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RESUMO

O Diabetes Mellitus Tipo 2 (DM2) é um distdrbio cronico do metabolismo da glicose
caracterizado por hiperglicemia. O descontrole nos niveis glicmicos presentes em individuos
acometidos por esta doenca é decorrente a resisténcia insulinica muitas vezes associada a
deficiéncia na producdo e liberacdo deste hormonio. O envolvimento do sistema imune no
processo patologico do DM2 € evidenciado pela participacdo de mediadores inflamatdrios na
desregulacdo metabolica e pela inflamacdo sistémica crbnica presentes na doenca. O gene
FOXP3 codifica o fator de transcricdo Foxp3, envolvido na regulacdo de respostas imunes,
que, em niveis alterados, estd relacionado a lesGes inflamatorias sistémicas mediadas pelo
sistema imune devido escassez de células T regulatérias (Treg). Considerando o papel
determinante do Foxp3 na regulacdo do sistema imune e a participagdo deste na patogénese
do DM2; neste trabalho, avaliamos os niveis de expressdio do mRNA dos genes STATS,
FOXP3 e do receptor da interleucina 6 (IL6R) em amostras de sangue total periférico e
cultura de células mononucleares do sangue periférico (PBMC) em individuos diabéticos e
grupo controle. A quantificacdo do mRNA de todas as amostras foi realizada através da
técnica de RT-gPCR. Adicionalmente foi realizada a selecdo dos melhores genes de referéncia
para normalizacdo dos dados avaliados no estudo. Nossos resultados mostraram associacéo
estatistica entre o aumento dos niveis de mRNA (77.21, 26.40 e 6.83 fold change) para os
genes IL6R, STAT3 e FOXP3, respectivamente, em amostras de sangue total de individuos
diabéticos quando comparados a controles saudaveis (p-value <0.0001). Observou-se também
elevacdo na expressdo destes genes na andlise in vitro em amostras de individuos com DM2
ndo estimuladas e estimuladas com altas concentragbes de D-glucose. Assim, podemos
concluir que pacientes com DM2 apresentam alteracdes nos niveis de expressdo génica de
moléculas da via do FoxP3, sendo observada também associacdo entre niveis altos de glicose

e 0 aumento da expressdo de genes desta via.

Palavras-chave: FOXP3. STAT. IL6R. DM2.



ABSTRACT

Type 2 Diabetes mellitus (T2D) is a chronic disorder of glucose metabolism
characterized by hyperglycemia. The lack of control in the glycemic levels present in T2D
individuals is due to the insulin resistance often associated of production and release deficient
this hormone. The involvement of the immune system in the pathological process of T2D is
recognized due inflammatory mediators participation in metabolic dysregulation and by
chronic systemic inflammation presented in T2D. The Foxp3 protein is a transcriptional
regulator coding for FOXP3 gene involved in the immune responses regulation, alteration in
Foxp3 levels related to systemic inflammatory lesion due regulatory T cells paucity.
Considering the Foxp3 decisive role in immune system regulation and involvement of the
immune system in the T2D pathogenesis, this study evaluated the Signal transducer and
activador of transcription 3 (STAT3), FOXP3 and interleukin 6 receptor (IL6R) mRNA levels
in whole blood samples and peripheral blood mononuclear cells (PBMC) culture from T2D
individuals and control group. Quantification of mMRNA was performed using the RT-gPCR
technique. In addition, the selection of the best reference genes for the normalization of the
data evaluated was performed. Our results showed a statistical association between increased
MRNA levels (77.21, 26.40 and 6.2 fold change) for the IL6R, STAT3 and FOXP3 genes,
respectively, in diabetic subjects in whole blood samples when compared to healthy controls
(p<0.0001). Elevation in the expression of these genes was also observed in in vitro analysis
on unstimulated and stimulated samples with high concentrations of D-glucose. Thus, we can
conclude that T2D patients present alterations in the gene expression levels of FoxP3 pathway
molecules, being also observed correlation between the high levels of glucose and the

increase of the expression of the evaluated genes in this way.

Keywords: FOXP3. STAT3. IL6R. T2D.
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1. INTRODUCAO

O Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) é um distlrbio crnico do metabolismo da glicose
caracterizado pela hiperglicemia decorrente principalmente da resisténcia insulinica porém,
frequentemente associada a deficiéncia na secre¢do deste hormonio devido a faléncia das
células B pancreaticas. O DM2 representa cerca de 90-95% dos casos de Diabetes Mellitus
(DM) e apesar de se manifestar em diferentes faixas etérias, costuma surgir na populacdo
adulta, especialmente em individuos a partir da quarta década de vida.

A prevaléncia do DM2 aumenta mundialmente, conferindo caracteristicas de epidemia
a esta doenca que provoca limitacbes e mortes prematuras aos portadores, além de impactos
socioecondmicos em diversos paises. Os custos estimados para 0 DM2 sdo de carater direto e
indireto representando impacto significativo na parcela de investimentos direcionada a saude.
Sua fisiopatologia é complexa e envolve tanto fatores genéticos como ambientais, com taxas
de hereditariedade estimadas entre 20 e 80% com risco de desenvolvimento do DM2 de 40%
para individuos com um dos genitores acometidos pela doenca e 80% quando ambos 0S
genitores apresentarem DM2. Fatores bioldgicos, ambientais e socioecondmicos como
obesidade, tabagismo e préaticas relacionadas ao estilo de vida moderno influenciam no
aumento da incidéncia do DM2, assim como o perfil genético inflamatdrio, com células e
moléculas do sistema imunologico participando do estabelecimento e progressao da doenca.

