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Apresentacgao

A maioria dos estudos dedicados a discussao das relacées entre diabetes
mellitus tipo 2 e doenga vascular tem foco no endotélio. Como os eritrécitos sé&o
agentes de uma das fung¢des primarias do sistema cardiovascular, o transporte de
gases, é bastante relevante considera-los na fisiopatologia da doenca vascular,
uma vez que a propria hiperglicemia tem efeitos deletérios sobre eles.

Com a doenga, a fluidez de membrana e a deformabilidade dessas células
diminuem devido ao acumulo de glicagdes, especialmente diante de um mau
controle glicémico, e ao aumento do teor de acidos graxos saturados nos
fosfolipidios de membrana, diante dos desequilibrios hormonais da doencga e da
lipoperoxidacdo de acidos graxos polinsaturados.

Além disso, os eritrécitos estdo também sujeitos a influéncia da agresséao
inflamatéria sobre a homeostase do ferro.

Todas essas alteragdes afetam as propriedades reoldgicas dessas células,
prejudicando as trocas gasosas e promovendo danos endoteliais, 0 que confere
aos eritrocitos um papel proeminente na fisiopatologia da doenca vascular
associada ao diabetes mellitus tipo 2.

Esta tese foi preparada de acordo com as normas do Programa de Poés-
Graduacido em Genética e Bioquimica da Universidade Federal de Uberlandia.

Ela conttm uma se¢do de Fundamentagdo Tedrica, apresentada no
Capitulo 1, seguida por um artigo resultante do estudo, apresentado no Capitulo
2.

O Capitulo 1 apresenta uma breve revisdo sobre a epidemiologia, os fatores
de risco e a relagdo da hiperglicemia com a disfungdo endotelial presente na
doenga. Como os eritrécitos constituem o foco da tese, esse capitulo traz também
uma revisao sobre os principais fatores que afetam as propriedades fisicoquimicas
— como fluidez, deformabilidade, estabilidade e viscosidade — dessas células.

O Capitulo 2 traz um artigo, ja publicado no Journal of Cellular and Molecular
Medicine, periédico da Editora John Wiley & Sons com 5,310 de fator de impacto
no ano de 2020, segundo o Journal Citation Report da Clarivate Analytics. Neste
artigo, um grupo de 53 individuos com diabetes mellitus tipo 2 foi comparado com

um grupo controle constituido de 69 voluntarios quanto a parametros de

1



estabilidade osmodtica de eritrocitos e diversas varidveis antropométricas,
hematoldgicas e bioquimicas. A existéncia de associagao entre as variaveis que se
mostraram diferentes entre os grupos foi investigada por analise de correlagao.
Este estudo identificou a ocorréncia de aumento nos valores de RDW em homens
e mulheres do grupo diabético e associagdo desse aumento de RDW com a
diminuicao nos niveis de ferro. Essa diminuicdo nos niveis de ferro, por sua vez, foi
associada com reducdao de MCHC e aumento na estabilidade osmdtica de

eritrocitos.



Capitulo |

Fundamentacao Teérica



O diabetes mellitus tipo 2 no Brasil e no mundo

O diabetes mellitus (DM) é primariamente caracterizado pela dificuldade do
corpo em promover a homeostase da glicose '. Ele pode causar alteragdes
vasculares, cardiacas, cerebrais e renais, dentre outras, podendo levar a perda de
visdo, neuropatia, nefropatia, necessidade de amputacdo de membro e morte
prematura 2.

O DM é classificado em quatro classes, o DM tipo 1, em que ha deficiéncia
absoluta de insulina; o DM tipo 2, em que ha resisténcia a insulina, com ou sem
deficiéncia na produgao desse horménio; o DM gestacional; e o DM de outros tipos
especificos 34.

O diabetes mellitus tipo 2 (T2D), que é a classe mais comum da doenga,
representando 90-95% dos casos, é um grande problema de saude publica global
450 numero de pessoas com DM quadruplicou nas Ultimas trés décadas em todo
o mundo, particularmente em paises em desenvolvimento, inclusive com inicio
mais precoce em adultos jovens 3. O Brasil, onde a doenga acomete 7,5% da
populagéo ©, esta na quinta posigdo mundial, com estimativa do niUmero de pessoas
com a doenga chegar a 16,8 milhdes em 2030 e 26 milhdes em 2045 7. No mundo,
o DM é a nona principal causa de redugéo na expectativa de vida 8.

Aproximadamente metade das pessoas que vivem com T2D nao sabe que
tem a doencga ’, o que dificulta o tratamento precoce e a prevengdo de suas
complicagdes, prejudicando a qualidade de vida dessas pessoas °.

Os principais fatores de risco para o T2D sao hereditariedade, obesidade,
sedentarismo, hipertensao arterial, estresse, alimentagdo mal balanceada,
envelhecimento e tolerancia a glicose diminuida 219,

O T2D esta fisiopatologicamente associado a dislipidemia "2, estresse
oxidativo 34 inflamacgdo '>'®, anemia " e complicagdes vasculares 820, |sto é
preocupante, uma vez que as doengas cardiovasculares representam a primeira
maior causa de morte no mundo, inclusive nos paises em desenvolvimento, onde
as doencas cronicas ndo transmissiveis estdo em ascensao 2.

Dislipidemia, estresse oxidativo, inflamagcdo e anemia s&o alteragdes
associadas entre si e por isso conferem aos eritrocitos um papel relevante na

fisiopatologia do DM e de suas complicagdes vasculares °.



Realmente, diversas doencas estdo associadas a defeitos na estrutura e/ou
comportamento de eritrécitos. O aprofundamento da investigacdo do papel do
eritrocito no T2D pode permitir um melhor conhecimento de sua fisiopatologia e até
mesmo a identificagdo de marcadores bioldgicos de alteragdes eritrocitarias que
possam ser usados para prevenir as complexas complicagdes vasculares da
doenga, contribuindo para melhorar a qualidade de vida e aumentar a longevidade

de individuos diabéticos 22.

Os eritrocitos

A principal fungéo do eritrocito é transportar oxigénio — dos pulmdes para os
tecidos extrapulmonares — e diéxido de carbono — dos tecidos extrapulmonares
para os pulmdes —, mas essa célula também participa ativamente no processo de
perfusao tecidual e na regulagéo do fluxo sanguineo 2324,

O exercicio das fungbes do eritrocito exige a capacidade de manter
propriedades fundamentais e inter-relacionadas, como fluidez, deformabilidade,

estabilidade e viscosidade 2°.

As propriedades dos eritrécitos

A fluidez € uma propriedade tipica de liquidos e gases. Ela aumenta com a
progressao do estado solido para o estado liquido e do estado liquido para o estado
gasoso. Para garantir o exercicio de fungdes como transporte e sinalizagao, a
membrana do eritrécito deve apresentar um grau intermediario de fluidez,
denominado de fluidez critica, situada entre os estados sélido e liquido, e que
depende de nivel intermediario critico de intensidade entre as ligagdes de van der
Waals existentes no interior hidrofébico da membrana. Se a intensidade dessas
ligagdes for muito alta, a membrana fica mais sélida, mas se for muito baixa, ela
fica liquida 26. A fluidez de membrana ¢ essencial para garantir sua
deformabilidade.

A deformabilidade é definida como a capacidade do eritrocito em se

deformar para passar por capilares sem se romper 242728 V/arios fatores, como a
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fluidez de membrana e a ag¢ao de proteinas do citoesqueleto podem interferir nesta
propriedade. O proprio formato de disco biconcavo parece também ser essencial
na determinacdo da deformabilidade do eritrécito. Na esferocitose, condicéo
patolégica em que o eritrécito se torna esférico, ele ndo possui a deformabilidade
necessaria para passagem na microcirculagéo, levando a lise precoce 252930,

A estabilidade é definida como a capacidade do eritrocito de manter sua
integridade fisico-quimica diante de situagdes adversas 3'-3*. Quando é capaz de
resistir a uma situagcdo de expansao de volume em decorréncia de um meio
hiposmotico, o eritrocito apresenta estabilidade osmotica 293536, Quando a
membrana do eritrocito resiste a uma agressdo mecéanica ocasionada pelo fluxo
sanguineo e/ou atrito com a parede dos vasos € conhecida como estabilidade
mecanica 3. Por sua vez, a estabilidade quimica é a capacidade do eritrocito em
se manter sem se romper na presenga de agentes quimicos caotrépicos 37-38.

A viscosidade € uma propriedade dos fluidos, como o sangue circulante,
onde ¢é influenciada pela concentragdo de proteinas e de células — dada pelos
valores de hematdcrito —, pela deformabilidade e agregabilidade dessas células e
pela resisténcia oferecida pela parede dos vasos a circulacédo através da rede de
vasos do organismo 24293841 A viscosidade sanguinea precisa ter um valor critico
para que a circulagcdo do sangue ocorra sem que haja lise de suas células,
particularmente dos eritrocitos, que constituem a vasta maioria das células
sanguineas 3038,

A viscosidade é uma propriedade fundamental da reologia (do grego rhéé
ou fluxo e logia ou estudo), que é a area da ciéncia que estuda as deformacgdes
e escoamentos da matéria. A reologia do sangue, ou hemorreologia, lida com as
propriedades biofisicas do fluxo do sangue .

As propriedades reoldgicas do sangue em pacientes com diabetes tém sido
estudadas a fim de avaliar sua influéncia nas complicagbes da doenga 4246, Um
aumento na viscosidade *° e uma redugdo da elasticidade de eritrocitos foram
observados em diabéticos quando comparados a individuos nao-diabéticos 42. De
fato, essas alteragdes podem explicar os problemas na microcirculacdo presentes
na doenca. A origem dessas alteragdes reoldgicas envolvem fatores complexos
que incluem a reestruturacdo da membrana do eritrocito devido a glicagéo de

proteinas 42, mas também alteragbes na composigéo lipidica dessa membrana.



A compreensao da natureza dos fatores determinantes das alteragdes
reologicas presentes no diabetes exige um estudo mais especifico da composi¢cao

e propriedades da membrana dos eritrocitos.

A membrana dos eritrocitos

Segundo o modelo do mosaico fluido, as membranas biolégicas sé&o
formadas por uma bicamada lipidica 274748, associada a proteinas e carboidratos,
a qual separa o ambiente hidrofilico intracelular do ambiente hidrofilico extracelular
4953 Os lipidios estéo associados entre si por ligagdes de van der Waals %45 que,
por serem ligagdes fracas, permitem a movimentagcdo de moléculas no interior da
membrana 6.

A membrana do eritrécito € composta por aproximadamente 50% de
proteina, 7% de carboidratos e 43% de lipidios %’. Os lipidios que compdem a
membrana se distribuem em 60% de fosfolipidios, 30% de colesterol ndo
esterificado e 10% de glicolipidios 39-58-60

A membrana citoplasmatica esta integrada no esqueleto da célula, ou
citoesqueleto, um sistema estrutural complexo necessario para a manutengao de
sua integridade fisica e a determinagdo de propriedades como estabilidade e
deformabilidade 486164 além de participar no transporte através da membrana
27,47,48_

As proteinas de membrana podem ser integrais ou periféricas 274748, As
proteinas integrais s se dissociam da membrana por meio do uso de detergentes,
ao passo que as periféricas podem ser dissociadas na presenca de solugdes
hipersalinas ou solugdes com valores extremos de pH 474885 As proteinas
periféricas se associam a membrana mediante interagdes idnicas com proteinas
integrais ou com os fosfolipidios 4748, Por sua vez, as proteinas integrais se
associam mediante interagdes hidrofébicas fortes com os lipidios da membrana

27,47,48

No eritrécito, varias proteinas de membrana merecem destaque.



Uma delas é o GLUT1 (do inglés Glucose Transporter 1), um transportador
de glicose %, que garante uma captagdo desse agucar de um modo independente
da acgao da insulina.

A aquaporina 1, uma proteina que atua no transporte de agua % e os
cotransportadores de sodio-cloreto e sodio-potassio, que dependem do consumo
de ATP para promogao do transporte ativo daqueles ions 86 também merecem
mencao.

