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RESUMO

O diabetes mellitus (DM) é considerado um grupo heterogéneo de disttirbios metabdlicos que
apresentam em comum a hiperglicemia decorrente de defeitos na secrecdo ou acdo da
insulina, ou ainda quando ambos ocorrem. A condi¢@o hiperglicEémica oriunda da instalagdo
do DM pode desempenhar um papel importante na alteragdo da homeostasia celular, como
resultado de alteracdes funcionais e estruturais em varios componentes celulares, por
exemplo, na cromatina. Algumas alteracGes cromatinicas podem estar diretamente
relacionadas a mudangas na expressdo génica em células de defesa do organismo como os
linfécitos, cuja disfuncdo pode ser relacionada a alteracdo da fungcdo imune no diabetes
mellitus . Portanto, nosso objetivo foi pesquisar mudancas na organizacdo da cromatina de
linfocitos do sangue periférico de individuos portadores de diabetes 1 e 2, quando comparados
a individuos nao portadores. No presente estudo, foram incluidos 20 participantes, homens e
mulheres, com idade entre 18 e 55 anos, sendo casos versus controles pareados por sexo e
idade. Os participantes foram divididos em trés grupos: Grupo 1, portadores de DM tipo 1,
Grupo 2, portadores de DM tipo 2, e o Grupo Controle, ndo portadores de diabetes mellitus .
Amostras de sangue periférico foram coletadas de todos os individuos pela manhd apds um
periodo de jejum de 8 horas, seguida de dosagem de glicemia e hemoglobina glicada. As
células mononucleares das amostras heparinizadas de cada participante foram isoladas usando
o método do Ficoll. As células isoladas foram citocentrugadas em laminas para microscopia,
fixadas e coradas pela reacdo de Feulgen. Para avaliagdo de pardmetros morfométricos de
organizacao nuclear e da cromatina, imagens digitais de nticleos corados foram submetidas a
andlise de imagem e os resultados foram correlacionados com os resultados das dosagens
bioquimicas. Alteragdes semelhantes na organizacdo da cromatina foram encontradas em
linfécitos para ambos os tipos de diabetes, incluindo o aumento da compactacdo e
reorganizacdo da cromatina, mas com evidéncias muito mais pronunciadas de aneuploidia em
linfécitos de individuos com DM1. Os niveis de hemoglobina glicada foram correlacionados
positivamente com os niveis de glicose no sangue em DM1 e DM2. No entanto, para o grupo
1, a unica correlacdo estatisticament significativa encontrada foi entre glicemia, hemoglobina
glicada e conteido de DNA. Para o grupo 2, a glicemia, mesmo mostrando valores menores
quando comparados com aqueles para DM1, correlacionou-se bem com todos os parametros
nucleares, exceto as alteracdes no conteido de DNA, que foram mais discretas para este
grupo. Pelos resultados obtidos pode-se inferir que ambos os tipos de diabetes, pela condi¢cao
hiperglicémica induzida pelo DM, estdo associados a importantes alteracdes estruturais nos
nucleos de linfécitos humanos, as quais, acreditamos, possam ser a causa para alteracoes
funcionais neste tipo celular, com consequente prejuizo nas fun¢des imunes dos individuos.

Palavras-chave: diabetes mellitus, linfocitos, cromatina, nicleo celular.



ABSTRACT

Diabetes mellitus (DM) is considered an heterogenous group of metabolic disorders with
hyperglycemia as a common event, because of defects in insulin secretion and/or action.
Hyperglycemic condition resultant of DM can have a key role in changing cellular
homeostasis, as a result of functional and structural alterations in several cellular components,
being chromatin and example. Some changes in chromatin may be associated with changes in
gene expression in immune cells as lymphocytes, which can lead to the dysfunction immune
response on diabetes mellitus . Therefore, our aim was to screen for changes in chromatin
organization of peripheral blood lymphocytes of both types 1 and 2 diabetic and non-diabetic
subjects. In the present study, 20 men and women, with age range between 18 to 55 years old,
have participated. Subjects were divided into three groups: Group 1, DM1 subjects, Group 2,
DM?2 subjects, and Group3, non-diabetic subjects or control group, paired with the other two
groups by age and gender. Peripheral blood samples were collected from all subjects in the
morning after an 8 hours fasting period, followed by dosage of glycaemia and glycated
hemoglobin. Peripherical blood mononuclear cells from heparinized samples were isolated
using the Ficoll method. Isolated cells were cytocentrifuged onto microscopy slides, fixed and
Feulgen-stained. For evaluation of morphometric parameters of nuclear and chromatinic
organization, digital images of stained nuclei were subjected to image analysis, and the results
were correlated with results from blood dosages. Similar changes in chromatin organization
were found in blood lymphocytes for both types of diabetes, including increased chromatin
packaging and reorganization in diabetic subjects, but with a much more pronounced evidence
of aneuploidy on lymphocytes of DM1 subjects. Glycated hemoglobin levels were positively
correlated with blood glucose levels in both types of diabetes. However, for groupl the only
statistical significant correlation found was between glycaemia, glycated hemoglobin and
DNA content. For the group 2, glycaemia, even showing smaller values when compared with
those for DM1, correlated well with all nuclear parameters, except changes in DNA content,
which were more discrete for this group. According to present results, it is clear that both
types of diabetes, as a consequence of hyperglycemia, are associated with important structural
alterations in nuclei of human lymphocytes, which, we believe, may be causative agents of
functional changes in this cell type, with consequent decline in immune functions of
individuals.

Key words: diabetes mellitus, lymphocytes, chromatin, cell nucleus.
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1. INTRODUCAO

O diabetes é sem dudvida um dos problemas de satide mais relevantes da atualidade,
traduzindo-se em grande desafio para os sistemas de saide de todo o mundo (BRASIL, 2013).
Segundo os dados da International Diabetes Federation, em 2015, 415 milhdes de adultos com
idades entre 20 e 79 anos tinham diabetes em todo o mundo. No entanto, estima-se que este
ndmero chegue a 642 milhdes em 2040 (IDF, 2015).

O termo diabetes mellitus (DM) é usado para denominar um grupo de distdrbios
metabolicos provocados pela deficiéncia na producao da insulina pelo pancreas, ou quando a
acdo deste hormonio estd prejudicada, ocasionando um aumento na concentragdo de glicose
no sangue (WHO, 2017). O DM ¢é decorrente da interacdo entre fatores ambientais e
predisposicao genética do individuo (McCARTHY; MENZEL, 2001; ATKINSON, 2012).

Atualmente a classificacdo do diabetes mellitus é baseada na etiologia e nao no tipo de
tratamento da doenca. De acordo com a World Health Organization (WHO) (2006), American
Diabetes Association (ADA) (2014) e Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD) (2015-2016)
essa classificacdo inclui quatro classes clinicas: o diabetes mellitus tipo 1 (DM1), o diabetes
mellitus tipo 2 (DM2), outros tipos especificos de diabetes mellitus e o diabetes mellitus
gestacional. As duas primeiras classes serdo abordadas no presente trabalho.

O DM gera complicacdes macrovasculares e microvasculares que diminuem
consideravelmente a qualidade de vida dos portadores da doenca (MELENDEZ-RAMIREZ;
RICHARDS; CEFALU, 2010). Também provoca alteracdes no sistema imune, que se reflete
em um nimero aumentado de infec¢des (CALVET; YOSHIKAWA, 2001; PELEG et al.,
2007). Além disso, os custos elevados com tratamentos dos doentes geram um grande
impacto nos servigos de saude (BRASIL, 2013).

A hiperglicemia ocasionada pelo DM pode estar vinculada a alteragdes na estrutura da
cromatina (MIAO et al., 2004; MIAO et al., 2007; SCHONES; LEUNG; NATARAJAN, 2015).
A cromatina € uma estrutura dindmica formada pela associacao da molécula de DNA com
proteinas nucleares, em especial as histonas. A subunidade funcional e estrutural da cromatina
€ o nucleossomo, que € composto por oito proteinas histonas, que formam um octamero,
ligadas a aproximadamente 147 pares de bases de DNA (4cido desoxirribonucléico)
(SEXTON et al, 2007). Essa estrutura é importante para organizar funcionalmente o DNA no
nucleo celular (BAUER; MARTIN, 2017).

O remodelamento da cromatina € um processo ativo, no qual a cromatina compacta,

inacessivel, e em seu estado repressivo € convertida para um estado aberto e acessivel a
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transcricdo génica ou vice-versa (JENUWEIN; ALLIS, 2001). Este processo de
remodelamento da cromatina € influenciado pela integracdo de sinais intra e extracelulares
(BADEAUX; SHI, 2013).

As mudancas na estrutura da cromatina podem ser controladas por mecanismos
epigenéticos. Estes promovem mudangas na expressdo génica em face de diversos estimulos,
porém sem ocorrer mudangas na sequéncia de DNA (BOLLATI; BACCARELLI, 2010).
Portanto, a epigenética estuda as alteracdes que vao além da sequéncia génica, incluindo:
modificagdes de histonas; metilacio do DNA; e atuacdo de RNAs nio codificantes, que sao os
RNAs de interferéncia (EGGER et al., 2004). As alteracdes epigenéticas podem estar
presentes em vdrias patologias, incluindo o DM (ARAKI; MIMURA, 2017).

Ja foram descritas também alteragdes no funcionamento do sistema imunolégico no
DM (CALVET; YOSHIKAWA, 2001). Neste contexto, ha que se considerar que os
linfécitos, células pertencentes a esse sistema, morfologicamente classificados como
leucécitos mononucleares, e fundamentais para a resposta imune celular e humoral
(ALBERTS et al., 2010; MURPHY; TRAVERS; WALPORT, 2010) devem ser estudados a
fim de compreender os mecanismos moleculares envolvidos nas possiveis alteracdes no nivel
celular, em consequencia da perturbacdo da homeostasia da glicose no organismo.

Visto que alteragdes nos niveis de glicose no organismo, caracteristica do diabetes
mellitus, pode provocar alteracdes na estrutura da cromatina em diferentes populagcdes
celulares, o presente trabalho teve por objetivo analisar alteracdes cromatinicas em linfdcitos
de pacientes com DM1 e DM2, que possam contribuir para a compreensao dos mecanismos

subjacentes as alteragdes no sistema imune no DM.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. O Diabetes mellitus

O Diabetes mellitus refere-se a um grupo de distdrbios metabdlicos multifatoriais que
ocorrem quando o pancreas produz pouca ou nenhuma insulina, ou ainda quando o corpo nao
consegue utilizd-la de forma eficaz. Esta condi¢do leva a um aumento da concentragdo de
glicose no sangue (hiperglicemia) (GUYTON; HALL, 2006; WHO, 2015,; IDF, 2017).

Atualmente o DM ¢€ considerado um dos maiores problemas de saide publica em todo
o mundo, e sua incidéncia € crescente (BRASIL, 2013). A doenca causou 4,9 milhdes de
mortes em 2014 (IDF, 2014). Em 2015, o Brasil ocupava a 4* posicdo entre os paises com
maior prevaléncia da doencga, configurando 14,3 milhdes de pessoas portadoras (IDF, 2015).
E, de acordo com WHO, a doenca serd a 7% principal causa de morte em 2030 (WHO, 2015y).

Existem dois tipos principais de diabetes mellitus: tipo 1 e tipo 2. O DM1 é geralmente
de origem autoimune, neste caso ocorre a destruicdo das células beta pancredticas,
responsaveis pela produc¢do de insulina no organismo, levando a perda total da producdo deste
horménio ao longo do tempo (PALMER et al., 1983; ATKINSON, 2012; ADA, 2014). O
DM?2 resulta de uma combinacdo da defici€éncia na a¢do da insulina e disfunc¢do das células
beta pancredticas (RAZ et al., 2013; ZANG et al., 2017). O diabetes mellitus tipo 2 responde
por 90% dos casos diagnosticados (McCARTHY; MENZEL, 2001; ADA, 2014).

O diabetes mellitus tipo 1 apresenta fisiopatogenia complexa, que envolve a
participacdo de vdrios fatores, dentre estes estdo a susceptibilidade imunogenética que esta
associada fortemente aos genes de histocompatibilidade (ONENGUT-GUMUSCU;
CONCANNON, 2002), fatores ambientais (SALMINEN et al., 2004), resposta autoimune que
pode ser detectada pela presenca de autoanticorpos (LIU; EISENBARTH, 2002; BARKER et
al., 2004) e desequilibrio nos mecanismos de tolerdncia imunoldgica aos antigenos préprios
(ATKINSON, 2012).

O processo de destruicdo das células beta das ilhotas é ocasionado pela agressdao
imunolégica mediada por células, sendo caracterizada pela presenca de infiltrado inflamatério
predominantemente linfomononuclear, configurando o quadro de insulite. Os linfécitos T
CD8 sio as células predominantes neste processo, porém também estio presentes os linfocitos
T CD4, linfécitos B, macréfagos e células natural killer (SESTERHEIN; SAITOVITCH;
STAUB, 2007; IN'T VELD, 2011). O processo de insulite parece ocorrer com maior

intensidade em ilhotas onde existam células beta metabolicamente ativas, ou seja, que
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secretam insulina. Ao longo do tempo as células beta vdo diminuindo em nimero, assim
como a intensidade do processo inflamatério (SESTERHEIN; SAITOVITCH; STAUB,
2007). A resposta celular ¢ acompanhada por uma resposta humoral que corresponde a
producdo de auto-anticorpos contra uma ampla gama de antigenos das células beta (IN'T
VELD, 2011).

Em ambos os tipos de diabetes, o efeito final mais importante é a hiperglicemia. Por
conseguinte, a hiperglicemia persistente ocasiona uma toxicidade ao organismo por trés
mecanismos distintos: promove a glicacdo de proteinas, hiperosmolalidade e aumento dos
niveis de sorbitol intracelular (LANG, 2000).

Enquanto que no DM1 os niveis de insulina estdo drasticamente diminuidos, no DM?2
um aumento da insulina plasmatica pode ser observado. Isto ocorre porque as células beta
pancredticas promovem uma resposta compensatoria a uma sensibilidade diminuida deste
hormonio nos tecidos-alvos. Esta condicdo é denominada de resisténcia a insulina, a qual
prejudica a utilizagdo e o armazenamento dos carboidratos. Assim, consequentemente hd um
aumento do nivel da glicose sanguinea que estimula um acréscimo compensatorio na secrecao
da insulina (GUYTON; HALL, 2006; RAZ et al., 2013).

Para que ocorra a captacao de glicose pelas células, a insulina por meio de sua ligacao
com seu receptor estimula a translocacdo de vesiculas contendo transportadores de glicose
(GLUTSs) do conteddo intracelular para a superficie celular, permitindo assim a entrada de
glicose na célula. No entanto, a resisténcia a insulina € caracterizada, entre outros fatores, por
uma redugd@o na capacidade de captagdo da glicose pelos tecidos sensiveis a insulina (ZHOU;
SHENTU; XU, 2017). O mecanismo preciso envolvido na causa da resisténcia a insulina
ainda nao se encontra totalmente elucidado. No entanto, muitos estudos t€ém demonstrado que
estd relacionado com alteragdes moleculares na via de sinalizagc@o da insulina, principalmente
na ativacao da translocac¢do dos transportadores de glicose a membrana plasmaética das células
(ZAID et al., 2008; ZHOU; SHENTU; XU, 2017).

Enquanto as células beta secretam quantidades suficientes de insulina para compensar
a resisténcia a insulina, a tolerancia a glicose permanece normal. Com o tempo, no entanto,
pode ocorrer falha progressiva na funcdo das células beta, o que leva ao desenvolvimento da
condi¢do clinica conhecida como tolerincia a glicose diminuida e eventualmente, do diabetes
mellitus tipo 2 (RAZ et al., 2013).

O DM2 ¢ desencadeado pela interacio de fatores genéticos e ambientais
(McCARTHY; MENZEL, 2001). A inflamacdo do pancreas também foi apontada como

contribuinte na fisiopatologia do DM2, pois um elevado nimero de macréfagos foi detectado
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em ilhotas pancredticas de pacientes com a doenga, € um aumento dos niveis de quimiocinas e
citocinas (EHSES et al., 2007).