A participacdo do sistema imunoldgico nesse processo envolve proteina do tipo
citocina, bem como diferentes tipos celulares com presenca de perfil autoimune, apesar de
estudos prévios terem descartado essa possibilidade. O desequilibrio do sistema imunoldgico
pode influenciar ndo apenas no surgimento da patologia, através da promocdo da resisténcia
insulinica e consequente desenvolvimento do DM2, mas também no desenvolvimento das
complicagbes associadas, como as doengas renais e cardiovasculares.

Disturbios na acdo do sistema imunoldgico no individuo com DM2 podem ser
provenientes do perfil genético mais favoravel ao estabelecimento da doenca encontrado
nesses individuos. Diferentes genes, incluindo responsaveis por codificar moléculas
envolvidas nas respostas imunes, apresentam associacdo com o DM2 devido sua interferéncia
na coordenacdo das respostas imunoldgicas a sinais patologicos e também devido ao correto
reconhecimento de moléculas préprias. A alteracdo na expressdo de genes como o do receptor
de interleucina 6 (IL6R), do sinal transdutor e ativador de transcricdo 3 (STAT3) e do fator de

transcricdo forkhead box P3 (FoxP3) esta associada & modificacbes no perfil de células
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linfides. Essas mudancas podem promover quebra da homeostase e resposta inflamatoria
descontrolada. Alteracdes nos niveis de expressdo génica do FOXP3 apresentam associacao
com doencas autoimunes como LUpus Eritematoso Sistémico (LES) e Diabetes Mellitus Tipo
1 (DM1), podendo apresentar relacdo também com o perfil inflamatorio sistémico e
autoimune envolvido na fisiopatologia do DM2. As alteragcdes na expressdo de FOXP3 estdo
relacionadas a quebra da homeostase do sistema imune e sofrem influéncia de outras
moléculas envolvidas na sua via como o Stat3 e o IL-6R.

Devido ao envolvimento da via do FoxP3 no estabelecimento de disturbios
inflamatdrios e autoimunes, sua relagdo com a regulacdo do sistema imune e a participagcdo de
respostas imunes desreguladas no desenvolvimento de DMZ2; este trabalho investigou a
participacdo de genes da via do FOXP3 no DM2.

1.1  OBIJETIVOS
1.1.1 Objetivo geral

Avaliar a expressdao génica dos genes IL6, STAT3 e FOXP3 em pacientes com Diabetes
Mellitus Tipo 2 (DM2).

1.1.2 Obijetivos especificos

e Avaliar a relacdo entre os niveis de expressdo dos genes IL6R, STAT3 e FOXP3 e a
susceptibilidade ao DM2;

e Auvaliar in vitro o efeito da glicose na modulagdo da expressdo dos genes IL6R, STAT3 e

FOXP3 em pacientes com DM2 e individuos saudaveis.

1.2 JUSTIFICATIVA

O Diabetes Mellitus Tipo 2 (DM2) é considerado um problema de salde publica
podendo tornar-se uma pandemia em poucas décadas; apresenta elevadas taxas de incidéncia,
e prevaléncia crescente. Esta doenca apresenta grande impacto na morbimortalidade dos
individuos acometidos que apresentam comorbidades debilitantes e dispendiosas para a
receita dos sistemas de salde. Afeta primordialmente individos a partir dos 40 anos de idade,
e demonstra incidéncia crescente devido ao envelhecimento populacional, a mudangas no

estilo de vida e a dieta ocidental hipercalorica.
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Os mecanismos fisiopatogénicos do DM2 sdo complexos e apenas parcialmente
compreendidos. Caracteriza-se pelo aumento dos niveis séricos de glicose, provocado por
resisténcia insulinica, e estd frequentemente associada a danos cardiovasculares, renais,
neuropaticos e oftalmolégicos. A participacdo do sistema imune na fisiopatologia da doenga é
evidenciada pela deteccdo de um processo inflamatorio de baixo grau, com indicios de
envolvimento autoimune. O perfil imune participante do DM2 apresenta relacdo com o perfil

genético, com alguns genes associados ao maior risco de desenvolvimento do DM2.

Sendo o Foxp3 um fator de transcricdo essencial para a manutencdo da autotolerancia
de modo que alteragBes nos seus niveis de expressao estdo relacionadas a diversos processos
autoimunes, a andlise da expressdo de seu gene assim como dos genes de moléculas
interferentes na sua via, apresenta grande importancia para o desenvolvimento de potenciais
novos alvos terapéuticos assim como de possiveis biomarcadores para o estudo do Diabetes
Mellitus Tipo 2.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 EPIDEMIOLOGIA DO DIABETES MELLITUS TIPO 2 NO BRASIL E NO
MUNDO

O Diabetes Mellitus (DM) é considerado uma emergéncia de salde publica, afetando
8,3% da populacdo mundial adutta (HAMEED et al., 2015) e esta incluso entre as doencas
ndo transmissiveis mais frequentes da atualidade, correspondendo a 12% dos gastos totais em
salde (IDF, 2015; HAMEED et al.,, 2015). Segundo a Pesquisa Nacional de Saude, realizada
pelo IBGE e Ministério da Saude em 2014, aproximadamente 9 mihfes de individuos
possuem algum tipo de DM no Brasil, apresentando maior incidéncia para o sexo feminino e
aumento da prevaléncia com a progressdo da idade (IBGE, 2014). A taxa de prevaléncia é
1,6% maior para 0 sexo feminino em comparacdo ao sexo masculino e a propor¢do do numero
de casos aumenta 32,67 vezes entre individuos idosos a partir dos 75 anos quando

comparados a jovens entre 18-29 anos, para populacdo brasileira (Figura 1).

