de onda da 450 nm.

O substrato TMB é utilizado para visualizar a reagdo enzimatica HRP
(Horseradish peroxidase). O TMB atua como um doador de hidrogénio para a
reducdo do peroxido de hidrogénio em agua por enzimas peroxidase tal como
HRP. TMB é catalisado por HRP produzindo um produto de cor azul que muda
para amarelo apos a adicdo da solucdo de parada acida. A densidade do
amarelo é proporcional & quantidade de IL-13 humano da amostra capturados

na placa.

Para realizacdo do ensaio foi adicionado 100 pyL de tampéo de diluicdo para
formacao do branco e foi feita uma curva padrédo. O resultado final foi expresso
em concentracao de pg/ml de IL-1p.

4.7.3.2. Determinacéo do fator de necrose tumoral (TNF-a)

Foi quantificado o TNF-a no plasma coletado em EDTA de cada grupo,
utiizando o kit Human TNF-a ELISA (Boster Biological Technology®-
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Immunoleader, California, USA). A metodologia € a mesma utilizada para a

deteccao de IL-13, com poucas alteracoes.

O kit se baseia no principio do ensaio ELISA sanduiche, em que uma placa de
96 pocos é pré revestida com o anticorpo monoclonal de rato especifico para
TNF-a. Para realizacdo do ensaio foram adicionados 100 pL de amostra dos
pacientes (50 pL de plasma + 50 pL do tampé&o diluente da amostra). Diluicdo
necessaria para valores que se encontrassem dentro da curva padréo, foi
estimando que havia uma baixa concentragdo de proteinas. Apos a adi¢do das
amostras a placa foi incubada a 37°C por 90 min.

ApoOs esse tempo, o contetdo da placa foi descartado e foram adicionados 100
uL da solucdo de trabalho contendo o anticorpo de deteccdo policlonal de
cabra especifico para TNF-a. Foi realizada uma incubagdo a 37°C por 60 min
e em seguida, foram feitas 3 lavagens com tampé&o PBS, a cada vez deixando

o tampéao de lavagem por 1 min nos pocgos.

Foram adicionados 100 pL da solucédo de trabalho ABC (Complexo Avidina-
Biotina-Peroxidase) e realizada uma incubacédo a 37°C por 30 min. Em seguida
foram realizadas 5 lavagens com tampao PBS, a cada vez deixando o tampé&o
de lavagem por 1-2 min nos pocos, descartando assim 0s conjugados que nao

se ligaram.

O substrato cromogénico TMB (3,3',5,5'-Tetrametilbenzidina) foi adicionado aos
pocos (90 pL), incubando a 37°C no escuro por 25-30 min, em seguida sdo
adicionados 100 pL da solucdo de parada TMB em cada poco. A cor
imediatamente muda para amarelo. A leitura é realizada utilizando o

comprimento de onda da 450 nm.

O substrato TMB é utilizado para visualizar a reagdo enzimatica HRP
(Horseradish peroxidase). O TMB atua como um dador de hidrogénio para a
reducdo do perdxido de hidrogénio em agua por enzimas peroxidase tal como
HRP. TMB é catalisado por HRP produzindo um produto de cor azul que muda
para amarelo apdés a adicdo da solucdo de parada acida. A densidade do
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amarelo é proporcional a quantidade de TNF-a humano da amostra capturados

na placa.

Para realizacdo do ensaio foram adicionados 100 pL de tampé&o de diluicdo
para formacdo do branco e foi feita uma curva padrdao. O resultado final foi
expresso em concentracao de pg/ml de TNF-a.

4.8 AVALIACAO DO POLIMORFISMO -308 G/A NO GENE DO TNF-a

A avaliacdo dos parametros genéticos foi realizada a partir da deteccéo do

polimorfismo -308 G/A na regiao promotora do gene do TNF-a.
4.8.1. Extracdo de DNA gendmico

O DNA genbdmico foi obtido a partir de amostras de sangue total colhido com
anticoagulante EDTA. A extracdo de DNA foi realizada pelo método salting out
adaptado de Munro e Maniatis (1989). O método requer uso de soluc¢des para
lise de hemacias e leucdcitos. A solucdo de lise de hemacias € composta por
sacarose, solucdo de MgCl,, solucdo de Tris-base e TRITON X-100. Por sua
vez, a solucéo de lise de leucdcitos é preparada a partir de NaCl e NaEDTA
0,024 M.

Uma aliquota de 500 pyL da amostra de sangue total de cada paciente foi
transferida para um tubo eppendorf de 1,5 mL estéril e incubada com 500 uL da
solucéo de lise de hemécias por dez minutos, a temperatura ambiente. Durante
este periodo, as amostradas foram invertidas de 5 a 6 vezes. Apés a lise das
hemécias, a amostra foi centrifugada a 14.000 rpm, durante 2 minutos. Apés a
centrifugacdo o sobrenadante foi descartado e o pellet formado foi
ressuspendido. Este procedimento foi feito duas vezes para todas as amostras.
A partir desta fase, o sedimento de leucécitos foi novamente ressuspendido e a
ele foram adicionados: 350 uL da solugao de lise nuclear, 35 pl de SDS 10% e
7 Ml de Perclorato de Sdédio 5 M. As amostras foram homogeneizadas
vigorosamente em agitador de tubos (vortex). Em seguida, foi adicionado a
mistura 150 yL de NaCl 4M e as amostras foram novamente agitadas em
vortex durante 30 segundos e, em seguida, centrifugadas a 14.000 rpm durante
3 minutos, a 4°C. O sobrenadante contendo o DNA foi transferido para um
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novo tubo contendo 500 L de isopropanol. As amostras foram misturadas por
inversdo cerca de 20 vezes para que ocorresse a precipitacdo do DNA, e
posteriormente centrifugadas a 14.000 rpm, 4°C, durante 3 minutos. Apds o
descarte do isopropanol, foram adicionados 500 uL de etanol 70%, refrigerado,
para lavar o tubo que foram novamente invertidos por 20 vezes. As amostras
foram novamente centrifugadas a 14.000 rpm por 3 minutos a 4°C e o
sobrenadante final foi descartado. O pellet de DNA extraido foi mantido
overnight a 37°C para secar. Para hidratar o DNA, foram adicionados as
amostras 30 yL de solucdo de hidratacdo (Tris 10 mM/ EDTA 0,1 mM) que
foram entdo aquecidas por 15 minutos a 65°C em banho-maria. O DNA

extraido foi armazenado em freezer a -20°C até a pesquisa do polimorfismo.

O DNA de cada amostra foi quantificado usando-se um espectrofotdmetro
(NanoDrop® ND-2000 UV-vis) para confirmacdo da quantidade de DNA e sua

pureza no Laboratdrio Multiusuario de Analises Biomoleculares (LABIOM).

4.8.2. Deteccédo do polimorfismo -308 G/A do gene do TNF-a

A técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foi padronizada para
deteccado do polimorfismo 308 G/A do gene do TNFa, de acordo com condi¢des
previamente descritas, utilizando-se 0s oligonucleotideos da literatura
(TUGLULAR et al., 2003; MARSH et al., 2003; DEGHAIDE et al., 2009). As
sequéncias dos iniciadores e as condicdes de amplificacdo sdo mostradas
abaixo (Quadro 1). Os iniciadores HGBA.A e HGBA.S foram utilizados como

controle interno de cada reacéo.
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Quadro 1: Iniciadores utilizados na PCR para deteccéo do
polimorfismo (-308 G/A) do gene do TNF-a.

INICIADOR SEQUENCIA (5'- 3°) AMPLICON ALVO
TNFAA308.2 (1) TNF
CAGCGGAAAACTTCCTTGGT 259 pb
TNF Genérico - 308 GA
TNFAS308G (2)
ATAGGTTTTGAGGGGCATGG
TNF Especifico
TNFAS308A (2)
ATAGGTTTTGAGGGGCATGA
TNF Especifico
HGBA.S (3) CGGTATTTGGAGGTCAGCAC Controle
456 pb
HGBA.A (3) CCCACCACCAAGACCTACTT Controle

1- TUGLULAR et al., 2003; 2- MARSH et al., 2003, 3- DEGHAIDE et al., 2009

Para a PCR, foi utilizado o termociclador modelo S1000 ThermalCycler
BIORAD (Foster City, CA EUA), e os reagentes foram oligonucleotideos
(Invitrogen®), desoxirribonucleotideos (Promega®), tamp&o (15 mM de MgCl,,
500 mM de KCI, 100 mM de Tris HCI pH 8,4 e 1% de TritonX-100) e Taq
polimerase (Invitrogen®). As misturas foram preparadas para um volume final
de 10 pL.

As condi¢cdes de amplificacdo, como o numero de ciclos, concentracdo de
reagentes e temperatura de anelamento foram padronizados com o objetivo de
se obter um bom sinal de amplificagdo com o minimo de inespecificidade
(Quadros 2 e 3) (DEGHAIDE et al., 2009). Em todos 0s conjuntos de reacdes
de amplificacéo foi utilizado um tubo sem DNA (branco), que funciona como

controle dos reagentes.
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Quadro 2: Concentracdes de reagentes utilizados na PCR para detec¢éo do
polimorfismo (- 308 G/A) na regido promotora do gene do TNF- a.

Reagente Concentracao Quantidade(ulL)
Agua 6,36
Tampéo 10 X 1,0
MgCl, 50 mM 0,3
DNTP 20 mM 1,4
HGBA S 10 uM 0,30
HGBA A 10 uM 0,30
308A ou 308G 10 uM 0,30
TNF-A 308.2 10 uM 0,30
Taq Polimerase 5 Ulul 0,20
DNA 150 ng 1,0
Volume final 9,0

MgCl,. cloreto de magnésio, dNTP 2'deoxinucleosideo 5’ trifosfato

Quadro 3: Programa de PCR, com perfil dos ciclos para detecc¢édo do
polimorfismo (-308 G/A) na regido promotora do gene do TNF-a, utilizado no
termociclador.

Estagio Temperatura Tempo Ciclos
Desnaturacgéo inicial 94°C 5' 1X
1. Desnaturacao 94°C 45”
2. Pareamento 64°C 45” 32X
3. Extenséo 72°C 1
72°C 5' 1X

4°C %
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Os produtos de amplificacdo foram submetidos a separacdo por eletroforese
utilizando-se gel de poliacrilamida a 8%, a 230 V por 1 hora (DEGHAIDE et al.,
2009).

Apés ser retirado da placa de corrida, o gel foi colocado em 50 mL de solucéo
de fixacdo composta de etanol e acido acético e foi mantido sob agitacéo, por
15 minutos. Em seguida foi corado com uma solucdo de nitrato de prata a
0,2%, na qual foi mantido sob agitacdo a temperatura ambiente por dez
minutos. Depois desse tempo, a solucdo corante foi descartada e o gel foi
lavado com agua. Apds o descarte da agua adicionou-se 50 mL de solucéo de
revelacdo composta por NaOH e formaldeido. O gel foi colocado novamente
sob agitacéo por dez minutos e entdo a solucao de revelagéo foi descartada e
substituida pela fixadora utilizada inicialmente.