A espectrina, uma proteina de membrana que permite o formato de disco
bicbncavo do eritrocito 657072 ¢ muito relevante, porque esse formato assegura ao
eritrocito a maior area de superficie que € necessaria para permitir sua
deformabilidade ao passar na microcirculagdo sem que ocorra lise 2429.30.38

No eritrocito, a banda-3 € a maior proteina de membrana. Ela € responsavel
pelo transporte de ions cloreto e bicarbonato, o que € importante no transporte
sanguineo de CO2 e na promogdo da homeostase acidobasica 7376, Além disso, a
banda 3 regula o metabolismo da glicose e mantém a morfologia do eritrdcito, o
que é relevante no processo de remocao de células senescentes pelos macrofagos
2777 E a interacdo da banda 3 com outras proteinas e com os lipideos de
membrana que confere aos eritrocitos as propriedades mecanicas e elasticas que
influenciam na determinagéo da viscosidade sanguinea #7.

Assim, a participagdo dos lipideos de membrana nos complexos
mecanismos que determinam as propriedades mecanicas dos eritrocitos indica que
as alteracbes metabdlicas proprias do T2D devem exercer influéncia nas

propriedades dessas células.

Hiperglicemia, alteragoes lipidicas, propriedades de membrana de eritrécitos

e complicagoes vasculares

A membrana celular € uma barreira protetora, cuja configuragdo determina
as trocas entre as regides intra e extracelulares, e sua composigao varia de acordo
com as suas fungdes e o meio no qual ela se encontra 8. Essa influéncia do meio,

contudo, pode ter implicagbes deletérias, como é o caso da influéncia da



hiperglicemia e da hiperlipidemia, presentes no T2D mal controlado, sobre a
estrutura e as fungdes da membrana do eritrocito.

Embora niveis altos de glicose possam elevar a osmolaridade sanguinea e,
consequentemente, a estabilidade de eritrocitos 7°, uma hiperglicemia prolongada
pode afetar os eritrocitos de outros modos. A glicagao de proteinas de membrana
foi associada a diminuicdo da fluidez %2 e deformabilidade de membrana e a
aumento da agregabilidade de eritrocitos, de modo dependente com a
concentragéo de glicose 4°5:80-82,

A hiperglicemia foi também associada a disfuncdo na atividade de
macroéfagos 8, prejudicando a fagocitose de eritrocitos senescentes 8485 e levando
ao aumento na populagao de eritrécitos mais velhos, que sdo em média menos
estaveis quando comparados as formas jovens 88 embora o envelhecimento
celular ndo tenha produzido um aumento gradual na fragilidade dessas células e
sim mudangas que aumentam e diminuem simultaneamente sua fragilidade,
resultando em uma distribuigdo mais ampla de seu espectro de fragilidade 2.

Muito além de sua influéncia sobre os eritrécitos, a glicacdo de proteinas
tem relacdo com as complicacbes vasculares do diabetes por meio de outros
mecanismos. Através de uma sequéncia de processos inespecificos, a glicagéo de
proteinas leva a produ¢ao de uma classe heterogénea de compostos, os produtos
finais de glicagdo avangada ou AGEs, como eles sdo conhecidos 808893, De fato, o
acumulo de AGEs foi associado ao desenvolvimento de lesdes microvasculares,
como aquelas presentes na retinopatia desenvolvida por pacientes com T2D 8994
por exemplo.

Voltando a influéncia do diabetes sobre os eritrocitos, como a composig¢ao
lipidica da membrana depende dos niveis de lipidios de membrana presentes na
circulagao %79, além da influéncia da hiperglicemia, os eritrocitos estdo também
sujeitos a influéncia da hiperlipidemia, também presente no T2D nao controlado.

A fluidez de membrana dos eritrocitos pode diminuir com o aumento no teor
de acidos graxos saturados nos fosfolipidios de membrana e na razéo
colesterol/fosfolipideo. Isso compromete a deformabilidade e o exercicio das
diferentes fungdes dos eritrécitos 96-°7.

Realmente, varios estudos que avaliaram a membrana eritrocitaria de

individuos com T2D verificaram que ela apresenta maior teor de acidos graxos



saturados do que insaturados 80:96.98-101 @ major raz&o colesterol/fosfolipidio 102-104,
o que faz com que ela se torne menos fluida.

Essa diminuicdo da fluidez de membrana é capaz de afetar outras
propriedades dos eritrocitos, uma vez que fluidez, deformabilidade, estabilidade e
viscosidade sio propriedades interrelacionadas e essenciais para o exercicio das

funcbes dessas células 2.

Hiperglicemia, estresse oxidativo, propriedades de eritrécitos e

complicagoes vasculares

A composicao lipidica da membrana dos eritrocitos também pode ser
afetada por outros fatores, como o estresse oxidativo, via promocado da
lipoperoxidagéo de acidos graxos polinsaturados ©°.

O estresse oxidativo é resultante de um desbalango entre a agressao
oxidativa e as defesas antioxidantes. Diante da agressao oxidativa, os eritrocitos
usam defesas antioxidantes que compreendem a agdo da enzima glutationa
peroxidase 9519 No T2D, varios estudos tém mostrado a existéncia de niveis
reduzidos desta enzima associados ao aumento da agressdo oxidativa e a
lipoperoxidacao de acidos graxos polinsaturados dos fosfolipideos de membrana
19107 |sso leva a diminuigdo do grau de insaturagao lipidica da membrana, levando
a diminuicdo da fluidez e da deformabilidade eritrocitaria e a elevagao da
viscosidade sanguinea, alteracbes estas também associadas as complicagdes

microvasculares presentes no T2D 96:108,109,

A estabilidade de eritrocitos

O T2D esta associado a alteracdes regulatérias hormonais que podem afetar
a estabilidade de membrana de eritrocitos-

Estabilidade é uma propriedade usada para avaliar a capacidade de
preservagao de uma determinada estrutura ou sistema organizacional diante de
fatores interferentes como alteracbes em sua composicdo — o que é relevante no

caso particular da membrana de eritrocitos — ou da composi¢ao e propriedades do
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meio. A estabilidade € uma propriedade termodinémica e se refere a um processo
de equilibrio, tipicamente determinado em um tempo fixo mas suficientemente
longo para que o equilibrio seja atingido 34.

Quando o fator interferente é o calor, tem-se a estabilidade térmica. Quando
€ um agente quimico desnaturante, como etanol, ureia, hidrocloreto de guanidinio
e duodecilsulfato de soédio, tem-se a estabilidade quimica. Quando é um fator
mecanico, como a tensao de agitagao, tem-se a estabilidade mecanica. Quando é
um meio de baixa osmolaridade, tem-se a estabilidade osmética 5.

A estabilidade também pode ser determinada em funcédo do tempo de agao
do fator interferente, situagcdo em que se refere a um processo cinético, util para
avaliar o tempo necessario para a agressao do fator interferente ocorrer 34.

O Laboratério de Biofisicoquimica (LaBFiQ) do Instituto de Biotecnologia da
Universidade Federal de Uberlandia tem usado tais abordagens termodinamicas e
cinéticas para investigacdo da estabilidade de membrana de eritrécitos em
diferentes situagdes. Estas situacbes compreendem o estudo da influéncia de
solutos desnaturantes, como calor, etanol, ureia, hidrocloreto de guanidinio e
duodecilsulfato de sédio 3337.110; agentes estabilizantes, como glicerol, sorbitol e
glicose 3779; defensivos agricolas, como atrazina e glifosato de sodio '''; produtos
naturais '12; envelhecimento 34113.114: restricdo nutricional, como a que ocorre na
cirurgia bariatrica '"%; alteragdes circadianas de sono, como no trabalho em turno
116; diferentes tipos de exercicio 7118 e de processos patoldgicos, como esclerose
multipla '°, tremor essencial ', malaria '?', aterosclerose 3', doencas
hipertensivas da gestagédo 35122, diabetes mellitus tipo 1 ', e, agora, diabetes
mellitus tipo 2. A influéncia de variaveis metabdlicas sanguineas e de propriedades
e indices hematimétricos tem sido uma preocupagao constante dos estudos
desenvolvidos mesmo em populagbes saudaveis 32, onde a identificagdo da
existéncia de subgrupos de populagdes de individuos em relagcédo a estabilidade
osmotica de eritrocitos pode ter implicagdes nas vulnerabilidades hematoldgicas

desses individuos diante de diferentes processos patoldgicos 123.

A estabilidade osmética de eritrocitos
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A determinagao da estabilidade osmoética de eritrécitos pode ser feita com a
utilizacdo do chamado teste de Fragilidade Osmoética (FO), que consiste na
submissao de uma dada populagao de eritrocitos a solugdes com concentragdes
entre 0 e 0,9% de NaCl, seguida de incubagdo a uma dada temperatura e analise
da concentracdo da hemoglobina liberada em cada concentragdo de NaCl pela
medida da absorbancia de luz a 540 nm por espectrofotometria 113124,

As medidas de absorbancia a 540 nm (A) a cada concentragao de NaCl (X)
sdo ajustadas a curva de fragilidade osmoética com a utilizagédo de regressao

sigmoidal de acordo com a equacéao de Boltzmann:

_ Amax—Anin
T 1+eX-Hsp)/dX + Am’n (1)

A Fig. 2 do capitulo 2 (pagina 59) desta tese apresenta uma tipica curva
sigmoidal de fragilidade osmotica de eritrécitos. Essa sigmoide deve ser vista da
direita, a concentragdo de NaCl de 0.9%, ou seja, em condi¢do isotbnica com o
sangue, para a esquerda, ou seja, acompanhando a hipotonicidade do meio. O
platd inferior a direita da curva indica o valor de Amin, que representa a absorbancia
da hemoglobina livre presente na amostra de sangue utilizada. Este platé termina
na concentragao salina Hp, onde a diminuigdo na concentragao de NaCl comeca a
promover uma elevacdo na quantidade de hemoglobina livre, dada pela
absorvancia a 540 nm, em decorréncia da hemolise hipotdnica. A liberacdo de
hemoglobina, em fungcdo da hemdlise hipotbnica termina na concentracao salina
H100, OU seja, no inicio do platd superior a esquerda, o qual indica o valor de Amax,
que representa a absorbancia da hemoglobina livre proveniente da hemolise total
da amostra de sangue utilizada. O valor intermediario de absorbancia entre Amin €
Amax indica o ponto em que a hemoglobina liberada pela hemdlise representa 50%
da quantidade de hemoglobina total liberada com a diminuicdo da tonicidade da
solugcdo. A concentragao salina correspondente a esse ponto € Hso, 0 qual é usado
para estimar o valor da concentragao salina capaz de promover 50% de lise da
populagdo de eritrocitos presente na amostra de sangue utilizada no ensaio,
embora o que Hso represente efetivamente seja a concentragdo salina em que a
metade da quantidade de hemoglobina presente na populagao de eritrécitos que
esta sofrendo hemolise hipoténica foi liberada no meio. Ja dX representa V4 da
variacao na concentracdo de NaCl responsavel pela lise de toda a populagao de
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eritrocitos em estudo, ou seja, ¥4 da diferenga de concentragdo salina existente
entre Ho e H1go 3238114,

As constantes Amin, Amax, Hs0 € dX sdo constantes presentes na propria
equacgao de Boltzman (equagao 1) e por isso determinadas com a aplicagado do
modelo de regressao sigmoidal mencionado anteriormente. As constantes Ho e H1oo
nao sao constantes internas daquela equacdo, mas podem ser facilmente
determinadas com a utilizagdo das seguintes equagdes:

Ho = Hso + 2dX (2),
H100 = Hs0 - 2dX (3).

As constantes Ho, Hso € H1o0 s&o constantes de fragilidade osmatica e por
isso apresentam uma relagao inversa com a estabilidade de membrana. O inverso
dos valores de Ho, Hso € H1o00, ou seja, 1/Ho, 1/Hso € 1/H100, podem ser usados para
expressar a estabilidade osmética de eritrécitos 11°.

Ja a constante dX tem um significado mais complexo. Ela reflete a
heterogeneidade da populacdo de eritrécitos em relagdo a vulnerabilidade a lise
hiposmatica. Valores muito pequenos de dX significam a existéncia de menor
heterogeneidade e maior vulnerabilidade a lise diante de altera¢cdes mais discretas
na salinidade do meio, com a ocorréncia de uma linha de hemdlise abrupta,
envolvendo o conjunto dos eritrécitos. Maiores valores de dX significam maior
heterogeneidade na populacédo de eritrocitos, com a existéncia de um espectro
mais amplo de estabilidade osmaética e a ocorréncia de uma linha de hemdlise
menos ingreme, envolvendo populagdes de eritrocitos com menor e com maior
estabilidade. Em suma, dX aumenta com o aumento na heterogeneidade celular
quanto a vulnerabilidade a lise, ou seja, com o aumento na amplitude de
distribuicdo da estabilidade osmatica &’.