Figura 1. Porcentagens de individuos afetados pelo DM em diferentes faixas etarias.
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Fonte: https://biblioteca.ibge.gov.br/livros/livo1110.pdf. IC de 95%. Adaptado de IBGE PNS, 2013. Percepcdo
do estado de saude, estilos de vida e doencas crdnicas.

As taxas de incidéncia de DM oscilam de acordo com as diferentes regides do pais
(Figura 2). As regibes Norte e Nordeste apresentarem 0s menores ndmeros de individuos

afetados pelo DM com a maior parte destes localizados na regido urbana, no entanto o DM é
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um amplo problema de salde, mostrando impacto irrestrito as grandes cidades como
demonstrado por estudo de LYRA e colaboradores, 2010. O estudo relata taxas significantes
de DM na populagdo de baixa renda e baixo nivel de escolaridade de Triunfo, uma cidade do
Sertdo Pernambucano; assim expandindo as nogdes socioeconémicas e regionais relacionadas
a doenca, evidenciando a necessidade de estudo do DM em populacfes de diferentes esferas
sociais, econdmicas, regionais e culturais. A prevaléncia do DM foi significativa com 13,6%
dos individuos inclusos na pesquisa apresentando diabetes, apesar do municipio de Triunfo
ser localizado na regido Nordeste que ocupa apenas a quarta posicdo em relacdo as taxas de
incidéncia da doenga no pais (LYRA et al, 2010; IBGE, 2013). Corroborando com estudos
em grandes cidades, o sexo feminino apresentou maior nimero de casos com 65,6% do total
de diabéticos (LYRA etal., 2010).

Figura 2: Incidéncia de diabetes mellitus nas diferentes regides do Brasil.
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Fonte: Adaptado de IBGE Pesquisa Nacional de Saude, 2013 Percepc¢do do estado de salde, estilos de vida e
doencas cronicas. https://biblioteca.ibge.gov.br/visualizacao/livros/liv91110.pdf

Dos 471 milhdes de individuos afetados por DM estimados para 2040 em todo o
mundo a maior parcela é afetada pelo subtipo 2 da doenca (DM2), este € o subtipo de maior
prevaléncia e comporta cerca de 90-95% dos casos da doenca (Figura 3) (SBD, 2015;
WELTER et al., 2015; ADA, 2010). Apesar da alta prevaléncia, dados exatos sobre a taxa de
incidéncia do DM2 em grandes populagbes sdo indisponiveis devido a necessidade de
acompanhamento prolongado com afericbes periddicas da glicemia nos individuos em
estagios pré-clinicos da doenga (SBD, 2015). As taxas de DM2 sdo obtidas de estudos de
rastreamento que visam identificar individuos com DM2 ou assintomaticos em condicdo de

pré-diabetes que direcionam acles de diagnostico para manter uma boa razlo
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custo/efetividade (SBD, 2017). Este rastreamento é preconizado a populagdes de alto risco
selecionadas de acordo com escores obtidos em questionarios validados da Associacao
Americana de Diabetes (ADA) ou com o0s escores da pontuacdo finlandesa de risco para
diabetes (FINDRISC) (SBD, 2017). Outros fatores que indiquem a possivel presenca do DM2
devem ser correlacionados quando os questionarios ndo forem aplicados, como obesidade,
idade superior a 45 anos, infec¢bes virais cronicas e comorbidades relacionadas ao diabetes
(SBD, 2017).

Apesar dos desafios no diagnéstico do DM2 ¢é relatado o aumento de 6,4 vezes na
incidéncia da doenga; com taxas de crescimento de 2,7% e 17,4% para as faixas etérias de 30
a 59 anos e 60 a 69 anos, respectivamente; em estudo multicéntrico da populagdo brasileira
adulta (SBD, 2015). O padrdo de prevaléncia do DM2 varia entre diferentes grupos étnicos,
paises (Figura 3) e grupos regionais (Figura 2), apresentando estreita relagdo com o modo de
vida ocidental, padrdo genético e os altos indices de obesidade (CHOBY, 2017; FOROUHI;
WAREHAM, 2014).

Figura 3: Ranking dos paises com maior ntimero de individuos diabéticos comidades entre 20 e 79 anos, em
2015 e projecdo para 2040. Intervalo de confianga=95%
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Fonte: https://www.idf.org/e-library/epidemiology-research/diabetes-atlas/13-diabetes-atlas-seventh-
edition.html.