4.9. ANALISE ESTATISTICA

Para a analise estatistica foram utilizados o programa GraphPad Prism 5.0 e 0
Software SPSS 22.0. O estudo contou com varidveis quantitativas e qualitativas
(categoricas). Foram considerados indicativos de diferenca estatistica valores
de p< 0,05, isto é, intervalo de confianca de 95% para todos os testes
estatisticos realizados. Antes da comparagdo entre 0s grupos e para verificar
quais variaveis quantitativas possuiam distribuicdo normal foi realizado teste de

Shapiro Wilk.

A apresentacdo dos dados foi feita na forma de média + desvio padrdo e/ou
mediana e intervalo interquartil (75% - 25%), quando havia dados que néo
seguiam a normalidade e com muitos outliers, sendo usada a mediana por ser
um valor central dos dados, pouco afetada pela presenca de valores

discrepantes, como a média.

Para verificar a homogeneidade e frequéncia entre variaveis qualitativas, foi
realizada analise de frequéncia das variaveis qualitativas através dos testes
qui-quadrado (x?) ou exato de Fisher, quando alguma variavel possuia um

numero de individuos menor do que 5.
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Quando as variaveis quantitativas dos grupos comparados apresentaram
distribuicdo normal, o teste realizado foi ANOVA de uma via seguido de teste
post hoc de Bonferroni e quando as variaveis quantitativas dos grupos néo
seguiram a normalidade, foi realizado o teste ndo paramétrico de Kruskall-

Wallys seguido de teste post hoc de Dunn.

Para a comparacdo das diferencas de frequéncia genotipica e alélica dos
polimorfismos entre os grupos controle e pacientes com DM2, foi utilizado o
teste de Fisher. O risco do desenvolvimento de DM2 associado aos diferentes
gendtipos encontrados no polimorfismo -308G/A investigado no gene do TNF,
foi calculado através da determinacdo da razdo Odds Ratio (OR), através do
programa GraphPad InStat. E para determinacdo dos niveis plasmaticos de
TNF-a em relagdo ao genatipo foi usado o teste de Mann Whitney por se tratar

de variaveis que ndo seguiam a normalidade.

Com auxilio do laboratério de estatistica da UFES (LESTAT) os participantes
deste estudo foram classificados em novos grupos de acordo com o teste de
adesdo. Para tais grupos, foi realizada a analise de variancia, bem como o post
hoc de Tukey para as variaveis quantitativas paramétricas e, para as nao

paramétricas, o teste de Kruskal-wallis com o post hoc de Dunn.
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5. RESULTADOS

5.1. PERFIL CLINICO E SOCIODEMOGRAFICO

Para a composicdo do grupo de estudo, este trabalho contou com a
participacdo de pacientes cadastrados em unidades basicas de saude da

Regido de Saude de Maruipe no municipio de Vitéria, ES.

As informacBes coletadas através do questionario aplicado e do prontuario
eletrdnico dos participantes permitiram as caracterizacdes sociodemogréfica,
clinica e antropométrica dos participantes. Estas caracteristicas bem como a

analise estatistica entre 0os grupos estao representadas nas tabelas 1 e 2.

Em relacdo ao sexo, 0s grupos na sua maioria sado constituidos por mulheres,
porém, o teste qui quadrado mostrou que nédo ha diferenca entre 0s grupos no
que diz respeito a variavel sexo (p= 0,1340). Além disso, a idade média dos
participantes dos grupos foi 54,83 + 1,43 para o0 grupo DM2 sem
insulinoterapia, 59,73 £ 1,30 para o grupo DM2 com insulinoterapia, e 56,70 +
1,62 para o grupo controle, ndo havendo diferengas estatisticas entre os

grupos, como evidencia o teste de Kruskall-Wallys (p= 0,0570).

Em relacdo as varidveis sociodemograficas, ndo houve diferenca entre as
variaveis profissdo e estado civil, sendo que a maioria dos pacientes relatou
trabalhar e serem casados, para a variavel escolaridade houve diferenca (p<
0,0001), demonstrando que 0s grupos nos grupos DM2 a maioria dos pacientes
possuia ensino fundamental completo, enquanto no grupo controle, a maioria

apresentava ensino médio completo (tabela 1).

Dentre as variaveis clinicas, no consumo de bebida alcodlica houve diferenca
significativa entres os grupos (p= 0,043), demonstrando que ambos 0S grupos
com DM2 ingerem bebida alcodlica socialmente numa frequéncia maior (14
pacientes (35%) e 11 pacientes (27,5%), sem e com insulinoterapia,
respectivamente) que o grupo controle (5 pacientes (12,5%)). Em relacdo a
variavel tabagismo, a maior parte dos pacientes ndo séo fumantes. Somente 3

(7,5%) pacientes do grupo DM2 sem insulinoterapia, 5 (12,5%) pacientes do
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grupo DM2 com insulinoterapia séo fumantes, enquanto nenhum paciente do
grupo controle é fumante. O teste qui quadrado ndo mostrou diferenca
estatistica em relacdo a variavel qualitativa tabagismo (p = 0,079) entre os

participantes dos trés grupos.

A caracterizacdo dos grupos DM2 em relacdo ao tempo de duragcéo da doenca
ndo apresentou diferenca estatistica entre os grupos (p= 0,367) quando
aplicado o Teste de Fisher, sendo que 20 pacientes (50%) do grupo DM2 sem
insulinoterapia e 25 pacientes (62,5%) do grupo DM2 com insulinoterapia
possuiam a doenca ha menos de 5 anos. Em relacdo a duracdo da
insulinizacdo, o estudo mostrou que 23 pacientes fazem uso de insulina ha
mais de 5 anos (57,5%) e 17 fazem uso h4 menos de 5 anos (42,5%), no grupo
DM2 em insulinoterapia.

Os pacientes foram classificados como hipertensos ou ndo mediante
diagnéstico médico explicitado em prontudrio, havendo diferenca estatistica
guando realizado o teste qui quadrado (p= 0,0001), mostrando que no total 75
pacientes (62,5%) eram hipertensos, sendo 67,5% do grupo DM2 sem
insulinoterapia e 85% do grupo com insulinoterapia, em comparacdo com 35%

do grupo controle.

De acordo com a Associacdo Brasileira para o Estudo da Obesidade e da
Sindrome Metabdlica (ABESO, 2010), IMC entre 18,5 e 24,9 (kg/m?) representa
um peso normal, IMC = 25 (kg/m?) representa sobrepeso, e um IMC = 30
(kg/m?) representa obesidade, com risco de ocorréncia de comorbidades. O
teste ANOVA de uma via mostrou que a média dos valores do indice de massa
corporal dos participantes foi diferente (p= 0,0068) entre os grupos DM2 com e
sem insulinoterapia, sendo observada uma média de 32,10 + 1,271 e 28,03 +
0,6060, respectivamente e entre os grupos DM2 com insulinoterapia e controle
(média 27,98 + 1,049), sendo assim observado maior IMC nos pacientes DM2
com insulinoterapia. No entanto, ndo houve diferenca estatistica quando os
pacientes foram estratificados em eutroficos, com sobrepeso ou obesidade, e

realizado o teste qui quadrado, conforme tabela 2.
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Tabela 1 — Caracteristicas sociodemograficas dos participantes dos

grupos controle e DM2 com e sem insulinoterapia.

Variavel Categoria Grupo DM2 sem Grupo DM2 com Grupo
insulinoterapia insulinoterapia controle Valor p
Sexo Feminino 28 (70) 25 (62,5) 33 (82,5) 0,1340(a)
(n, %) Masculino 12 (30) 15 (37,5) 7 (17,5)
Idade 0,0570(b)
- 54,83 +1,43 59,73+ 1,30 56,70 + 1,62
(M = DP)
Profissé@o Nao trabalha 1(2,5) 7 (17,5) 5(12,5) 0,2145(a)
(n, %) Trabalha 31 (77,5) 23 (57,5) 27 (67,5)
Aposentado 8 (20) 10 (25) 8 (20)
Estado civil Solteiro 12 (30) 10 (25) 7 (17,5) 0,5201(a)
(n, %) Casado 20 (50) 19 (47,5) 23 (57,5)
Divorciado 3(7,5) 4 (10) 7 (17,5)
Outro 5(12,5) 7 (17,5) 3(7.,5)
Escolaridade Analfabeto 3(7,5) 7 (17,5) 6 (15) <0,0001*(a)
(n, %) Ens.fundamental 30 (75) 30 (75) 12 (30)
Ensino médio 7(17,5) 3(7,5) 18 (45)
Superior 0 0 4 (10)

* Indica diferenca estatistica para p < 0,05 (5%)

(a) Teste X2 (b) Kruskall-Wallys



63

Tabela 2 — Caracteristicas clinicas dos participantes dos grupos controle

e DM2 com e sem insulinoterapia.

Variavel Categoria Grupo DM2 sem Grupo DM2 com Grupo Valor p
insulinoterapia insulinoterapia controle
Consumo Diariamente 0 0 0 0,043* (a)
bebidas
alcoolicas Semanalmente 0 2(5,0) 0
(n, %) Socialmente 14 (35,0) 11 (27,5) 5(12,5)
Nunca 26 (65,0) 27 (67,5) 35 (87,5)
Tabagismo Fumante 3(7,5) 5(12,5) 0 0,079 (a)
(n, %) N&o fumante 37 (92,5) 35 (87,5) 40 (100)
Tempo de Menos 5 anos 20 (50,0) 25 (62,5) - 0,367 (c)
diagndstico DM2
Mais 5 anos 20 (50,0) 15 (37,5) -
(n, %)
Tempo de Menos 5 anos - 23 (57,5) - -
insulinoterapia
Mais 5 anos - 17 (42,5) -
(n, %)
Hipertenséo Presente 27 (67,5) 34 (85) 14 (35) <0,0001*(a)
Arterial
Sistémica Ausente 13 (32,5) 6 (15) 26 (65)
(n, %)
IMC (M £ DP) - 32,10 £ 1,27 28,03+ 0,60 27,98 £ 0,0068%*(b)
1,04
(W1
IMC Eutréfico 6 (15,0) 10 (25,0) 17 (42,5) 0,063 (a)
categorizado
Sobrepeso 19 (47,5) 19 (47,5) 11 (27,5)
(n, %) Obeso 15 (37,5) 11 (27,5) 12 (30,0)

* Indica diferenca estatistica para p < 0,05 (5%)

(a) Teste X2 (b) ANOVA de 1 via; (c) Teste exato de Fisher

(I): diferenca entre os grupos DM2 sem insulinoterapia e com insulinoterapia, (Il): diferenca entre os

grupos DM2 sem insulinoterapia e controle, (lll): diferenca entre os grupos DM2 com insulinoterapia e

controle.
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Com relacao aos medicamentos, foram listados os que tinham maior frequéncia
de uso entre os pacientes, que sdo medicamentos para o tratamento de
diabetes, hipertensdo e dislipidemia, representados pelas classes: diurético
tiazidico (hidroclorotiazida), betabloqueador (atenolol), inibidor da ECA
(enalapril), antagonista da angiotensina Il (losartan), inibidor de canal calcio
(anlodipino), diurético de alca (furosemida), estatina (sinvastatina) e fibrato
(fenofibrato). Em relacdo ao grupo DM2 sem insulinizacdo, a maioria utilizava
metformina (biguanida) (97,5%) e/ou glicazida e glibenclamida (sulfonilureias)
(6 e 3, 15 e 7,5%, respectivamente). No grupo DM2 em insulinizagéo todos os

40 pacientes (100%) usavam insulina e 24 (60%) metformina (tabela 3).