A constante Amin também expressa a fragilidade dos eritrécitos, pois quanto
maior € seu valor maior é a quantidade de hemoglobina livre mesmo em condi¢des
isotbnicas com o sangue. Ja Amax deve expressar os niveis de hemoglobina total
no sangue e os valores de hematdcrito 38114,

O Protocolo Operacional Padrao para avaliacdo da estabilidade osmatica de
eritrocitos, preparado pela equipe de pesquisadores do LaBFiQ, pode ser acessado

na secao de Anexos desta tese (Anexo 1).
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Uma vez que o tempo e a propria temperatura de armazenamento podem
afetar a estabilidade de eritrocitos 25, é relevante ter estas variaveis sob controle,
embora um armazenamento da amostra de sangue entre 4 e 8 °C por até 4 dias

nao tenha afetado as constantes de estabilidade osmética aqui consideradas 126,

Estabilidade osmoética de eritrécitos, composicido de membrana e

composicao do plasma

As alteragdes na composicdo da membrana do eritrécito mediante a
lipoperoxidagédo de acidos graxos polinsaturados de seus fosfolipideos %127 e a
influéncia da prépria lipidemia %7-°> podem afetar propriedades de membrana como
fluidez, deformabilidade, estabilidade e viscosidade 31123 266495128129 E nor jsso
que a diminuicdo da colesterolemia foi associada a diminuicdo da viscosidade
sanguinea 139,

Entretanto, a relacdo de uma propriedade de membrana com a
colesterolemia ndo deve seguir um padrao linear, como de fato foi observado para
a estabilidade osmoética. Em uma populagdo de voluntarios saudaveis, a
estabilidade osmatica de eritrocitos apresentou um maior valor quando os niveis de
LDL-colesterol eram proximos a 90 mg/dL e caia tanto abaixo quanto acima deste
valor 123, Isto € muito relevante néo so6 porque reflete a influéncia da lipidemia na
homeostase estrutural da membrana de eritrocitos, mas também porque sugere
que a avaliagédo da estabilidade de membrana possa ajudar a entender e mesmo
avaliar o risco de desenvolvimento de processos degenerativos associados a
elevagdo de LDL-colesterol 1132116131 ' ggpecialmente diante do fato de o eritrocito
ser também ser um ator importante no desenvolvimento da aterosclerose 3'.132,

condicdo que constitui uma das complicagdes vasculares do T2D 18-20,

Diabetes mellitus tipo 2, anemia, caracteristicas hematimétricas e

estabilidade osmética de eritrécitos
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Quando se fala de propriedades de eritrocitos, a consideracdo de
caracteristicas hematimétricas como volume e concentragdo de hemoglobina é
também essencial '>4133 uma vez que a hemoglobina, além da ligagao e transporte
de gases, tem outras fungbes, como a regulagdo da entrada de agua e do proéprio
volume das células vermelhas do sangue. E por isso que a estabilidade osmética,
mas também a deformabilidade e a viscosidade de eritrocitos, tem relagdo com o
volume corpuscular médio e com a concentragio de hemoglobina 30:61.70,

Como o diabetes tem sido frequentemente associado a anemia '34-140,
especialmente quando ndo se tem controle glicémico adequado '"'#', a doenca
afeta propriedades como a estabilidade de eritrocitos 127,

A etiologia e a patogénese da anemia em T2D sao multifatoriais.
Hiperglicemia crbnica pode resultar em alteragcbes na estrutura de eritrécitos,
estresse oxidativo e denervacdo simpatica do rim relacionada a neuropatia
autondmica %2, embora a anemia possa ocorrer mesmo quando a funcio renal
permanece preservada 34140 Mas diminuigdes dos niveis de ferro e da degradagao
do grupo heme foram associadas ao processo inflamatério ligado a resisténcia a
insulina em homens e mulheres com hiperglicemia 143144,

O diagndstico de anemia é feito de acordo com o sexo, idade e etnia 145147
e compreende a dosagem de hemoglobina que é feita no eritrograma. Embora esse
exame seja de baixo custo, ele tem baixa sensibilidade para a medida da reserva
de ferro 48,

A classificacdo da anemia pode ser refinada com a utilizagao de parametros
associados ao volume corpuscular médio (MCV). Valores aumentados da largura
de distribuicdo de volume dos eritrécitos (RDW) e diminuidos da concentracao
corpuscular média de hemoglobina (MCHC), variaveis também incluidas no
eritrograma completo, indicam tendéncia a anemia por deficiéncia de ferro. O indice
de reticuldcitos também desempenha um papel essencial no diagndstico diferencial
de anemia 147149,

Embora o RDW seja usado de rotina para a classificagdo de anemias 49,
valores elevados de RDW tém sido utilizado como indicadores de prognéstico de
varias condigdes clinicas, como doengas vasculares cardiacas 3"1%0-161 cerebrais
162 ¢ periféricas '3, bem como a outras doencas frequentemente associadas ao

T2D, como a nefropatia diabética 164-168,
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Valores elevados de RDW tém sido utilizados até mesmo como indicador de
inflamagéo 16%.170 e preditor de risco de morte por diferentes causas 71174,

Como os valores de RDW sao frequentemente maiores em diabéticos do
que em nao diabéticos 46175176 ¢ tém sido testados até como preditor de risco de
desenvolvimento de T2D '77, seria interessante entender a origem dessa elevagao
no RDW.

Muito possivelmente a elevagao dos valores de RDW no T2D deve estar
associada a multiplos fatores.

Um primeiro fator seria o desenvolvimento de anemia por deficiéncia de
ferro. De fato, valores mais elevados de RDW e concentragdes mais baixas de ferro
sérico tém sido encontradas em individuos hiperglicémicos 43144 e diabéticos 178.
A associagao da diminuigdo dos niveis de ferro com a elevagao de proteina C-
reativa em individuos hiperglicémicos 143144 e os valores elevados do indice de
saturacdo de transferrina encontrados em diabéticos 178 indicam associagéo da
tendéncia a anemia por deficiéncia de ferro a inflamacgao.

Um segundo fator seria a glicagdao de proteinas do citoesqueleto de
eritrocitos em individuos com mal controle glicémico '7°, levando a aumento na
variabilidade de tamanho dessas células e elevagdo dos valores de RDW °. De fato,
isso justifica a correlacdo observada entre os valores de RDW e da fragdo A1c da
hemoglobina glicada (HbA1c) e sugere até mesmo a utilizagdo do RDW no
diagndstico e monitoramento do estado glicémico 8°,

Um terceiro fator seria a ocorréncia de alteragdes na composigao lipidica da
membrana em resposta a agressdo oxidativa %127 e da prépria elevagdo da
lipidemia presentes na doenga %7-%. De fato, o valor progndstico do RDW na doenga
cardiovascular foi associado a aumento no teor de colesterol de membrana de
eritrocitos 181

Independentemente do fator responsavel pela alteracido nos valores de
RDW, a avaliacdo da estabilidade de membrana de eritrocitos constitui uma
estratégia analitica adequada.

Se o fator determinante para a elevacao de RDW for o desenvolvimento de
anemia por deficiéncia de ferro, a estratégia é adequada porque essa € a finalidade
primaria da avaliagdo da estabilidade osmotica de eritrocitos. A anemia por

deficiéncia de ferro se caracteriza pela presenca de eritrécitos com menor volume
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e menor deformabilidade '82, o que favorece as complicagdes microvasculares no
T2D 2880 |ndependentemente da existéncia de anemia, a perda de partes da
membrana por vesiculagdo também produz eritrécitos menores e menos
deformaveis 83, Isso sugere que diminuigdo na deformabilidade e também na
viscosidade do eritrécito esteja relacionada ndo com a diminuicdo de volume, mas
sim com o aumento na concentragdo de hemoglobina 3061, De fato, em gestantes
com pré-eclampsia, sem deficiéncia de ferro, a estabilidade osmética da membrana
de eritrécitos aumentou com os valores mais baixos de MCHC, em decorréncia da
reducdo da pressdo osmotica ' e da preservacdo da deformabilidade e
viscosidade celular.

Se o fator é a glicacdo de proteinas, a avaliagdo da estabilidade de
membrana também pode ser uma estratégia adequada, uma vez que a fragilidade
osmotica de membrana de eritrocitos esta aumentada no T2D 8185 e no diabetes
gestacional '8, embora a associagdo reportada por KUNG e colegas '8 entre
fragilidade osmotica de eritrécitos e hemoglobina glicada nado tenha sido
encontrada no T2D '8 e em pacientes hiperglicémicos 43144, Isso deve significar
que a influéncia do T2D sobre a fragilidade osmdética de eritrocitos pode ser
decorrente de outras implicagées da hiperglicemia.

Se o fator € a alteragdo na composigao lipidica da membrana, a analise da
estabilidade osmatica também ¢é indicada, uma vez que ela é utilizada para analisar
a influéncia do uso de drogas hipocolesterolemiantes sobre os niveis de colesterol
de membrana de eritrocitos 19,

Neste sentido, a avaliagdo das relagdes existentes entre estabilidade
osmotica de eritrocitos humanos em individuos com T2D e indicadores da
homeostase do ferro, indices hematimétricos, hemoglobina glicada e lipidemia

pode ajudar a entender a origem do aumento de RDW nesta doenca.

Consideragoes finais e objetivo do estudo

As alteragdes hormonais presentes no diabetes mellitus tipo 2 podem afetar

varios fatores determinantes da composicdo e propriedades da membrana de

17



eritrocitos, o que tem relagdo com as complicagcdes vasculares da doenga. Esta
revisao buscou identificar esses fatores.

Como eles sdo muitos e muito complexos, isso exige a utilizacdo de métodos
de estudo bem estruturados que possam esclarecer as multiplas relagdes
existentes entre eles e a composic¢ao e propriedades dessa célula, especialmente
em uma condigao patoldgica tdo complexa como o diabetes mellitus tipo 2. Sem
duvida, a analise da estabilidade osmatica de eritrocitos atende essa exigéncia.

Por isso, esta tese investiga as relagdes existentes entre estabilidade
osmotica de eritrocitos humanos em individuos com diabetes mellitus do tipo 2 e
indicadores da homeostase do ferro, indices hematimétricos, hemoglobina glicada
e lipidemia, com o objetivo de identificar os fatores associados a elevagao do indice

hematimétrico RDW nesta doenca.
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Resumo

Este estudo teve como objetivo investigar a relagdo entre a variabilidade de
distribuicdo de volume (RDW) e da estabilidade osmética de eritrocitos em
individuos diabéticos e nao diabéticos de ambos os sexos. A amostra do estudo (N
= 122) foi constituida por 53 diabéticos tipo 2 (T2D) e 69 nao diabéticos (ND), sendo
21 e 22 homens em cada grupo, respectivamente. A estabilidade osmaética dos
eritrocitos foi obtida pela variagdo da concentragao salina (dX) capaz de determinar
a lise hiposmoética. Maiores valores de RDW e menores concentragcdes de ferro
sérico foram encontrados no grupo diabético quando comparados aos voluntarios
nao diabéticos. No grupo de mulheres diabéticas, o RDW foi positivamente
correlacionado com o indice de reticuldcitos, e tanto RDW e dX foram
negativamente correlacionados com ferro, hemoglobina, indice de saturacado de
transferrina, hemoglobina corpuscular média e concentragcdo de hemoglobina
corpuscular média. Em todos os grupos estudados, o RDW correlacionou-se
positivamente com o dX, principalmente no grupo diabético, onde a correlagao foi
mais forte. A elevacao do RDW em mulheres e homens com diabetes mellitus tipo
2 foi associada a diminuicao dos indicadores de ferro sérico. Além disso, o RDW
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apresentou um significado semelhante ao dX, uma vez que eritrocitos menores,

com menor teor de hemoglobina, resultaram em aumento de RDW e dX.

Palavras-chave: eritrocitos (RBC), RDW, ferro, hemoglobina, resisténcia osmaética

eritrocitaria, teste de fragilidade osmotica, T2D

Abstract

This study aimed to investigate the relationship between red cell distribution width
(RDW) and erythrocyte osmotic stability in non-diabetic and diabetic individuals in
both sexes. The study sample (N=122) was constituted by 53 type 2 diabetics (T2D)
and 69 non-diabetics (ND), being 21 and 22 men in each group, respectively. The
osmotic stability of erythrocytes was obtained by the variation in saline
concentration (dX) capable of determining hypoosmotic lysis. Higher RDW values
and lower serum iron concentrations were found in the diabetic group when
compared to the non-diabetic volunteers. In the group of diabetic women, RDW was
positively correlated with the reticulocyte index, and both RDW and dX were
negatively correlated with iron, hemoglobin, transferrin saturation index, mean
corpuscular hemoglobin and mean corpuscular hemoglobin concentration. In all the
groups studied, RDW was positively correlated with dX, especially in the diabetic
group, where the correlation was the strongest. RDW elevation in both women and
men with type 2 diabetes mellitus was associated with decreased serum iron
indicators. Furthermore, RDW has a similar meaning to dX, since small erythrocytes

have less hemoglobin, resulting in both an increase of RDW and dX.