Esta doenca apresenta estreita relacio com os habitos de vida modernos como
sedentarismo e distUrbios frequentes na populagdo como obesidade, dislipidemia e

hipertensdo arterial sistémica; fatores que juntos contribuem para o surgimento do DM2, suas
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comorbidades e outras doengas cronicas. As doencas cardiovasculares sdo as principais causas
de Obito em individuos diabéticos que, quando indevidamente tratados, desenvolvem
complicacbes microangiopaticas graves como retinopatia diabética, frequente  nestes
pacientes, podendo levar a cegueira, nefropatia e neuropatia diabéticas (ADA, 2010). Outros
eventos também frequentemente associados & doenca em individuos com descontrole
metabdlico contribuem para morbidade dos diabéticos como Ulcera de membros e amputacdes
decorrentes a estas (Figura 4) (SBD, 2015).

Figura 4: Proporcéo de complicacGes relacionadas ao DM em 2013.
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Fonte: https://biblioteca.ibge.gov.br/visualizacao/livros/liv91110.pdf. . Intervalo de confian¢a de 95%. IBGE
Pesquisa Nacional de Salde, 2013 Percepc¢édo do estado de salide, estilos de vida e doencas cronicas.

Apesar das limitages no acompanhamento de nimeros exatos de pacientes com DM2,
para manutencdo da custo/efetividade, € sabido que a prevaléncia da doenca aumentou de
modo alarmante na Ultima década (MCCULLOCH; ROBERTSON, 2017). Os gastos diretos e
indiretos relacionados a assisténcia aos individuos afetados e a retirada destes individuos em
fase economicamente ativa, respectivamente, causam prejuizos ndo apenas aos afetados, mas
também a economia do pais (ZANETTI etal., 2007).

2.2 CLASSIFICACAO DIABETES MELLITUS TIPO 2

Diabetes Mellitus Tipo 2 (DM2) € a classificacdo conferida pela Organizacdo Mundial
de Saude (OMS) e Associacdo Americana de Diabetes (ADA) ao subtipo de Diabetes Mellitus
(DM) que apresenta como etiologia a resisténcia insulinica e deficiéncia insulinica relativa
(SBD, 2015). A doenca €é caracterizada pela hiperglicemia, inicialmente decorrente da

resisténcia a acdo da insulina e frequente comprometimento na secre¢do deste horménio. O
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DM2 apresenta maior prevaléncia na fase adulta, afetando geralmente individuos a partir dos
40 anos de idade, porém pode surgir durante a infancia e adolescéncia (SBD, 2015; WELTER
et al,, 2015).

Este subtipo de diabetes demonstra ocorréncia de agregacdo familiar maior que os
outros subtipos e incidéncia marcante em populacdes geneticamente  susceptiveis
demonstrando também uma possivel associacdo com o aumento da incidéncia do subtipo 1
(GROSS et al., 2002). Maraschin e colaboradores (2010) recomendam uma subdivisdo do
DM2 de acordo com a presenca ou auséncia de anticorpos dirigidos ao pancreas para melhor
entendimento da patogénese da doenca e consequente melhor tratamento desta
(MARASCHIN et al., 2010).

2.3  DIAGNOSTICO E TERAPIA DO DIABETES MELLITUS TIPO 2

O diagnostico do DM2 é baseado na avaliagdo da glicemia podendo ser realizado a
partir da analise do desequilibrio metabolico por trés diferentes testes de glicemia: glicemia de
jejum, teste de sobrecarga de glicose e glicemia ao acaso (ADA, 2010). A glicemia de jejum
alterada, ou tolerancia a glicose diminuida sdo estagios pré-clinicos da doenca e devem ser
devidamente identificadas e tratadas. Segundo recomendagdes da OMS, ADA e Sociedade
Brasileira de Diabetes (SBD), o DM2 ¢ identificado quando: glicemia casual >200 mg/dL
somada a polidria, polidipsia e perda de peso; ou glicemia de jejum > 126 mg/dL ou a
glicemia de 2h pos sobrecarga de 75g de glicose > 200 mg/dL.

Anteriormente  denominado  “insulino  independente” este Subtipo ndo apresenta
necessidade expressa da administracdo de insulina exdgena como garantia de sobrevivéncia
para seus portadores, sendo necesséria insulinizacdo apenas para adequacdo ao controle
metabdlico no tratamento de pacientes que apresentam avancado comprometimento na funcédo
das células B pancreaticas (SBD, 2015; ADA, 2010).

Segundo estabelecido pelas ADA (American Diabetes Association), AAEC (American
Association of Clinical Endocrinologists) e SBD, a escolha do tratamento do paciente
diabético deve ser individualizada, baseada em modificacdes no estilo de vida com
adequacdes dos teores nutricionais da dieta, atividade fisica e educacdo em saude, somadas a
administracdo de drogas hipoglicemiantes. A escolha da terapia precisa ser de acordo com 0s
principios da Medicina Baseada em Evidéncias (MBE) onde a preferéncia do paciente e a
pratica médica sdo consideradas na escolha da conduta terapéutica e deve abranger as

multiplas anormalidades metabolicas envolvidas (SBD, 2015). O tratamento eficaz do DM2 é
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multidisciplinar, especializado e envolve diferentes profissionais da salde (ARSA et al.,
2009).

Apesar do envolvimento de componentes do sistema imunolégico na fisiopatologia do
DM2 o tratamento medicamentoso e ndo medicamentoso € baseado apenas no controle
sintomatoldgico e metabolico. Desta forma, a atual estratégia terapéutica visa contornar a
hiperglicemia e comorbidades associadas a doenca, sem considerar o perfil autoimune
relacionado do DM2 (GUIDONI et al., 2009). Este processo é paliativo e ndo curativo ndo
tratando a causa base da doenca apenas promovendo retardo do surgimento das complicagdes
associadas ao DM2, mas incapaz de reverter o seu quadro.