Tabela 3 — Tipo e frequéncia de medicamentos em uso pelos participantes

dos grupos controle e DM2 com e sem insulinoterapia.

Medicamento Grupo DM2 sem  Grupo DM2 com Grupo controle
insulinoterapia Insulinoterapia
Enalapril (n, %) 14 (35) 15 (37,5) 10 (25)
Losartan (n, %) 15 (37,5) 11 (27,5) 5 (12,5)
Atenolol (n, %) 8 (20) 9 (22,5) 5(12,5)
Anlodipino (n, %) 6 (15) 6 (15) 1(2,5)
Hidroclorotiazida (n, %) 21 (52,5) 19 (47,5) 13 (32,5)
Furosemida (n, %) 0 2(5) 4 (10)
Sinvastatina (n, %) 12 (30) 7 (17,5) 2 (5)
Fenofibrato (n, %) 4 (10) 2 (5,0 1(2,5)
Glicazida (n, %) 6 (15) 0
Glibenclamida (n, %) 3(7,5) 1(2,5) -
Metformina (n, %) 39 (97,5) 24 (60) -

Insulina (n, %) - 40 (100)
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Na avaliacdo da adesdao ao tratamento observa-se que o grupo DM2 sem
insulina apresentou-se igualmente dividido entre aderente e ndo aderentes (20
pacientes, 50%), enquanto o grupo DM2 em insulinoterapia apresentou um
maior numero de pacientes aderentes (23, que corresponde a 57,5%), e 17 ndo
aderentes (42,5%). O grupo controle contou somente com 22 pacientes nesse
teste porque o restante do grupo néo fazia uso de nenhum medicamento de
uso continuo, sendo 12 aderentes (54,5%) e 10 ndo aderentes (45,5%) (Grafico
1). O teste qui quadrado para avaliacdo da adesdo ao tratamento
medicamentoso ndo foi significativo (p= 0,796), indicando que ndo ha
associacao entre os grupos DM2 (com e sem insulinoterapia) e controle, com a

presenca ou auséncia de adeséo, avaliadas a partir do teste de Morisky-Green.

Aderente
& Nao aderente

10+

n® de pacientes

n
1

DM2 sem DM2 com Controle
insulinoterapia insulinoterapia

Grafico 1 — Grafico de barras representando a adesdo ao tratamento
medicamentoso dos pacientes dos grupos controle e DM2 com e sem

insulinoterapia, classificados segundo a metodologia de Morisky Green.

5.2. PERFIL BIOQUIMICO

Os parametros bioquimicos foram representados por variaveis quantitativas
gue ajudaram a compor os perfis glicémico (glicemia de jejum e HbALC) e
lipidico (CT, HDLc, LDLc, VLDLc e triglicerideos).
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Os resultados do perfil glicémico mostram que os maiores niveis de glicemia de
jejum foram encontrados no grupo DM2 com insulinoterapia, com uma mediana
de 172,5 (225 — 118,3), assim como a HbAlc obteve os maiores niveis 8,65
(10,95 - 6,87) no grupo DM2 com insulinoterapia (tabela 4). A analise
estatistica revelou que houve diferenca significativa para as variaveis HbAlc (p
< 0,0001) e glicemia de jejum (p < 0,0001), sendo que na glicemia de jejum
houve diferenca entre os grupos DM2 sem insulinoterapia e controle e DM2
com insulinoterapia e controle. J& na HbAlc houve diferenga estatistica entre
0s trés grupos estudados (DM2 com insulinoterapia e sem insulinoterapia; DM2

com insulinoterapia e controle; DM2 sem insulinoterapia e controle).

Os pacientes com DM2 foram categorizados, com relacdo a frequéncia de
pardmetros considerados normais ou alterados, segundo os valores de
referéncia, e foi realizado o teste de qui quadrado. Essa andlise mostrou que
37,5% do grupo DM2 sem insulinoterapia e 62,5% do grupo DM2 com
insulinoterapia possuiam niveis alterados de glicemia de jejum (p = 0,0235) Da
mesma forma, foi encontrado que 27,5% do grupo DM2 sem insulinoterapia e
75% do grupo DM2 com insulinoterapia possuiam niveis alterados de HbAlc (p
< 0,0001).

Em relacdo ao perfil lipidico, na andlise estatistica somente a variavel HDLc foi
estatisticamente diferente entre os grupos (p < 0,0001), obtendo os maiores
niveis 50 (60,0 — 41,2) no grupo controle e niveis semelhantes nos grupos DM2
sem e com insulinoterapia, 43,5 (49,0-36,0) e 44,0 (49,0-36,2),
respectivamente. Houve diferenca entre os grupos DM2 sem e com
insulinoterapia em relacdo ao grupo controle, enquanto que as variaveis
colesterol total, LDLc, VLDLc e triglicerideo ndo houve diferenca estatistica (p>
0,05) (tabela 4).
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Tabela 4 — Parametros bioguimicos dos participantes dos grupos controle
e DM2 com e sem insulinoterapia expressos como mediana, intervalo

interquartil e valor p.

Grupo DM2 sem Grupo DM2 com
) ) ) ) ) ) Grupo controle
L insulinoterapia insulinoterapia
Variavel
_ i i Valor p
Mediana (Q3 — Q1) Mediana (Q3 — Q1) Mediana (Q3 — Q1)
<0,0001*(b)
GJ (mg/dL) 123,7 (157,4 - 110,2) 172,5 (225 - 118,3) 93,6 (101,1 - 88,2)
(n,
<0,0001* (b)
HbAlc (%) 6,3 (7,3-5,8) 8,65 (10,9 - 6,8) 5,5(6,0-5,3)
(1, 1,
CT (mg/dL) 193,5 (219,3 -157,0) 197,5(236,5-163,5) 207,5(235,0 —182,5) 0,118 (a)
LDLc (mg/dL) 118,0 (144,0-92,0) 122,5(154,8-92,25) 122,0 (147,3 —105,5) 0,537 (a)
<0,0001* (a)
HDLc (mg/dL) 43,5 (49,0 — 36,0) 44,0 (49,0 — 36,2) 50,0 (60,0 — 41,2)
(A1)
VLDLc (mg/dL) 27,0 (36,0 — 22,0) 24,0 (32,0 — 19,0) 24,5 (34,2 - 16,7) 0,400 (b)
TGD (mg/dL) 137,0 (183,8 - 116,3)  139,0 (224,0 — 98,0) 125,5 (178,8 — 85,5) 0,376 (b)

* Indica diferenca estatistica para p < 0,05 (5%)

GJ: glicemia de jejum, HbA1C: hemoglobina glicada, CT: colesterol total, LDLc: colesterol LDL, HDLc:
colesterol HDL, VLDLc: colesterol VLDL, TGD: triglicerideo; (a) Anova de uma via; (b) Teste de Kruskall-
Wallys; Q3-Q1: Intervalo interquartil.

(I): diferenca entre os grupos DM2 sem insulinoterapia e com insulinoterapia, (Il): diferenca entre os
grupos DM2 sem insulinoterapia e controle, (lll): diferenca entre os grupos DM2 com insulinoterapia e

controle.

5.3. PERFIL DE MARCADORES DO ESTRESSE OXIDATIVO

Para a avaliagdo dos marcadores de estresse oxidativo, foram realizadas as
determinacdes plasmaticas de o6xido nitrico, superdoxido dismutase e
peroxidacao lipidica. Os valores referentes a média, desvio padrdo, mediana e
intervalo interquartil de cada variavel bem como anadlise estatistica entre os

grupos e valor p estdo representados na tabela 5. E os dados também estéo
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representados em gréfico boxplot para as variaveis, indicando a diferencas
estatisticas encontradas e o valor p (Grafico 2).

Os maiores niveis de 6xido nitrico foram encontrados no grupo controle, com
valores de mediana 7,11 (8,94-4,62), seguido de valores medianos de 6,99
(9,40-4,96) no grupo DM2 sem insulinoterapia e 0s menores niveis no grupo
DM2 com insulinoterapia (4,64; 8,42-1,76) neste parametro. Segundo o teste
Kruskall Wallis, foi observada diferenca estatistica nos niveis médios de oxido
nitrico entre os grupos (p= 0,015), sendo que houve diferenca entre o grupo
DM2 sem insulinoterapia e com insulinoterapia e diferenca entre o grupo DM2

com insulinoterapia e controle.

Os niveis menores de SOD encontrados foram de 1,97 (3,48-1,00) no grupo
DM2 com insulinoterapia, enquanto os grupos DM2 sem insulinoterapia e
controle apresentaram resultados proximos (3,62; 4,12-2,07 e 2,96; 5,31-1,82,
respectivamente) e quando analisados estatisticamente se mostram diferentes,
segundo o teste Kruskall Wallis, tendo o valor de p= 0,013 e diferenca entre os

grupos DM2 sem insulinoterapia e DM2 com insulinoterapia.

Na peroxidacdo lipidica, representada pela dosagem do malondialdeido
formado no plasma, observou-se os maiores valores de 3,15 (4,21-2,46) no
grupo DM2 com insulinoterapia, seguido de valores de 3,03 (4,12-2,07) no
grupo DM2 sem insulinoterapia e menores valores no grupo controle (0; 0-0). A
avaliacdo da peroxidacdo lipidica foi estatisticamente diferente (p< 0,0001)
entre os grupos DM2 sem insulinoterapia em relagcdo ao controle e entre o

grupo DM2 com insulinoterapia em relagéo ao controle.
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Tabela 5 - Niveis plasmaticos dos marcadores dos niveis de 6xido nitrico,
superoxido dismutase e peroxidacao lipidica nos grupos controle e DM2
com e sem insulinoterapia expressos como médias, desvios padrao,

mediana, intervalo interquartil e valor p.