A obesidade tem sido considerada um fator de risco para DM2. Estudos recentes
constataram a presenca de um infiltrado de macréfagos, linfécitos B e T no tecido visceral
adiposo em humanos obesos. Assim como em modelos murinos, o nimero elevado destas
células e o estado inflamatério estavam diretamente relacionados ao grau de resisténcia a
insulina. Além disso, alteracdes em algumas subclasses de IgGs sdo observadas na resisténcia
a insulina relacionada a obesidade (WINER et al., 2011). DeFuria e colaboradores (2013)
também mostraram que os linfécitos B promovem a inflamacdo na obesidade e no DM2 por
meio da secrecdo de citocinas inflamatérias e da regulacdo da fungdo dos linfécitos T.

Dentre os fatores que estdo envolvidos na expansao da prevaléncia do DM2 no mundo
estdo o aumento da expectativa de vida da populagdo mundial. Também estdo envolvidos o
aumento do sobrepeso e obesidade, resultantes da ado¢@o de estilos de vida pouco sauddveis
como sedentarismo e dieta inadequada (ZIMMET; ALBERTI; SHAW, 2001; BRASIL, 2013;
WHO, 2015p). O DM1 se manifesta com maior propor¢ao na infancia e adolescéncia, e sua
incidéncia varia muito entre paises e entre diferentes populacdes étnicas (CRAIG et al., 2014).
Além dos fatores genéticos, uma variedade de fatores ambientais, incluindo a exposicdo a
agentes infecciosos no inicio da vida, a quantidade e a composi¢do dos alimentos, a
quantidade de exercicio fisico e alteracdes nos padrdes de sono e também obesidade foram
relacionados a crescente incidéncia de diabetes tipo 1 (FOURLANOS et al., 2008).

Em ambos os tipos de DM, as complicacdes debilitantes da doenca causam perda
significante da qualidade de vida e geram altos custos com tratamentos (BRASIL, 2013; IDF,
2017). Dentre as complicacdes estdo as doengas macrovasculares como aterosclerose,
acidente vascular cerebral e doenca vascular periférica. E as microvasculares como
retinopatia, neuropatia periférica e nefropatia (YEBOAH et al.,, 2011; VILLENEUVE,
REDDY, NATARAJAN, 2011, WHO, 2016).

Ha também uma maior incidéncia de infeccdes em portadores de diabetes, bem como
apresentam maior complicagdo quando comparados a ndo portadores (GEERLINGS;
HOEPELMAN, 1999; MULLER et al., 2005; GUPTA et al., 2007). Korbel e Spencer (2015)
realizaram um estudo de andlise retrospectiva sobre pacientes portadores de diabetes que
buscaram atendimento médico em departamentos de emergéncia ou foram hospitalizados para
tratamento de infec¢do nos Estados Unidos entre 2006 e 2011. O estudo mostrou que
portadores de diabetes estdo comumente presentes em departamentos de emergéncia e

requerem hospitalizacdo para o tratamento de infeccdes. A infeccdo do trato urindrio
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apresentou-se como a mais comum, porém outras infec¢des comuns incluiram sepse,
pneumonia, infeccdes cutineas e de tecidos moles. Os portadores de diabetes apresentaram
mais de duas vezes maior propensdao a hospitalizacdo para tratamento de infeccdo do que
pacientes nao portadores.

A questdo entdo surge sobre quais mecanismos seriam responsdveis por esta alta taxa
de infec¢do em pacientes com DM. As possiveis causas incluem alteracdes na resposta imune,
presenca de micro e macroangiopatia ou neuropatia € o elevado nimero de intervengdes
médicas neste grupo de pacientes. Além disso, um ambiente hiperglicémico também foi
apontado como propicio para aumento da viruléncia de certos microrganismos (GEERLINGS;
HOEPELMAN, 1999).

As alteracdes na resposta imune no DM parecem ocorrer principalmente na imunidade
mediada por células, com anormalidades nos leucdcitos polimorfonucleares, mondcitos e
linfécitos, em face das alteragdes na adesdo, quimiotaxia, fagocitose e morte celular
(CALVET; YOSHIKAWA, 2001). Além disso, estudos demonstram os efeitos adversos que a
hiperglicemia causa em varias cé€lulas do organismo incluindo as beta pancreéticas,
endoteliais (VILLENEUVE et al., 2008), monécitos (MIAO et al., 2007) e linfécitos (MIAO
et al., 2008).

Atualmente os critérios aceitos para o diagndstico do DM de acordo com a WHO,
ADA e SBD sao: Glicemia de jejum, apds periodo de auséncia de ingesta caldrica no minimo
de 8 horas, com resultado maior ou igual a 7.0 mmol /L (126 mg/dL); ou dosagem da
glicemia 2 horas ap6s a administragdo de 75 gramas de glicose durante um teste oral de
tolerancia a glicose (TOTG) obtendo resultado maior ou igual 11.1mmol/L (200 mg/dL); ou
no caso de sintomas cldssicos de hiperglicemia, politria, polidipsia e perda ponderal de peso
deve ser considerado o resultado de glicemia casual maior ou igual a 11.1lmmol/L (200
mg/dL), compreendendo-se por glicemia casual aquela obtida a qualquer hora do dia,
independentemente do hordrio das refei¢cdes; ou dosagem da hemoglobina glicada (HbAlc)
maior ou igual a 6,5% (WHO, 2011; ADA, 2014; Diretrizes SBD, 2015-2016).

Para estabelecer o diagnéstico do DM, o teste de escolha sempre deve ser repetido em
outro dia, salvo quando ha hiperglicemia inquestiondvel com descompensa¢cdo metabodlica
aguda ou sintomas claros de DM. (Diretrizes SBD, 2015-2016).

O termo hemoglobina glicada define um grupo de substancias formadas a partir da
reacdo entre a hemoglobina A (HbA) e um acucar. A ligacdo entre a HbA e a glicose é o
produto de uma reagdo ndo enzimdtica definida como glicagdo. A A1C é um componente

menor da hemoglobina A, na qual hd um residuo de glicose ligado ao grupo amino terminal
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(residuo de valina) de uma ou de ambas as cadeias beta da HbA (CHANDALIA;
KRISHNASWAMY, 2002; SUMITA; ANDRIOLO, 2008). O percentual de Al1C estad
diretamente relacionado a concentra¢do de glicose sanguinea e ao tempo de exposi¢do da
hemoglobina a glicose (SUMITA; ANDRIOLO, 2008).

Os valores normais de referéncia da HbAlc em individuos ndo portadores de diabetes
vao de 4% a 6%. A dosagem da HbAlc reflete a concentracdo glicémica média do plasma ao
longo de 2 a 3 meses anteriores (GRUPO INTERDISCIPLINAR DE PADRONIZACAO DA
HEMOGLOBINA GLICADA - AI1C, 2009). A coleta da amostra para andlise pode ser
realizada em qualquer hora do dia e ndo requer qualquer preparagdo especial, como jejum.
Estas propriedades definiram esta dosagem como padrdo ouro para avaliar o controle
glicemico em individuos portadores de diabetes (THE INTERNATIONAL EXPERT
COMMITTEE, 2009).

O resultado de HbAlc de 6,5% € recomendado como o ponto de corte para o
diagnéstico de diabetes, porém um valor inferior ndo exclui o diabetes diagnosticado usando
testes de glicose anteriormente mencionados. Quando o resultado da HbAlc for maior que
6,5% o diagnostico deve ser confirmado com um teste de repeti¢do, a menos que o individuo
apresente sintomas clinicos e niveis de glicose do plasma maiores que 11.1mmol/L (200
mg/dL) ndo sdo necessarios novos testes (WHO, 2011).

A dosagem da HbAlc € 1til no acompanhamento dos pacientes ja diagnosticados com
DM (SUMITA; ANDRIOLO, 2008; Diretrizes SBD, 2015-2016), pois as doengas
cardiovasculares, incluindo o acidente vascular cerebral, doenca arterial coronariana e doenga
arterial periférica, sdo significativas causas de mortalidade em portadores de diabetes, bem
como em toda a populacdo. Com efeito, entre os individuos com diabetes, um aumento de 1%
nos niveis da hemoglobina glicada estd associado com um aumento de 31% em eventos
cardiovasculares (DCCT/EDIC, 2016).

O tratamento do diabetes inclui o controle da glicemia por meio da adocdo de
alimentacdo sauddvel aliada a prética de atividade fisica (WHO, 2016). O portador de DM1
torna-se dependente da administragdo de insulina exdgena ao longo da vida, a fim de controlar
os niveis de glicemia (ZIMMET, ALBERTI, SHAW, 2001; WEDGWOOD et al., 2016). Os
tratamentos para o DM2 sdo indicados de acordo com as caracteristicas clinicas do paciente,
visando manter o controle glicEmico adequado. Dentre os tratamentos podem ser adotados o
uso de medicamento oral (hipoglicemiantes, anti-hiperglicemiantes e sensibilizadores da agcdo
da insulina), medicamento oral associado a insulina ou somente insulina (Diretrizes SBD,

2015-2016). A via usualmente utilizada para a aplicacdo didria de insulina é a subcutanea,
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pois a extensa rede de capilares proporciona a absorc¢ao paulatina da insulina e garante o perfil

farmacocinético da mesma (Diretrizes SBD, 2014-2015).

2.2. A Cromatina: organizacao e alteracoes

O DNA nos eucariotos encontra-se associado a proteinas, que sdo divididas em duas
classes gerais: as histonas e as n@o histonas, formando a cromatina. As histonas sdo
responsaveis pelo primeiro nivel fundamental de compactagdo do DNA, o nucleossomo
(ALBERTS et al., 2010).

A estrutura do nucleossomo consiste em um octamero de histonas, formado por duas
cOpias de cada uma das histonas H2A, H2B, H3 e H4, que € circundado por uma dupla fita de
DNA com 147 pares de nucleotideos. Este arranjo € auxiliado por uma quinta histona, a H1
que interage predominantemente com o DNA de ligacdo. As bases nitrogenadas do DNA
ligam-se as argininas das histonas através de pontes de hidrogénio (DECHASSA; LUGER,
2012).

A cromatina possui uma estrutura dindmica e o controle da expressao génica esta
diretamente relacionado ao grau de compactacdo e organizacdo da mesma (ALBERTS et al.,
2010; MEDA et al., 2011). A estrutura da cromatina pode ser dividida em duas categorias
distintas baseado na perspectiva da associacdo com transcricdo de genes: a eucromatina e a
heterocromatina. A eucromatina € uma regido na qual cromatina apresenta-se mais aberta, o
que permite a acessibilidade dos fatores de transcri¢do para 0 DNA, resultando em ativacdo de
genes. Ja a heterocromatina é uma estrutura de cromatina fechada, na qual o material genético
geralmente nao estd envolvido na transcricdo (ARAKI; MIMURA, 2017).

As mudancas na estrutura da cromatina, que influenciam na expressao génica, podem
ser controladas por padrdes epigenéticos (ARAKI; MIMURA, 2017). A epigenética estuda

13

algo que estd “acima da genética”, como remete o proprio significado da palavra
(HOLLIDAY, 2006). Portanto, a epigenética ndo estuda as alteragdes na sequéncia de pares
de bases do DNA, mas as alteragdes que vao além da sequéncia génica (EGGER et al., 2004).
Os dois mecanismos principais envolvidos nestas alteracdes sdo as modificacdes de histonas e
metilacdo do DNA. Esses mecanismos atuam modificando a acessibilidade da cromatina para
a regulacdo da transcricdo génica, localmente ou globalmente, pelas modificacdes no DNA e
pelas modificagdes ou rearranjos dos nucleossomos (EGGER et al., 2004).

A regulacdo epigenética da expressdo génica €, pelo menos em parte, mediada por

modificagdes pos traducionais (MPTs) de histonas (BANNISTER; KOUZARIDES, 2011).



22

Cada uma das histonas possui uma "cauda" N-terminal de aminodcidos que se projeta para
fora do octamero, e sdo essas caudas que estdo sujeitas a diferentes tipos de modificacdes
covalentes (ALBERTS et al., 2010). Tais como metilagdo, acetilacdo, fosforilacdo, e
ubiquitinagdo, que atuam na regulagdo da expressdo de genes e controlam a condensagdo da
cromatina, além de remodelar sua estrutura altamente organizada. Isto indica que as MPTs das
histonas contribuem para alterar a cromatina tanto funcionalmente como estruturalmente
(KOUZARIDES, 2007; WANG, H. et al, 2001).

Estudos recentes tém sugerido que as mudangas na estrutura da cromatina possam
explicar parcialmente as mudangas nas fungdes celulares e desempenhem um papel no
desenvolvimento de muitas doengas, incluindo doengas cardiovasculares, neuroldgicas, cancer
e também distirbios metabdlicos (BAUER; MARTIN, 2017, SUNG et al., 2017;
HAUSER; HENSHALL; LUBIN, 2017).

As alteracdes na estrutura da cromatina também tém sido estudadas na patogénese do
diabetes mellitus. Miao e colaboradores (2004) observaram que condi¢des de hiperglicemia e
diabetes poderiam induzir uma remodelacdo da cromatina e modificacOes de histonas. Os
autores concluiram que estes eventos proporcionavam uma maior interacao entre os principais
fatores de transcricdo que regulam o processo inflamatério e genes relacionados com o
diabetes.

Miao e colaboradores (2007), utilizando a técnica de imunoprecipitagdo de cromatina,
acoplada a DNA microarrays, demostraram que a remodelacdo da cromatina, em cultura de
mondcitos tratados com alta concentracdo de glicose e mondcitos de pacientes portadores de
diabetes, pode permitir uma maior ativagao de genes relacionados a processos inflamatdrios.
Os resultados mostraram que a acetilacdo de histonas em genes especificos de mondcitos em
condi¢des hiperglicémicas representa um importante marcador do estado inflamatorio
aumentado nos portadores de DM.

Outro estudo que analisou mondcitos e linfocitos de pacientes com DMI1 versus
controles sadios, utilizando a mesma técnica anteriormente mencionada, revelou um
subconjunto de genes em linfécitos do grupo de portadores de diabetes exibindo aumento de
metilacdo de histonas e ativagdo de genes-alvo vinculados a respostas imunes e inflamatdrias

muitas vezes associadas com DM1 e suas complicagdes (MIAO et al., 2008).



23

2.3. Linfocitos: caracteristicas gerais e funcoes

Os linfécitos fazem parte de uma populacdo heterogénea que difere entre si em
estruturas de superficie, em suas fungdes, origem, tempo de vida médio e localizacdo
anatomica. Porém, apresentam algumas caracteristicas morfologicas como tamanho,
granularidade e relacdo nucleo-citoplasma que permitem distinguir os linfécitos de qualquer
outra populacdo de células, mas estas caracteristicas nao fornecem qualquer informacao que
permita identificar linhagem ou funcdo celular (WEINBERG, 1998; BAEHNER, 2005;
ABBAS; LICHTMAN; PILLAIL 2008).

Em relacdo a morfologia nuclear os linfocitos apresentam nucleos que nido sofrem
lobulagdo, geralmente permanecem esféricos ou adquirem uma pequena reentrancia. Por isso
sdo denominados leucdcitos mononucleares (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2008;
ALBERTS et al., 2010).

A maioria dos linfécitos maduros do sangue periférico humano é pequena, medindo 10
um ou menos de didmetro, embora formas maiores sejam comuns. Quando observados a
microscopia de luz, os linfécitos possuem um nucleo geralmente arredondado ou ligeiramente
indentado composto de densos agregados de cromatina e o citoplasma em relagdo ao ntcleo
apresenta-se escasso (WEINBERG, 1998; BAEHNER, 2005).

Sabe-se que, as células-tronco pluripotentes da medula 6ssea ddao origem as células
progenitoras mieldides e linféides. Os linfocitos B, T e células NK se originam dos
progenitores linféides. As células que vao se diferenciar em linfécitos B permanecem na
medula éssea e quando maduras entram na circulagdo se direcionando aos 6rgaos linféides
secundérios. Ja as células que se diferenciardo em linf6écitos T migram para o timo, onde
ocorrem os processos de diferenciacdo, selecdo, maturacido celular e o estabelecimento da
tolerancia aos autoantigenos, somente os linfécitos T maduros entram na circulacdo. Nos
orgdos linféides periféricos os antigenos estranhos ativam as células T e B (ABBAS;
LICHTMAN; PILLAI 2008; ALBERTS et al., 2010; MURPHY; TRAVERS; WALPORT,
2010).