Keywords: red blood cells (RBC), RDW, iron, hemoglobin, erythrocyte osmotic
resistance, osmotic fragility test, T2D

Introduction

Hyperglycemia, present in type 2 diabetes mellitus (T2D), has diverse effects

on erythrocytes, far beyond the known process of hemoglobin glycation. These
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effects include a decrease of both deformability and fluidity '3 and lifespan 4° of
these cells, in addition to increased adhesion °.

The decreased erythrocyte deformability in T2D has been attributed to
increased blood glucose, glycations, oxidative stress, and increased content of
saturated fatty acids in its membrane 78. Less deformable erythrocytes would
contribute to the development of T2D-associated vascular complications %10,

One of the manifestations of the lower erythrocyte deformability would be
increased volume variability "', which is given by the Red Cell Distribution Width
(RDW), a hematological index determined in a complete blood count. Indeed, the
retrospective study of Nada and colleagues found that RDW is higher in diabetic
than in non-diabetic individuals '2. This makes sense, since elevated RDW values
have been associated with diseases in which inflammatory status is elevated 13-18,

The present study further investigates the relationship between diabetes and
RDW, using a transversal approach in the evaluation of blood samples of female
subjects without diabetes, or T2D. Important biochemical and hematimetric
variables, and erythrocyte osmotic stability parameters were analyzed.

The evaluation of erythrocyte osmotic stability is very important for the study
of these cells 925 and constitutes a relevant clinical tool, not only for the
characterization of erythrocytopathies, but also for the study of several diseases,
such as type 1 diabetes 26, malaria and preeclampsia 27-28 and clinical interventions
such as bariatric surgery 2° and physical exercise 3° among other situations that may
affect red blood cells.

As far as we know, the present study is the first to investigate the causes of

higher RDW value in type 2 diabetes, with important contributions about this issue.

Materials and Methods

Population

This study was previously authorized by the Research Ethics Committee of the
Federal University of Uberlandia (UFU) under registry # 56557516.0.0000.5152.
The study sample had 122 individuals in all, 53 being type 2 diabetics (T2D) and 69
non-diabetics (ND). The male amount in each group was 21 and 22, respectively
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(Figure 1). All volunteers were treated at the outpatient clinic of the UFU Clinical
Hospital, dully classified according to the diagnostic criteria. The following criteria
were used for diabetes diagnosis: fasting plasma glucose = 126 mg/dL (7.0 mmol/L)
or HbA1c = 6.5% (48 mmol/mol). The criteria used for non-diabetics were fasting
plasma glucose < 99 mg/dL (5.5 mmol/L) or HbA1c < 5.6% (38 mmol/mol). These
criteria were established by the American Diabetes Association 3'. At first the fasting
was 8h, but it was considered a 12h fasting for cholesterol measurement.

Among the patients eligible to participate in the study, those with cognitive
impairment and hereditary erythrocytopathies, as well as a history of abuse of
alcohol and other drugs were not included. Patients, who had signed the informed
consent form and decided to abandon the study, regardless of the reason, were
excluded.

The diabetic patients took drugs commonly used by those affected by this
disease. Such medications include: metformin from 500 to 2000 mg; statins such
as simvastatin (20 to 40 mg) and rosuvastatin (10 to 20 mg); anti hypertensives
such as losartan or atenolol (25 to 100 mg) or enalapril (20 to 40 mg); aspirin at 100
mg; insulin from 20 to 40 UIl. Besides that, all participants with a proven vitamin B12
deficiency, especially those using metformin, received vitamin B12 supplementation
with pills of 3000 or 5000 mcg.

We considered the value of HbA1c of 7% as an indicator of good glycemic
control and a value of 6.5% in the diagnosis of T2D. We also established a cut off
of 7% at HbA1c to compare our results with those of other authors that also studied
the relationship between T2D and RDW '2. In our study, we included just diabetics
that already had the disease.

The data that support the findings of this study are openly available in Synapse
at https://www.synapse.org/#!Synapse:syn23567519.

Collection of blood samples
Blood samples (20 mL) were collected by intravenous puncture after a night
fasting of 8-12 hours, directly in evacuated tubes (Vacutainer, BD, Juiz de Fora,

MG, Brazil), two containing K3EDTA, for determination of blood count and
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erythrocytes osmotic stability, and two containing separating gel for the biochemical

assays.

Equipment

Mass measurements were made on a precision digital scale (AND, model 870,
Japan) and volume measurements were made using automatic pipettes
(Labsystems, model Finnpipette Digital, Helsinki, Finland). Incubations at 37 °C
were performed in a thermostated water bath (Marconi, model MA 184, Piracicaba,
SP, Brazil). Centrifugations were performed in a temperature-controlled centrifuge
(Hitachi Koki, model CF15RXII, Hitachinaka, Japan) and absorbance readings on
UVU-VIS spectrophotometer (Hach, model DR 5000, Duseldorf, Germany).

Determination of erythrocyte osmotic stability

Osmotic stability of the erythrocyte membrane was determined according to a
previously established protocol 32, using blood samples as fast as possible,
preferably on the same day, taken no more than 12 hours before assay. Blood
aliquots of 10 pL were added to a duplicate set of polyethylene tubes (Eppendorf,
Mexico City, Mexico) containing 1.0 mL of 0.0-1.0 g.dL"" NaCl solution, previously
incubated for 10 minutes in the thermostated water bath (Marconi, model MA-184,
Piracicaba, SP, Brazil) at 37 °C. After being hermetically sealed and gently agitated,
the tubes were incubated under the same conditions for 30 minutes and then
centrifuged at 1600 x g (Hitachi Koki, model CFR15XRII, Hitachinaka, Japan) for 10
minutes for supernatant separation and absorbance reading at 540 nm (A540)
against water (control) on a UV-VIS spectrophotometer (model DR 5000, Hach,
Duseldorf, Germany).

The hemoglobin absorbance at 540 nm (A) was plotted as a function of NaCl
(X) concentration, using a sigmoidal regression routine based on the Boltzmann

equation 32,

_ _Anax —Anin
A= 1+ e(X—Hgg)/dX + Am‘n (1)’

in order to determine the parameter values: Amax and Amin, which represent the

mean absorbance values at 540 nm in the maximum and minimum sigmoid
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plateaus; Hso, which is the concentration of NaCl that causes 50% of hemolysis; and
dX, which represents . of the variation in NaCl concentration responsible for the
transition between intact (Amin) and lysate (Amax) erythrocytes. The values
determined by the program were accepted only when the statistical adjustment of
the curve data was statistically significant (p < 0.05).
The near NaCl concentrations where lysis begins (HO) and ends (H100) were
then determined according to the following equations:
Hy = Hsy + 2dX (2)
and
Hygo = Hso — 2 dX (3),
as previously described 2.
Amin, Ho, Hso, and Hioo are osmotic fragility variables and therefore have
inverse relationships with the erythrocyte osmotic stability, but dX is effectively a

stability variable, i.e., dX increases with increasing osmotic stability of these cells.

Determination of blood count and blood biochemical variables

Routine blood tests were performed at the Clinical Analysis Laboratory of the
Clinical Hospital-of the Federal University of Uberlandia.

Blood counts were determined using an automated system (Sysmex America
Inc., model XN 3.000, Kobe, Japan). Reticulocyte counts were performed visually.
The erythrocyte sedimentation rate (ESR) was determined in an automated analysis
system (Alifax SPA, Padova, Italy).

Dosages of total cholesterol (t-C), HDL-cholesterol (HDL-C), LDL-cholesterol
(LDL-C), VLDL-cholesterol (VLDL-C), triglycerides (TGC), glucose (Glu) and C-
reactive protein. (CRP) were made on a Roche automated analyzer (Cobas 6000,
Tokyo, Japan). Glycated hemoglobin (HbA1c) was measured by high-performance
liquid chromatography (BIORAD D-10, Hercules, CA, USA).

Statistical analysis

The nature of data distribution in each group was made using the Shapiro-Wilk
test. Data from most of the analyzed variables were not normally distributed and,
therefore, they were expressed as median (Q1 — Q3), where Q1 and Q3 correspond

to the value found in 25 and 75% of the data, organized in an ascending way. The
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median, or Q2, is the value of half of the data. In a normal distribution, the median
is equivalent to the mean, whereas Q1-Q3 has a similar meaning to standard
deviation. The comparison between groups was made using the Mann-Whitney.

All correlation analyses were performed using the Spearman method since
data distribution was not normal for most of the variables studied.

The existence of statistical significance in each analysis was admitted when
the p-value was less than 0.05.

All comparative statistical analyses were performed using SPSS 21 (SPSS Inc,
IBM, Chicago, IL, USA). OriginPro 2016 (Microcal, Northampton, MA, USA) was
used to obtain osmotic stability parameters from Boltzmann sigmoid and R (version
3.6.1 com R studio 1.2.1335 and package corrplot) was employed to make a colored

correlation matrix shown in Figure 3.

Results

Figure 2 shows an interval of a typical erythrocyte osmotic fragility curve
used to determine the osmotic fragility and osmotic stability parameters considered
in this study. This figure also illustrates the proposed mechanism by the increase of
dX from an extension of Hioo toward lower salt concentrations. According to this
idea, the bigger erythrocytes are negatively selected insofar as the size and MCHC
decreases.

Table 1 presents the basic characteristics of the groups of volunteers without
diabetes and with type 2 diabetes mellitus (T2D), as well as the results of the
comparison between the groups of each of the studied variables. Among the
differences observed in the diabetic group concerning the non-diabetic group in both
sexes, there were higher RDW values and lower serum iron, transferrin saturation
index (TSI), MCHC, MCH, and total cholesterol. Men did not show exclusive
differences regarding baseline, however, women alone presented higher levels of
CRP, leucocyte count and lower MCV.

In Table 2 the parameters studied here were compared with individuals
grouped into better (HbA1c < 7%) and worse (HbA1c = 7%) glycemic control for

males and females. In the case of women, we found that the volunteers with worse
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glycemic control curiously presented lower levels of total cholesterol, although they
had higher BMI. Still, in women with worse glycemic control, it was observed higher
values of RDW, dX, reticulocytes, CRP, and lymphocytes. However, in this same
group, it was also noted lower levels of plasma iron, TSI, hemoglobin, MCH and
vitamin D. In both groups male and female there were higher levels of both glucose
and glycated hemoglobin, which was already expected. In men with worse glycemic
control there were few differences compared to the ones with better glycemic
control. Among these differences the higher level of ferritin draws the attention,
however there was no difference in CRP between men with worse and good
glycemic control.

Figure 3 presents the results of the RDW correlation analysis with the
parameters studied in the ND and T2D groups. Some of the statistically significant
correlations deserve attention. In both sexes and in all or at least most groups there
was positive correlation of RDW with dX and negative correlation of RDW with the
following variables: H10, MCHC, MCH and ferritin. In the correlations with all or
almost all groups, the non-significant correlations presented p-values near
borderline values, that is, p = 0.1. However, there were many important correlations
found just in one of the sexes. For example, RDW presented negative correlation
with both Amin and Amax just in women. On the other hand, only in men RDW
presented positive correlation with CRP and negative correlation with both glucose
and HbA1c.

The main correlations found in both sexes or just in men or women persisted
even when adjusted for age and BMI, however, in some cases this procedure
resulted in decrease of p value and correspondent beta value. Even though, the p

value was still significant or borderline significant.

Discussion

RDW in T2D

The occurrence of higher RDW in T2D in relation to ND in both sexes (Table
1) was already expected since high RDW values have been found in the most
diverse diseases 3334, especially chronic diseases 3°, among which stand out type

2 diabetes mellitus '2. However, our work is the first one to investigate the possible
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causes of high RDW in type 2 diabetes. It is possible that our findings also apply to
other chronic diseases.