Grupo DM2 sem Grupo DM2 com
Grupo Controle

insulinoterapia insulinoterapia

Marcador Mediana Mediana Mediana Valor p
(Q3-0Q1) (Q3-0Q1) (Q3-Q1)
NO 6,99 4,64 7,11 0,015 @
(uM) (9,40 — 4,96) (8,42 — 1,76) (8,94 — 4,62) (1, 1y
SOoD 3,62 1,97 2,96 0,013*@
(U/mL) (4,12 -2,12) (3,48 — 1,00) (5,31 -1,82) 0)

MDA 3,03 3,15 0 <0,0001*®
(M) (4,12 - 2,07) (4,21 - 2,46) (0-0) (11, 11y

NO: 6xido nitrico, SOD: superoxido dismutase, MDA: malondialdeido

* Indica diferenca estatistica para p < 0,05, (a) Teste Kruskall Wallis

(I): diferenca entre os grupos DM2 sem insulinoterapia e com insulinoterapia, (Il): diferenca entre os
grupos DM2 sem insulinoterapia e controle, (lll): diferenca entre os grupos DM2 com insulinoterapia e

controle.
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Grafico 2 — Graficos Box-plots correspondentes aos niveis plasmaticos de NO
(uM), SOD (U/mL) e MDA (uM), dos participantes dos grupos DM2 sem
insulinoterapia, DM2 com insulinoterapia e controle, com indicacdes, de baixo
para cima, dos valores do 10°, 25°, 50°, 75° e 90° percentis. * Valor de p
significativo (p<0,05). NO: oxido nitrico, SOD: superéxido dismutase, MDA:
malondialdeido.
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5.4. PERFIL DE MARCADORES DA INFLAMACAO

Na avaliacdo dos marcadores de inflamagcdo, foram realizadas as
determinacdes plasmaticas de TNFa, IL1B8, PCRus e fibrinogénio. Os valores
referentes a média, desvio padrdo, mediana e intervalo interquartil das
variaveis bem como analise estatistica entre os grupos e valor p estdo
representados na tabela 6. E os dados também estéo representados em grafico
boxplot para as variaveis, indicando a diferencas estatisticas encontradas e o

valor p (Grafico 3).

No ensaio da citocina IL1 [ que foi realizado ndo foi possivel obter a
quantificacdo, visto que a maioria dos individuos apresentaram valores de
absorbancia menores que o branco, impossibilitando a andlise dos resultados
entre 0s grupos participantes do estudo. Provavelmente a amostra estava
muito diluida, ficando abaixo do limite de deteccdo do ensaio, ou ainda, a

concentragao plasmatica de IL1 3 dos pacientes possuia valores muito baixos.

Na avaliacdo de TNFa os niveis mais elevados foram encontrados nos grupos
dos pacientes com DM2, com valores de 94,13 (151,60-79,13) e 82,88 (101,60-
56,63) nos grupos DM2 com e sem insulinoterapia, respectivamente, jA no
grupo controle foi encontrado os menores valores medianos de 19,13 (37,25-
9,75). Segundo o teste de Kruskall Wallis, foi observada diferenca estatistica
nos niveis médios de TNFa entre os grupos (p< 0,0001), houve diferenca entre
0 grupo DM2 sem insulinoterapia e controle e entre o grupo DM2 com

insulinoterapia e controle.

Da mesma forma, na dosagem de PCRus foi observado niveis maiores de
PCRus nos grupos dos pacientes com DM2 sem e com insulinoterapia, com
valores medianos 0,49 (1,00-0,15) e 0,31 (0,64-0,13), respectivamente e
menores valores no grupo controle (0,27; 0,38-0,06). Niveis estatisticamente
significantes foram encontrados nos grupos em relacdo a PCRus (p= 0,0094),
havendo diferenca entre o grupo DM2 sem insulinoterapia e controle, segundo
o teste de Kruskall Wallis. Vale ressaltar que os valores de PCRus

considerados normais séo valores inferiores a 0,5 mg/dL.
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A analise utilizando o teste qui quadrado, quando os parametros foram
categorizados em normal e alterado, ndo apresentou diferenca (p= 0,0679). Os
valores de PCRus se apresentaram alterados em 50% dos pacientes DM2 sem

uso de insulina e em 30% dos pacientes DM2 em insulinoterapia.

Ainda de acordo com os resultados da tabela 6, houve diferenca estatistica nas
concentracbes de fibrinogénio entre os grupos (p= 0,0001), sendo que o0s
valores medianos para o fibrinogénio foram maiores para o grupo do DM2 com
insulinoterapia (333; 386,00-293,50) do que para o0 grupo DM2 sem
insulinoterapia (290; 325,30-239,80) e controle (276; 334,50-224,00). Segundo
o teste Anova de 1 via houve diferenca entre o grupo DM2 com insulinoterapia
em relacdo ao sem insulinoterapia, e entre o grupo DM2 com insulinoterapia
em relacdo ao controle. Vale ressaltar que os valores de fibrinogénio obtidos
para os dois grupos estao dentro dos valores do padr&o de referéncia descritos
na literatura que vai de 150 a 370 mg/dL.

Os valores de fibrinogénio se apresentaram alterados em 10% dos pacientes
DM2 sem uso de insulina e em 32,5% dos pacientes DM2 em insulinoterapia,

sendo essas frequéncias diferentes (p= 0,0139).



Tabela 6 - Niveis plasmaticos dos marcadores de inflamacéo TNF-a,

PCRus e fibrinogénio nos grupos controle e DM2 com e sem

insulinoterapia expressos como medias, desvios padrédo, mediana,

intervalo interquartil e valor p.

Grupo DM2 sem

insulinoterapia

Grupo DM2 com

insulinoterapia

Grupo Controle

73

Marcador
Mediana Mediana Mediana
Valor p
(Q3-Q1) (Q3-Q1) (Q3-Q1)

NFa 82,88 94,13 19,13 <0,0001
(pg/mL) (101,60 56,63) (151,60 — 79,13) (37,25 — 9,75) @ (I
oCRUS 0,49 0,31 0,27 0,0094
(mg/dL) (1,00 - 0,15) (0,64 —0,13) (0,38 — 0,06) @

Fib. 290 333 276 0,0001*
(mg/dL) (325,30 -239,80) (386,00 —293,50) (334,50 — 224,00) (b) (1,111

TNF-A a: fator de necrose tumoral alfa, PCRus: proteina C reativa ultra sensivel, Fib: fibrinogénio.

* Indica diferenca estatistica para p < 0,05, (a) Teste Kruskall Wallis, (b) Anova 1 via

(I): diferenca entre os grupos DM2 sem insulinoterapia e com insulinoterapia, (l): diferenca entre os

grupos DM2 sem insulinoterapia e controle, (lll): diferenca entre os grupos DM2 com insulinoterapia e

controle.
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Grafico 3 - Graficos Box-plots correspondentes aos niveis plasmaticos de TNF-
a (pg/mL), PCRus (mg/dL) e fibrinogénio (mg/dL), dos participantes dos grupos
DM2 sem insulinoterapia, DM2 com insulinoterapia e controle, com indicagdes,
de baixo para cima, dos valores do 10°, 25°, 50°, 75° e 90" percentis. * Valor de
p significativo (p<0,05). TNF-A a: fator de necrose tumoral alfa, PCRus:
proteina C reativa ultra sensivel.
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5.5. PERFIL GENETICO

Todos os pacientes foram submetidos a pesquisa do polimorfismo -308 G/A na
regido promotora do gene do TNF-a, porém em alguns DNAs nao foi possivel
realizar a genotipagem. No total foi possivel obter resultado de 112 pacientes,
sendo 35 do grupo DM2 com insulinoterapia, 39 do grupo DM2 com
insulinoterapia e 38 pacientes do grupo controle. Para realizar a anélise, no
entanto, foram identificados dois grupos: DM2, onde haviam os pacientes que
usavam ou nao insulina, totalizando 74 pacientes e grupo controle, com 38

pacientes.

A figura 6 ilustra o resultado da investigacdo da presenca do polimorfismo -
308G/A no gene do TNF-a em gel de poliacrilamida corado pela prata. O
padrdo de peso molecular corresponde a Ultima canaleta, a canaleta 1
demonstra o genétipo heterozigoto GA e as canaletas de 2 a 5 indicam
individuos que apresentaram o gendtipo homozigoto GG e o B representa o
branco indicando que ndo houve contaminacdo dos reagentes. Neste estudo
nao foi encontrado nenhum carreador do genétipo homozigoto AA. Foi utilizado
um paciente comprovadamente GG em todas as analises com o objetivo de

dN.aEEnmany
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minimizar o erro.

Figura 6- Eletroforese em gel de poliacrilamida para deteccdo do polimorfismo
(-308 G/A) na regiao promotora do gene do TNF-qa, através da técnica de PCR
alelo especifica. Legenda: PPM: padrdo de peso molecular 100 pb, Gendtipo
GG: canaletas (2; 3; 4; 5) Gendétipo GA: canaletas (1), gendtipo AA ausente;

B: branco.
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A tabela 7 contém a distribuicdo da frequéncia genotipica e alélica para o grupo
de pacientes com DM2, e grupo controle quanto ao polimorfismo -308 G/A do
gene do TNF-a. No entanto, devido a alguns problemas com a técnica, nao foi

possivel genotipar todos os participantes do estudo.

O grupo dos pacientes com DM2 foi formado por 74 pacientes incluindo os
usuarios e ndo usuarios de insulinoterapia, dentre os quais 40 homozigotos GG
e 34 pacientes heterozigotos GA, apresentando frequéncias genotipicas de
60,5 e 39,5 respectivamente. As frequéncias alélicas nesse grupo foram de
80,2 para G e 19,8 para A.

O grupo controle, por sua vez, foi composto por 38 pacientes, sendo 23
homozigotos GG e 15 individuos heterozigotos GA, apresentando frequéncias
genotipicas de 54 e 46, respectivamente. As frequéncias alélicas nesse grupo
foram de 77 para G e 23 para A.

O teste exato de Fisher ndo identificou diferenca estatistica em relacdo aos
gendtipos de ambos os grupos (p= 0,5515), ou da distribuicdo dos alelos (p=
0,6132).

Tabela 7: Frequéncias genotipica e alélica do polimorfismo -308G/A do

gene do TNF-a.