A prevencdo do DM2 deve ser iniciada em individuos na fase pre-clinica da doenca
(prevencdo primaria) e também em individuos diabéticos (prevencdo secundaria); procurando
evitar o seu estabelecimento e complicagdes agudas ou crdnicas, responsaveis por cerca de
6% de todas as mortes no mundo no ano 2000 (CADE, 2008). A prevencdo do DM2 e suas
complicagbes contribuem para qualidade de vida dos diabéticos, reduz os riscos de
comorbidades e consequentemente, reduz e retarda a necessidade de atencdo a saude

especializada, mais onerosa ao paciente e ao governo (SBD, 2015).

24  COMORBIDADES RELACIONADAS AO DIABETES MELLITUS TIPO 2

Geralmente associado a obesidade e sobrepeso, o0 DM2 apresenta-se intrinsecamente
relacionado a complicacbes micro e macrovasculares, e a &bitos decorrentes destas
(CHAWLA; CHAWLA; JAGGI, 2016). A maior causa de morte associada ao DM2 como
doenca de base sdo as complicagdes cardiovasculares, no entanto o DM2 serve de base
também para desordens renais e neuronais, como a nefropatia e neuropatia diabética
(JAISWAL et al, 2017; LAAKSO, 2010; PANTALONE et al., 2015). O processo paulatino
relacionado ao desenvolvimento do DM2 e a auséncia de perturbacdo metabdlica aguda
contribuem negativamente para o estado de salde em que os pacientes sdo diagnosticados,
muitos apresentando comorbidades associadas a doenca ja no momento do diagnostico (IDF,
2015).

Entre as principais comorbidades associadas ao DM, estdo a nefropatia diabética, as
doencas oftalmologicas e a sindrome do pé diabético (SBD, 2018). A nefropatia diabética
afeta aproximadamente 40% dos individuos diabéticos e é uma importante complicacdo tardia
da doenca (PEZZOLESI, 2013). O processo patoldgico da nefropatia no Diabetes Mellitus do
Tipo 1 (DM1) envolve alteracBes na sensibilidade das células Treg a apoptose e perda da

atividade imunossupressora devido a perda da expressdo de Foxp3 e progressdo do DM1
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devido ao desencadeamento de uma resposta autoimune (DOUSDAMPANIS, 2016). A
nefropatia diabética é o desfecho final de 20-40% dos individuos com DM2 com longo tempo
de doenca que apresentam microabuminiria e ndo recebem tratamento, 20% destes doentes
chegam a desenvolver doenca renal cronica com faléncia renal irreversivel
(ALDUKAHAYEL, 2017).

A progressdao da nefropatia diabética no DM2 esta associada ao aumento de citocinas
pré-inflamatérias como a Interleucina 6 (IL-6) apresentada em niveis elevados no plasma de
individuos com DM2 que manifestam nefropatia diabética (NAVARRO-GONZALEZ, 2008).
A IL-6 é sintetizada pelas células renais dos individuos com DM2, possui efeitos autocrinos e
pardcrinos, provocando aumento da permeabilidade endotelial, proliferacdo de células
mesangiais, aumento da expressdo de fibronectina e consequente injuria renal (NAVARRO-
GONZALEZ, 2008; DONATE-CORREA et al, 2015).

A retinopatia diabética esta presente em aproximadamente 12% dos individuos recém-
diagnosticados com DM2 devido ao longo tempo de convivéncia com a doenga antes da
apresentacdo de sintomas, de forma que as lesGes diabéticas sdo complicacdes oftalmoldgicas
frequentes nestes individuos (MARTINELL, 2016). De Acordo com a teoria inflamatoria, o
sistema imune apresenta estreita relacdo com o desenvolvimento de retinopatia diabética com
citocinas  pré-inflamatérias  contribuindo para a patogénese desta  comorbidade
(HERNANDEZ-DA MOTA, 2015). A IL-6 é uma das citocinas pro-inflamatorias que
apresenta relato de aumento nos niveis de mRNA e da proteina em pacientes com DM2 e
retinopatia diabética que possuem os polimorfismos -174 e 572 G/IC (LU, 2017). A
concentracdo no liquido vitreo desta citocina estd aumentada em individuos com DM2 devido
a sintese local da citocina que promove alteracdo na barreira sangue-retina promovendo
inflamacdo ocular (MOCAN, 2006).

A sindrome do pé diabético é a principal complicacdo do DM2, ocorre em 25% dos
individuos e pode provocar amputacfes pouco tempo depois do diagndstico (RISSE, 2007).
Esta comorbidade é a principal causa de internamento por DM2, apresenta como base a
neuropatia diabética e € caracterizada pela presenca de ulceracbes nos membros inferiores de
individuos com DM (VOLMER-THOLE, 2016). Individuos com DM2 e neuropatia diabética
apresentam aumento nos niveis séricos de IL-6 que provocaria inflamacdo e dano neural
promovendo a neuropatia diabética (JOSHI, 2008; TUTTOLOMONDO, 2010). A IL-6
também apresenta envolvimento na dor neuropatica presente em individuos diabéticos devido

a lesdo e disfuncdo no sistema nervoso (ZHOU et al, 2016).
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Disturbios associados ao DM2, como a hipertensdo arterial sistémica (HAS),
dislipidemia, disfuncdo endotelial e, em casos mais avancados, comprometimento
cerebrovascular, cardiovascular e renal conferem complicacBes extras ao tratamento do DM2
devido ao desenvolvimento de comorbidades (SBD, 2015). Estas variaveis devem ser
consideradas na escolha da terapia adotada para sua maior eficiéncia, assim como a
compreensdo de seus processos patoldgicos podem colaborar para melhor entendimento do
DM2 e suas comorbidades, contribuindo para o desenvolvimento de potenciais novos alvos
terapéuticos (SBD, 2015; ARSA et al., 2009).