Most studies that have analyzed the relationship between RDW and disease
are retrospective studies that use test results routinely requested to follow-up
patients with a specific disease. In general, such studies do not have a great control
group. Furthermore, the control group in these publications do not usually undergo
the same exams that are performed on the test group. This was the case of the
paper done by Nada and colleagues, which found that RDW is higher in diabetics
than in non-diabetics 2. Our study was cross-sectional and thus we could include
more specific exams that are not routinely requested in diabetics and even less in
non-diabetics. Such exams include, for example: iron, reticulocytes, vitamins, and
many others.

It seems that one of the main factors linked to RDW elevation is linked to iron
homeostasis. Indeed, higher RDW values and lower serum iron concentrations
were found in diabetic than in non-diabetic volunteers of both sexes (Table 1).
Although iron levels are normal, increased transferrin saturation index (TSI) in both
sexes indicates a tendency towards iron deficiency anemia by inflammation 3.
Apparently diabetic women are suffering more from lower iron levels, since women
with poor glycemic control, but not men, presented lower values of iron, TSI,
hemoglobin, MCH, MCHC, and higher RDW, dX, reticulocyte (Table 2).

Other strong evidence of the relationship between RDW increase and iron
homeostasis damage comes from the analysis of the correlations in Figure 3.
Significant negative correlations were found of RDW with iron, TSI and hemoglobin,
but just in females. In practically all groups, however, RDW correlates both with
MCH and MCHC.

RDW, iron and CRP

Although type 2 diabetes could be associated with elevated serum iron levels
related to undiagnosed hemochromatosis %, in the present study, both the male
diabetic group and female diabetic group had lower iron levels compared to the non-
diabetic counterpart (Table 1). Furthermore, women with worse glycemic control,

that is, HbA1c higher than 7, also presented lower levels of iron (Table 2). However,
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it should be noted that the observed values do not characterize anemia since they
are within the serum iron reference range, which is 33-193 ug/dL. Despite that, the
lower iron concentrations found in diabetic women indicate a tendency towards iron
deficiency anemia, even because transferrin saturation is lower in the diabetic
women group than in the other groups (Table 1).

One possible explanation for the lower levels of iron in our diabetic patients
could be an exacerbation of inflammation, since elevated values of C-reactive
protein (CRP) were found and leukocytes in women with T2D (Table 1). There is
also indication that diabetic men had considerable inflammation, since the ferritin
was increased in males with poor glycemic control (Table 2). In inflammation, the
serum iron is diminished because of both reduced absorption and increased storage
38 _|tis improbable that the lower level of iron was because of malnourishment, since
levels of vitamins were normal and without differences among the groups (Table 1).

CRP had a curious behavior in relation to sex. It was increased in diabetic
women in relation to non-diabetic women but presented positive correlation with
RDW just in men. However, there is indication of positive association of CRP and
RDW in both sexes. It is in concordance with authors that showed involvement of

inflammation in higher RDW values .

RDW, iron, MCV and reticulocytes

The mean corpuscular volume (MCV) value of diabetic women was smaller
than in non-diabetic women (Table 1), possibly due to the tendency to microcytosis
driven by lower iron levels in the female diabetic group (Table 1) and in women with
poor glycemic control (Table 2). It is an interesting result, since other authors have
reported that erythrocytes from diabetics are bigger than those from non-diabetics
4043 These findings were obtained either by Atomic Force Microscopy 44! or
automated hematologic analyzer by the Coulter method 4243, like our case.

The discrepancy between the MCV value we found in diabetics in relation to
scientific literature probably occurred because our patients in both groups were
treated for vitamin B12 deficiency, especially those treated with metformin, whose
risk of presenting a vitamin B12 deficiency is higher 4445, The treatment with vitamin
B12 probably masked signs of a tendency toward iron deficiency. If the patients
were not treated, possibly, the RDW in diabetics would be even higher. One could
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ask: What if the diabetic patients receive iron supplementation? We think it would
not have an effect over RDW, since the increased levels of both ferritin and CRP in
diabetics suggest that the lower iron in diabetics were due to an inflammatory state
36,46 Furthermore, the positive correlation observed between RDW and reticulocyte
index in diabetic women (Figure 3) supports the contribution of reticulocyte increase
in RDW elevation.

The increase of reticulocytes probably resulted from a higher glucose media,
which decrease the lifespan of erythrocyte with a resultant increase of reticulocytes
54748 |n our study it could be inferred by higher value of reticulocytes in females
with poor glycemic control (Table 2).

Men probably did not present lower levels of MCV because diabetic males
had significantly higher levels of iron than diabetic females (p = 0.042). The same
occurred for non-diabetic males in relation to non-diabetic women (p = 0.038). The
increased levels of iron in both diabetic and non-diabetic men compared to the
women counterpart do not seem to be a consequence of diabetes. Naturally women
require more iron than men because of menstruation and pregnancy 4°. However,
most women in the present study were in post menopause.

Another possible tendency to macrocytosis is metformin usage, which was
used by 23% of diabetic females and by 14.3% of diabetic males. It is known that
metformin is associated with vitamin B12 deficiency 4445. However, there was no
difference in the levels of this vitamin between the groups in the present study
(Table 1), at least in part due to prophylactic supplementation in vegan patients and
those with blood levels of the vitamin in the lower limit of the reference range. Other
medications also commonly used by diabetics, such as statins, hypotensors,
aspirin, and even insulin, does not seem to have an effect on MCV since we have
not found papers reporting it in vivo in people with T2D. However, more studies
should be done to clarify this question.

In the population studied here the RDW increases under the simultaneous
influence of a factor associated with volume increase (reticulocyte) and other factors
associated with volume decrease (lower iron levels) °°. Since RDW represents
heterogeneity in the volume distribution of erythrocytes, this explains why, then,
RDW was not correlated with MCV (Figure 3), although a positive correlation

between those variables was reported in patients who underwent bariatric surgery
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29 and a negative correlation has been found in pregnant women with preeclampsia
28

RDW, MCHC, cholesterol and osmotic stability

Lower MCH and MCHC values were found in diabetics compared to non-
diabetics (Table 1), certainly due to the lower iron levels found in that group. Lower
MCHC values would result in greater erythrocyte osmotic stability, because of the
lowering of internal osmotic pressure 2’. However, the parameters of osmotic
stability were not significantly different between the studied groups (Table 1). This
lack of difference in osmotic stability between the groups could, at least in part, be
justified by the antagonistic influence of factors affecting this erythrocyte property.
On the one hand, lower MCHC values would tend to promote increased osmotic
stability 2. On the other hand, lower levels of total cholesterol and LDL-cholesterol
(LDL-C) in the diabetic group (Table 1), would contribute to decreased osmotic
stability 5'. However, it is noteworthy that there is an increased dX in women with
poor glycemic control (Table 2), indicating that, in fact, erythrocyte osmotic stability
really tends to be increased in diabetes, at least in women.

The lower LDL-C levels in both diabetic women and men do not seem to have
a desirable meaning, as one might infer since lower LDL-cholesterol levels were
associated with poor glycemic control (Table 2). These lower total cholesterol and
LDL-cholesterol levels observed in the diabetic group usually are not a primary
characteristic of the disease %2, in part by an increased synthesis of cholesterol in
T2D 53, Apparently, low level of cholesterol in our diabetic patients could be a
consequence of cholesterol-lowering drugs, such as statins . However, performed
statistical analysis without statin-using participants still indicated lower levels of
cholesterol in the diabetic group of both sexes. Due to its clinical relevance, it is a
question that deserves further investigation.

In the bloodstream, erythrocytes interact with lipoproteins, so they can
receive or deliver cholesterol to these structures %°. Thus, much lower levels of LDL-
C in diabetic women would lead to lower cholesterol levels in the erythrocyte

membrane, which would lead to lower osmotic resistance, since cholesterol makes
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the erythrocyte less rigid membrane %6-58 and thus more resistant to swelling due to
water entry when in hypotonic medium 5.

Some authors found positive relation between high cholesterol levels in
erythrocyte membranes associated with higher RDW values in coronary artery
disease patients 9. Unfortunately, the membrane cholesterol content was not
evaluated in this study, but was presumably lower in diabetic volunteers, since they
presented lower levels of LDL-cholesterol. It indicates that cholesterol is not a good
predictor for RDW values, since cholesterol can be increased or decreased

according to the disease, whereas cholesterol tends to be increased.

RDW, dX and H100

Although the osmotic stability parameters were not different among the
groups, there was important correlation of RDW with both dX (positive) and H1oo
(negative) in practically all groups. The dX by itself is not enough to indicate if
osmotic stability has increased or decreased. According to our hypothesis shown in
Figure 2, reticulocytes would increase dX by increasing values of Ho, whereas small
erythrocytes with low MCHC would increase dX by decreasing values of H1oo. Thus,
the negative correlation between dX and Hioo (Figure 3) is not surprising.
Correlations involving osmotic stability parameters like dX and its boundaries (Ho
and H1o00) are very scarce in the literature. Some correlations containing these
parameters are just present in more recent publications of our research group,
specifically in a study with pregnant women 272860 However, this is the first time
that a solid hypothesis is made to clarify the positive correlation between RDW and
dX (Figure 2), although this correlation has also been found in a study
comprehending healthy subjects €. Essentially, with few exceptions indicated along
the text, all correlations which have stability parameters appear here for the first
time.

The association of RDW with dX, not only in the diabetic group but also in
the other groups (Figure 3) shows that dX has an equivalent meaning to that of the
RDW in expressing heterogeneity in the distribution of erythrocyte population
volumes (Figure 2). This similarity certainly comes from the fact that an increase in
the amount of smaller erythrocyte, is due to the tendency of an iron deficiency
anemia 38, which is responsible for both the elevation of RDW and osmotic

48



resistance. The RDW would rise because these smaller erythrocytes enhance the
volume difference among erythrocytes. On the other hand, these smaller
erythrocytes are also hypochromic, i.e. they have lesser hemoglobin content,
resulting in an increase of osmotic resistance .

Interestingly, dX showed significant negative correlations with MCHC in both
sexes (Figure 3). This means that the increase in erythrocyte stability is being driven
by the decrease in hemoglobin concentration in erythrocytes, certainly due to
decreased osmotic pressure 2261, Indeed, this corroborates the negative correlation
observed between RDW and H1oo in the diabetic women group (Figure 3), since
H1o0 represents the lowest saline concentration in which the most osmotically
resistant erythrocytes will suffer lysis. The negative correlation of dX with MCHC
shows that these osmotically more resistant erythrocytes are probably those with
lower hemoglobin content.

The negative correlation of RDW with both HbA1c and glucose in diabetic
men is very intriguing and there is not a simple answer for that. For example,
Engstrom and colleagues found positive correlation between RDW and HbA1c in
both male and female diabetics, but negative correlation between RDW and glucose
62 QOther authors also found positive correlation between RDW and HbA1c, but in
non-diabetics 6364, However, concerning diabetes, some authors, like us, found
negative correlation between RDW and HbA1c 5, whereas other authors also
studying T2D did not find any correlation between these two variables neither in
male nor in female %6. Thus, there is no consensus about the true direction of the
correlation between RDW and HbA1c in diabetes yet.

Engstrom and colleagues explained their results based on the short duration
of erythrocytes in glucose rich media, as characteristic of T2D. However, this
hypothesis better explains the negative correlation of RDW and glucose, in
accordance with our results 2. In our study, contrary to that of Engstrom and
colleagues, the correlations of RDW with both HbA1c and glucose had the same
direction, since both were negative. However, such correlations were restricted to
the diabetic men group. We hypothesized that our results regarding these two
correlations could be explained by increase of reticulocytes as a result of reduction

of erythrocyte lifespan 7.

49



Limitations and perspectives

Unfortunately, this study did not evaluate membrane cholesterol content,
which certainly represents an important limitation. But surely this is a question that
deserves further exploration since the evident equivalence of meaning between
RDW and dX suggests that this osmotic stability variable may also have the same
predictive power that has been attributed to RDW. Another important limitation is
the lack of a test for erythropoietin.

Our study would be even better if we had measured the erythrocyte lifespan.
Some studies have shown that older erythrocytes present decreased osmotic
resistance %%°. It is in accordance with our study, since we have signs that the
erythrocyte lifespan was decreased, with a lower number of older erythrocytes, as
indicated by the increase in reticulocytes. Thus, whereas old erythrocytes decrease
osmotic resistance, the young ones, especially reticulocytes, would increase the
osmotic resistance. The measure of erythrocyte aging was not performed because
of technical limitations.