Frequéncias genotipica e alélica do TNF-a

Controle DM2
n (frequéncia%)  n (frequéncia) valor p @ OR Cl
GG 23 (60,5) 40 (54,0) 0.5515 0.7673  0.3464 - 1.700
Polimorfismo
GA 15 (39,5) 34 (46,0) 0.5515 1.303 0.5884 - 2.887
-308 G/A
AA 0 (0) 0 (0) - -
G 61 (80,2) 114 (77,0) 0.6132 0.8245 0.4166 - 1.632
Alelo
A 15 (19,8) 34 (23,0) 0.6132 1.213  0.6128 - 2.400

* Indica diferenca estatistica para p < 0,05, OD: Odds Ratio, ClI: Intervalo de confianca (a) Teste
Exato de Fisher

Os niveis plasmaticos de TNFa dos individuos nos grupos controle e DM2

foram estratificados por gendétipo e analisados (tabela 8). Quando se compara
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0S grupos verifica-se que existe diferenca significativa em relacdo ao TNF-a
tanto para o grupo formado pelos homozigotos GG (p< 0,0001) controle (46,99
+ 69,80) em relacdo ao DM2 (116,4 = 107,4), quanto para o grupo dos
heterozigotos GA (p< 0,0001) controle (22,85+ 21,37) em relacdo ao DM2
(118,7 £ 133,3). Demonstrando que em ambos 0s casos, 0 nivel do marcador
TNF-a encontrado no plasma sanguineo foi maior para o grupo DM2 quando

comparado ao grupo controle.

De acordo ainda com a tabela 8 ndo houve diferenca estatistica entre a
producdo de TNF-A para ambos os gendtipos quando avaliado o grupo controle
(p=0,6109) e grupo DM2 (p= 1,000).

Tabela 8 - Niveis plasmaticos de TNF-a dos individuos nos grupos
controle e DM2 estratificados por gendtipo e valores p.

Niveis plasmaticos de TNFa (pg/mL)

Controle DM2
Genotipo Valor p
média + desvio padrdo média + desvio padrédo

GG 46,99 + 69,80 116,4 + 107,4 <0,0001 @
GA 22,85+ 21,37 118,7 +133,3 <0,0001?"
Valor p 0,6109 ® 1,000 @

* Indica diferenca estatistica para p < 0,05 (a) Teste Mann Whitney.

5.6. ANALISE POR GRUPOS SEGUNDO ADESAO

Com objetivo de verificar se o comportamento dos dados era diferente para
pacientes aderentes ou nao, foram considerados novos grupos de pacientes,

classificados da seguinte forma:

- Grupo 1: 23 pacientes com DM2 que utilizam insulina e s&o aderentes;

- Grupo 2: 17 pacientes com DM2 que utilizam insulina e ndo s&o aderentes;
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- Grupo 3: 20 pacientes com DM2 que nao utilizam insulina e sdo aderentes;

- Grupo 4: 20 pacientes com DM2 que n&o utilizam insulina e ndo séo
aderentes.

A tabela 9 apresenta as medidas descritivas das varidveis quantitativas
segundo 0s quatro grupos.

Tabela 9: Medidas descritivas dos novos grupos, segundo a adeséo.

Grupo

DM2 sem insulina

DM2 sem insulina

DM2 com insulina

DM2 com insulina

Variavel aderente ndo aderente aderente nédo aderente
N Meédia '323‘(;% N Media '323‘(;% N  Média ggg‘r’;} N Média ';ZZ‘:;%
GJ 20 123,665 28,048 | 20 150,735 47,618 |23 152,935 59,829 |17 239,859 123,550
HBA1C 20 6,215 0,796 |20 7,175 1,406 |23 8,235 1513 |17 10,841 3,015
CT 20 185,400 44,281 | 20 197,350 35,575 |23 206,174 55,072 |17 202,118 49,380
HDL 20 41,300 8,578 |20 42,600 8,375 |23 44913 8,135 |17 42,353 9,473
LDL 20 115,671 40,072 | 20 123,150 29,865 |23 123,666 41,099 |17 122,489 30,414
VLDL 20 27,528 9,344 |20 31,600 14,905 (23 27,927 12,972 |17 29,666 14,345
TGD 20 160,800 92,263 | 20 160,650 74,506 |23 174,826 131,530 |17 183,412 117,139
PCRus 20 0,575 0,579 |20 0,833 0,829 |23 0,470 0,482 |17 0,668 1,264
NO 20 8,522 4,002 |20 6,319 2906 |23 5,363 3,751 |17 4,802 3,153
.S.OD 20 43,035 10,364 | 20 39,480 8,097 |23 32,600 13,141 |17 33,740 13,848
(atividade) ! ' ' ' ! ! ! '
MDA 20 3,271 1,741 | 20 3,337 1,777 |23 3,251 0,981 |17 3,674 1,760
TNF 20 116,625 165,271| 20 78,125 30,332 |23 144,886 128,815 |17 117,654 75,963
Fibrinogénio | 20 282,500 84,929 | 20 292,250 57,023 |23 341,130 83,239 |17 348,412 65,347

A tabela 10 apresenta os resultados da analise de variancia e o post hoc de

Tukey para as variaveis quantitativas paramétricas, e teste Kruskal-Wallis e o

post hoc de Dunn-Bonferroni para as variaveis quantitativas ndo paramétricas,

segundo 0S NOVOS grupos.

As variaveis CT, HDL, LDL, VLDL, TGD, PCRus, SOD, MDA e TNF-A nao

apresentaram diferenca entre as médias dos grupos. Para a variavel NO ha
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diferenca entre as médias dos grupos DM2 com insulina aderente e DM2 sem

insulina aderente e para o fibrinogénio existe diferenca entre os grupos DM2

com insulina ndo aderente e DM2 sem insulina aderente. Para as outras

combina¢des dos grupos ndo ha diferenca. No caso da variadvel GJ, a diferenca

encontrada vem da comparacdo dos grupos DM2 com insulina ndo aderente e

DM2 sem insulina aderente. Ja para a variavel HBA1C, a diferenca encontrada

vem da comparacdo dos grupos DM2 com insulina aderente e DM2 sem

insulina aderente, dos grupos DM2 com insulina ndo aderente e DM2 sem

insulina aderente e dos grupos DM2 com insulina ndo aderente e DM2 sem

insulina ndo aderente.

Tabela 10: Analise estatistica dos novos grupos, segundo adesao.

Variawvel Valor-p Grupo Teste post hoe Valores
[valor-p)
DM2 com insulina aderente x DM2 com insulina ndo aderente 0,558
OMZ com insulins sderente x OM2 sem insulins sderents 0,022 5,363 x 8,522
DM2 com insulina aderente x DM2 sem insulina nSo sderente 0,800
NO 0,008+ ™
OMZ com insulins ndo sderente x DM2 sem insuling sderente 0,040% 4,802 x 8,522
DMZ com insulina ndo aderente x DM2 sem insuling ndo aderente 0,558
DMZ se2m insuling aderente x OMZ sem insuling ndo aderznte 0,202
DMZ com insuling aderente x DM2 com insuling ndo aderante 10,550
DOM2Z com insuling aderente x DMZ sem insulina aderents 0,056
DMZ com insuling aderente x DM2Z sem insuling ndo aderante 0,146
Fibrinognic 0041 ™
DMZ com insuling ndo sderente x OMZ sem insulins sderents 0,043+ 348 412 x 282,500
DM2Z com insuling ndo aderente x OMZ sem insuling ndo aderante 0,105
DOM2Z sem insulina aderente x DM2 sem insuling ndo aderente 0,576
DM2Z com insuling aderente x DM2 com insuling ndo aderente 0152
DOMZ com insulins sderente x OM2 sem insuling sderents 0.40
DMZ com insuling aderente x DM2 sem insuling ndo aderente 000
Gl 0,002 = 0004+
DMZ com insuling ndo sderente x DMZ sem insuling sdersnte ' 739,859 x 123,665
DM2Z com insuling nio aderente x DM2 sem insuling ndo aderante 0.156
DOM2Z s=m insulina sderente x DM2 sem insuling nio aderente 0.526
DM2 com insulina aderente x DM2 com insulina ndo aderente 0D
- - - *
OMZ com insulins sderente x OM2 sem insulins sderents =0.001 8,235 _x 6,215
DM2 com insulina aderente x DM2 sem insulina nSo aderente 0326
HBAIC < 0,001 ® <0 00*
OMZ com insulins ndo sderente x DM2 sem insuling sderente . 10,841 = 6,245
DM2 com insuling nSo sderente x DMZ2 sem insuling ndo adersnte 0,002 10,841 x7. 475
- N - N “ 0,268
DMZ sem insulina aderente x DMZ sem insulina n3o aderents

* Indica diferenca estatistica para p < 0,05 (a) Anova 1 via e post hoc de Tukey, (b) Kruskal-Wallis e pc;st

hoc de Dunn.
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6.DISCUSSAO

Neste estudo foram observadas caracteristicas clinicas, antropométricas,
bioquimicas, de estresse oxidativo e inflamatorias em pacientes com DM2 em
uso ou nado de insulinoterapia, em comparagcdo com 0O grupo controle sem

diagnéstico de DM2, sendo 40 pacientes em cada grupo, totalizando 120.

Considerando tempo de diagndéstico da DM2 observou-se que 20 pacientes do
grupo DM2 sem insulinoterapia possuiam diagnostico a mais de 5 anos, e 20
pacientes possuiam diagnéstico a menos de 5 anos, enquanto no grupo DM2
com insulinoterapia 15 pacientes possuiam diagndstico a mais de 5 anos, e 25
pacientes a menos de 5 anos. Destes 25, 23 relataram o uso de insulina a
menos de 5 anos também, levando a conclusao que esses pacientes evoluiram
rapidamente para insulinizacdo, podendo ter apresentado o diagnostico em

estagios ja avancados da doenca.

Gomes e colaboradores (2006) mostraram que 0s pacientes com DM2
possuem maiores niveis de IMC em relagdo ao controle, apresentando
sobrepeso ou obesidade, que exercem uma influéncia consideravel na
associacdo com a doenca cardiovascular. No estudo atual o grupo DM2 com
insulinoterapia apresentou IMC igual a 28,03 enquanto o grupo DM2 sem

insulinoterapia apresentou IMC de 32,10.

De acordo com as diretrizes da SBD (2016) a maior parte dos pacientes com
DM2 apresenta sobrepeso (IMC: 25 a 29,9 kg/m?) ou obesidade (IMC= 30
kg/m?), sendo estes fatores contribuintes para a diminuicdo da sensibilidade &

insulina nos tecidos periféricos ao longo do tempo.