2.5 FATORES DE RISCO PARA O DESENVOLVIMENTO DIABETES MELLITUS
TIPO 2

A epidemia de DM demonstra expansdo do nimero de casos especialmente nos paises
em desenvolvimento e esta associada tanto ao modo de vida do mundo moderno como
também ao envelhecimento e aumento populacional, somados a maior taxa de sobrevida dos
pacientes afetados (SBD, 2015).

A urbanizacdo crescente, o envelhecimento populacional e a alteracdo no perfil
dietético dos individuos somados a intolerancia a glicose, contribuem significativamente para
0 crescimento do numero de afetados pela doenca (IDF, 2015; FOROUHI; WAREHAM,
2014). Altm dos fatores acima citados, outro que contribui com o desenvolvimento de DM2 é
possuir progenitora portadora de diabetes gestacional ou, no caso de mulheres,
desenvolvimento deste tipo de DM quando gestantes (IDF, 2015; FOROUHI; WAREHAM,
2014).

O sedentarismo apresenta associagdo com aumento da incidéncia de obesos no mundo
e contribui também para o crescente nimero de casos de DM2 (HU, 2003). O sedentarismo
colabora para o surgimento de DM2 e aumento da incidéncia de complicagbes como
aterosclerose e doencas cardiovasculares. Além disso, impede que o0 paciente receba 0s
beneficios da atividade fisica como reducdo dos niveis glicémicos, também associados a
obesidade e ao maior risco de hipertensdo e hipercolesterolemia (BARNES, 2012; HU, 2003;
WARREN et al., 2010; FORD; CASPERSEN, 2012).

A obesidade ¢é considerada o principal fator de risco critico para o desenvolvimento de
DM2 devido ao papel secretor do tecido adiposo, servindo como fonte de células
inflamatorias e moléculas interferentes na sensibilizagdo a insulina, como IFN-Y, IL-1p,
adipocinas e IL-6 produzidas neste tecido (JUNG; CHOI, 2014; MATHIS, 2013; OUCHI et

al, 2011). O excesso de &cidos graxos livres e a liberacdo de adipocinas, presentes no
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organismo obeso, provocam falha na sinalizacdo correta da insulina contribuindo para o
estabelecimento do DM2 (JUNG; CHOI, 2014). O distirbio da acdo da insulina no tecido
adiposo contribui também para anormalidades metabdlicas associadas ao DM2, como
hipertrigliceridemia e aterosclerose devido a defeitos no armazenamento de triglicerideos nos
adip6citos e ao aumento de &cidos graxos livres circulantes em vasos sanguineos (KAHN;
FLIER, 2000). Desta forma, a resisténcia insulinica é associada a diferentes distlrbios
metabdlicos do DM2 e juntos contribuem progressivamente para 0 agravamento do estado de
salde dos diabéticos (ARSA et al, 2009).

Além da obesidade, o aumento da incidéncia de DMZ2 em individuos jovens é
decorrente também da parada precoce da amamentacdo e insercdo do leite de vaca e outros
alimentos processados (GUNDERSON et al., 2014; NOLAN; DAMM; PRENTKI, 2011;
PEREIRA; ALFENAS; ARAUJO, 2014). Por fim, alteracdes rapidas no estilo de vida
também podem promover um aumento brusco nas taxas de incidéncia da doenca devido a
interacdes entre o ambiente e o perfil genético da populacdo sujeita a esta modificacdo
(GUNDERSON, 2014; GOUVERI etal.,, 2011; PEREIRA; ALFENAS; ARAUJO, 2014).

O aumento na incidéncia de DM2 tende a progredir caso ndo sejam tomadas medidas
preventivas como insercdo de habitos alimentares saudaveis, pratica regular de exercicios e
atencdo aos individuos da classe de risco (SBD, 2015). A incidéncia crescente é observada
também em individuos mais jovens especialmente devido aos fatores ambientais e ao aumento
da obesidade, principalmente em individuos de grupos étnicos susceptiveis a doenca e a
mudanca no perfil dietético com aumento do consumo de bebidas acucaradas (SBD, 2015;
FOROUHI; WAREHAM, 2014; OLOKOBA; OBATERU; OLOKOBA, 2012).

26  FISIOPATOLOGIA DO DIABETES MELLITUS TIPO 2

A patogénese do DM2 ¢é complexa e envolve tanto fatores genéticos quanto ambientais
gue juntos colaboram para o desequilibrio metabdlico e imunolégico do individuo diabético,
refletindo no surgimento da patologia e suas comorbidades (ALI, 2013). O DM2 apresenta
forte componente hereditario, com taxas estimadas entre 20-80% (ALI, 2013). No entanto a
participagdo dos diferentes genes na patogénese do DM2 varia de acordo com a populacdo
estudada de modo que o perfil genético do DM2 pode variar entre 0s grupos populacionais de
diferentes paises (ALI, 2013).