The small number of men in the study can also be considered a limitation.
Although, for some authors, an amount of about 10 individuals would be enough to
perform a correlation. 7° Others propose a sample size much higher, especially in
the case of the Spearman correlation. In general, the higher the correlation
coefficient, the lower the sample necessary ’!. However, a correlation coefficient
above 0.7 can be a sign of collinearity and deserve attention 72. Thus, even a very
high correlation coefficient can be useless, even with a sufficient sample size.
Otherwise, many statistical values are based on conventions, as the own value of

significance.

Conclusion

In the present study, the increase in red cell distribution width (RDW)
observed in women and men with type 2 diabetes mellitus occurred mainly by
decreased iron levels in both groups. The iron lowering presumably resulted in lower
MCHC and, consequently, an increase in osmotic stability. Decreasing of MCV
should be expected, but that certainly did not happen because of increased
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reticulocyte index as a result of reduction of erythrocyte lifespan due to high glucose
media typical of type 2 diabetes.

Since RDW was positively correlated with dX and negatively with H100 in
virtually all studied groups, it indicates that an increase of RDW is related to an
increase of erythrocyte osmotic stability independently of the presence of type 2
diabetes. Thus, both dX and H100 could be considered intrinsic properties of
erythrocytes.

Our results suggest that RDW has a similar meaning to dX, especially
because of small hypochromic erythrocytes, which are due to the tendency towards
iron deficiency anemia. However, the increase of both RDW and osmotic resistance

will be driven mainly by small erythrocytes, with lower MCHC.
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Table 1. Baseline Characteristics of non-diabetic (ND) and diabetic (T2D)

female and male*

Women Men
Parameters ND T2D ND T2D
(n=47) (n=32) (n=22) (n=21)
Age (years) 58.5 62.5 0.10 60.5 60.5 0.43
(50.8663)  (58-69.8) (44-675)  (5671)
Body Mass Index (kg/m?) 26.3 29.6 <0.01 27.8 28.6 0.13
(24281)  (257-324) 1 (244295 (263318
Ethnicity**
White 46.8% (22)  53.1% (17) 59.1% (13)  28.6% (6)
Mixed 31.9% (15)  34.4% (11) 36.4% (8)  42.9% (9)
Black 21.3% (10)  12.5% (4) 45% (1) 28.6% (6)
Glucose (mmoliL) 5.2 8.2 5.2 7.5
654 (6596 001 556 (6199 <00
HbA1c (%) 5.4 79 5.4 75
(5356)  (69-96) OV (5456 (6686 OV
Total Cholesterol (mmol/L) 4.9 4.3 49 43
4456) (3649 00 4458 @547 002
LDL-Cholesterol (mmol/L) 2.8 2.1 2.8 2.3
2334) (627 90 0137 gs29 O
HDL-Cholesterol (mmol/L) 1.4 1.2 1.1 1.1
1116) (415 08 1y (1-13 096
Creatinine (mmol/L) 0.1 0.1 0.1 0.1
0101 101 % 101 101 076
C-Reactive Protein (mg/L) 2.1 4.7 0.02 2.3 3.7 0.51
(1142) (2195 (0.9-5) (1358
Ferritin (nmol/L) 0.4 0.2 0.5 0.5
02:06) (0106 % (0309 (0208 %
Iron (umol/L) 16.7 12.5 21.4 15.1
(148208  (102419) 99 (162049) (124206) O
Transferin Saturation Index (%) 32.8 225 <0.01 38.6 29 0.04
(252-416) (1827.7) U (292502) (22837
TIBC (mmoliL) 05 05 444 05 05 1sg
(05-06) (0506 (05-06) (0506 -
Hemoglobin (g/dL) 135 132 0.06 147.5 148 0.56
(130-140.5) (126.3-137.5) °  (1425-150) (136-157.5) -
Hematocrit (%) 39.7 39.1 0.42 42.8 42.9 0.95
(374-412) (376408 (41545)  (39.9454)
RBC (million/mm?) 46 16 175 49 19 1
(43-48) (4348 o (4652) (4656 o
MCV (fL) 86.8 845 45 885 856 4
(83-88.8)  (80.5-87.2) °° (84.1-91.3) (81.4-89.8)
MCH (pg) 29.9 89 o 308 293 0
(289308) (26829.7) U1 (208313) (276-307)
MCHC (mmolL) 214 209 oo 216 23 0o
(209218) (204213 UV 21202 (208218
RDW (%) 12.8 13.2 12.7 132
(12132)  (126-146) 001 (121432 (128-14) 002
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Reticulocyte Index (%) 11 12 1.1 13

0716 (0818 %0 (0423 (0619 O
Leukocyte (10° cells/mm?) 5.7 7 6.2 6.4
(4.7563) 68 00 5373 (a3 08
Vitamin B9 (nmol/L) 26.2 255 0.93 23.9 24.8 0.40
(20.6-32.6)  (20-31.6) ' (15.8-31.4)  (19.8-30.9)
Vitamin B12 (pmol/L) 279.5 275.5 0.71 307.9 296.7 0.58
(230.2-409.8) (236.4-367.6) (227.5-392.6) (225.6-334.6)
Medication**
Statin 12.8% (6) 21.9% (7) 9.1% (2) 14.3% (3)
Oral Hypoglycemic Drugs 191%(9)  31.3% (10) 13.6% (3) 19% (4)
Insulin 2.1% (1) 12.5% (4) 0% (0) 19% (4)
Anti Hypertensives 25.5% (12) 25% (8) 22.7% (5)  66.7% (14)
Diuretics 8.5% (4) 15.6% (5) 13.6% (3) 4.8% (1)
Anxiolytics 2.1% (1) 15.6% (5) 9.1% (2) 4.8% (1)
Antidepressants 4.3% (2) 9.4% (3) 9.1% (2) 9.5% (2)
Levothyroxine 21% (1) 9.4% (3) 9.1% (2) 4.8% (1)
Others 21.3% (10)  34% (11) 13.6% (3) 14.3% (3)

*The comparison between groups was made using the Mann-Whitney test, with p-
values < 0.05 indicating statistically significant difference. **Categorical data:
percentual (number). Since the amount of data in each category was too low,

statistical tests between diabetics and non-diabetics were not performed
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Table 2. Comparison of studied variables between groups of volunteers with
better (HbA1c < 7%) and worse glycemic control (HbA1c 2 7%)

Parameters Women HbA1c Men HbA1c
<7% (n=43) >7% (n=36) p  <7%(n=23) =7% (n=20) p
Age 58.5 61 63 58
(years) (51-605)  (58-68) 0%  (54-68)  (45-12) O
Body Mass Index 26.1 279 05 27 87 o,
(kg/m?) (243-287) (258315) 003 (249311) (263306
Glucose 5.3 7.6 53 8.2
(HanL) (5:5.5) (5.;-:.5) 00 5159 (53112 <OV
c 55 | 55 8.5
(%) (5359 (76404 OO 5465 5102 <OV
Total Cholesterol 4.6 4.5 0.23 4.6 4.5 0.83
(mmollL) (4256) (395 0% (3957 (3851 O
LDL-Cholesterol 2.7 24 0.19 2.6 2.3 0.22
(mmollL) (1935 (183 °V 2136 (1929
VLDL-Cholesterol 0.6 0.5 0.35 0.6 0.7 0.65
(mmoliL) 0509 (051 °%°  (04-09) (0508 O
HDL-Cholesterol 1.3 1.3 1 1.1
(mmollL) 1116) (115 %% 0944 (114 0¥
Creatinine 0.1 0.1 0.1 0.1
(mmollL) 0101 @101 %% o101 @101 070
C-Reactive Protein 2.3 4.2 015 2.6 3.2 0.70
(mglL) 0966 (1857 °P 292 (147 ©
Ferritin 04 02 04 06
I(nmoI/L) (0.126-%7) (0.11?;0.5) 017 (0.129-0.7) 051) 002
ron . N T 15.3
(umoliL) (137-21)  (1094193) O0°  (14923) (143223 093
Transferrin Saturation Index 325 24.9 <0.01 355 30.2 0.39
(%) 23542) (183-357) OO (o548  (244417) ©
Total Iron Binding Capacity 0.5 0.5 0.15 0.5 0.6 0.16
(rmoll) 0508 (506 T 0506 (505
emoglobin : 8 146.5
(g/dL) (130-1403) (124-140) %% (141-161) (137.8-157.8) OO
I-lematocnt 39.6 39 0.28 43.8 42.2 0.26
(%) (37.7-412) (35.9-40.7) (41845.1) (30.944.7)
RBC 46 47 49 49
(million/mm?) 4348 (4248 00 452 (4655 082
MCV 86.8 84.6 87.9 86.3
(i) 63-887) (823-88.4) C'1  (838.91) (822-904) °%
MCH 29.9 29 307 29.9
(0g) (28630.8) (27.3-29.7) 001 (292.312) (27.9-312) 036
MCHC 213 20.9 212 214
(mmollL) 209218) (206215 00 (0822 (11219
Red-Cell Distribution Width 12.8 13.2 <0.01 13.2 13 0.19
(%) (121-133) (126-142) <001 (127:139) (123-133) ©
Reticulocyte Index 1 1.3 1.1 1.2
(%) 0615 (0919 %% 0419 (522 08
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Leukocyte Count 5.8 6.2 0.15 5.6 6.6 0.15

(10° cells/mm?) (56.7)  (54-74) (527.3)  (5.5-7.5)

Vitamin B9 26.3 269 oo 248 46 oo
(nmol/L) (211-32)  (19.4-356) ¢ (15.831.3) (20.9-26.7)
Vitamin B12 262 2012 ., 3074 3043 o0
(pmollL) (228.5-401) (237.2-448.6) ~° (217.4-375.2) (246.1-339.3) =

* Values of p < 0.05 indicate statistically significant differences (Mann-Whitney test).
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137 eligible volunteers
Women: 86; Men: 51

3 5 refused to participate
Women: 3; Men:2
5 took the tests outside UFU .
Women: 2; Men: 3 N
3 5 samples were lost
Women: 2; Men: 3

122 efective volunteers
Women: 79; Men: 43

I
v v

Control T2DM
Women: 47; Men: 22 Women: 32; Men: 21

Figure 1. Flow chart of volunteers of the study.

57



o
o))
!

Absorbance (a.u.)
o
N

o
N
1

0.0 e T B MR T I

030 035  Hio 045 H, 050 055 060
NaCl (g/dL)

Figure 2. Osmotic fragility curve excerpt of one of the study participants. The
interval 4 dX is delimited by Ho and H1o0. Reticulocytes are supposed to increase
Ho, whereas microcytic erythrocytes with low MCHC are presumed to decrease
H100. Thus, both micro and macrocytic erythrocytes will increase both RDW and dX.
In the upper side of the figure, the circle represents erythrocytes. Each row of circles
represents erythrocytes of the same size in different saline concentrations. The
number of rows is correspondent to an increase in RDW. The intensity color of the
circle indicates the hemoglobin concentration, which is expected to lessen insofar
as erythrocytes become smaller. Circles with a continuous line around them indicate
integer erythrocytes, whereas circles with a discontinuous line represent lysed
erythrocytes.
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Vitamin D -0.1f18-0.1 0 0.20.20.20.1 0 -0.3-0.30.1-0.2-0.1-0.1 0 0 -0.30.4 0.3-0.1-0.2-0.1-0.

HbA1c
LDL-C
Ferritin

Iron

MCV
Reticulocyte

Vitamin B12

Vitamin D

Figure 3. Spearman correlations between pairs of variables studied in the group of
diabetic women (A) and men (B). The number within each box represents the
Spearman's coefficient (rho) for a specific correlation under consideration.
Significant correlations were highlighted by colored shading and the color density is
proportional to the correlation strength (rho).
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Avaliacao da Estabilidade Osmética de Eritrécitos

Elaborado por: Breno Batista da Silva

Manuela Ortega Marques Rodrigues
Maria Aparecida Knychala
Samanta Batista Silva

Revisado por: Mario da Silva Garrote Filho
Revisado e aprovado por: Nilson Penha-Silva
1- Preparo da Solucao-Estoque de NaCl

Descricao da solugao a ser preparada: 100 mL de solugédo-estoque de NaCl a

20% (wl/v), ou seja, a 20 g/dL, utilizando reagente comercial com grau de pureza
PA (Pro-Analise) ou ACS (American Chemical Society).

Material necessario: 1) NaCl com grau de pureza PA (Pro6-Analise) ou ACS

(American Chemical Society, 2) balanca de precisdo analitica, 3) papel de seda

com 8 por 8 cm de medida; 4) espatula ou colher de plastico; 5) calculadora; 6)

baldo volumétrico com 100 mL de capacidade limpo e seco; 7) frasco ambar limpo

e seco com 100 mL de capacidade; 8) papel parafinado (Parafilm); 9) etiqueta de

rétulo para identificagdo da solucéo; 10) geladeira para conservagao da solugéo.