O excesso de tecido adiposo tem sido associado a niveis aumentados de
citocinas inflamatorias tais como IL-6 e TNF-a e o estudo de El-Kader e Al-Dahr
(2016) demonstrou que 12 semanas de exercicios aerbdbicos e dieta levou a
uma modulagéo das citocinas inflamatdrias e marcadores do estresse oxidativo
através da reducao dos niveis de IL-6, TNF-a, PCRus e MDA, e aumento das

enzimas antioxidantes em pacientes obesos com DM2.
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Além disso, a obesidade e aumento da adiposidade visceral sdo fatores
importantes na patogénese da coexisténcia de DM e hipertensdo (LASTRA et
al., 2014). Foi observado no estudo que do total de 120 pacientes, 75 (62,5%)
eram hipertensos, sendo 67,5% dos pacientes do grupo DM2 sem
insulinoterapia, 85% dos pacientes do grupo DM2 com insulinoterapia e 35%
dos pacientes do grupo controle diagnosticados com hipertensédo. De acordo
com os medicamentos usados pelos pacientes, depois dos prescritos para
diabetes foi relatado a maior porcentagem entre os medicamentos anti-
hipertensivos (Enalapril, Losartan, Atenolol e Hidroclorotiazida). A hipertenséo
contribui para aumentar o risco de doenca cardiovascular, que € uma das
principais causas de mortalidade nos pacientes diabéticos, além de aumentar o
risco para o desenvolvimento de DM2, no caso dos pacientes controles
(SOWERS et al., 2001).

A diabetes € uma doenca complexa, que exige constante atencdo a dieta,
exercicio, monitoramento da glicose, e medicacdo (insulina ou agentes
hipoglicemiantes orais), a fim de obter um controle metabdlico adequado e
evitar complicagbes em longo prazo. Varios fatores influenciam na adesao ao
tratamento como qualidade de vida, efeitos secundarios dos medicamentos,
problemas do sistema de salde e falta de conhecimento sobre a doenca
(WHO, 2003; MORISKY et al., 2008).

Através do questionario de Morisky-Green adaptado para o0 portugués, que é
uma medida indireta feita com informac¢des fornecidas pelo préprio paciente
(BLOCH et al., 2008), foi realizada a avaliacdo da adesdo ao tratamento dos
grupos estudados. Apesar de nao ter sido encontrada diferenca significante
entre os grupos, 50% do grupo DM2 sem insulinoterapia e 42,5% do grupo
DM2 com insulinoterapia foram classificados como n&o aderentes, sendo
observado no momento da aplicagdo do questionario que muitos pacientes ndo
faziam uso da terapia de forma adequada, pois muitos relataram se esquecer
de fazer uso das medicacgOes, ressaltando a falta de informacédo dos pacientes

sobre a doenca.
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De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (2003), quanto maior a
complexidade do tratamento, menor a probabilidade do paciente o seguir,
sendo a maior adesao aos agentes hipoglicemiantes orais associada a menor
frequéncia de administracdo, ou seja, pacientes que tomam doses menos
frequentes (uma vez por dia por exemplo). Como muitos pacientes relataram
uso de medicamentos para outras condices como hipertensédo e dislipidemia,
isso pode ter influéncia na adesao. Além disso, a duracdo da doenca possui
uma relacdo negativa com a adeséo, sendo que quanto maior o tempo que um

individuo tem diabetes, menor € a probabilidade de ser aderente ao tratamento.

Por isso, torna-se importante acfes de educacdo em salude para pacientes
com diabetes, estimulando o conhecimento sobre a doenca e a importancia do
autocuidado, que como consequéncia terd a prevencdo de complicacdes,
melhora da qualidade de vida e aumento da longevidade. Para garantir
resultados é fundamental que haja um trabalho em equipe, atuando de maneira
ativa no tratamento da diabetes (SBD, 2016). O farmacéutico tem um papel
muito importante na equipe, pois pode atuar especificamente na adesédo ao
tratamento, fazendo com que o paciente entenda a importancia do uso correto

da medicacéo.

Além disso, é importante ressaltar que a populacdo deste estudo € de baixa
escolaridade e reside em areas do municipio de Vitéria com condicdes
precarias de saneamento basico, bem-estar e lazer, o que também

provavelmente influenciou na baixa adeséo a terapia medicamentosa.

Em relacéo a caracterizacao bioquimica o estudo demonstrou que 0s pacientes
com DM2 de ambos os grupos tinham niveis elevados de glicemia em jejum,
HbAlc e niveis reduzidos de HDLc em relacdo aos pacientes do grupo
controle. Os testes de glicemia de jejum (nivel glicémico instantaneo) e HbAlc
(reflete os niveis de glicose no sangue ao longo de varias semanas) revelam se
esta havendo um controle adequado da glicemia. E importante realizar tanto o
teste da glicemia de jejum quanto de HbAlc nos pacientes diabéticos, pois

apesar da vantagem da HbAlc refletir niveis pregressos de glicemia, suas
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concentracbes podem ser afetadas por fatores hematolégicos e nutricionais

como anemia e deficiéncia de ferro (ATTARD et al., 2015).

Na glicemia de jejum foi observada diferenca entre os grupos DM2 em relacao
ao controle. Para um paciente sem diabetes o recomendado pela SBD (2016) é
um nivel de glicemia de jejum de até 99 mg/dL, entretanto, para um paciente
com DM2 recomenda-se que 0s niveis de glicemia de jejum sejam de até 130
mg/dL. Neste estudo, o grupo controle e o grupo DM2 sem insulinoterapia
apresentaram resultados na faixa de referéncia, e o grupo DM2 com
insulinoterapia obteve niveis acima do recomendado. Entretanto, a
categorizacdo dos participantes do estudo, de acordo com os valores
recomendados, mostrou que 37,5% dos pacientes com DM2 sem
insulinoterapia e 62,5% dos pacientes DM2 com insulinoterapia apresentaram

niveis alterados da glicemia de jejum.

Em relacdo a HbAlc, houve diferenca neste estudo entre todos os grupos.
Para a HbAlc recomenda-se que 0s pacientes com DM2 devem apresentar
niveis inferiores a 7% (SBD, 2016). O grupo DM2 sem insulinoterapia obteve
uma mediana de 6,3%, apresentando assim um bom controle glicEémico,
engquanto o grupo DM2 com insulinoterapia obteve niveis de HbAlc acima do
recomendado (8,65%), indicando um mau controle. O grupo controle
apresentou niveis de HbAlc de 5,5%, inferior ao limite de referéncia (<5,7%).
Apébs categorizar os pacientes de acordo com os valores recomendados para
HbAlc, observou-se que 27,5% do grupo DM2 sem insulinoterapia e 75% do
grupo DM2 com insulinoterapia, apresentaram HbALlc superior ao

recomendado (7%).

Portanto, neste estudo, para o grupo DM2 com insulinoterapia os resultados
referentes ao controle glicEmico (glicemia de jejum e HbAlc) indicaram um mal
controle, uma vez que todos os pacientes do grupo faziam uso de insulina e
ainda 24 pacientes (60%) também faziam uso de metformina, assim, o
resultado esperado seria uma glicemia controlada. No entanto, esse mau
controle glicémico por ser explicado pelo alto indice de ndo adesao a terapia

medicamentosa. No entanto, para o grupo DM2 sem insulinoterapia, apesar de
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apresentar muitos pacientes ndo aderentes também, esses pacientes ainda
nao chegaram a um quadro de declinio completo das células B, conseguindo
manter um melhor controle glicémico, em comparacdo aos pacientes com

faléncia completa das células B e uma maior evolugao na RI.

Estudos relatam que niveis elevados de HbAlc € um fator de risco para doenca
cardiovascular e implica no aumento do risco de mortalidade em pacientes com
doenca arterial coronaria. Além disso, a HbAlc estd associada a um risco de
desenvolver DM2 em pacientes ndo-diabéticos (SELVIN et al., 2010;
KARAKOYUN et al., 2016). Dados mostram que o controle da HbAlc néo é
atingido por cerca de 73% dos pacientes com diabetes (MENDES et al., 2010).
O estudo observacional UKPDS (STRATTON et al., 2000) mostrou que a cada
1% de reducdo na HbAlc, ocorre uma diminuicdo de 37% no risco de
complicagbes microvasculares e 21% no risco morte relacionada com a

diabetes.

Neste estudo também foi observada diferenca estatistica na dosagem de HDL,
mostrando que estava abaixo do nivel desejavel em todos o0s grupos,
apresentado diferenca entre os grupos DM2 (sem e com insulinoterapia) em
relacdo ao controle. De acordo com Bartnik e Cosentino (2009), a Rl promove
mobilizacdo de acidos graxos livres do tecido adiposo que reduz o HDL e
aumenta o LDL. Ressalta-se que de nesse estudo ndo houve diferenca
significativa entre os grupos na dosagem de LDL. O HDL € considerado
protetor devido a suas acdes anti-inflamatérias e antitrombdticas, utilizado na

predicdo de eventos cardiovasculares (SIQUEIRA et al., 2007).

Na DM2 a hiperglicemia, hiperinsulinemia e deficiéncia de insulina levam a
geracdo de espécies reativas, aumentando o estresse oxidativo em varios
tecidos. Na auséncia de uma resposta compensatdria apropriada a partir da
rede antioxidante enddgena, ocorre ativagdo de vias de sinalizacdo
intracelulares sensiveis ao estresse, tendo a producdo de produtos de genes
das enzimas que produzem EROs que provocam danos celulares e levam as
complicagbes da diabetes (EVANS et al., 2002).
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As ERO e ERN séao de curta duracéo e séao dificeis de medir, por isso a maioria
dos meios para avaliacdo da sua geracdo sao indiretos. A funcéo fisiolégica
das ERO e ERN ¢é possivel, desde que a homeostase seja mantida, porém na
fisiopatologia ocorre perturbacdo desse sistema, podendo-se medir
quantitativamente esse desequilibrio (BASHAN et al., 2009).

Em uma célula normal, existe um equilibrio pré-oxidante-antioxidante
adequado. No entanto, no estresse oxidativo este equilibrio pode ser deslocado
para 0s pro-oxidantes, quando a producdo de ERO €& aumentada
significativamente ou quando os niveis de antioxidantes sdo diminuidos. No
organismo, o principal antioxidante preventivo é a SOD, que atua sobre o anion

superoéxido, estando envolvida na defesa intracelular (SOMOGY! et al., 2007).

Na diabetes, a atividade e a expressdo da SOD se encontram diminuidas
(ADACHI et al., 2004), corroborando com o nosso estudo onde foi encontrado
uma diminuicdo na quantidade da enzima no grupo DM2 com insulinoterapia
em relacdo ao DM2 sem insulinoterapia, embora 0s grupos nao tenham

apresentado diferenca em relagcéo ao controle.