As fungdes desempenhadas pelos linfécitos apresentam como principais
caracteristicas, a especificidade e diversidade de reconhecimento, memoria, especializacdao de
resposta e tolerancia a componentes do préprio organismo. Portanto, os linfécitos fazem parte
da imunidade adaptativa do organismo que também € conhecida como imunidade adquirida
ou especifica. Ja que o sistema imune adaptativo reconhece e reage a um grande nimero de

substincias microbianas e ndo microbianas (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI 2008).
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A imunidade adaptativa se subdivide em imunidade humoral e imunidade celular ou
mediada por células. A imunidade humoral é mediada pelos linfécitos B, também
denominados células B, por meio da secrec@o de anticorpos. J4 os linfécitos T, ou células T,
medeiam a imunidade celular promovendo a destruicio de microrganismos que residem nos
fagdcitos ou morte de células infectadas. Alguns linfécitos T também promovem a eliminacao
de patdgenos extracelulares recrutando leucdcitos que irdo destrui-los ou auxiliardo os
linfécitos B na produgdo de anticorpos (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2008; MURPHY;
TRAVERS; WALPORT, 2010).

Os linfécitos B e T podem ser distinguidos morfologicamente um do outro somente
apo6s terem sido ativados pelo antigeno, pois sdo muito similares quando ainda ndo foram
ativados, mesmo quando analisados por microscopia eletronica. O linfécito B efetor na sua
forma mais diferenciada possui um extenso reticulo endoplasmatico que estd ativo na
producdo de anticorpos. Em contrapartida, o linfécito T efetor contém um reticulo
endoplasmatico pouco desenvolvido e ndo secreta anticorpos, mas uma variedade de proteinas
sinalizadoras denominadas citocinas, as quais atuam como mediadoras (ALBERTS et al.,
2010).

Estas populacdes de células possuem proteinas de membrana que sd@o marcadores
fenotipicos para distingui-las entre si, assim os linfécitos B e T, expressam as moléculas
CD19 e CD3, respectivamente (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2008; MURPHY;
TRAVERS; WALPORT, 2010).

O CDI19 de membrana é um dos marcadores mais precoces da linhagem B que
continua a ser expresso em todas as fases da maturacdo dos linfoécitos B (ABBAS;
LICHTMAN; PILLAI, 2008; MURPHY; TRAVERS; WALPORT, 2010). Além desse
marcador fenotipico, ha na superficie de membrana dos linfécitos B o denominado complexo
do receptor de LB (BCR) que inclui, além da imunoglobulina de membrana, duas cadeias
peptidicas, Iga e IgP, que tém fun¢do de dar inicio a sinalizacdo intracelular apds o encontro
com o antigeno. Os linfécitos B também atuam como células apresentadoras de antigeno, apds
interiorizarem e processarem o antigeno que foi ligado ao BCR (RUDIN; THOMPSON,
1998; MCHEYZER-WILLIAMS, 2003; MURPHY; TRAVERS; WALPORT, 2010).

A ativacdo dos linfécitos B por meio da ligacdo de um antigeno ao seu receptor de
superficie ird desencadear um processo de proliferacdo e diferenciacao dessas células em
plasmdcitos que produzirdo imunoglobulinas com alta afinidade para o epitopo do antigeno
que originou a resposta. No entanto, os linfécitos B por vezes dependem de uma interacao

com o linfécito T CD4 para produzir anticorpos especificos a antigenos peptidicos, por isso,
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denominados “antigenos T dependentes”. J& os denominados “antigenos T independentes” sao
os antigenos usualmente ndo protéicos, com epitopos repetitivos que ndo necessitam da
cooperacao dos linfécitos T (PARKIN e COHEN, 2001; ABBAS; LICHTMAN; PILLAI,
2008).

Os mecanismos de atuacdo dos anticorpos sdo variados e desempenham funcdes
efetoras importantes contra os patégenos como a neutralizacdo, opsonizagcdo seguido de
fagocitose, ativac@o da via cldssica do sistema complemento e participacdo no processo da
ADCC (citotoxicidade celular dependente de anticorpo) (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI,
2008; MURPHY; TRAVERS; WALPORT, 2010).

Os linfécitos T s6 reconhecem antigenos processados que sdo apresentados por
moléculas de MHC na superficie de uma célula apresentadora de antigeno. No seu processo
de maturacdo celular hd a expressdao de um receptor de células T (TCR) funcional e de co-
receptores CD4 e/ou CDS. A interacdo com moléculas MHC de classe I ou II é que determina
a diferenciacdo em LT CD8+ ou CD4+, respectivamente. Juntamente a expressao do TCR na
membrana dos linfécitos T vem associado o complexo CD3, ja citado anteriormente,
composto por cinco diferentes proteinas da familia das imunoglobulinas. O reconhecimento
do complexo peptideo-molécula de MHC é uma funcdo do TCR, e a sinalizacdo celular
subseqiiente, do CD3 (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2008).

Ha trés classes principais de linfécitos T: citotéxicos, auxiliares (Th) e os reguladores.

Os linfécitos T citotéxicos apresentam um receptor TCR aff e a molécula correceptora
CD8. Essas células s3o responsaveis por reconhecer antigenos intracitoplasmaticos
apresentados por moléculas MHC de classe I. Os LT CD8 exercem atividade citotoxica
matando células infectadas, pois induzem a via de morte celular programada, apoptose, na
célula alvo. Portanto, os linfocitos T citotéxicos participam principalmente das respostas
antivirais e antitumorais (PARKIN e COHEN, 2001).

Os linfécitos T auxiliares apresentam um receptor TCR off e a molécula correceptora
CD4. Estas células desempenham o papel de coordenar outras células do sistema imune na
erradicacdo de patdgenos. Sendo assim capazes de ativar linfécitos B, macréfagos e linfocitos
T citotoxicos por meio da secrecdo de uma variedade de citocinas e da apresentacdo de uma
variedade de proteinas coestimuladoras em sua superficie (PARKIN e COHEN, 2001).

Os linfocitos CD4 auxiliares sdo subdivididos funcionalmente pelo padrio de citocinas
que produzem. Em decorréncia do estimulo fornecido por uma APC e na dependéncia do

ambiente de citocinas presentes, um linfocito precursor ThO pode se tornar um linfécito Thl,
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Th2 ou Th17. Assim estas células apresentardo diferentes padrdes de citocinas secretadas e,
portanto, desempenhardo distintas respostas efetoras (PARKIN e COHEN, 2001).

A resposta Thl tem papel importante no controle de patégenos intracelulares. Os
LThl produzem grandes quantidades de IL-2 que induz proliferagdao de linfécitos e possui
também um papel relevante na ativag@o de linfécitos T CD8. H4 também a produgdo de INF-y
que é uma citocina muito importante na ativacdo de macréfagos a fim de promover a
fagocitose de patdgenos intracelulares como protozodrios, micobactérias e fungos (PARKIN e
COHEN, 2001).

Ja as respostas Th2, estdo associadas com doencas alérgicas e infeccdes causadas por
helmintos. Os LTh2 produzem IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10, favorecendo a proliferacdo e
diferenciacdo de células B, produgdo de anticorpos, ativacdo de eosindfilos (PARKIN e
COHEN, 2001; BRADLEY, 2003).

A subpopulacdo de linfécitos Thl7 parece estar envolvida na protecdo contra
infeccOes causadas por patdgenos extracelulares devido a sua capacidade de secretar citocinas
efetoras pro-inflamatdrias, como IL-21, IL-22 e IL-26, bem como menores quantidades de IL-
6 e TNF-o. Os LThl7 também produzem citocinas da familia IL-17 que sdo potentes
indutoras da inflamacdo, induzindo a infiltracdo celular e producdo de outras citocinas pro-
inflamatérias. A producdo desregulada de IL-17 tem sido associada a vérias condicdes
autoimunes (CHEN et al., 2007; MESQUITA JR et al., 2009).

As diferentes populacdes de LT reguladores (Treg) estdo envolvidas na manuten¢do da
autotolerancia imunoldgica e no controle das respostas autoimunes. Por meio de uma
complexa rede de mecanismos reguladores asseguram a modulagdo das respostas
imunoldgicas frente aos diversos antigenos provenientes de agentes infecciosos, alérgenos,
tumores, aloantigenos, e autoantigenos (CRUVINEL et al., 2008).

Hé também as células T natural killer (NKT) que parecem surgir do mesmo precursor
que origina linfécitos T convencionais, portanto essas células sdo uma classe de células T que
regula a resposta imune inata e adaptativa. As células NKT sdo estimuladas por glicolipidios
apresentados via MHC classe 1 ndo classico, que estd presente em células B, células
dendriticas, macréfagos e timdcitos imaturos (GODFREY et al., 2000; KRONENBERG e
GAPIN, 2002). Ap6s sofrerem interacdes de alta avidez com glicolipideos associados a
moléculas CD1d expressas por células epiteliais ou medulares do tecido timico, as NKT sdo
selecionadas positivamente (HU; GIMFERRER; ALBEROLA-ILA, 2011).

Dentre as fungdes efetoras desempenhadas pelas células NKT estdo a secregdo de

citocinas como IFN-y, IL-4 e IL-13 e atividade citolitica (GODFREY et al., 2000; DIELI et
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al., 2003). Estas células apresentam fenétipo de célula T ativada e t€ém a capacidade de
resposta rdpida a diferentes estimulos. Por exemplo, durante infec¢cdes as NKT secretam
citocinas pré-inflamatdrias estimulando assim a resposta inata e adaptativa a fim de eliminar o
patégeno (KAWAKAMI et al., 2003) Porém, as células NKT também podem desempenhar
funcdo anti-inflamatdria com secre¢do de citocinas para limitar certas respostas patogénicas

(DIELI et al., 2003).

2.3.1. O papel dos linfécitos na fisiopatogenia do Diabetes mellitus tipo 1

Evidéncias apontam que os linfocitos t€m participacdo na fisiopatogenia dos dois
tipos de diabetes estudados neste trabalho, porém com perfis de atuacdo diferentes. Estas
células sdo extremamente sensiveis com seus receptores de superficie e podem ser
consideradas verdadeiros “patrulheiros”. Pois, viajam por todo o organismo verificando todas
as ocorréncias como inflamacdes, injdrias e traumas fisicos.

A maioria das doengas autoimunes esta atrelada a um desequilibrio entre as células
autorreativas T efetoras e as células T reguladoras, portanto um ponto critico na génese da
autoimunidade € a perda de tolerancia central e/ou periférica (APOSTOLOU et al., 2002;
HOGQUIST; BALDWIN; JAMESON, 2005; GOMEZ-TOURINO et al., 2016).

Diferentes subpopulacdes de linfécitos e células apresentadoras de antigenos estao
envolvidas no processo de doencgas autoimunes, como o DMI. Dentre as células que
desempenham um importante papel neste processo estdo os linfécitos CD4 e CD8, linfécitos
B, células NK, macréfagos e células dendriticas. Estas células atuam sinergicamente no
processo de destrui¢do das células beta pancredticas (SZABLEWSKI, 2014).

Os linfécitos T tém um papel importante na patogénese do diabetes mellitus tipo 1.
Os autoanticorpos tém sido utilizados na pratica clinica como marcadores robustos da
progressdo da doenca. Em contrapartida, o rastreamento de células T autorreativas que
medeiam a destruicdo das células beta pancredticas estd em fase inicial de estudos
(JACOBSEN et al., 2017). H4 evidéncias que os linfécitos T CD8 com potencial autorreativo
sao reduzidos, mas nao eliminados durante a educagdo timica, acontecendo 0 mesmo com
o repertério de linfécitos T CD4 autorreativos (ESTORNINHO et al., 2013; YU et al., 2015;
GOMEZ-TOURINO et al., 2016).

As células apresentadoras de antigenos (APCs) residentes no pancreas desempenham
um papel fundamental na homeostase deste tecido, sendo importantes para a manutencao da

funcdo normal das ilhotas, bem como ajudando na remodelacdo de processos de lesdo e
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inflamacdo (CALDERON; UNANUE, 2012; BOLDISON; WONG, 2016). Estas células
ficam em intimo contato com as células beta e com as paredes dos vasos lancando pequenas
projecdes no limen dos mesmos (VOMUND et al., 2015).

As APCs também participam de eventos iniciais no processo de auto-imunidade que
ocorre no DM1. Pois atuam na apresentacdo de autoantigenos, como, por exemplo, antigenos
de ilhotas e expressam complexos peptideos-MHC classe II derivados de proteinas de células
beta (CALDERON et al., 2008), sendo bastante eficientes em apresentar esses complexos
peptideos aos linfécitos T CD4 (CALDERON et al., 2008; VOMUND et al., 2015). Isso s6 é
possivel por meio da interacdo que ocorre entre as células beta pancredticas que transferem
granulos de secrecdo para as APCs residentes de ilhotas permitindo o reconhecimento de
antigenos de células beta por T CD4 autoreativas (VOMUND et al., 2015).

A quebra da tolerancia e o processo de iniciacdo das vias mediadas por linfécitos T
ndo estd restrita a um unico antigeno. Existem vdrios estudos que demonstram auto-
reatividade contra vdrios autoantigenos ja associados ao diabetes tipo 1. A saber, podem ser
citados, a descarboxilase do 4cido glutamico (GAD 65), proteina relacionada a subunidade
catalitica da 6-fosfatase de glicose especifica das ilhotas (IGRP), transportador de zinco 8
(ZnT8) e tirosina fosfatase (IA-2) (MALLONE; BREZAR; BOITARD, 2011; KNIGHT et al.,
2015).

Os linfécitos T CD4 ativados, por meio da secrecdo de vdrias citocinas promovem a
proliferacdo e diferenciagcdo de linfécitos T, B e macréfagos. As citocinas pro-inflamatorias
liberadas pelas APCs e linfécitos, como TNF-0, IFN-y e IL-1p contribuem para o
desencadeamento e a persisténcia da resposta inflamatéria e autoimune no DMI
(MATARESE et al., 2002).

Recentemente os achados de Coppieters e colaboradores (2012) mostraram a
presenca de linfocitos T CD8 em tecidos de ilhotas humanas de pacientes recém
diagnosticados com DM1, bem como nos de maior tempo de diagndstico. Esse tipo celular é
predominante nos infiltrados leucocitdrios que ocorrem nas ilhotas, insulite, ocorrendo
também hiperexpressdo do MHC de classe I (COPPIETERS et al., 2012). Os LT CD8 apds
adquirirem um fendtipo de memoria efetora passam a exibir um aumento da expressao de
IFNy, perforinas e granzimas. Participando assim da destruicio das células beta, e
promovendo também a indugdo de apoptose (BOLDISON; WONG, 2016).

Os linfécitos B desempenham um papel importante na patogénese do DMI, que
inclui a apresentacdo do antigeno especifico da insulina para os linfécitos T CD4 e a produgdo

de citocinas pro-inflamatdrias, ambos os processos contribuem para a destrui¢do das células
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beta das ilhotas (BOLDISON; WONG, 2016). Os linfécitos B também atuam como
plasmdcitos secretores de autoanticorpos. Estes podem estar presentes no soro de individuos
portadores de diabetes recém-diagnosticados e de individuos que posteriormente irdo

desenvolver o DM1, vérios anos antes das manifestacdes clinicas da doenga (BARKER et al.,

2004).

2.3.2. O papel dos linfécitos na fisiopatogenia do Diabetes mellitus tipo 2

O desenvolvimento do diabetes mellitus tipo 2 estd relacionado com uma série de
fatores genéticos e ambientais. Essa forma de manifestacdo do diabetes resulta de efeitos
duplos de acdo defeituosa e diminui¢do da secrecdo da insulina (McCARTHY; MENZEL,
2001). A resisténcia a insulina, como mencionado anteriormente, atualmente tem sido
abordada como um prelidio ao diabetes melitus tipo 2 (RAZ et al., 2013).

H4 que se considerar que a inflamacdo desempenha um papel crucial no
desenvolvimento das doencas metabdlicas. Assim, a inflama¢do de baixo grau pode ser
considerada a principal forca motriz no DM2 e nas complicaches associadas
(HOTAMISLIGIL, 2006; HARFORD et al., 2011; XIA; RAO; ZHONG, 2017). Em
particular, a inflamacdo altera a funcdo do tecido adiposo, uma das conseqiiéncias dessa
alteracdo € o desenvolvimento da resisténcia sistémica a insulina (XU, et al., 2003).