Protocolo Experimental Padrao (POP):

A.

Antes de efetuar a pesagem, corrija a massa de NaCl a ser utilizada com base
em seu grau de pureza, utilizando a seguinte férmula: massa =20 g x 100% +
pureza (%). Assim, para uma pureza de 99%, a massa de NaCl a ser medida
devera ser de 20,2020 g.

. Ligue a balangca de precisdao analitica, prestando atencdo na voltagem

apropriada para o equipamento.
Confira se a balanga esta nivelada, certificando-se que a bolha indicadora do

nivel esteja no centro do dispositivo.

. Certifique-se de que a balanga esteja limpa, limpando-a com pincel e papel fino

para nao deixar residuos de sal, se ela estiver suja. Faga isto antes e depois do

uso.
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. Tare a balanga sem adicionar o papel de seda a ser utilizado na pesagem e
depois com o papel de seda, cortado em formato quadrado e com dobras nos
vértices para facilitar a retencéo do sal a ser pesado e depois também o seu
escoamento para dentro do baldo volumétrico.

. Use uma espatula ou colher de plastico para fazer a transferéncia dos 20,2 g
de NaCl para o papel de seda que esta na balanca. Nao precisa pesar
exatamente os 20,2 g. Vocé pode anotar um valor aproximado que tenha
transferido para a seda, como um valor de 20,2082 g, por exemplo. Depois é s6
usar essa massa efetivamente medida na balanga para fazer a correcdo da
concentracdo de NaCl. A concentracao da solugao-estoque de NaCl sera dada
por: concentragdo corrigida = 20,2082 g x 20,0000 g/dL + 20,2020 g =
20,0061 g/dL.

. Transfira a massa medida de NaCl para um baldo volumétrico de 100 mL de
capacidade, seco, sem deixar cair sal nas paredes do balao.

. Adicione um volume de agua ultrapura (cerca de 80 mL) para dissolver o sal,
sem deixar cair gotas de agua na lateral da parede interna do baldo acima da
marca indicativa do volume a ser completado para preparar 100 mL de solucéo.
Tampe o balédo (para evitar que alguma fragdo da mistura seja espirrada para
fora) e agite-o cuidadosamente e em circulos, até dissolugdo completa do sal,
sem inverter a posicao do baldo para nao deixar gotas de agua acima da marca
indicativa do volume a ser completado.

. Complete o volume do baldo com agua ultrapura, utilizando o alinhamento do
menisco inferior da solugao com o referencial da marca indicativa do volume (de
100 mL) a ser completado. Este procedimento é feito com o balao a altura dos
olhos e contra um fundo claro, para evitar erro de paralaxe. O volume da solugao
deve coincidir com a parte inferior da semicircunferéncia, concavidade ou
menisco (menisco inferior) da solugao para que o volume de solugéo preparada
seja exatamente de 100 mL.

. Tampe o baldo e homogeneize novamente a solugao, cuidadosamente e em
circulos, até dissolugao completa do sal, sem inverter a posi¢ao do baldao para
nao deixar gotas de agua acima da marca indicativa do volume (de 100 mL)

agora completado.
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L. Transfira esta solugdo para um frasco de cor ambar, identificado com nome e
concentragao (corrigida) da solu¢gdo, nome do pesquisador e data de preparo.
Guarde na geladeira. Esta é sua solugao-estoque de NaCl a 20.0XY g/dL.

M. Vede o frasco com Parafilm para evitar a evaporagao e/ou contaminag¢ao da

solucao preparada.

2- Preparo das solugoes de uso de NaCl

Descricao das solugoes a serem preparadas: 100 mL de solugbes de uso de
NaCl nas concentragdes 0.10; 0.20; 0.30; 0.40; 0.42; 0.44; 0.46; 0.48; 0.50; 0.52;
0.60; 0.70; 0.80 e 0.90 g/dL (ao todo sdo 15 as concentragbes, considerando

também a concentracdo 0, que constitui um controle da hemalise total).

Material necessario: 1) Calculadora; 2) 15 frascos ambar de 100 mL de
capacidade e com tampa que possa vedar hermeticamente; 3) solugao-estoque de
NaCl a 20.0XY g/dL (preparada segundo descri¢do anterior); 4) papel parafinado

(Parafilm); 5) baldes volumétricos limpos e secos com 100 mL de capacidade;

Protocolo Experimental Padrao (POP):

A. Para obter 100 mL (Viinal) de cada concentragao final desejada de NaCl (Cfinal)
a partir da solugao estoque (Cinicial), vocé pode utilizar a equagéo Cinicial X Vinicial
= Cfinal X Vifinal para calcular o volume da solugao de NaCl (Viniciat) @ ser utilizado.
Assim, para obter as concentragdes finais de NaCl descritas na coluna 2 da
tabela seguinte, vocé precisaria usar os volumes da solugao-estoque de NaCl
que s&o apresentados em mL e em uL na terceira e quarta coluna desta tabela.
Se a concentracdo da solugéo-estoque fosse exatamente igual a 20 g/dL, as
suas concentracdes reais obtidas de NaCl seriam aquelas descritas na
segunda coluna desta tabela. Entretanto, como vocé partiu de uma solugéao-
estoque de NaCl com uma concentragdo um pouquinho diferente, vocé tera
concentracodes finais de NaCl um pouquinho diferentes. Usando aquela mesma

equagao anterior, a equagao Cinicial X Vinicial = Crinal X Vifinal, S€ @ concentragao da
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solugéo-estoque corrigida para o grau de pureza do sal fosse de 20,0061 g/dL
(Cinicial), como no exemplo anterior, para obter 100 mL (Vfinal) de cada solugéo,
usando os volumes descritos nas colunas 3 e 4 (Vinicial), as concentragdes finais
corrigidas de NaCl seriam aquelas observadas na quinta coluna desta tabela.
E importante destacar que a concentracéo final corrigida da solugdo de uso de
NaCl mostrada na quinta coluna desta tabela € s6 uma simulag&o. Vocé deve
calcular cada concentragao final corrigida a partir da concentragao corrigida de
sua solugao-estoque de NaCl e langar os seus valores na quinta coluna desta
tabela. Sdo esses valores de concentracgao final corrigida de NaCl que vocé
devera usar nos seus calculos das constantes de estabilidade de membrana

de eritrocitos.

SO'U(}éO de uso | Cfinal | Vinicial | Vinicial | Cfinal corrigida
#) (g/dL)| (mL) | (ub) | (g/dL)
1 0.90 | 4,50 | 4500 | 0.9003
2 0.80 | 4,00 | 4000 | 0.8024
3 0.70 | 3,50 | 3500 | 0.7002
4 0.60 | 3,00 | 3000 | 0.6002
5 0.52 | 2,60 | 2600 | 0.5202
6 0.50 | 2,50 | 2500 | 0.5002
7 0.48 | 2,40 | 2400 | 0.4802
8 0.46 | 2,30 | 2300 | 0.4601
9 0.44 | 2,20 | 2200 | 0.4401
10 0.42 | 2,10 | 2100 | 0.4201
11 0.40 | 2,00 | 2000 | 0.4001
12 0.30 | 1,50 | 1500 | 0.3001
13 0.20 | 1,00 | 1000 | 0.2001
14 0.10 | 0,50 | 500 0.1000
15 0 0 0 0

B- Adicione um volume de agua ultrapura (cerca de 80 mL) em cada balao
volumétrico limpo e seco de 100 mL de capacidade sem deixar cair gotas de
agua na lateral da parede interna do baldo acima da marca indicativa do
volume a ser completado para preparar 100 mL de solucéo.

C- Usando uma pipeta automatica apropriada, transfira o volume descrito em
uL na coluna 4 da tabela anterior para cada baldo volumétrico. Feche o baldo
e homogeneize cuidadosamente a mistura, completando depois,
cuidadosamente, com agua ultrapura o volume de 100 mL do baldo, sem

deixar cair gotas de agua na lateral da parede interna do baldo acima da
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marca indicativa do volume a ser completado para preparar 100 mL de
solugdo. Este procedimento é feito com o baldo a altura dos olhos e contra
um fundo claro, para evitar erro de paralaxe. O volume da solugdo deve
coincidir com a parte inferior da semicircunferéncia, concavidade ou menisco
(menisco inferior) da solugdo para que o volume de solugéo preparada seja
exatamente de 100 mL.

D- Transfira cada solugao (sao 15 no total) para frascos de cor ambar, vede-os
com Parafilm, fechando hermeticamente cada frasco. Identifique-os com a
concentragdo (corrigida) da solugdo, nome do pesquisador e data de
preparo. Guarde-os na geladeira. Estas s&o suas solugdes de uso de NaCl
nas concentragdes a serem utilizadas em cada experimento. A solugéo 15 é
na realidade agua ultrapura e sera utilizada para promocéo de hemdlise

total.

3- Determinacao da Estabilidade Osmética de Eritrécitos

Material necessario: 1) Solugcdes de uso de NaCl em concentracdes de 0.10; 0.20;
0.30; 0.40; 0.42; 0.44; 0.46; 0.48; 0.50; 0.52; 0.60; 0.70; 0.80 e 0.90 g/dL (as
concentragdes reais corrigidas podem ser um pouco diferentes, dependendo da
concentragao real corrigida de sua solugédo-estoque); 2) 30 minitubos (Eppendorf)
com tampa para fechamento hermético; 3) grade ou estante para os minitubos que
seja apropriada para incubagao em banho de imersao; 4) pipeta automatizada; 5)
amostra de sangue coletado com anticoagulante; 6) banho termostatizado com
controle de temperatura; 7) centrifuga com controle de temperatura; 8)

espectrofotdmetro.

Protocolo Experimental Padrao (POP):

A. Prepare com antecedéncia em uma estante apropriada para banho de imersao
uma série duplicada de 15 minitubos de ensaio do tipo Eppendorf (sédo 30
minitubos no total) a serem utilizados no experimento, sendo, portanto, dois
tubos para cada uma das 14 concentracdes de NaCl e dois para o controle de

hemdlise total (agua ultrapura).
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Identifique cada tubo com as respectivas concentragdes: 0,00; 0,00; 0,10; 0,10;
0,20; 0,20; 0,30; 0,30; 0,40; 0,40; 0,42; 0,42; 0,44, 0,44; 0,46; 0,46; 0,48; 0,48;
0,50; 0,50; 0,52; 0,52; 0,60; 0,60; 0,70; 0,70; 0,80; 0,80; 0,90; 0,90.

Coloque 1 mL de cada uma das solugdes de uso na respectiva duplicata da
série de 15 tubos na concentracdo identificada em cada tubo cada tubo
identificado com as respectivas concentracbes de NaCl, fechando
hermeticamente cada tubo. Lembre-se que cada tubo esta devidamente
identificado com a concentragao da solucao de uso a ser utilizada.

Pré-incube a estante ou grade com os minitubos por cerca de 5 minutos em
banho termostatizado de agua a temperatura em que o experimento sera feito
(37 °C, por exemplo). Ligar o botao de refrigeragdo do banho se a temperatura
ultrapassar os 37 °C.

Abra um a um os tubos, adicionando aliquotas de 10 yL de sangue total em
cada um, feche-os hermeticamente, e depois homogeneize (ou seja, agite
suavemente) os tubos.

Incube a bateria de 30 tubos em banho termostatizado de agua a temperatura
desejada (37 °C, por exemplo) por 30 minutos.

Escolha o rotor (32) para centrifugacéo de minitubos de Eppendorf e coloque-
o bem adaptado na centrifuga.

Certifique-se de que os minitubos estejam hermeticamente fechados antes de
colocar na centrifuga e estejam colocados de forma balanceada no rotor.
Centrifugue esses tubos por 10 minutos a 1.600 x g (3000 rpm) e 25 °C.
Retire o sobrenadante de cada tubo, um a um, usando uma ponteira diferente
para cada concentracao salina utilizada, transferindo para a cubeta e lendo sua
absorbancia a 540 nm em espectrofotdmetro, apds zerar o aparelho com agua.
Nao se esqueca de tocar apenas nos lados foscos da cubeta durante o
procedimento e de anotar cada leitura de absorvancia feita.

Ao terminar de usar a cubeta de leitura, lavar varias vezes com agua ultrapura,
secar e guardar na caixa.