Entre 0s genes com participagdo no DM2, relatados na literatura, estdo os codificantes
dos receptores da insulina (IRS1 e IRS2), CAPN10 que codifica uma calpaina-10 envolvida

em vastas fungBes celulares, TCF7L2 responsdvel por codificar uma proteina envolvida na
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homeostase da glicose e genes associados a resposta imune (ALI, 2013; GARAND et al,
2002; OH et al, 2012). A participacdo de alteracdes em genes codificantes de citocinas
evidencia o desenvolvimento de modificacBes genéticas no sistema imune e desenvolvimento
do DM2; entre estas estdo diferentes polimorfismos no gene da Interleucina 10 (IL-10)
presentes em grupos populacionais e étnicos especificos; polimorfismos no gene codificante
do fator de necrose tumoral alfa (TNF-o) também apresentam associagdio com o DM2 em
diferentes grupos populacionais (BENERJEE, 2014). Alteracdes nos niveis de expressdo do
IL6 sdo relacionadas a resisténcia insulinica e apresentam forte correlagdo com o risco de
desenvolvimento do DM2, agindo de modo direto e indireto na regulagdo da glicemia
(PRADHAM et al, 2001; BENERJEE, 2014).

Os fatores ambientais sdo parte da teoria patobiologica do DM2 que implica uma
interacdo entre estes fatores e os defeitos na secrecdo e sinalizagdo da insulina. Entre os
fatores relatados estdo dieta ocidental, obesidade, sedentarismo e exposicdo a poluentes
(MUREA et al, 2012). Estes fatores ambientais e comportamentais podem modular o risco
genético associado ao DM2 com intervencdes no estilo de vida e adesdo de medicamentos
hipoglicemiantes afetando a apresentacdo fenotipica da doenca que pode diferir em magnitude
em diferentes contextos do ambiente (MUREA et al, 2012; GRUPO DE PESQUISA DO
PROGRAMA DE PREVENCAO DO DIABETES, 2006).

O DM2, como ja explanado anteriormente, é resultado da resisténcia insulinica e
deficiéncia relativa da secrecdo de insulina (CHOBY, 2017; MCCULLOCH; ROBERTSON,
2017). O estado inflamatério cronico de baixo grau e a ativacdo do sistema imune inato sao
descritos como fatores relacionados ao surgimento do DM2. Células e moléculas do sistema
imunoldgico atuam contribuindo para a resisténcia insulinica sendo também impulsionadas
por esta, participando, consequentemente, do desenvolvimento e progressao do DM2 (LUCA,;
OLEFSKY, 2008; HAMEED et al., 2015) (Figura 5).
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Figura 5: Relag&o entre a resisténcia insulinica e ativacdo de células do sistema imunoldgico.
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Fonte: Adaptado de: Nature Review Immunology, 2011 (A Chawla, 2011, Nature reviews immunology). A
resisténcia insulinica aumenta a gliconeogénese no figado, e promove a glicogendélise no misculo esquelético. O
aumento da glicose, devido estes dois processos, alimenta a ativacdo de células imunes inatas e adaptativas.
Enquanto que no tecido adiposo, a resisténcia insulinica provoca aumento da lip6lise e diminuicdo da lipogénese
liberando &cidos graxos responséveis pelo suporte da demanda energética de diferentes tipos celulares. As
células imunes produzem citocinas inflamatdrias que prejudicam a sinalizacdo da insulina no tecido muscular,
hepaético e adiposo.

A resisténcia insulinica nos tecidos alvo promove a elevacdo dos niveis de glicose
sérica, caracteristica marcante do DM2, assim como também alteraces no metabolismo de
outras biomoléculas (CEFALU, 2009). O aumento na liberacdo de &cidos graxos livres
decorre do processo de falha na sinalizacdo insulinica que provoca reducdo na supressdo da
lipdlise e acaba por induzir a producdo de triglicerideo hepético, expansdo do tecido adiposo
visceral e aumento da liberacdo de citocinas pro-inflamatérias (ABEL, 2010).

Os mecanismos envolvidos no estabelecimento da resisténcia insulinica envolvem a
lipotoxicidade, decorrente ao acUumulo de triglicerideos e produtos intermediarios como
ceramida e diacilglicerol (DAG) impedindo a correta sinalizagdo da insulina, ao aumento da
ativacdo da via da hexosamina e alteragdes mitocondriais (CEFALU, 2009; ABEL, 2010;
PAGEL-LANGENICKEL et al, 2010). Este impedimento da sinalizacdo é decorrente ao
acumulo ectopico de lipidios ou a presenca intracelular de espécies lipidicas bioativas que
ativam a proteina C reativa (PCR) e inibem da fosforilacdo da tirosina (HARDY; CZECH,;
CORVERA, 2012). Independente do mecanismo envolvido, 0 excesso de gordura impede a
sinalizacdo entre a insulina e seu receptor (WANG; ECKEL, 2009).

Alem dos fatores metabdlicos envolvidos no processo de resisténcia insulinica tém-se
também as alteracbes imunologicas com o aumento da ativacdo das cascatas de sinalizacdo
mediadas por inflamacdo (ABEL, 2010). Estas alteracbes nas respostas imunoldgicas

envolvem os receptores Toll-like (TLR) 1 e TLR6 em heterodimero com TLR2 e o
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homodimero do TLR2 em resposta a padrfes moleculares associados ao dano (DAMPS)
assim como também vias de sinalizacdo das quinases c-Jun N-terminal (JNK) (SEPEHRI et
al., 2016; VIJAYVARGIA etal.,, 2010).