O estudo de Sindhu (2004) mostrou que através de um tratamento de 4
semanas com estreptozotocina em ratos (agente quimioterapico usado no
tratamento de tumores do pancreas, atua inibindo a sintese de DNA,
blogueando de forma irreversivel a producdo de insulina, induzindo a DM em
animais), houve diminuicdo da expresséo das enzimas antioxidantes, incluindo
a SOD. Além disso, o0 mesmo estudo mostra que a terapia com insulina
reverteu esse quadro normalizando a expressao dessas enzimas. Portanto, era
esperado, neste trabalho, que o grupo DM2 com usuérios de insulinoterapia
apresentasse niveis de SOD semelhantes aos do controle. No entanto, vale
ressaltar que a baixa adesdo ao uso de insulina pode ter interferido neste
resultado, ndo possibilitando reverter o desequilibrio antioxidante. O grupo DM2
sem insulinoterapia apresentou niveis mais elevados que o0s usuarios de
insulina. Dal e colaboradores (2015) relatam resultados discrepantes em

modelo animal, uma vez que a hiperglicemia pode aumentar, inibir, ou manter o
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nivel de expressédo de enzimas antioxidantes podendo ser compensatéria em

resposta ao estresse oxidativo.

Na DM2, a lesdo peroxidativa também pode estar envolvida no
desenvolvimento de complicagBes diabéticas. O aumento na peroxidagdo de
lipidios € uma indicagédo de declinio nos mecanismos de defesa antioxidantes

enzimaticos e nao enzimaticos (TIWARI et al., 2013).

No estudo foi encontrado niveis maiores de MDA em ambos os grupos de
pacientes com DM2 em relacdo ao controle. Outros estudos também
reportaram niveis elevados de MDA em relacdo ao controle, sendo inclusive
maiores entre pacientes com DM2 que sofreram infarto do miocardio, e nos
pacientes com controle glicémico ruim em relacdo aos pacientes com um bom
controle glicémico (MAHREEN et al., 2010; NOBERASCO et al.,, 1991).
Bandeira e colaboradores (2012) relataram maior peroxidacdo lipidica em
pacientes diabéticos, tendo uma relacdo estreita com altos niveis de glicemia
de jejum e HbAlc. Porém, quando a diabetes esta associada a dislipidemia,
mesmo em pacientes bem controlados, ocorre um aumento da peroxidacao
lipidica. A dislipidemia juntamente com o aumento da peroxidacdo lipidica

estdo correlacionados a niveis mais elevados de inflamacédo sistémica
(BASTOS et al., 2016).

No estresse oxidativo a producdo de espécies reativas excede a capacidade
dos sistemas de defesa antioxidantes disponiveis, afetando a
biodisponibilidade do NO, que tem como acdes controlar o tbnus vascular, inibir
a funcéo de plaquetas, impedir a adesao de leucécitos e reduzir a proliferacao
da intima, possuindo assim um mecanismo anti-aterosclerético (PITOCCO et
al., 2010).

Neste estudo, niveis de NO diminuidos foram encontrados nos pacientes do
grupo DM2 com insulinoterapia. Houve diferenga entre o grupo DM2 sem
insulinoterapia em relagcdo ao DM2 com insulinoterapia, e entre 0 grupo DM2
com insulinoterapia em relagdo ao controle. A hiperglicemia, diabetes e
obesidade conduzem a uma diminuicdo da produgcédo da atividade NO
(AVOGARO et al., 2006). A reducdo na sintese do NO contribui para
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consequéncias clinicas como hipertrofia vascular, aumento da adesé&o
plaguetaria no endotélio, infarto do miocardio, acidente vascular cerebral e
aterosclerose (OUVINA et al., 2001).

O estresse oxidativo leva a um desequilibrio na homeostase vascular devido ao
aumento da vasoconstricdo e vasorelaxamento prejudicado que promove 0O
desacoplamento de eNOS além da reducdo de sua biodisponibilidade,
promovendo a disfuncdo endotelial no diabetes (SENA; PEREIRA; SEICA,
2013). De acordo com Avogaro e colaboradores (2003), pacientes com
diabetes tipo 2 ndo complicados tém uma via alterada de conversao de arginina
a NO basal. A fracdo de arginina convertida a NO €& menor em pacientes
diabéticos do que em individuos normais. Sendo assim, células endoteliais na
diabetes ndo conseguem produzir uma quantidade suficiente de NO e falham
em relaxar em resposta a vasorelaxantes dependentes do endotélio (por
exemplo, acetilcolina e bradicinina) (PITOCCO et al.,2010).

Diante dos estudos citados acima (AVOGARO et al.,, 2003; PITOCCO et
al.,2010; SENA; PEREIRA; SEICA, 2013), esperava-se que ambos 0S grupos
com DM2 apresentassem niveis diminuidos de NO, no entanto, os estudos
citados ndo possuem informacfes a respeito do uso de insulinoterapia,
dificultando comparacfes. Em situacfes normais, a insulina estimula a
producdo de NO nas células endoteliais ativando a NO sintase, porém na Rl a
via em que ocorre a ativacdo é prejudicada e a producdo de NO é diminuida,
levando a disfuncdo endotelial (SENA; PEREIRA; SEICA, 2013). Devido a
auséncia de producéao de insulina, e a ndo adeséo ao tratamento, o grupo DM2
com insulinoterapia pode ter apresentando os menores niveis de NO em

comparagio com 0s outros grupos.

Nos pacientes com DM2 foram observados niveis menores de SOD (pacientes
com insulinoterapia), maior peroxidacdo lipidica (pacientes com e sem
insulinoterapia) e menores niveis de NO (pacientes com insulinoterapia)
indicando um aumento do estresse oxidativo, em comparacdo com 0sS

individuos sem diagnéstico de DM2.
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A disfuncdo endotelial, hipercoagulabilidade, estresse oxidativo e inflamacéo
estdo relacionadas com o desenvolvimento de complicacbes vasculares em
diabetes (DOMINGUETI et al., 2016). O estresse oxidativo leva a geracao de
mediadores inflamatorios incluindo moléculas de adeséo e interleucinas, que
também vao induzir o estresse oxidativo, formando um ciclo
(TANGVARASITTICHAI, 2015). A inflamacao subclinica € uma caracteristica
da DM2 em que é observada niveis elevados de proteinas de fase aguda, TNF-
a e citocinas (SAAD et al., 2015), e inclusive os individuos que evoluem para
DM2 exibem um baixo grau de inflamacéo antes do aparecimento da doenca
(TANGVARASITTICHAI et al., 2016).

Niveis de PCRus foram analisados nos participantes deste estudo, sendo
observados o0s maiores niveis para individuos do grupo DM2 sem
insulinoterapia, havendo apenas diferenca entre o grupo DM2 sem

insulinoterapia em relacdo ao grupo controle.

Estudos mostram que pacientes com DM2 apresentam maior nivel de PCRus
(DEVARAJ et al., 2004; TANGVARASITTICHAI et al.,, 2016). No presente
estudo, o achado de maiores niveis de PCRus nos pacientes com DM2 sem
insulinoterapia pode estar associado ao fato desse grupo possuir maiores
indices de IMC (32,10 kg/m?). Os niveis de PCRus sdo diretamente
proporcionais ao indice de massa corporal (IMC), decaindo com a perda de
peso, além de estar diretamente associados com os niveis de triglicerideos,
colesterol total, pressdo sanguinea e inversamente relacionados ao HDL, que
se encontram diminuidos no grupo DM2 sem insulinoterapia (FESTA et al.,
2002; LEITE et al., 2009).

Em outro estudo, pacientes com diabetes considerados bem controlados,
porém com dislipidemia, também apresentaram niveis mais altos de PCRus,
que foi associado a medidas significativamente maiores de circunferéncia
abdominal (BASTOS et al, 2016). Estima-se que o tecido adiposo €
responsavel por 25% da producéo de IL-6, que atua como estimulo para a
producéo hepatica de PCRus (SIQUEIRA et al., 2007).
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Além de ser um marcador de risco cardiovascular, a PCR promove
aterogénese, induzindo a producado de citocinas inflamatérias em mondcitos e
promovendo a quimiotaxia de mondcitos e a expressao do fator tecidual. Em
células endoteliais, a PCR aumenta a expressdo de moléculas de adesédo
celular, quimiocinas e endotelina-1, diminui a expressao de eNOS, e aumenta a
adesao celular de mondcitos-endoteliais (DEVARAJ et al., 2004; VERMA et al.,
2004). Ainda, a PCR se liga a LDL e VLDL, induzindo assim a sua agregacao
(FESTA et al., 2002).

No entanto, deve-se ressaltar que o desenvolvimento de doenca cardiovascular
em populacdes com concentracbes aumentadas de PCRus demonstram que
este marcador estd mais associado quando seus valores estdo acima de 3
mg/dL. Valores abaixo de 1mg/dL, como é o caso da mediana dos trés grupos
analisados neste estudo possuem baixo risco de DCV (PFUTZNER, FORST,
2006). Porém, ao analisar os valores de PCRus individualmente, 50% dos
pacientes DM2 sem uso de insulina e em 30% dos pacientes DM2 em
insulinoterapia possuiam valores considerados alterados, e somente um

paciente de cada grupo possuia valor associado a risco cardiovascular.

Em relacdo ao fibrinogénio foram observados os maiores niveis no grupo DM2
com insulinoterapia, seguido do grupo DM2 sem insulinoterapia e menores
niveis no grupo controle. Foram encontradas diferencas entre o grupo DM2
com insulinoterapia em relagdo ao sem insulinoterapia, bem como entre o
grupo com insulinoterapia em relacdo ao controle. No entanto, o valor
plasmatico médio do fibrinogenio encontrou-se dentro da normalidade em todos
0s grupos. De acordo com a analise individual, somente 10% dos pacientes
DM2 sem uso de insulina apresentaram valores alterados enquanto 32,5% dos
pacientes DM2 em insulinoterapia apresentaram valores acima do

recomendado.

O tratamento com insulina ndo altera os niveis de fibrinogénio, entretanto, a
terapia com metformina pode resultar em reducdo dos niveis de fibrinogénio
nos pacientes com DM2 (GRANT, 2007). Assim, como 97,5% dos pacientes do

grupo DM2 sem insulinoterapia utilizam metformina, em comparagao com 60%
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do grupo DM2 com insulinoterapia, isso pode ter contribuido para reducéo do

nivel médio de fibrinogénio no grupo DM2 sem insulinoterapia.

Observa-se maior concentracdo de fibrinogénio em pacientes com DM2,
aumentando a suscetibilidade a trombose. O fibrinogénio pode promover a
aterosclerose e trombose devido a hiperfibrinogenemia que aumenta a
viscosidade do plasma, induz a agregacéo de glébulos vermelhos, provoca a
agregacdo de plaquetas, forma fibrina e produtos de degradacdo do
fibrinogénio, estimula a proliferacdo e migracdo de células lisas. Todos estes
fatores resultam em aumento de risco de infarto do miocardio em pacientes
com diabetes (BEMBDE, 2012; LEPEDDA et al., 2016).

Dentre as citocinas inflamatdrias correlacionadas com a DM2, destaca-se a IL-
1 B, e TNF-a, que influenciam de forma crucial para o desenvolvimento da
resisténcia a insulina (BENETTI et al., 2013). A dosagem da IL-1 B foi
realizada, porém, ndo foi possivel quantifica-los, pois o0s niveis foram

indetectaveis.