A participacao das células que fazem parte do sistema imunoldgico nos processos de
inflamacdo e de resisténcia a insulina ndo se restringe aos macréfagos que secretam citocinas
pré-inflamatodrias que prejudicam a via de sinalizac¢do da insulina. Os linfécitos B e T também
sdo contribuintes importantes no processo inflamatoério e na resisténcia a insulina nos tecidos
metabolicamente ativos e, em particular no tecido adiposo (WINER et al., 2011; SIMAR et
al., 2014).

Cada vez mais, estudos estdo apontando a participag¢do critica das células T na
patogénese do diabetes tipo 2 (XIA; RAO; ZHONG, 2017). Nishimura e colaboradores
(2009) forneceram evidéncias significativas de que as células T desempenham um papel
importante na inflamacdo do tecido adiposo. Descobriram que, com a obesidade, hd um
aumento dos linfécitos T CD8 no tecido adiposo e estas células precedem a infiltracdo de
macréofagos. Eles mostraram também com a deplecdo imunoldgica e genética de CDS8 a
diminui¢do do actimulo de macr6fagos e a melhora da inflamacao preestabelecida no tecido

adiposo.
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Foi demonstrado por Deng e colaboradores (2013) que a obesidade induz a expressao
de classe MHC II nos adipdcitos e, assim, ocorre a ativacdo das células T CD4 que
contribuem para o inicio da inflamag¢ao no tecido adiposo.

De acordo com Harford e coladoradores (2011) hd um aumento significativo de
linfécitos T CD4 (Thl) e CD8 no tecido adiposo em resposta a uma dieta hiperlipidica, e em
contrapartida, uma diminui¢do das células com perfil anti-inflamatério (Th2 e Treg).

Os resultados de Jagannathan-Bogdan e colaboradores (2011) indicam que os
linfécitos T em pacientes com DM2 sdo naturalmente distorcidos para subconjuntos pré-
inflamatdrios que provavelmente promovem inflamagdo cronica no DM2 através da produgao
elevada de citocinas. Pois, observaram no sangue periférico de pacientes portadores de
diabetes mellitus tipo 2 um aumento de linfécitos Thl7 circulantes, enquanto que a
quantidade de linfécitos CD4 Treg diminuiu nesses pacientes.

Os linfécitos B contribuem para a resisténcia a insulina através da modulacdo de
células T e producdo de anticorpos IgG de perfil patogénico (WINER et al., 2011). Ainda de
acordo com Zimering e Pan (2009) quase um terco dos pacientes com DM2 avangada possui
autoanticorpos que inibem a fun¢do das células endoteliais, induzindo a formacao de fibras de
stress e até mesmo apoptose dependente de caspase nestas células. Esse fendmeno contribui

para complicacdes vasculares que portadores de diabetes costumam apresentar.

2.4. Memoria metaboélica

Medicacdo, modificacdo da dieta e atividade fisica podem ser adotados para controle
do DM1 e DM2, porém individuos portadores de diabetes muitas vezes continuam sofrendo
com as complicacdes da doenca (VILLENEUVE; REDDY; NATARAJAN, 2011). Mesmo
ap6s a manutencdo do controle glicémico estas complicacdes podem permanecer, esse
fendmeno sugere uma “memoria metabolica”. Portanto, a exposi¢do prévia a altos niveis de
glicose pode estar vinculada a alteragdes na estrutura da cromatina, com mudancas de longa
duracdo para niveis de expressio de genes associados as complicagdes micro e
macrovasculares do DM (EL-OSTA et al., 2008, MIAO et al., 2014; BEREZIN, 2016).

Ensaios clinicos e com modelos experimentais em animais tém demonstrado que as
complicagdes do portador de diabetes podem persistir apesar do controle da glicemia,
indicando uma memoria do estado glicémico prévio (EL-OSTA et al., 2008; VILLENEUVE
et al., 2008)
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A hiperglicemia e o estresse oxidativo estdo diretamente relacionados e podem
também aumentar o acimulo de produtos finais de glicagdo avancada que potencializam a
inflamacdo local e o estresse oxidativo por meio da glicacdo irreversivel de proteinas e
lipideos, promovendo danos vasculares em longo prazo, assim esses processos desempenham

um papel fundamental nas complicacdes relacionadas ao diabetes (CERIELLO; IHNAT;
THORPE, 2009).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

O objetivo geral deste trabalho consistiu em identificar se ha diferencas na
organizacdo da cromatina de linfécitos do sangue periférico de individuos portadores de
diabetes tipo 1 e 2 quando comparados a individuos ndo portadores.

3.2. Objetivos Especificos

= Avaliar, se ambos, diabetes tipo 1 e 2 induzem alteracdes nucleares e cromatinicas em

linfdcitos de sangue periférico;

= Analisar se as possiveis alteracdes causadas pelo diabetes sdo comuns aos dois tipos

da doenga;

= Verificar se hd correlagcdo entre os niveis de glicemia de jejum e hemoglobina glicada

e as possiveis alteragdes nucleares e cromatinicas.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Aspectos Eticos e Legais

Este estudo faz parte do projeto intitulado: “Pesquisa de alteragdes na organizacdo da
cromatina de células mononucleares do sangue periférico de pacientes diabéticos”, aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisas com Seres Humanos da Universidade Federal de
Uberlandia (CEP/UFU), CAAE: 47655615.6.0000.5152, Numero do Parecer: 1.227.701 (ANEXO
A).

Trata-se de um estudo transversal que foi desenvolvido no Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade Federal de Uberlandia (ICBIM) e no Hospital de Clinicas de
Uberlandia (HC-UFU).

As informagdes foram coletadas por meio de artigos cientificos, livros, e dados do
Sistema de Informacdo Hospitalar (SIH) do HC-UFU. Mediante a aplicacdo do Instrumento
de coleta de dados ANEXO B, foram obtidas informagdes sobre os participantes da pesquisa,
as quais foram correlacionadas com os resultados obtidos apds andlise das amostras, estas

informacdes ndo foram usadas como critério de inclusdo ou exclusio.
4.2. Participantes da Pesquisa

Foram incluidos neste estudo homens e mulheres, sem distin¢gdo de grupo étnico ou
grupos sociais, residentes na cidade de Uberlandia ou regidao. Os participantes portadores de
DM foram divididos em dois grupos: Grupo 1 - DM tipo 1; Grupo 2 - DM tipo 2. No
momento em que este estudo foi realizado os participantes faziam acompanhamento no
ambulatorio de Endocrinologia do HC-UFU.

Para participar do Grupo Controle foram recrutados individuos sauddveis, que
trabalham ou estagiam no Laboratério de Andlises Clinicas do HC-UFU e no Hospital de
Clinicas UFU, utilizando os critérios de inclusdo idade e sexo correspondentes aos
participantes dos Grupos 1 e 2, sendo um controle para cada caso.

Todos os participantes convidados foram previamente informados sobre o objetivo do
trabalho e os procedimentos envolvidos, também foram informados sobre os riscos minimos
no momento da coleta de sangue que consistiam em incomodo, ou hematoma no local da
puncdo e tiveram como beneficio a dosagem da glicemia atual e estimada h4 trés meses, o que

€ muito importante para a qualidade de vida.
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A privacidade do participante foi respeitada em todos os momentos da pesquisa, € sua
participacdo foi consentida apds a leitura e assinatura do termo de consentimento livre e
esclarecido (ANEXO C), e depois de responder o Instrumento de coleta de dados (ANEXO
B).

O presente estudo investigou alteragdes nos ntcleos das células, portanto, ponderou-
se para o experimento: 5 participantes do Grupo 1, 5 participantes do Grupo 2 e o Grupo
Controle composto em propor¢do de um para cada caso. Casos versus controles foram
pareados por sexo e idade, pois em termos cromatinicos e epigenéticos esses dois fatores

podem introduzir outra varidvel, a qual se pretendia evitar nesta pesquisa.

4.3. Critérios de Inclusao e Exclusiao

Os critérios de inclusdo foram: pacientes com idade entre 18 e 55 anos, sexo
masculino ou feminino que foram diagnosticados com Diabetes tipo 1 ou tipo 2 e que fazem
acompanhamento no HC-UFU.

Os critérios de exclusdo para todos os Grupos foram: a) portadores de doencas

autoimunes; b) portadores de neoplasias e ¢) portadores de doencas debilitantes.

4.4. Amostras

Os participantes da pesquisa ficaram 8 horas em jejum antecedente ao horario da
coleta que para todos foi o mesmo, pela manhda. De cada um foram coletados 25 mL de
sangue periférico, dos quais 3 mL em tubo com gel separador sem anticoagulante para
dosagem da glicemia de jejum, 2 mL em tubo com anticoagulante &cido
etilenodiaminotetracético dipotdssico (EDTA K») para dosagem da hemoglobina glicada, e 20
mL em tubos com anticoagulante heparina de sdédio para isolamento das células

mononucleares a fim de proceder as andlises citoquimicas.

4.5. Técnicas Empregadas

4.5.1. Dosagem glicemia de jejum

Os tubos com gel separador sem anticoagulante, contendo as amostras, foram

encaminhados ao setor de Bioquimica do Laboratério de Andlises Clinicas do HC-UFU logo
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apoés a coleta. Depois da completa formacdo do codgulo, os tubos foram centrifugados
utilizando a centrifuga Celm Combate 3500 rpm (2200 X g) durante 15 minutos. Depois deste
processo foi realizada a dosagem da glicose no soro, por método enzimdtico de referéncia
com Hexoquinase no sistema de automacdo Cobas c¢501 com kit comercializado pela

fabricante Roche Diagnostica.

4.5.2. Dosagem hemoglobina glicada (HbA1c)

Os tubos com anticoagulante EDTA Kb, contendo as amostras, foram encaminhados
ao setor de Bioquimica do Laboratério de Andlises Clinicas do HC-UFU logo apds a coleta, e
em seguida foi realizada a dosagem da hemoglobina glicada pelo método de Cromatografia
Liquida de Alta Performance (HPLC) no sistema de automacgdo Bio-Rad D-10™ Hemoglobin

Testing System com kit comercializado pela fabricante Biorad Laboratories.

4.5.3. Isolamento das células mononucleares (PBMCs)

A obteng¢do de PBMCs foi padronizada no laboratdrio, seguindo o protocolo descrito
por Kanof, Smith, Zola (2001), o qual foi realizado, conforme descrito a seguir, para as
amostras de cada participante separadamente.

Logo apos a coleta, o volume total do sangue fresco heparinizado (20mL) foi colocado
em um tubo conico tipo Falcon de 50 mL e adicionado igual volume de tampao fosfato salino
(PBS) 1X (20mL), (1:1 sangue/PBS), ambos em temperatura ambiente. Depois, foram
homogeneizados por inversdo e a mistura foi reservada. Em 4 tubos conicos tipo Falcon de 15
mL foram pipetados 3,0 mL de Ficoll-Paque PLUS em cada um. Em seguida, 10 mL da
mistura (sangue/PBS) foram adicionados lentamente sobre o Ficoll com o auxilio de uma
seringa para que a interface Ficoll/mistura fosse preservada. Esse procedimento foi repetido
nos 4 tubos, os quais foram tampados e centrifugados na Eppendorf 5403R com rotor de
balango livre, por 30 minutos a 2340 rpm (900 X g), em temperatura controlada entre 18 a
20 °C, sem frenagem.

Ap6s a centrifugacdo, o plasma e PBS (parte superior) foram retirados com o auxilio
de uma pipeta graduada. Em seguida, utilizando uma pipeta Pasteur foi retirada
cuidadosamente a camada de PBMCs que se apresentava sobre o Ficoll. As PBMCs foram
transferidas para 2 tubos conicos tipo Falcon de 15 mL. Foi adicionado PBS (3x o volume da

camada de células) em cada tubo a fim de realizar a lavagem. Centrifugou-se durante 10
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minutos a 1560 rpm (400 X g). O sobrenadante foi aspirado e descartado e foi repetida a
lavagem 1 vez, sendo novamente aspirado e descartado o sobrenadante. O sedimento
resultante da centrifugacdo (precipitado de PBMCs) foi novamente ressuspendido para 2 mL
de PBS, homogeneizado e separado em duas aliquotas de 1 mL cada. Depois da confeccdo das
laminas, conforme descrito no tépico 4.5.4, foi adicionado DMSO (10%) nas aliquotas e logo

ap6s foram congeladas a -20 °C.

4.5.4. Citoquimica

Para andlise de parametros morfométricos nucleares e avaliacdo da organizacdo
cromatinica, foram confeccionadas laminas da suspensdo das PBMCs isoladas (topico 4.5.3)
das amostras biologicas de cada participante individualmente. Procedeu-se a
citrocentrifugacdo utilizando a centrifuga citolégica Fanem modelo 248. A montagem da
lamina no equipamento seguiu a ordem: lamina previamente identificada (externamente) +
papel filtro + acrilico (voltado para o centro do rotor). Depois foram pipetados 250 pL da
suspensdo de PBMCs/PBS em dois cito funis opostos do equipamento, centrifugando por 5
minutos a 1200 rpm (129 X g) em temperatura ambiente.

Apoés esse processo as laminas foram deixadas a temperatura ambiente durante 15
minutos para secar. As quais foram posteriormente submetidas a fixacdo em etanol absoluto-
acido acético glacial 3:1 (v/v) durante 1 minuto, seguida de lavagem em etanol 70% por 5
minutos e secagem ao ar.

Depois de fixadas, todas as laminas foram submetidas a0 mesmo tempo, a reacdao de
Feulgen (SCHULTE; WITTEKIND, 1989) para evidenciagdo de DNA. Inicialmente, foram
hidrolisadas em (HCI 4 M) a temperatura de 24-25 °C, durante 55 minutos. Em seguida foram
lavadas rapidamente em solugdo acida (HCl 0,1 M) gelada, coradas em reativo de Schiff que
foi pingado sobre as 1aminas, onde permaneceu sobre as mesmas em camara Umida e escura
por no minimo 45 minutos. Posteriormente as 1aminas passaram por trés banhos de 5 minutos
cada vez, em 4gua sulfurosa (1 parte de HCI 1M, 1 parte de metabissulfito de s6dio 10%, e 18
partes de agua). E depois, lavadas com agua, secas ao ar e montadas em balsamo do Canada.

As laminas foram mantidas protegidas da luz para evitar oxidagao da coloragdo.

4.6. Analise de imagem
Apds a Reacdo de Feulgen, as imagens dos nucleos corados foram obtidas em um

microscopio Leica DM500 equipado com objetiva planocromatica 100/1,25, condensadora
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pré-focalizada e pré-centralizada, iluminacdo LED (3 W, temperatura de 6000 K). A
intensidade da iluminacao foi mantida sempre ao méximo e o diafragma da condensadora na
posicdo 100x. As imagens foram capturadas por uma camera digital Leica ICC50 HD
acoplada ao microscépio e software de captura Leica LAS EZ (versio 1.8.1, Leica
Microsystems Limited — Suica). Para todos os nucleos analisados as condi¢des de iluminagdo
e configuracdes de captura foram mantidas constantes: tempo de exposicdo 8,0 ms, ganho
1,6x, gamma 2,00 e saturagc@o 60,00. Sob as condicdes Opticas utilizadas, 1 pm corresponde a
15,6 pixels.

O software “open source” Imagel foi utilizado para a andlise das imagens capturadas.
Por meio da ferramenta “Optical Density Calibration” do Imagel foi realizada a conversao
dos niveis de cinza em absorbancia utilizando a barra de escala calibrada No. 3 da Kodak,
conforme as instrucoes obtidas no website do software

(http://rsbweb.nih.gov/ij/docs/examples/calibration/index.html).

Para a andlise de imagem, no presente trabalho, foram avaliados somente os nucleos
dos linfécitos. Foram selecionados aproximadamente 160 nucleos de linfécitos de cada
participante da pesquisa. Sendo cerca de 800 ntcleos avaliados para cada um dos grupos. A
selecdo dos nucleos a partir das imagens capturadas foi realizada de forma aleatdria, e foi
automatizada no software apés uma andlise prévia de dados como absorbancia de fundo
(background) e eliminagdo por threshold, que é capaz de separar os nucleos do fundo da
imagem com base em um limiar de intensidade de niveis de cinza.