Depois de cada experimento, va para a etapa seguinte e fagca imediatamente
os calculos, como descrito, para checar se o experimento foi feito com sucesso
ou se serao necessarias mudangas nas concentragdes salinas utilizadas.

Populagdes com diferengas maiores na estabilidade osmotica de eritrécitos
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4-

vao demandar utilizagao de diferentes concentragdes salinas para definir com

precisdo a curva de estabilidade de membrana de eritrécitos.

Calculo das constantes de estabilidade osmotica de eritrocitos

Material necessario: 1) Computador deskftop ou notebook; 2) aplicativos de

calculo e analise estatistica, como OriginPro (Northampton, Massachusetts, EUA)
e SPSS (IBM, Chicago, IL, EUA).

Protocolo Experimental Padrao (POP):

A-

E necessaria a utilizacdo de programas estatisticos especificos, como o
OriginPro (Northampton, Massachusetts, USA) e o SPSS (IBM, Chicago,
IL, EUA), para obtencgao das curvas de fragilidade osmatica e a determinacao
das constantes de fragilidade ou estabilidade osmotica. Os valores obtidos
dessas constantes s6 devem ser considerados satisfatorios se os ajustes
estatisticos feitos para sua determinacdo tiverem valores de p<0,05. E
importante destacar que as curvas de fragilidade osmoética devem ser sempre
analisadas no sentido da lise hiposmoética, ou seja, no sentido em que a
concentracdo de NaCl diminui.

Lance em uma mesma coluna da planilha (worksheet) de um desses
aplicativos, definida como X (abcissa), os valores das concentragdes salinas.
Note que cada concentracdo vai aparecer repetidamente na mesma coluna. E
importante que as concentragdes salinas langadas sejam aquelas obtidas apdés
correcao para a concentracao efetiva da solugao-estoque de NaCl utilizada.
Lance em outra coluna da planilha, definida como Y (ordenada), o valor de
absorbancia correspondente a cada uma das concentragdes salinas langadas
anteriormente.

Faca a dispersdao dos pontos em um grafico de absorbancia versus
concentracao salina.

Comande o programa para fazer um ajuste estatistico nao linear com base na
equacgao de Boltzman, que para a relagéo da absorvancia a 540 nm (A) com a

concentragao salina € dada pela seguinte forma da equacgéo:
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A= Amax'Amin +An’i‘n (1)’

1+e(X-H50)/dX
onde Amax € Amin representam os valores médios de absorbancia nos platos
maximo e minimo da sigmoide, Hso € a concentragédo de NaCl que corresponde
a liberacéao de 50% das moléculas de hemoglobina dos eritrécitos lisados pela
diminuicdo da concentragdo salina, e dX representa Y2 da variagdo na
concentracdo de NaCl responsavel pela lise completa de toda a populagao de
eritrocitos presente na amostra de sangue analisada.

Determine também as constantes Ho e Hi0, que representam as
concentracdes salinas onde a lise hiposmética comecga (o0 que ocorre no final
do platé Amin) € termina (o0 que ocorre no inicio do platd Amax), respectivamente,
a partir dos valores de Hso e dX determinados pela regressao sigmoidal com

base na equagéo de Boltzmann, utilizando as seguintes equacgdes:

4dXx
Ho = Hgo + - (2),
e
4dX
Hipo = Hso —— (3)

2

E importante lembrar que as curvas de fragilidade osmética devem ser sempre
analisadas no sentido da lise hiposmoética, ou seja, no sentido em que a
concentracao de NaCl diminui.
Em algumas situacgdes, € interessante converter os valores de absorbancia em
percentagem de hemdlise, antes de fazer o ajuste estatistico. A percentagem
de hemolise em cada concentragao salina pode ser obtida com a utilizagéo da
seguinte equacéo:

A

Hemoélise (%) = ———x100% (4).

Amax—4nin
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 56557516.0.0000.5152

Instituigdo Proponente: Instituto de Genética e Bioquimica
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER
Nuamero do Parecer: 1.688.263

Apresentagao do Projeto:

Conforme apresenta o protocolo: Trata-se de um estudo observacional transversal, a ser
realizado com amostra de conveniéncia. Serdo convidados a participar desse estudo pacientes
adultos a partir de 18 anos, de ambos 0s sexos, com diagnéstico de pré-diabetes ou DM2,
atendidos no ambulatéric do Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia (HC-
UFU). O convite sera feito no ambulatério de clinica médica durante as consultas de rctina. Os
dados serao coletados por meio de questionarios analiticos e de medidas da forga muscular (por
dinamometria), da massa muscular {por impedancia bioelétrica, BIA) da estabilidade de
membrana de eritrocitos e de variaveis hematimetricas e bioguimicas sanguineas.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Geral:

Investigar em individuos com pré-diabetes e DM2 a relacdo entre as alteragdes na astabilidade de

membrana dos eritrécitos, a hiperglicemia cronica e a redugéc da massa e da forga muscular e

funcionalidade.

Objetivos Especificos:

= Avaliar os resultados de exames laboratoriais de glicemia de jejum e hemoglobina glicada em
pacientes diagnosticados com pré diabetes ou DM2.

+ Identificar alteragdes na estabilidade cinética da membrana de eritrocitos em pacientes
diagnosticados com pré diabetes ou DM2.

+ Avaliar a massa muscular magra por meio de impedancia bioelétrica (BIA).

+ Medir a forga muscular por meio da dinamometria manual.

» Comparar a prevaléncia da alteracdo da hemoglobina glicada com a estabilidade da membrana
celular e com a reducdo de massa e de forca muscular em individuos pré-diabéticos e
diabéticos tipo 2.

+ Verificar o risco de ma nutricdo por meio da Ferramenta Universal para Rastreio de Malnutrigao
(MUST) e analisar se a redugdo da forga e massa muscular em individuos pré-diabéticos e
diabéticos tipo 2 se correlaciona com o estado nutricional.

Enderego: Av. Jodo Naves de Avila 2121- Bloco "1A", sala 224 - Campus Sta. Ménica

Bairro: Santa Ménica CEP: 38.408-144
UF: MG Municipio: UBERLANDIA
Telefone: (34)3239-4131 Fax: (34)32398-4335 E-mail: cep@propp.ufu.br
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Continuacéo do Parecer: 1.688.263

Avaliacédo dos Riscos e Beneficios:

Segundo os pesquisadores:
Riscos: Os riscos citados pelos pesquisadores envolvem os procedimentos de coleta de sangue e
identificacdo do voluntario, entretanto, serdo adotadas medidas cabiveis para a prevengao destes riscos.
Beneficios: Em relagdo aos beneficios, o estudo ird trazer maiores esclarecimentos a literatura médica e isso
podera reorientar tratamentos. Além disso, serdo realizados varios exames complementares que
permitirdo ao médico e paciente melhor acompanhamento da doenca.

Comentarios e Consideracbes sobre a Pesquisa:

Os autores demonstram, por meio de revisdo de literatura, a importancia da realizagdo do presente estudo.
Q projeto de pesquisa esta adequadamente descrito e permite adequada interpretac@o para a elaboragado do
parecer etico deste comité.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagao obrigatéria:
Todos os termos obrigatérios foram apresentados.

Recomendagdes:
N&o ha.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

As pendéncias listadas anteriormente no parecer consubstanciado 1.603.436, de 20 de Junho de 20186,
foram atendidas.

De acordo com as atribuigdes definidas na Resolugdo CNS 466/12, o CEP manifesta-se pela aprovagao do
protocoleo de pesquisa proposto.

O protocolo ndo apresenta problemas de ética nas condutas de pesguisa com seres humanos, nos limites da
redacdo e da metodologia apresentadas.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Data para entrega de Relatdrio Parcial ao CEP/UFU: Dezembro de 2017. Data para entrega de Relatério
Parcial ao CEP/UFU: Dezembro de 2018. Data para entrega de Relatério Final ao CEP/UFU: Dezembro de
2019.

OBS.. O CEP/UFU LEMBRA QUE QUALQUER MUDANGCA NO PROTOCOLO DEVE SER
INFORMADA IMEDIATAMENTE AO CEP PARA FINS DE ANALISE E APROVAGCAO DA MESMA.

O CEP/UFU lembra que:

a- segundo a Resolugdo 466/12, o pesquisador devera arquivar por 5 anos o relatério da pesquisa e os
Termos de Consentimento Livre e Esclarecido, assinados pelo sujeito de pesquisa.

b- podera, por escolha aleatoria, visitar o pesquisador para conferéncia do relatério e documentagao
pertinente ac projeto.

c- a aprovacao do protocolo de pesquisa pelo CEP/UFU da-se em decorréncia do atendimento a Resolucdo
CNS 466/12, nao implicando na qualidade cientifica do mesmo.

Enderego: Av. Jodo Naves de Avila 2121- Bloco "1A", sala 224 - Campus Sta. Monica

Bairro: Santa Ménica CEP: 38.408-144
UF: MG Municipio: UBERLANDIA
Telefone: (34)3239-4131 Fax: (34)3239-4335 E-mail: cep@propp.ufu.br

80



HUFU

Comité de Eficn cm T caaprinn

UNIVERSIDADE
FEDERAL

C%"W«M mo
DE UBERLANDIA A

Continuagédo do Parecer: 1.688.263
Orientacdes ao pesquisador:

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento em gualquer fase
da pesquisa, sem penalizag&o alguma e sem prejuizo ac seu cuidado (Res. CNS 466/12) e deve receber uma via
ariginal do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado.

O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e descontinuar o estudo
somente apds analise das razdes da descontinuidade pelo CEP que ¢ aprovou (Res. CNS 468/12), aguardando seu
parecer, exceto quando perceber risco ou dano ndc previste ao sujeito participante ou quando constatar a
superioridade de regime oferecido a um dos grupos da pesquisa que requeiram acgéo imediata.

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curse normal do estudo
(Res. CNS 466/12). E papel de o pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a evento adverso grave
ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar notificagdo ao CEP e a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria — ANVISA — junto com seu posicionamento.

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e sucinta,
identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas. Em caso de projetos do Grupe | ou |l
apresentados anteriormente a2 ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve envia-las também a mesma, junto com o
parecer aprobatorio do CEF, para serem juntadas ao protocolo inicial (Res.251/97, item 111.2.e).

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipa Documento Arquivo Postagem Autor Situacao

Informagfes Basicas | PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P 18/07/2016 Aceito

do Projeto ROJETO_697488.pdf 16:24:58

Orgamento Orcamentofinanceiroestimado20160718.docx 18/07/2016 |Maria Aparecida Aceito
16:22:34 |Knychala

Qutros CartaRespostaPendenciasCEP1807.doc 18/07/2016 |Maria Aparecida Aceito
16:21:31 | Knychala

Projeto Detalhado / 201607 18ProjetoCEPMariaAparecida.doc 18/07/2016 |Maria Aparecida Aceito

Brochura 16:14:38 | Knychala

Investigador

TCLE / Termaos de TCLE.doc 18/07/2016 |Maria Aparecida Aceito

Assentimento / 15.27:24 |Knychala

Justificativa de

Auséncia

Declaracéo de Declaracaoinstituicaccoparticipante2C16 23/05/2016 | Maria Aparecida Aceito

Instituigéo e 0523.pdf 19:33:33  [Knychala

Infragstrutura

Folha de Rosto Folhaderosto20160523 pdf 23/05/2016 | Maria Aparecida Aceito
19:32:44 |Knychala

Outros DocumentocomoslinksdoscurriculosLatte 18/05/2016 |Maria Aparecida Aceito

s.docx 22:13:45 |Knychala
Outros Madelodoinstrumentedecoletadedados.d 18/05/2016 |Maria Aparecida Aceito
0CX 22:08:04 |Knychala
Declaragao de Declaracacdepesquisadores. pdf 17/05/2016 | Maria Aparecida Aceito
Pesquisadores 16:00:08 |Knychala

Telefone: (34)3239-4131

Enderecgo: Av. Jodo Naves de Avila 2121- Bloco "A”", sala 224 - Campus Sta. Ménica
CEP: 38.408-144
Municipio: UBERLANDIA
Fax: (34)3239-4335

Bairro: Santa Ménica

UF: MG
E-mail: cep@propp.ufu.br
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Situagdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:
Nao

UBERLANDIA, 16 de Agosto de 2016

Assinado por:
Sandra Terezinha de
Farias Furtado
(Coordenador)

Endereco: Av. Jodo Naves de Awvila 2121- Bloco "1A", sala 224 - Campus Sta. Ménica

Bairro: Santa Ménica CEP: 38.408-144
UF: MG Municipio: UBERLANDIA
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