A ativagdo do inflamassoma NLRP3 facilita o recrutamento e ativagao de
procaspase-1, levando a clivagem desta em caspase-1, que ndo desempenha
um papel importante na apoptose, mas cliva a proforma da IL-18. Na
patogénese da DM2 a IL-18 induz varias citocinas e quimiocinas, incluindo IL-6,
IL-8, TNF-a e proteina quimioatrativa de mondcitos 1 (MCP1) que conduzem a
atracdo de macrofagos e outras células imunes, que em ultima instancia leva a
disfungao da célula B (BENETTI et al., 2013; DONATH, 2014). Portanto, niveis
plasmaticos elevados de IL-1 B sao preditivos da DM2, e uma possibilidade &
gue seus niveis se encontrem elevados no inicio da DM2, mas que se reduzam
com a progressao da doenca, justificando a baixa deteccdo no presente

estudo.

Alguns medicamentos que sdo utilizados para tratar a DM2 tém efeitos
antiinflamatérios além dos seus efeitos metabdlicos definidos. Por exemplo, a
glibenclamida € um potente inibidor da ativacdo de IL-13 nas ilhotas
pancreaticas. A metformina inibe a liberacdo induzida por IL-1B de citocinas

pro-inflamatérias através da inibicdo de NF-kB nos macréfagos e nas células.
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Sendo assim, essas propriedades anti-inflamatérias também podem ter
contribuido para baixa concentracdo plasmatica de IL-18 observada nos
pacientes (DONATH, 2014).

Os niveis plasméticos de TNF-a foram significativamente maiores para 0s
grupos DM2 com insulinoterapia e sem insulinoterapia, ambos em comparacéo
ao grupo controle. Segundo a literatura, pacientes com DM2 apresentam maior
nivel de TNFa (CIESLAK et al., 2015; DOMINGUETI et al., 2016). Sugere-se
que o aumento de TNF-a seja uma caracteristica da DM2 de forma
independente do tratamento, ocorrendo tanto em pacientes que utilizam ou ndo

insulina.

O mecanismo de acao de TNF-a na apoptose das células B ndo € inteiramente
reconhecido, mas é realizado por uma acao sinérgica de TNF-a e interferon
gama (IFN-y) por ativagdo de canais de calcio, o que leva a uma disfuncdo das
mitocondrias e ativacdo de caspases (CIESLAK et al., 2015). Além disso, TNF-
a também provoca efeitos negativos diretos sobre as vias de sinalizacdo da
insulina através da fosforilacdo de residuos de serina do substrato do receptor
de insulina (IRS-1), que inibe a autofosforilagéo do receptor de insulina, e tém
acOes pro-ateroscleréticas, como a promocdao de recrutamento de leucécitos ao
endotélio através da inducdo de moléculas de adesdo e a sintese de
guimioatraentes aumentando a permeabilidade capilar (PICKUP et al., 2004;
ANDREELLI et al., 2006).

Um estudo mostrou que a expressdo de SOD extracelular, encontrada em
grande quantidade na parede arterial, € diminuida por TNF-q, indicando que
alteragcbes na SOD podem ocorrer em doencas vasculares, alterando a
susceptibilidade da parede vascular a efeitos adversos do anion superoxido
(STRALIN e MARKLUND, 2000). Portanto, neste estudo os niveis altos de
TNF-a podem ter influenciado também na diminuicdo dos niveis de SOD.
Observa-se que 0 grupo com maior mediana de TNF-a, grupo DM2 com

insulinoterapia, foi o que apresentou também a menor mediana de SOD.

Resumindo, neste estudo, nos pacientes com DM2 foram encontrados niveis

maiores de PCRus (grupo DM2 sem insulinoterapia), fibrinogénio e TNF-a
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(grupo DM2 com e sem insulinoterapia), indicando a presenca de maior estado
inflamatorio quando comparados aos individuos controles, indicando influencia

da doenca nestes resultados.

Todos os pacientes foram submetidos a pesquisa do polimorfismo de
substituicdo -308G/A no gene do TNF-a. Porém, n&o foram encontradas
diferencas na distribuicdo genotipica e alélica entre o grupo DM2 em relacéo ao
controle. Corroborando com o achado nesta analise, Sefri e colaboradores
(2014) em sua meta-andlise com 21 estudos caso-controle publicados até
2013, ndo encontraram associagoes significativas entre o polimorfismo 308G/A

de TNF-a e o risco de desenvolver DM2.

Apesar de inUmeros estudos sobre o papel do TNF-a na patogénese do DM2,
0os achados deste estudo ndo puderam confirmar esta hipotese. Em outros
estudos com numeros maiores de pacientes foram encontradas associacdes
significativas entre o polimorfismo TNF- a -308G/A e o risco de DM2 (LUNA;
SILVA; SANCHES, 2016), no entanto, o tamanho da amostra analisada neste
trabalho (112 pacientes) foi pequeno quando comparado a estudos genéticos
de populagdes, configurando uma limitagéo do estudo.

Embora estudos tenham sido realizados para avaliar a influéncia dos
polimorfismos da regido do TNF-a sobre sua expressao, a literatura tem
apresentado muitos resultados contraditérios quando se correlaciona o efeito
do polimorfismo sobre a DM2, que pode ocorrer devido a evidéncias

documentadas em varios grupos étnicos.

Também ndo houve diferenca quando analisados o0s niveis plasmaticos de
TNF-a dos individuos nos grupos controle e DM2 estratificados por gendtipo
dentro do mesmo grupo. Somente houve diferenca quando comparados os
niveis de TNF-a em relagao aos diferentes grupos, demonstrando que o grupo
DM2 possui niveis maiores de TNFa para os genotipos GG e GA. No entanto,
como a DM2 se trata de uma doenca influenciada por varios genes, os genes
envolvidos no desenvolvimento do fendtipo exercem apenas um efeito parcial,
ndo sendo o efeito de um Unico gene suficiente para causar DM2 (GUZMAN-

FLORES et al., 2011). No presente estudo sugere-se que a presenca da DM2
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influenciou de forma mais significante os niveis de TNF-a do que o
polimorfismo TNF- a -308G/A.

Em relacdo as andlises realizadas quando os pacientes foram classificados a
partir da adesdo, houve diferenca somente nas varidveis NO, fibrinogénio,
glicemia de jejum e HbAlc, possivelmente devido ao nimero de pacientes ser
pequeno por grupo. Em relacdo ao NO, foi demonstrado que independente do
paciente ser classificado como aderente ou ndo aderente, os niveis de NO sdo
menores do que no grupo DM2 sem insulina aderente. O mesmo aconteceu
com o fibrinogénio, onde foi observado que houve maiores niveis entre grupo
DM2 com insulina aderente, em relacdo aos grupos DM2 sem insulina

aderente.

Na glicemia de jejum o grupo DM2 com insulina aderente exibiu maiores niveis
da variavel quando comparados com o grupo DM2 sem insulina aderente. Ja
para a HbAlc, o grupo DM2 com insulina aderente obteve niveis maiores do
que o grupo DM2 sem insulina aderente. Observaram-se niveis ainda maiores
gquando comparados os grupos DM2 com insulina ndo aderente e DM2 sem
insulina aderente. Além disso, em relacdo aos grupos DM2 com insulina nédo
aderente e DM2 sem insulina ndo aderente, os pacientes usuarios de insulina

apresentaram niveis maiores de HbAlc.

A partir dessa andlise observa-se que 0s pacientes que usavam insulina e
pacientes que ndo eram aderentes possuiam valores aumentados de NO,
fibrinogénio, glicemia de jejum e HbAlc, indicando que alguns pacientes foram
classificados erroneamente como aderentes devido a limitacbes do
questionario de Morisky Green. Por isso, além de realizar intervencbes que
foquem na educacdo em diabetes e que se concentrem em pacientes
individuais, devem ainda ser usadas outras abordagens para promover a
melhoria da auto-gestdo da diabetes, incluindo interven¢des que visam 0s
prestadores de saude e intervencdes a nivel da comunidade ou sistemas, com
objetivos de aumentar a adesdo dos pacientes a terapia medicamentosa,
garantindo um melhor controle da DM2 e menor risco de complicagfes futuras
(WHO, 2003).
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Contrariamente aos efeitos da glicose, que exacerba a inflamacéo, estudos
indicam que a insulina possui efeitos antiinflamatorios, ndo sé através da
prevencao de hiperglicemia, mas também modulando moléculas inflamatérias.
A terapia (intensiva) de insulina demonstrou diminui¢do nos niveis de estresse
oxidativo, citocinas pro-inflamatodrias sistémicas e proteinas de fase aguda
(MONNIER et al., 2010; HASEGAWA et al., 2011; DANDONA et al., 2007), e
também possui acdes vasodilatadoras, efeitos anti-trombéticos e, portanto,
pode-se sugerir que a insulina tem propriedades anti-ateroscleréticas (KAPLAN
et al., 2012).

A partir dos dados obtidos no estudo ndo foram observados os efeitos
antiinflamatérios e antioxidantes relacionados a insulina, como relatado por
Dandona (2007) e Monnier (2010), respectivamente. Entretanto, vale ressaltar
gue neste estudo, 42,5% dos pacientes do grupo DM2 em insulinoterapia foram

classificados como nédo aderentes a terapia medicamentosa.

Diante dos resultados apresentados e dados da literatura, pode-se sugerir que
0s pacientes com DM2, principalmente os pacientes em insulinoterapia,
possuem um estado inflamatério exacerbado além de um aumento no estresse
oxidativo, estando mais favoraveis ao desenvolvimento de complicacdes
diabéticas, embora haja uma limitacdo no nimero de amostras por grupo. Os
mecanismos complexos que envolvem o estresse oxidativo, a inflamacéo e a
hiperglicemia destacam a importancia de estudos que investiguem a
contribuicdo e interacdo desses fatores nos pacientes com DM2 com e sem
insulinoterapia, na intencédo de contribuir para um melhor manejo da doenca,

tratamentos adequados e prevencao de maiores complicacdes.
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7. CONCLUSAO

Em conclusdo, os pacientes com DM2, usuérios e ndo de insulinoterapia,
possuem aumento do estresse oxidativo e da inflamag&o, que podem,
consequentemente, contribuir nas diversas complicacbes da doencga. Sugere-
se que a baixa adesao ao tratamento, especialmente no grupo de usuarios de
insulinoterapia, ndo permitiu evidenciar os possiveis beneficios desta terapia.
Portanto, a falta de adeséao ao tratamento medicamentoso prejudica o controle
glicémico, levando ao aumento do estresse oxidativo e da inflamacéo, que

podem, consequentemente, contribuir nas diversas complicacbes da DM2.
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