Foram obtidas informagdes relativas 4 drea nuclear (um?), média dos niveis de cinza
por nicleo, convertida em densidade 6ptica (OD) que € igual a absorbancia, e densidade
optica integrada (IOD) que representa o conteido Feulgen-DNA, pois € o produto da
integracdo da OD pela area nuclear. Também foram avaliados o contraste € a entropia que sao
parametros de textura nuclear baseados em matrizes de correlagdo de escala de cinza (GLCM)
(HARALICK et al, 1973; PANTIC, I. et al. 2012). O contraste mostra a variacdo local de
escala de cinza presente na imagem (nudcleo), por isso representa a variacdo no estado médio
da compactagdo da cromatina por nucleo. Portanto, quanto maior for a variacdo de
compactacdo entre diferentes dreas nucleares, maior o contraste. Quando um valor de
contraste maior € observado nota-se maior diferenca entre dreas de maior compactacdo e areas
de menor compactagdo da cromatina. Os valores de entropia representam a quantidade de
informacdo em bits necessdria para armazenar as informacdes de cada nucleo. A entropia
quantifica o grau de desordem espacial dos diferentes niveis de cinza na GLCM, refletindo

assim a heterogeneidade do nicleo. Os nicleos com maior quantidade de regides mais e


http://rsbweb.nih.gov/ij/docs/examples/calibration/index.html
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menos compactas sao 0s mais entropicos, enquanto os que mostram uma morfologia mais

homogénea sdo os com menor entropia.

4.7. Analise estatistica

Todas as andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software Minitab™ 14. A
andlise dos dados morfométricos e dos dados bioquimicos foi feita utilizando ANOVA
simples para a andlise intergrupos ou multifatorial com pds-teste de Tukey para a andlise
intragrupos. Para as correlacdes, foi sempre utilizada a Correlacdo de Pearson. Em todos os

casos, as diferengas foram consideradas significativas para p<0,05.
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5. RESULTADOS

5.1. Andlises comparativas do Grupo 1 versus Controle para parametros

bioquimicos e citoquimicos

5.1.1. Glicemia de jejum e hemoglobina glicada do Grupo 1 e de seus respectivos

controles

Com o intuito de obter um antecedente das dosagens de glicemia de jejum e HbAlc
dos participantes da pesquisa, além de coletar as amostras para realizar as dosagens destes
testes e proceder as andlises citoquimicas, foi realizada uma busca por dois resultados
anteriores no Sistema de Informacdo Hospitalar HC-UFU. Os dados mostram que os
resultados obtidos de todas as amostras que foram coletadas para este estudo ndo
ultrapassaram 200 mg/dL para glicemia de jejum (Graficol), porém hd participantes com
resultados anteriores bastante alterados. Observa-se também que o resultado da HbAlc
(Gréfico 2) reflete as glicemias anteriores, conforme observado nos resultados do participante
0105, que mesmo apresentando glicemia de jejum atual de 113mg/dL, obteve um resultado de
11,3% para HbAlc.

Os participantes do Grupo Controle (Graficos 1 e 2) ndo apresentaram, conforme
esperado, resultados alterados para os testes mencionados anteriormente. A maioria dos
participantes incluidos neste grupo ndo possuia resultados anteriores registrados no Sistema
de Informagdo Hospitalar HC-UFU, pois ndo realiza estes exames rotineiramente. Portanto,
para estes individuos, além de ndo termos o diagndstico clinico de diabetes, temos valores de
hemoglobina glicada compativeis com normoglicemia, pelo menos no que diz respeito aos
trés ultimos meses. Assim, temos evidéncia convincente de que os pacientes do grupo
controle realmente ndo sdo portadores de diabetes e ndo apresentam condicdo clinica de

hiperglicemia intermedidria.
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Grafico 1. Dosagens da glicemia de jejum dos participantes do Grupo 1 e Controle

Foram usados cédigos numéricos para identificacio de cada participante do Grupo 1 =0101; 0102; 0103; 0104; 0105. Para
cada respectivo controle foi usado um cédigo alfa numérico (acrescido da letra “C”) = C0101; C0102; C0103; C0104;
C0105. As dosagens atuais de glicemia dos individuos C0101; C0102 foram iguais a 84mg/dl; de 0104; C0105 foram iguais a
85mg/dl. Datas das dosagens diferem entre os participantes. Dosagem atual compreende a do dia em que foi coletada a
amostra para o presente trabalho.

De acordo com as informacgdes coletadas por meio do Instrumento de coleta de dados
(Tabelal), nenhum paciente do Grupo 1, no momento do estudo, apresentava comorbidades
(hipertensdo arterial, obesidade, entre outros) ou complicacdes decorrentes do diabetes
(retinopatia, nefropatia, pé diabético, doenca aterosclerdtica: coronariopatia ou infarto agudo

do miocardio prévio, acidente vascular encefélico, doenca arterial periférica).
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Grifico 2. Dosagens da HbAlc dos participantes do Grupo 1 e Controle.

Foram usados cédigos numéricos para identifica¢do de cada participante do Grupo 1 =0101; 0102; 0103; 0104; 0105. Para
cada respectivo controle foi usado um codigo alfa numérico (acrescido da letra “C”) = C0101; C0102; C0103; C0104;
C0105. As dosagens de HbAlc para os individuos C0101; C0103; C0104 foram iguais a 5,2%. Datas das dosagens diferem
entre os participantes. Dosagem atual compreende a do dia em que foi coletada a amostra para o presente trabalho.

Tabela 1. Dados clinicos dos participantes do Grupo 1

Identificagdo — Tempo de Historia Comorbidades Complicagoes Tratamento do
Sexo - Idade Diagnéstico  Familiar de DM do Diabetes DM1
0101 - F-30a 11 anos SIM NAO NAO Insulina glargina
0102 -F-3la Lanoe7 SIM NAO NAO Insulina NPH e
meses Ultrarrdpida
% Nefropatia Insulina glargina
0103 -F - 18a 16 anos SIM NAO diabética 4na g ars
e Ultrarrdpida
durante 5 anos
0104-M-3la 12 anos SIM NAO NAO Insulina NPH e
Ultrarrdpida
0105-M-18a 10 anos SIM NAO NAO Insulina NPH e

insulina glulisina

F = sexo feminino; M = sexo masculino; a = idade em anos

Foram usados c6digos numéricos para identifica¢do de cada participante do Grupo 1 =0101; 0102; 0103; 0104; 0105.
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5.1.2. Perfil das analises citoquimicas para linfécitos do Grupo 1 e seus

respectivos controles

Apesar da escolha do grupo controle que respeitasse as caracteristicas de idade e sexo

dos portadores de diabetes a andlise intragrupo (portadores de diabetes e ndo portadores de

diabetes) mostra que hd variag¢do individual em todos os parametros nucleares estudados, nao

havendo influéncia evidente do sexo ou da idade nos resultados obtidos.

Conforme os dados (Tabela 2) pode-se observar uma variacdo intragrupo dos

parametros nucleares para linfécitos de individuos portadores de diabetes tipo 1. O mesmo

acontece quando sao analisados tais parametros para o Grupo Controle (Tabela 3).

Tabela 2. Comparacio intragrupo Linfécitos do Grupo 1 para parametros nucleares

Participante n Area nuclear (um* OD 10D Contraste Entropia

0101 145 458+0,528 a 0,24+0,002a 10,9+0,103a 12,4+0,207 a 6,87+ 0,009 a
0102 180 442+0,538a 0,32+0,003b 14,0+0,103b  16,5+0,349b 7,23+ 0,010 b
0103 172 41,7+0450b 0,31 +£0,003¢ 12,7+0,103¢c 17,2+0,516b 7,18+ 0,008 ¢
0104 166 57,9+0,510c¢ 0,24 +0,002a 14,1+0,149b 139+0,212¢ 6,96+ 0,009 d
0105 169 52,2+0,577d 0,22+0,002d 11,5+0,098d 12,9+0,219ac  6,92+0,011 e

n = ndmero de células analisadas; OD = densidade 6ptica média; IOD = Contetddo Feulgen-DNA; valores expressos em média +
erro padrao da média; Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica para p < 0,05.

Tabela 3. Comparacao intragrupo Linfécitos Controle para parametros nucleares

Participante n Area nuclear (um? OD 10D Contraste Entropia

C0101 172 46,8+0,749 a 0,21 £0,002 a 95+0,092a 11,4+0,112a 6,740,010 a
C0102 167 47,8+0,440a 0,20 £ 0,002 b 93+£0,083a 12,4+0,190b 6,33+0,023 b
C0103 146  34,4+0,590b 0,34 £ 0,004 c 11,6 £0,097b 21,1+£0,364c  7,31£0,013 ¢
Co104 149  50,9+0,521 ¢ 0,17 £0,002 d 8,6+0,145¢ 11,1+0,126a  6,31+0,030b
C0105 175 39,2+0,465d 0,20 = 0,002ab 79+£0,091d 124+£0,112b 6,77£0,013 a

n = nimero de células analisadas; OD = densidade 6ptica média; IOD = Contelddo Feulgen-DNA; valores expressos em média +
erro padrdo da média; Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica para p < 0,05.

Agrupando-se todos os dados em duas populacdes, portadores de diabetes tipo 1,

Grupo 1, e ndo portadores de diabetes, Grupo Controle foi possivel constatar que em ambas

as populacdes ha uma correlacdo negativa entre as varidveis area e OD, sendo os nucleos

maiores geralmente possuidores de cromatina menos compacta (menor OD), o que é esperado

(Figura 1). Essa correlagdo, entretanto, apesar de estatisticamente significante para ambos os

grupos € razoavelmente fraca.
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Interessantemente, os dados da Tabela 4 mostram que os nucleos de linfécitos do
Grupo 1 possuem dreas significativamente maiores, aumento este acompanhado por aumento
nas absorbancias médias (OD), indicando que ha nucleos de linfécitos de portadores de
diabetes tipo 1 maiores (Figura 2-A) e mais compactos (Figura 2-B). A andlise da Figura 1
também confirma essa observacgdo, pois deixa claro que apesar dos linfécitos de portadores de
diabetes também apresentarem uma correlacdo negativa entre dreas nucleares e densidades
Opticas médias, os nucleos que possuem areas nucleares similares entre as duas populagcdes
sdo em geral mais compactos (maior OD) nos portadores de diabetes, e niicleos de mesmos
valores de OD nas duas populagdes, sdo visivelmente maiores nos portadores de diabetes, o

que também pode ser visto na Figura 3.

Diagrama de dispersdo Area nuclear vs OD (Linfécitos DM1 vs Controle)
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Figura 1. Comparativo da area nuclear versus OD de niicleos de linfécitos do Grupo 1 versus Controle.
Nicleos de linfécitos de portadores de diabetes DM1 (Grupo 1) sdo em geral ou maiores ou mais compactos que os de
individuos nio portadores de diabetes (Grupo Controle)

Tabela 4. Efeitos do DM 1 em parametros nucleares de linfocitos humanos

Grupo n Area nuclear (um?  OD 10D Contraste Entropia
DM 832 48,3+0,311a 0,27 £0,002a 12,7+0,067a 14,7£0,163a 7,04 £0,007 a
Controle 809 43,9+0,327b 0,22+0,002b  9,3+0,062b 13,5+0,153b 6,69+0,015b

n —ndmero de células analisadas; OD — densidade dptica média; IOD — Conteddo Feulgen-DNA; valores expressos em média
+ erro padrido da média; Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica para p < 0,05.
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Figura 2. Histogramas de parametros nucleares dos linfécitos analisados para Grupo 1 (DM1) e seus
respectivos controles (Controle): Area nuclear (A), Densidade 6ptica média (B), Densidade Gptica integrada -
Conteddo Feulgen-DNA (C), Contraste (D) e Entropia (E).

Quando a distribuicdo das ODs € comparada entre os grupos, percebe-se que na
realidade o aumento do valor médio desse parametro em portadores de diabetes deve-se a
concentracdo de nucleos numa faixa intermediaria de valores de OD com diminui¢do do
nimero de linfécitos com cromatina menos compacta, como pode ser observado na Figura 2-
B e na Figura 4-B, Apesar de, como esperado, haver uma correlagdo positiva estatisticamente
significante entre drea nuclear e contetido Feulgen-DNA, essa correlacio € fraca nos

portadores de diabetes e extremamente fraca no grupo controle.
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Figura 3. Imagens de nicleos de linfécitos do Grupo 1 e Controle em escala de cinza. Quando os niicleos
destacados pelas setas sdo comparados observam-se em A e B um aumento discreto das dreas nucleares, porém sem
diminui¢@o proporcional da absorbancia média (OD). Nota-se também uma cromatina mais heterogénea (ntcleos mais
entrépicos) quando comparados aos nucleos das imagens C e D. Nucleos de linfécitos-DM1 = Grupo 1. Nucleos de
linf6citos-C = Grupo Controle.
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Figura 4. Histogramas comparativos do Conteiido Feulgen-DNA (I0D) e das Densidades épticas médias
(OD). Conteddo Feulgen-DNA dos nicleos de linfécitos (A) e densidades opticas médias OD (B) entre os niicleos de
portadores de diabetes (colunas laranjas) e os de ndo portadores de diabetes (colunas verdes).
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A andlise do contetido Feulgen-DNA, que dd uma estimativa da quantidade de DNA
presente nos nucleos, evidencia que o aumento de IOD, e, portanto, de conteido Feulgen-
DNA nos portadores de diabetes tipo 1 ndo parece estar associado a eventos de proliferacao
celular ou poliploidizacdo (Figura 2-C e Figura 4-A), mas possivelmente de aneuploidizacio.
A alta correlacdo positiva desse parametro com os graus de compactagdo cromatinica (OD),
como se pode ver na Figura 5, permite concluir que os linfécitos que possuem o menor
contetido de DNA no grupo controle sdao os mesmos que possuem menores valores de OD, e,
portanto, de cromatina menos compacta. Esses nucleos desaparecem no Grupol, seja por
simplesmente serem eliminados da corrente sanguinea, seja pelo aumento do contetido de

DNA associado a condi¢do hiperglicémica.

Diagrama de Dispersao DM10D vs DM1I0OD, COD vs CIOD
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Figura 5. Correlacido entre absorbincia média por niicleo (OD) e Densidade dptica intergrada -
Contetido Feulgen-DNA (IOD) para o Grupo 1 e Controle. A linha sobreposta a figura do lado direito, junto
aos nicleos do grupo controle corresponde a regido que seria ocupada pelos nicleos dos portadores de diabetes.

H4 evidéncia de que o DM, através do aumento do contetido de DNA, estd causando
compactagdo cromatinica em linfécitos, j4 que seus nudcleos ndo crescem em drea (e
consequentemente em volume), de forma proporcional ao aumento do conteido
cromossOdmico. Avaliando os dois grupos, Grupo 1 e Controle, vé-se que o aumento de drea
nuclear com DM1 € da ordem de 10% (o que daria um aumento em volume da ordem de
14%), enquanto o aumento do conteudo Feulgen-DNA alcanga quase 40%. O aumento de
compactacdo € acompanhado por um discreto, mas significante aumento no Contraste (Figura

2-D), que mede em esséncia a variacdo de compactacdo em cada nicleo. O aumento do valor
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médio desse parametro em portadores de diabetes em conjunto com o aumento da entropia
(Figura 2-E), indica que houve o aparecimento de novas dreas de cromatina compacta nesses
nucleos, o que pode indicar um maior empacotamento de cromossomos inteiros nesses

nucleos.

5.1.3. Correlacao dos parametros bioquimicos versus parametros nucleares para

DM1

Conforme exposto anteriormente as dosagens de glicemia de jejum maior ou igual a
126 mg/dL ou de HbAlc maior que 6,5% contribuem para o diagnodstico de diabetes mellitus .
Portanto, como se pode ver na Tabela 5, todos os individuos do Grupo 1 apresentaram indices
glicémicos compativeis com o diagnéstico de diabetes, exceto pelo paciente 0104, que tem
um historico clinico comprovado de diabetes, mas do qual s6 tivemos acesso a uma medida de
glicemia, estando esta dentro da normalidade. Neste caso, a andlise de HbAlc (acima de
6,5%) comprova que este apresentou quadro hiperglicémico nos dltimos dois a trés meses.
Para os individuos do grupo controle (ndo diagnosticados como portadores de diabetes), todos
os indices glicémicos apresentaram-se dentro da normalidade, assim como os valores para

HbA1c (abaixo de 6,0%).

Tabela 5. Média individual de glicemia de jejum e de hemoglobina glicada (HbAcl) e média geral por
Grupos (DM1 e Controle)

Glicemia (mg/dL) HbAc1(%)
Grupo 1 - DM1
0101 168 £9,9 8,9+0,32
0102 213 +69,2 8,5+1,80
0103 255 + 60,6 8,1+0,10
0104 85 £ --—--- 8,6 +0,15
0105 215 +53,1 10,6 £ 0,38
Controles
Co0101 87+1,4 52+ -
C0102 85+4,0 5,0 £ -
C0103 74 £ --—--- 52 % -
Co0104 97 £ --—--- 52 % -
C0105 85 & - 54+ -
Média Geral por Grupos
DMI1 187+£29,0a 8,9+043a
Controle 85+3,6Db 5,2+0,06b

Valores expressos em média + erro padrdo da média; os dados ausentes de erro padrio indicam que houve apenas uma
medicdo e a média na realidade € uma tnica medida; letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica
para p<0,05.
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Tabela 6. Correlagées de Pearson entre parametros nucleares e bioquimicos para DM1

Dados totais

Area nuclear (um?) oD 10D Contraste Entropia
Glicemia -0,007 0,414 0,507 0,204 0,457
HbAcl 0,407 0,244 0,669* 0,049 0,452
Excluindo 0104
Area nuclear (um?) (0))) 10D Contraste Entropia
Glicemia 0,202 0,421 0,762* 0,205 0,503
HbAc1 0,326 0,261 0,645 0,057 0,443

*indica diferenca estatistica para p<0,05.

Como esperado, os niveis de HbAcl estdo correlacionados positivamente com o0s
niveis glicEémicos (correlacdio de Pearson = 0,746, com p = 0,013). Entretanto, a tnica
correlagdo estatisticamente significativa encontrada entre os parametros bioquimicos e 0s
parametros nucleares foi entre o conteido Feulgen-DNA (IOD), cuja variacdo associada ao
DM1 € a mais expressiva dentre todos os parametros nucleares avaliados, e HbAlc. Assim
niveis maiores de hemoglobina glicada presentes nos portadores de diabetes estdo associados
com aumento no conteido Feulgen-DNA de linfécitos. Acreditamos que a falta de correlacio
entre IOD e glicemia ndo foi encontrada por causa da glicemia discrepante do individuo 0104
(ver tabela 5), e de fato, quando este individuo € retirado da andlise, encontra-se uma
correlagdo positiva estatisticamente significante entre glicemia e conteido Feulgen-DNA
(correlacdo de Pearson = 0,762, para p = 0,013). Sendo assim, esses dados indicam que um
dos principais efeitos da hiperglicemia € contribuir para a alteracdo do conteido Feulgen-

DNA em linfécitos humanos, no diabetes mellitus tipo 1.

5.2. Anadlises comparativas do Grupo 2 versus Controle para parametros

bioquimicos e citoquimicos

5.2.1. Glicemia de jejum e hemoglobina glicada do Grupo 2 e de seus respectivos

controles

Com o intuito de obter um antecedente da glicemia de jejum e HbAlc dos
participantes incluidos no Grupo 2, além de coletar as amostras para realizar as dosagens e

proceder as andlises citoquimicas, foi realizada uma busca por dois resultados anteriores no
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Sistema de Informagdo Hospitalar HC-UFU. Os dados (Grafico 3) mostram que os resultados
obtidos das dosagens de todas as amostras que foram coletadas para este estudo ndo
ultrapassaram 200mg/dL. para glicemia de jejum, porém as dosagens anteriores diferem

bastante entre os participantes, bem como para HbAlc (Grafico 4).

250 -
212
200 - L8
187
=
2 165
20 146
£ 150 14 —t— 0201
e 39 oo CO201
€ 140 - ¢
=, 20 —— 0202
2 107 — 114 ceedeer C0202
(3] r
.E 100 - 10T e, 94 e eeeiieanns %3 (203
a P IPRRPOTOPPPPRR peeeeiliggErIIIIIIIIIIIIIIIIINIIL 3 ® (0203
= 88 91 91' 2o - 0204
© 75 B 0204
—— 0205
>0 7 C0205
0
12 dosagem 22 dosagem Dosagem atual

Griafico 3. Dosagens da glicemia de jejum dos participantes do Grupo 2 e Controle

Foram usados c6digos numéricos para identificagéio de cada participante do Grupo 1 = 0201; 0202; 0203; 0204; 0205. Para
cada respectivo controle foi usado um cédigo alfa numérico (acrescido da letra “C”) = C0201; C0202; C0203; C0204;
C0205. Datas das dosagens diferem entre os participantes. Dosagem atual compreende a do dia em que foi coletada a amostra
para o presente trabalho.

Os participantes do Grupo Controle para DM2 (Gréficos 3 e 4) ndo apresentaram
resultados alterados para os testes mencionados anteriormente, conforme esperado. A maioria
dos participantes incluidos neste grupo ndo possuia resultados anteriores registrados no
Sistema de Informagdo Hospitalar HC-UFU, pois ndo realiza estes exames rotineiramente.

De acordo com as informagdes coletadas (Tabela7) por meio do Instrumento de coleta
de dados a maioria dos pacientes do Grupo 2, € portadora de hipertensdo arterial, porém néo
tem complicacdes decorrentes do diabetes (retinopatia, nefropatia, pé diabético, doenca
aterosclerdtica: coronariopatia ou infarto agudo do miocdrdio prévio, acidente vascular

encefdlico, doenca arterial periférica).
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Griafico 4. Dosagens da HbA1c dos participantes do Grupo 2 e Controle.

Foram usados cédigos numéricos para identificagio de cada participante do Grupo 1 = 0201; 0202; 0203; 0204; 0205. Para
cada respectivo controle foi usado um codigo alfa numérico (acrescido da letra “C”) = C0201; €0202; C0203; C0204;
C0205. As dosagens atuais de HbAlc para os individuos C0201; C0204 foram iguais a 5,2%. As dosagens para 0201 e
C0205 foram iguais a 5,9%. Datas das dosagens diferem entre os participantes. Dosagem atual compreende a do dia em
que foi coletada a amostra para o presente trabalho.

Tabela 7. Dados clinicos dos participantes do Grupo 2

Identificagcdo — Tempo de Hlst.ona . Complicacdes
. . Familiar de  Comorbidades . Tratamento do DM2
Sexo - Idade Diagnostico DM do Diabetes
Hipertensdo
0201 — F - 46a 4 anos SIM arterial, NAO Medicamento oral
obesidade
Hipertensdo
0202 -F - 55a 10 anos SIM arterial, NAO Medicamento oral
sobrepeso
0203 -F - 55a >5 anos SIM NAO NAO Medicamento oral
0204 - F - 55a 12 anos SIM Hipertensio NAO Medicamento oral +
arterial insulina
0205-M-55a  12anos SIM Hipertensio NAO Medicamento oral +
arterial insulina

F = sexo feminino; M = sexo masculino; a = idade em anos
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5.2.2. Perfil das andlises citoquimicas para linfécitos do Grupo 2 e seus

respectivos controles

Assim como aconteceu para os pacientes com diabetes tipo 1 e seus controles, também
ha bastante variac@o individual para os parametros nucleares analisados no Grupo 2 e seus

respectivos controles (Tabelas 8 € 9).

Tabela 8. Comparacio intragrupo Linfécitos do Grupo 2 para parametros nucleares

Participante n Area nuclear (um?) OD 10D Contraste Entropia

0201 200 452+0,567 a 0,35+0,003a 158+0,104a 19,3+£0,372a 7,34 £ 0,009 a
0202 195 45,8+0,597 a 0,32+0,003b 142+0,112b 16,4 +0,266b 7,12+0,013b
0203 167  38,9+0425b 0,35+0,003a 13,6+0,096c 23,9+0,559¢ 7,26 £0,012 ¢
0204 176 32,1+0,395¢ 0,34+0,003¢c 10,8+0,127d 17,2+£0,500b 7,26 + 0,009 ¢
0205 189  40,8+0,527b 0,29+0,002d 11,8+0,089e 16,7+0,224b 7,10+ 0,010 b

n — nimero de células analisadas; OD — densidade 6ptica média; IOD — Contetido Feulgen-DNA; valores expressos em média
+ erro padrdo da média; Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica para p < 0,05.

Tabela 9. Comparacio intragrupo Linfécitos Controle para parametros nucleares

Participante n Area nuclear (um* OD 10D Contraste Entropia
C0201 140  56,5+0,644 a 0,25+0,002a 14,1+0,129a 13,9+0,322a 6,86 £ 0,014 a*
C0202 164 40,4+0,453b 0,26+0,002a 102+0,092b 153+0,181b 6,84 £ 0,017 b
C0203 189 41,5+£0,519b 0,28+0,002b 11,5+0,092¢c 13,3+0,189a* 6,95+0,014a
C0204 176 53,0£0,516¢ 0,24 +0,002¢ 12,4+0,140d 12,6+£0,136¢c* 6,81 £0,016 b*
C0205 171  494+0,676d 0,27+0,003d 13,2+0,112e¢  16,7+0,430d 6,92 +0,016 a

n —ndmero de células analisadas; OD — densidade éptica média; IOD — Contetido Feulgen-DNA; valores expressos em média
+ erro padrdo da média; Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenga estatistica para p < 0,05; *indica que ndo ha
diferenca estatistica entre os dois.

Entretanto, como se pode ver pela Tabela 10, o grupo dos portadores de diabetes tipo 2

pode facilmente ser caracterizado como apresentando diferencas estatisticamente
significativas em todos os parametros nucleares analisados, em relagdo ao grupo controle. De
acordo com a Tabela 10, diferentemente do que foi observado para linfécitos em portadores
de diabetes tipo 1, no Grupo 2 houve uma diminui¢do das dreas nucleares o que pareceu ser
um fendmeno generalizado em toda a populacdo linfocitdria analisada, como se pode ver
pelos histogramas presentes na Figura 6-A.

Considerando que a variacdo de conteido Feulgen-DNA, embora estatisticamente
significante, menos de 10%, talvez ndo seja considerada uma variagdo biologicamente

relevante. De fato, ao observar os histogramas de IOD notam-se alteracdes, porém menos
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evidentes que as observadas no Grupol. Supde-se que a variagdo de mais de 15% nas dreas
nucleares (bastante visivel nos histogramas) esteja associada a eventos de compactacdo
cromatinica. O aumento nos valores de OD, vistos na tabela, mas também generalizados em
toda a populacdo linfocitdria (Figuras 7 e 8) confirmam essa conclusdo. Aumentos
expressivos no contraste € na entropia em linfécitos de portadores de diabetes tipo 2
confirmam que também nesses pacientes, a cromatina de linfécitos sofre alteragdes estruturais
relacionadas com aparecimento de novas areas heterocrométicas possivelmente decorrentes da

compactac¢do de cromossomos inteiros.

Tabela 10. Efeitos do DM2 em parametros nucleares de linfécitos humanos

Grupo n Area nuclear (um? OD 10D Contraste Entropia
DM?2 927 40,8+0,283a 0,33+0,002a 13,3+0,075a 18,6 +0,196a 7,22 +0,006 a
Controle 840 47,.8+0,330Db 0,26 +0,001b  12,2+0,068b 14,4+0,130b 6,88 +0,007 b

n — ndmero de células analisadas; OD — densidade 6ptica média; IOD — Contetddo Feulgen-DNA; valores expressos em média
+ erro padrido da média; Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica para p < 0,05
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Figura 6. Histogramas de parametros nucleares dos linfocitos analisados para Grupo 2 (DM2) e seus

respectivos controles (Controle): Area nuclear (A), Densidade Gptica média (B), Densidade 6ptica integrada - Contetido
Feulgen-DNA (C), Contraste (D) e Entropia (E).
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Figura 7. Imagens de nicleos de linfécitos do Grupo 2 e Controle em escala de cinza. Observando-se os
nucleos destacados pelas setas, em A nota-se uma diminui¢do das dreas nucleares, maior compactacdo da cromatina e
nicleos mais contrastados quando comparados aos nticleos da imagem B. Niicleos de linfécitos-DM2 = Grupo 2. Nicleos
de linfécitos-C = Grupo Controle.
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Figura 8. Correlacio entre absorbincia média por nicleo (OD) e Densidade éptica intergrada -
Contetido Feulgen-DNA (IOD) para o Grupo 2 e Controle

5.2.3. Correlacao dos parametros bioquimicos versus parametros nucleares para

DM2

Assim como os individuos portadores de diabetes tipo 1, pacientes portadores de
diabetes tipo 2 apresentam hiperglicemia (neste caso mais modesta que os valores
apresentados pelos portadores de diabetes tipo 1), assim como valores para hemoglobina

glicada fora da normalidade, excetuando-se o paciente 0201, com valores de glicemia na faixa
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de hiperglicemia intermediéria e duas medi¢Ges para HbAcl, ambas dentro da normalidade
(Tabela 11). Novamente, os niveis de hemoglobina glicada correlacionaram bem com os
niveis glicEémicos (correlacdo de Pearson = 0,775, com p = 0,008). Apesar disso, somente a
glicemia, mesmo apresentando valores menores que em DMI, correlacionou bem com todos
os parametros nucleares, exceto os valores Feulgen-DNA (IOD), fato este justificivel, pela
pequena variacdo desse parametro entre portadores e ndo portadores de diabetes tipo 2.
Interessantemente, ndo encontramos relacio estatisticamente significante entre as alteracdes
nucleares, associadas com o DM2, e os niveis de hemoglobina glicada, talvez pelo fato dos
valores encontrados em dois dos pacientes estarem dentro da normalidade (Tabela 12).

Dessa forma, essencialmente, a hiperglicemia decorrente do diabetes tipo 2, estd
associada com compactacdo nuclear em linfocitos humanos, acompanhada por aumento no
nivel de compactagdo de &dreas cromatinicas, levando a um maior contraste e entropia
nucleares, o que pode indicar compactagdo de cromossomos especificos ou de extensas dreas
cromatinicas.

Tabela 11. Média individual de glicemia de jejum e de hemoglobina glicada (HbAcl) e média geral por
Grupos (DM2 e Controle)

Glicemia (mg/dL) HbAc1(%)
Grupo 2 -DM 2
0201 108 £ 3,5 6,1 £0,20
0202 131+ 8,5 5,9+0,10
0203 181 £19,9 8,7+0,70
0204 166 + 12,1 9,4+0,44
0205 141 £ 16,1 11,7+ 0,38
Controles
C0201 90+ 1,0 52+ -
C0202 97+ 2,0 6,1 £ -—--
C0203 75 £ - 5,0 £-----
C0204 79 £ --—--- 52+ -
C0205 95 £ -—--—-- 59+ -
Média Geral por Grupos
DM2 145+129a 84 +1,08a
Controle 87+ 440 54+0,22b

Valores expressos em média + erro padrao da média; os dados ausentes de erro padrdo indicam que houve apenas uma
medicdo e a média na realidade é uma tnica medida; letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica para
p<0,05.



Tabela 12. Correlacoes de Pearson entre parametros nucleares e bioquimicos para DM2
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Dados totais

Area nuclear (um?)

Glicemia -0,667*
HbAc1 -0,630
Area nuclear (um?)
Glicemia -0,667*
HbAc1 -0,630

(0))) 10D
0,767* -0,001
0,437 -0,273
Excluindo 0201
oD 10D
0,908* 0,061
0,564 -0,248

Contraste
0,791*
0,480

Contraste
0,856*
0,547

Entropia
0,754
0,522

Entropia
0,940%*
0,741%*

*indica diferenca estatistica para p<0,05.

Assim, por meio da metodologia utilizada neste estudo, fica claro pelos resultados

obtidos que, ambos os tipos de diabetes, possivelmente por causa da hiperglicemia, estdo

associados com eventos de compactacao nuclear e cromatinica em linfécitos humanos.
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6. DISCUSSAO

Os mecanismos moleculares subjacentes as alteragdes que ocorrem nas células do
sistema imune no diabetes ainda ndo estdo totalmente elucidados. No entanto, varios estudos
apontam que alteracdes na cromatina estejam envolvidas neste processo. Frequentemente o
DM esta vinculado a complicagdes debilitantes, ao aumento da inflamacao e a suscetibilidade
a doengas infecciosas (YEBOAH et al.,, 2011; NGUYEN; SHAW; GRANT, 2012). A
condic¢do hiperglicémica prévia parece desempenhar papel crucial neste processo (EL-OSTA
et al., 2008; BEREZIN, 2016). Estudos com enfoque em linfécitos na presenca do diabetes
tém sido desenvolvidos com o intuito de entender as mudancas que podem ocorrer em nivel
de cromatina (MIAO et al., 2008; SIMAR et al., 2014), bem como outros processos como
danos ao DNA (PEREIRA et al, 2013), perda de integridade cromossomica (BOEHM et al.,
2008) e expressao génica (MIAO et al., 2012) nestas células.

Neste trabalho quando se propds observar as possiveis alteragdes cromatinicas que
poderiam estar presentes nas populacdes de linfocitos do sangue periférico de pacientes
portadores de diabetes tipo 1 e 2, colocou-se em questdo a condicdo hiperglicémica, seja
transitéria ou cronica, a qual estes individuos sdo submetidos. Ou seja, mesmo que algum
individuo apresentasse glicemia de jejum dentro dos valores de referéncia para normalidade,
tal condicdo ndo o excluiria do estudo, pois de acordo com estudos anteriores de El-Osta e
colaboradores (2008) e Miao e colaboradores (2014) a condi¢do hiperglicémica prévia ja é
capaz de induzir alteracdes importantes nas células relacionadas a memoria metabdlica.
Entretanto, dentre os pacientes portadores de diabetes, somente um participante do Grupo 1, o
0104, apresentou glicemia de jejum (amostra que foi coletada para proceder as analises)
dentro da normalidade.

Na anélise individual dos pardmetros nucleares estudados ocorreu variagao intragrupo
em todos os parametros nucleares, de todos os Grupos, isso indica que nao houve influéncia
do sexo ou idade nos resultados obtidos, pois de acordo com estudos anteriores de Thakur,
Asaithambi e Mukherjee (1999) em modelo animal sobre a avaliagdo da conformagdo da
cromatina, a idade e o sexo poderiam influenciar os resultados. Deste modo fica claro que,
quando os dados sdo agrupados em dois grupos gerais (Grupol vs Controle) e (Grupo 2 vs
Controle), as diferengas apresentadas sdo inerentes a varidvel em estudo: hiperglicemia.

Mais especificamente, os resultados comparativos entre os grupos 1 e 2 indicaram
alteracdes estruturais importantes na organiza¢do cromatinica e nuclear no diabetes tipo 1 e

tipo 2, em que os nucleos de linfécitos do Grupo 1 apresentaram uma maior compactacao da
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cromatina, pelo fato de ter ocorrido uma diminui¢do de nidcleos com cromatina menos
compacta, portanto, hd que se considerar que os nucleos deste grupo se mostraram com
cromatina mais compacta. J4 no Grupo 2, a diminui¢do geral das dreas nucleares foi
decorrente da compactacdo cromatinica pelo aumento generalizado nos valores de densidade
Optica para toda a populacdo linfocitdria desse grupo. Otton e colaboradores (2004)
constataram uma maior taxa de apoptose e um aumento da fragmentacdo do DNA em
linfécitos de sangue periférico de pacientes portadores de diabetes, DM1 e DM2 mal
controlados, em comparagao com linfocitos de pacientes sauddveis. Concomitantemente com
estes resultados observaram também alta ocorréncia de condensagio da cromatina e formacao
de blebbing. Porém neste caso, a condensacdo da cromatina nuclear é caracterizada pela perda
do seu enquadramento estrutural e hipercromicidade do DNA que, combinada com a
fragmentacao nuclear é fendmeno caracteristico de apoptose.

A metilacio do DNA exerce participacdo no processo de transcricdo génica entre
outras fungdes e é uma forma de modificacdo da cromatina que consiste na adicdo de um
grupamento metil (SmC) na citosina que geralmente precede a uma guanina (dinucleotideo
CpG) que esta presente principalmente em regides promotoras dos genes e geralmente pode
estar associada a repressao génica (KEATING; EL-OSTA, 2015). Mecanicamente, geralmente o
5SmC ¢ interpretado por proteinas reguladoras e entdo ocorre o recrutamento de complexos de
remodelacdo de cromatina para estabelecer uma cromatina repressiva transcricionalmente,
promovendo, assim, a condensacdo da cromatina para a forma inativa, com maior
compactagdo da mesma (ATTWOOD; YUNG; RICHARDSON, 2002).

Corroborando com os resultados encontrados no presente estudo, Simar e
colaboradores (2014), em um estudo realizado com pacientes obesos e portadores de diabetes
evidenciaram que a obesidade e o DM2 estdo associados a uma remodelagdo dréstica do
epigenoma de tipos especificos de células do sistema imunolégico. Ambos os grupos (obesos
e portadores de diabetes tipo 2) foram caracterizados pelo aumento global de metilagdo do
DNA em linfécitos B. Esta linhagem de células foi anteriormente descrita por Winer e
colaboradores (2011) por desempenhar um papel importante no desenvolvimento da
resisténcia insulinica por meio da produgdo de anticorpos IgG e ativacdo de células T e
macrofagos. No estudo de Simar e colaboradores também ocorreu no diabetes tipo 2 um
aumento na metilacdo de DNA em células natural killer. Conforme Guo e colaboradores
(2012) as células NK podem exercer um papel importante na inflamagcao cronica relacionada a
obesidade, a qual pode contribuir para a instalacdo da resisténcia insulinica envolvida na

patogénese do DM2.
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Ja Martinez e colaboradores (2014) observaram uma descondensacdo da cromatina em
linfécitos T retirados de linfonodos de camundongos portadores de diabetes induzidos por
estreptozotocina, cronicamente hiperglicémicos. Pois encontraram maior frequéncia de
nucleos descondensados em células T naive, como ocorre normalmente apds a ativagao destas
células no encontro inicial com o antigeno. Concluiram também que o aumento de citocinas
produzidas por estas células estava associado a hiperglicemia.

No espaco limitado do nicleo, a cromatina é organizada de forma dindmica e ndo
aleatéria, sendo que a topologia cromatinica tem sido correlacionada com mecanismos
envolvidos nos processos de saide versus doenca (KEATING; EL-OSTA, 2015;
ALMASSALHA et al., 2017). No presente estudo foram observadas, em conjunto com a
compactagdo cromatinica, alteracdes estruturais relacionadas com aparecimento de novas
areas heterocromadticas nos nucleos dos linfocitos em ambos os tipos de diabetes, estes
nucleos se apresentaram mais heterogéneos. Os fendmenos observados contribuem para uma
redistribuicdo da cromatina e podem refletir na alteracdo da expressdao génica (BELMONT,
2014).

Conforme Kreuz e Fische (2016) o estresse oxidativo exerce um papel importante
sobre a conformacdo da estrutura da cromatina. Mudangas que ocorrem na cromatina
medeiam vérias alteracdes celulares, incluindo modulacao da expressdao génica, morte celular,
sobrevivéncia celular e mutagénese. Portanto, estas alteragdes tém grande impacto no
desenvolvimento e progressdo de varias doengas humanas como cancer, diabetes, hipertensao
e doencas neurodegenerativas.

O estresse oxidativo devido a hiperglicemia cronica pode exercer um papel importante
na perda de integridade cromossomica (BOEHM et al., 2008). Neste contexto existe a
possibilidade de que um aumento no conteido de DNA possa contribuir para atender a
demanda transcricional da célula, visto que um aumento da producdo metabdlica poderia de
certo modo atuar compensando a quantidade aumentada de moléculas danificadas nao-
funcionais ou até mesmo funcionar como um mecanismo de prote¢cdo ao estresse oxidativo ou
a mutacdes. Deste modo o DNA ou genes excedentes funcionariam como backup, caso a
cOpia original sofresse danos (GHIRALDINI et al., 2012).

Portanto, hd que se considerar o aumento do conteido Feulgen-DNA (IOD) observado
no Grupo 1, visto que os nucleos dos linfécitos de portadores de diabetes deste grupo nao
cresceram em drea, consequentemente em volume de forma proporcional ao aumento do
conteddo cromossdmico. Entretanto, esse aumento ndo parece estar associado a eventos de

proliferagdo ou poliplodizacdo. A hipétese de que este aumento estaria correlacionado com
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aneuploidizacdo poderia ser considerada. A aneuploidia corresponde a eventos em que
ocorrem o ganho ou perda de cromossomos (AGUILERA; GOMEZ-GONZALEZ, 2008). Ja
no Grupo 2, diferentemente do observado no Grupo 1, apesar de estatisticamente significante,
o conteddo Feulgen-DNA, neste estudo ndo pdde ser considerado biologicamente relevante,
pois consideramos que uma variacdo menor que 10% poderia ser atribuida a técnica em si.

Boehm e colaboradores (2008) encontraram associacdo do diabetes tipo 2 em
mulheres jovens com a ocorréncia de aberracdes cromossdmicas em seus linfécitos, o que foi
também diretamente relacionado a diminuicdo da sobrevida. Entre as alteracdes observadas
no estudo do caridtipo metafdsico estavam alteragdes de aumento numérico. Assim os autores
propuseram que este achado poderia ser considerado um fator de risco relacionado a morte
prematura de mulheres DM2. Além disso, ja foram observados eventos de aneuploidizacdo
em linfocitos do sangue periférico humano relacionados a outras doengas, tais como
leucemias (DOHNER et al., 2000; KUMAR et al., 2015) doenca de Alzheimer (MIGLIORE
etal., 1999; ZIVKOVIC et al., 2006), entre outras.

Os niveis glicémicos insistentemente elevados e o descontrole da glicemia em longo
prazo causam danos ao organismo como complicagdes, perda de fun¢do normal e faléncia de
vérios 6rgaos. (QUADROS et al., 2007; FERREIRA et al., 2011). A HbAlc € utilizada no
acompanhamento dos individuos portadores de diabetes tipo 1 € 2 e seu uso na prética clinica
foi validada pelos dois estudos clinicos mais relevantes sobre a avaliacdo do impacto do
rigido controle glicEémico sobre a incidéncia e a progressdo das complicacdes do diabetes: o
Diabetes Control and Complications Trial (DCCT, 1993) e o United Kingdom Prospective
Diabetes Study (UKPDS, 1998). Os resultados destas pesquisas indicam que a manuten¢io do
nivel de HbAlc menor que 7% para individuos portadores de diabetes, tanto no adulto como
no adulto jovem, estd diretamente relacionada a uma menor incidéncia de complicacdes
relacionadas ao diabetes.

Os resultados de HbAlc dos Grupos (1 e 2) foram importantes indicadores da
condi¢do hiperglicémica anterior que os individuos portadores de diabetes normalmente
apresentam, pois, ndo significa que um individuo com um valor de glicemia recente dentro da
normalidade ndo viesse apresentar alteracdes na cromatina, como por exemplo o paciente
0104, que mesmo tendo valor de glicemia dentro da normalidade, porém HbAIc alterada,
apresentou aumento nos valores de conteddo Feulgen-DNA, contraste e entropia quando
comparado ao seu respectivo controle. O mesmo comportamento foi observado para os
demais individuos do Grupo 1 quando comparados aos seus controles, exceto o controle

C0103 que apresentou valor de contraste bem maior que os demais. Portanto, pelos resultados
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obtidos quando se correlacionou os pardmetros bioquimicos versus nucleares para o Grupol,
observou-se alta correlacdo positiva entre HbAlc e o conteido Feulgen-DNA, cuja variacdo
associada ao diabetes tipo 1 foi a mais expressiva dentre todos os parametros nucleares
avaliados neste grupo. A comparacdo de alteragdes que ocorrem na cromatina aos niveis de
HbAc ja foi utilizada por Miao e colaboradores (2014) que relacionaram as complicagdes do
diabetes com aumento de acetilacdo de histonas em mondcitos in vivo, em regides promotoras
de um conjunto de genes relacionados a inflamacdo, sendo que os niveis maiores de acetilagao
foram correlacionados com niveis mais altos de HbAlc.

Como se vé€, tornam-se necessdrios mais estudos com enfoque sobre os mecanismos
que ocorrem em nivel celular no diabetes mellitus , mais especificamente nos nucleos de
linfécitos, com o intuito de compreender o papel que a hiperglicemia pode exercer nas
alteracoes desta estrutura celular, bem como na cromatina. Pois, conforme exposto estas
alteracdes trazem como consequéncia a perturbacdo da homeostasia celular. Para maior
clareza dos resultados obtidos nesta pesquisa faz-se necessdria a aplicacdo de outras técnicas

de estudo da estrutura da cromatina, bem como anélises do grau de acessibilidade da mesma.



63

7. CONCLUSAO

= Os dois tipos de diabetes mellitus (DM1 e DM?2), possivelmente por causa da
hiperglicemia, alteram pardmetros estruturais relacionados com organizagdo
cromatinica em linfécitos humanos do sangue periférico in vivo;

= Ambos os tipos de DM estdo associados com eventos de compactacdo nuclear e
cromatinica em linfocitos;

= A cromatina de linfécitos em ambos os tipos de DM sofre alteracdes estruturais
relacionadas com aparecimento de novas dreas heterocromaticas possivelmente
decorrentes da compactacao de cromossomos inteiros ou de partes destes;

* Houve alteragdo do conteido Feulgen-DNA, possivelmente associada a aneuploidia,
em linfocitos de pacientes portadores de diabetes. Esta alteracdo apresentou-se mais
evidente em DM1 que em DM?2;

= Qs niveis glicémicos e de hemoglobina glicada correlacionaram positivamente entre si
e também com algumas das alteracdes de pardmetros nucleares como conteido
Feulgen-DNA em DM, e niveis de compactacio cromatinica em DM2;

* Desde modo, as alteracdes, notadamente encontradas neste estudo, nos nicleos e na
cromatina de linfécitos de individuos portadores de diabetes devem ser mais bem
compreendidas por meio de estudos futuros para assim podermos afirmar que estas

alteracoes sdo, de fato, uma consequéncia da hiperglicemia.
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Assentimento / clarecido_corrigido.doc 11:07:02 |Moraes

Justificativa de

Auséncia Termos_de_Consentimento_Livre_e_Es| 09/09/2015 |Alberto da Silva Aceito

clarecido corrigido.doc 11:07:02 | Moraes

Projeto Detalhado / |PROJETO_DE_PESQUISA_CEP_corrig| 09/09/2015 |Alberto da Silva Aceito

Brochura ido.doc 11:07:25 |Moraes

Investigador

Outros Carta_resposta__pendencias.doc 09/09/2015 | Alberto da Silva Aceito
11:11:03 | Moraes

Informagdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS DO _P | 09/09/2015 Aceito

Situagdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:
Nao

UBERLANDIA, 14 de Setembro de 2015

Assinado por:
Sandra Terezinha de Farias Furtado
(Coordenador)
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Protocolo de avaliacdo dos pacientes com diabetes e grupo controle

IDENTIFICACAO

Paciente numero:

Data da entrevista

ANEXO B - Instrumento de coleta de dados

Data de nascimento

Sexo

( ) Masculino ( ) Feminino

TEMPO DE DIAGNOSTICO DO DIABETES: anos

HISTORIA FAMILIAR

( ) Diabetes
() Outros:

COMORBIDADES

( ) Hipertensao arterial
( ) Obesidade

( ) Outras

COMPLICACOES DO DIABETES

() Retinopatia
() Nefropatia
( ) Pé diabético
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() Doenga aterosclerética: Coronariopatia ou IAM prévio, AVE, Car6tida, Doenga arterial periférica

TRATAMENTO DO DIABETES: DM1

( ) Insulina NPH
() Insulina glargina
( ) Insulina detemir
( ) Insulina regular

() Insulina ultrarrdpida
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TRATAMENTO DO DIABETES: DM2
( ) So6 dieta

( ) Medicamento oral

( ) Medicamento oral + insulina

( ) S6 insulina

Questionario Internacional de atividade fisica (IPAQ) — versao curta

As perguntas estdo relacionadas ao tempo que vocé€ gasta fazendo atividade fisica na ULTIMA
semana. As perguntas incluem as atividades que vocé faz no trabalho, para ir de um lugar a outro, por
lazer, por esporte, por exercicio ou como parte das suas atividades em casa ou no jardim. Suas
respostas sdio MUITO importantes. Por favor, responda cada questdo mesmo que considere que ndo
seja ativo.
Para responder as questdes lembre que:

e atividades fisicas VIGOROSAS sio aquelas que precisam de um grande esforgo fisico e que

fazem respirar MUITO mais forte que o normal
e atividades fisicas MODERADAS sio aquelas que precisam de algum esforco fisico e que

fazem respirar UM POUCO mais forte que o normal

Para responder as perguntas pense somente nas atividades que vocé realiza por pelo menos 10
minutos continuos de cada vez.

1a Em quantos dias da udltima semana vocé CAMINHOU por pelo menos 10 minutos continuos em
casa ou no trabalho, como forma de transporte para ir de um lugar para outro, por lazer, por prazer ou
como forma de exercicio?

dias por SEMANA () Nenhum

1b Nos dias em que vocé caminhou por pelo menos 10 minutos continuos quanto tempo no total vocé
gastou caminhando por dia?

horas: _ Minutos: ___ 2a. Em quantos dias da ultima semana, vocé realizou atividades
MODERADAS por pelo menos 10 minutos continuos, como por exemplo pedalar leve na bicicleta,
nadar, dancar, fazer ginastica aerdbica leve, jogar volei recreativo, carregar pesos leves, fazer servicos
domésticos na casa, no quintal ou no jardim como varrer, aspirar, cuidar do jardim, ou qualquer
atividade que fez aumentar moderadamente sua respiraciio ou batimentos do coracdo (POR FAVOR
NAO INCLUA CAMINHADA)

dias ___ por SEMANA () Nenhum
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2b. Nos dias em que vocé fez essas atividades moderadas por pelo menos 10 minutos continuos,
quanto tempo no total vocé gastou fazendo essas atividades por dia?

horas: Minutos:

3a Em quantos dias da dltima semana, vocé realizou atividades VIGOROSAS por pelo menos 10
minutos continuos, como por exemplo correr, fazer ginastica aerdbica, jogar futebol, pedalar rapido na
bicicleta, jogar basquete, fazer servicos domésticos pesados em casa, no quintal ou cavoucar no
jardim, carregar pesos elevados ou qualquer atividade que fez aumentar MUITO sua respiracdo ou
batimentos do coracio.

dias por SEMANA () Nenhum

3b Nos dias em que vocé fez essas atividades vigorosas por pelo menos 10 minutos continuos quanto
tempo no total vocé gastou fazendo essas atividades por dia?

horas: Minutos: ___

Estas dltimas perguntas sdo em relagdo ao tempo que vocé gasta sentado ao todo no trabalho, em casa,
na escola ou faculdade e durante o tempo livre. Isto inclui o tempo que vocé gasta sentado no
escritério ou estudando, fazendo li¢do de casa, visitando amigos, lendo e sentado ou deitado assistindo
televisio.

4a. Quanto tempo no total voc€ gasta sentado durante um dia de semana?

horas minutos

4b. Quanto tempo no total vocé gasta sentado durante em um dia de final de semana?

horas minutos
Dados de exame fisico
Altura:
Peso:

IMC:

EXAMES LABORATORIAIS: Data da coleta:

Glicemia de jejum:

HbAlc:
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ANEXO C — Termos de Consentimento Livre e Esclarecido
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - GRUPO 1

Prezado(a) participante,

Vocé esta sendo convidado para participar da “Pesquisa de alteracdes na organizacdo da
cromatina de células mononucleares do sangue periférico de pacientes portadores de diabetes”, sob a
responsabilidade dos pesquisadores Vanessa Carla de Souza Pereira, Prof. Dr. Alberto da Silva
Moraes, Prof. Dr. Paulo Tannus Jorge, Dra. Maria Luiza Mendonca Pereira Jorge. Vocé foi
selecionado por fazer parte do grupo de pacientes portadores de Diabetes mellitus tipo 1. E sua
participacdo nao é obrigatdria.

Nesta pesquisa nés estamos buscando entender se o diabetes altera algumas caracteristicas
genéticas de algumas células de defesa do organismo, comparando os resultados com os de individuos

ndo portadores de diabetes. Sua participacio nesta pesquisa consistird em doar uma amostra de 25 mL

de sangue periférico para dosagem de glicose, hemoglobina glicada e andlise do contetido do nudcleo

das células.

Os objetivos deste estudo s@o: Avaliar se os niveis de glicose e hemoglobina glicada estdo
associados ao grau de compactacio da cromatina e sua distribui¢do e avaliar alteracdes no contetido de
DNA.

O Termo de consentimento Livre e Esclarecido serd obtido pela pesquisadora Vanessa Carla
de Souza Pereira e a amostra de sangue serd coletada apds ser solicitada na consulta ambulatorial ou
hospitalar devendo ser colhida no Laboratério de Andlises Clinicas ou no Hospital de Clinicas da
Universidade Federal de Uberlandia.

Na sua participacdo vocé serd submetido a coleta de sangue periférico (25 mL). Apds a coleta
de sangue serdo dosados niveis de glicose e de hemoglobina glicada. Esses exames irdo verificar o
indice glicémico atual e avaliar o controle glicémico sendo estes valores correlacionados as andlises
das células de defesa do seu organismo.

Os riscos consistem somente na coleta do sangue, que serd minimo (incOmodo ou desconforto

no momento da coleta da amostra, ou hematoma no local da pun¢do), uma vez que serd coletado por

profissional experiente do Laboratério de Anélises Clinicas do Hospital de Clinicas da UFU. O risco

de que vocé seja identificado serd minimizado, pois sua privacidade serd respeitada, ou seja, seu nome

ou qualquer outro dado ou elemento que possa, de qualquer forma, o identificar, serd mantido em

sigilo. Nao serdo utilizadas identificagdes como as inicias do seu nome, sua identificacdo serd por um
ndmero no instrumento de coleta de dados e nos tubos que serdo coletadas as amostras, garantindo

assim o sigilo da sua identidade em todas as etapas da pesquisa. Os beneficios serdo o monitoramento

do seu nivel glicEmico atual e estimado ha trés meses, o que € muito importante para sua qualidade de
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vida. Indiretamente vocé também estard contribuindo para a producdo de conhecimento cientifico e

para o melhor entendimento sobre o Diabetes mellitus .

Os resultados da pesquisa serdo publicados e ainda assim a sua identidade serd preservada.
Vocé nao terd nenhum gasto e ganho financeiro por participar na pesquisa.

Vocé € livre para deixar de participar da pesquisa a qualquer momento sem nenhum prejuizo
ou coag¢do. Uma cépia deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido ficard com vocé.

Qualquer ddvida a respeito da pesquisa, vocé poderd entrar em contato com: Dr. Alberto da
Silva Moraes, (34) 32918481 ramal 30, albertomoraes @icbim.ufu.br, Vanessa Carla de Souza Pereira,

(34) 3218-2375, vanessacsp@mestrado.ufu.br, Dr. Paulo Tannus Jorge, (34) 3218-2246,

pauloj@prove.com.br, Dra. Maria Luiza Mendonca Pereira Jorge, (34) 3218-2246,

mlfernandes @ufu.br. Endereco profissional: Hospital das Clinicas de Uberlandia, Av. Pard, n° 1.720,

Bairro Umuarama, CEP 38405-320. Poderd também entrar em contato com o Comité de Etica na
Pesquisa com Seres-Humanos — Universidade Federal de Uberlandia: Av. Jodo Naves de Avila, n°
2121, bloco A, sala 224, Campus Santa Mdnica — Uberlandia -MG, CEP: 38408-100; fone: 34-3239-
4131.

Uberlandia, de de 201__.

Assinatura dos pesquisadores

Eu aceito participar do projeto citado acima, voluntariamente, apds ter sido devidamente esclarecido.

Participante da pesquisa
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - GRUPO 2

Prezado(a) participante,

Vocé estd sendo convidado para participar da “Pesquisa de alteracdes na organizacdo da
cromatina de células mononucleares do sangue periférico de pacientes portadores de diabetes”, sob a
responsabilidade dos pesquisadores Vanessa Carla de Souza Pereira, Prof. Dr. Alberto da Silva
Moraes, Prof. Dr. Paulo Tannus Jorge, Dra. Maria Luiza Mendonca Pereira Jorge. Vocé foi
selecionado por fazer parte do grupo de pacientes portadores de Diabetes mellitus tipo 2. E sua
participacdo ndo é obrigatdria.

Nesta pesquisa nés estamos buscando entender se o diabetes altera algumas caracteristicas
genéticas de algumas células de defesa do organismo, comparando os resultados com os de individuos

ndo portadores de diabetes. Sua participacio nesta pesquisa consistird em doar uma amostra de 25 mL

de sangue periférico para dosagem de glicose, hemoglobina glicada e andlise do conteido do niicleo

das células.

Os objetivos deste estudo sdo: Avaliar se os niveis de glicose e hemoglobina glicada estao
associados ao grau de compactacido da cromatina e sua distribui¢do e avaliar alteragdes no contetido de
DNA.

O Termo de consentimento Livre e Esclarecido serd obtido pela pesquisadora Vanessa Carla
de Souza Pereira e a amostra de sangue serd coletada ap6s ser solicitada na consulta ambulatorial ou
hospitalar devendo ser colhida no Laboratério de Andlises Clinicas ou no Hospital de Clinicas da
Universidade Federal de Uberlandia.

Na sua participacio vocé serd submetido a coleta de sangue periférico (25mL). Apés a coleta
de sangue serdo dosados niveis de glicose e de hemoglobina glicada. Esses exames irdo verificar o
indice glicémico atual e avaliar o controle glicEmico sendo estes valores correlacionados as andlises
das células de defesa do seu organismo.

Os riscos consistem somente na coleta do sangue, que serd minimo (incomodo ou desconforto

no momento da coleta da amostra, ou hematoma no local da puncdo), uma vez que serd coletado por

profissional experiente do Laboratério de Andlises Clinicas do Hospital de Clinicas da UFU. O risco

de que vocé seja identificado serd minimizado, pois sua privacidade serd respeitada, ou seja, seu nome

ou qualquer outro dado ou elemento que possa, de qualquer forma, o identificar, serd mantido em

sigilo. Nao serdo utilizadas identificagdes como as inicias do seu nome, sua identificacdo serd por um
nimero no instrumento de coleta de dados e nos tubos que serdo coletadas as amostras, garantindo

assim o sigilo da sua identidade em todas as etapas da pesquisa. Os beneficios serdo o monitoramento

do seu nivel glicEmico atual e estimado ha trés meses, o que € muito importante para sua qualidade de

vida. Indiretamente vocé também estard contribuindo para a producio de conhecimento cientifico e

para o melhor entendimento sobre o Diabetes mellitus .
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Os resultados da pesquisa serdo publicados e ainda assim a sua identidade serd preservada.
Vocé nao terd nenhum gasto e ganho financeiro por participar na pesquisa.

Vocé € livre para deixar de participar da pesquisa a qualquer momento sem nenhum prejuizo
ou coagdo. Uma cépia deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido ficard com vocé.

Qualquer ddvida a respeito da pesquisa, vocé poderd entrar em contato com: Dr. Alberto da
Silva Moraes, (34) 32918481 ramal 30, albertomoraes @icbim.ufu.br, Vanessa Carla de Souza Pereira,

(34) 3218-2375, vanessacsp@mestrado.ufu.br, Dr. Paulo Tannus Jorge, (34) 3218-2246,

pauloj@prove.com.br, Dra. Maria Luiza Mendonca Pereira Jorge, (34) 3218-2246,

mlfernandes @ufu.br. Endereco profissional: Hospital das Clinicas de Uberlandia, Av. Pard, n° 1.720,
Bairro Umuarama, CEP 38405-320. Poderd também entrar em contato com o Comité de Etica na
Pesquisa com Seres-Humanos — Universidade Federal de Uberlandia: Av. Jodo Naves de Avila, n°
2121, bloco A, sala 224, Campus Santa Monica — Uberlandia - MG, CEP: 38408-100; fone: 34-3239-
4131.

Uberlandia, de de 201__.

Assinatura dos pesquisadores

Eu aceito participar do projeto citado acima, voluntariamente, apds ter sido devidamente esclarecido.

Participante da pesquisa
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - GRUPO CONTROLE

Prezado(a) participante,

Vocé estd sendo convidado para participar da “Pesquisa de alteracdes na organizacdo da
cromatina de células mononucleares do sangue periférico de pacientes portadores de diabetes”, sob a
responsabilidade dos pesquisadores Vanessa Carla de Souza Pereira, Prof. Dr. Alberto da Silva
Moraes, Prof. Dr. Paulo Tannus Jorge, Dra. Maria Luiza Mendonga Pereira Jorge. Vocé foi
selecionado para fazer parte do grupo controle de pacientes que ndo possuem até o momento
diagnéstico Diabetes mellitus tipo 1 ou 2 ou insipidus e sua participagdo nao € obrigatdria.

Nesta pesquisa nés estamos buscando entender se o diabetes altera algumas caracteristicas
genéticas de algumas células de defesa do organismo, comparando os resultados com os de individuos

ndo portadores de diabetes. Sua participacio nesta pesquisa consistird em doar uma amostra de 25 mL

de sangue periférico para dosagem de glicose, hemoglobina glicada e andlise do conteido do nicleo

das células.

Os objetivos deste estudo sdo: Avaliar se os niveis de glicose e hemoglobina glicada estdo
associados ao grau de compactacio da cromatina e sua distribui¢do e avaliar alteracdes no contetdo de
DNA.

O Termo de consentimento Livre e Esclarecido serd obtido pela pesquisadora Vanessa Carla
de Souza Pereira e a amostra de sangue serd coletada ap6s ser solicitada na consulta ambulatorial ou
hospitalar devendo ser colhida no Laboratério de Andlises Clinicas ou no Hospital de Clinicas da
Universidade Federal de Uberlandia.

Na sua participagdo vocé sera submetido a coleta de sangue periférico (25 mL). Apés a coleta
de sangue serdo dosados niveis de glicose e de hemoglobina glicada. Esses exames irdo verificar o
indice glicémico atual e avaliar o controle glicEmico sendo estes valores correlacionados as andlises
das células de defesa do seu organismo.

Os riscos consistem somente na coleta do sangue, que serd minimo (incdmodo ou desconforto

no momento da coleta da amostra, ou hematoma no local da puncdo), uma vez que serd coletado por

profissional experiente do Laboratério de Anélises Clinicas do Hospital de Clinicas da UFU. O risco

de que vocé seja identificado serd minimizado, pois sua privacidade serd respeitada, ou seja, seu nome

ou gqualquer outro dado ou elemento que possa, de qualquer forma, o identificar, serd mantido em

sigilo. Nao serdo utilizadas identificagdes como as inicias do seu nome, sua identificacdo serd por um
nimero no instrumento de coleta de dados e nos tubos que serdo coletadas as amostras, garantindo

assim o sigilo da sua identidade em todas as etapas da pesquisa. Os beneficios serdo o monitoramento

do seu nivel glicémico atual e estimado hé trés meses, 0 que € muito importante para sua qualidade de

vida. Indiretamente vocé também estard contribuindo para a producio de conhecimento cientifico e

para o melhor entendimento sobre o Diabetes mellitus .
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Os resultados da pesquisa serdo publicados e ainda assim a sua identidade serd preservada.
Vocé nao terd nenhum gasto e ganho financeiro por participar na pesquisa.

Vocé € livre para deixar de participar da pesquisa a qualquer momento sem nenhum prejuizo
ou coag¢do. Uma cépia deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido ficard com vocé.

Qualquer ddvida a respeito da pesquisa, vocé poderd entrar em contato com: Dr. Alberto da
Silva Moraes, (34) 32918481 ramal 30, albertomoraes @icbim.ufu.br, Vanessa Carla de Souza Pereira,

(34) 3218-2375, vanessacsp@mestrado.ufu.br, Dr. Paulo Tannus Jorge, (34) 3218-2246,

pauloj@prove.com.br, Dra. Maria Luiza Mendonca Pereira Jorge, (34) 3218-2246,

mlfernandes @ufu.br. Endereco profissional: Hospital das Clinicas de Uberlandia, Av. Pard, n° 1.720,
Bairro Umuarama, CEP 38405-320. Poderd também entrar em contato com o Comité de Etica na
Pesquisa com Seres-Humanos — Universidade Federal de Uberlandia: Av. Jodo Naves de Avila, n°
2121, bloco A, sala 224, Campus Santa Mdnica — Uberlandia -MG, CEP: 38408-100; fone: 34-3239-
4131.

Uberlandia, de de 201__.

Assinatura dos pesquisadores

Eu aceito participar do projeto citado acima, voluntariamente, apds ter sido devidamente esclarecido.

Participante da pesquisa