Em estagio avancado os individuos com DM2 manifestam deficiéncia das células 3
pancreaticas decorrente a tentativa de compensacdo a resisténcia insulinica (HAMEED et al.,
2015; CERF, 2013; QUAN; JO; LEE, 2013; WEIR; BONNER-WEIR, 2013). Este processo
de adaptacdo das células B pancreaticas juntamente com a agressao a estas c€lulas seja devido
apoptose por estresse do reticulo endoplasmético, ativagdo da via JNK ou por lipoapoptose
desencadeia a deficiéncia insulinica relativa muitas vezes ja presente no diagnosticado do
DM2 (QUAN; JO; LEE, 2013).

A hiperglicemia € o resultado final da resisténcia e deficiéncia insulinica e provoca
agravamento do desequilibrio imunometabdlico promovendo a evolucdo da doenca com
manifestacdo de comorbidades associadas. Diferentes processos como a formacdo de produto
final de glicacdo avancada (AGE), a elevacdo do fluxo da via de poliol; ativagdo das
isoformas da proteina quinase C (PKC) e o aumento do fluxo da via da hexosamina podem
provocar o avango dos danos relacionados ao DM2 (BROWNLEE, 2001).

O estresse metabdlico aflige todos os 6rgdos e esta relacionado a ativacdo da resposta
inflamatoria por diferentes mecanismos como ativacdo de inflamassoma e via receptores do
tipo Toll (Toll-Like Receptor - TLR). O DM2 ¢é descrito como um distarbio inflamatdrio
mediado por alteracfes no sistema metabdlico e este desequilibrio metabdlico é ampliado
quando os altos niveis de glicose circulante promovem danos as células [ pancreéticas
promovendo defeitos na secrecdo da insulina exacerbando o desequilibrio glicEmico
(DONATH, 2011).

2.5.1 Resposta imune e Diabetes Mellitus Tipo 2

O imunometabolismo compreende a relagdo entre as vias bioenergéticas e as fungdes
especificas das células do sistema imunolégico (SHI; EUGENIN; SUBBIAN, 2016).
Demonstra importante papel no desencadeamento da fisiopatologia do DM2 através da
interacdo entre o sistema imune e o metabolismo celular por intermédio da atividade imuno-
moduladora das citocinas (ANTUNES et al., 2017; HAMEED et al., 2015).

O envolvimento dos distirbios metabdlicos presentes no DM2 e o sistema
imunologico é dado atraves da interacdo entre mecanismos de detecgdo de patdgenos, em
comum com mecanismos que reconhecem nutrientes, de modo que integra o metabolismo a

imunidade inata (HAMEED et al., 2015). Esta interagdo € dada através do reconhecimento de
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macromoléculas por receptores de vias de reconhecimento de patdgenos, que ativam células
do sistema imune inato e promovem a liberacdo de citocinas e essas, por sua vez, podem
ativar a resposta imune adaptativa (HAMEED et al., 2015; RAFIQ et al., 2007).

O DM2 apresenta perfil inflamatorio crénico de baixo grau com envolvimento
autoimune, apresentando niveis elevados de citocinas pré-inflamatorias como interleucina 6
(IL-6) e TNF-a (HEMMINKI et al, 2015; RAFIQ et al., 2007). A patogénese do DM2
envolve diversos tipos celulares do sistema imune com ampla participacdo tanto de células do
sistema imune inato quando adquirido, onde as proporgdes entre tipos celulares de perfis
antagonicos, assim como seus produtos, sdo responsaveis pelo estabelecimento e
complicacBes associadas a doenca (XIA; RAO; ZHONG, 2017).

A participacdo do sistema inume inato na patogénese do DM2 é observada pelo
envolvimento dos macréfagos que promovem inflamacdo local e sistémica através da
liberacdo de citocinas pro-inflamatorias como IL-1p e IL-6. Em decorréncia a elevacdo da
quantidade de macréfago M1, subtipo pro-inflamatdrio, ativado pela via classica, frente ao
subtipo M2 (anti-inflamatério) (LUMENG et al., 2007). Os macrofagos estdo presentes nos
tecidos consumidores de glicose e nas ilhotas pancredticas dos individuos com DM2
participando da patogénese do DM2 devido ao desencadeamento da resisténcia insulinica e
disfingdo de células B pancredticas (EGUCHI; MANABE, 2013). Os macréfagos sao
recrutados e ativados devido ao meio diabetogénico presentes nas ilhotas, com presenca
elevada de glicose, e promovem alteragdes nas ilhotas provocando morte das células [
(EGUCHI; MANABE, 2013). A acdo dos macrdfagos no estabelecimento e progressdo do
DM2 é decorrente a ativacdo do receptore Toll 4 (TLR4), secrecdo do polipeptideo amildide
de ilhotas, em resposta a hiperglicemia, do NLRP3 e da liberagdo de espécies reativas de
oxigénio (MASTERS et al, 2010; ZHOU et al., 2010). Juntos provocam o0 aumento da
liberacdo de IL-1B que se liga ao seu receptor presente nas células B, ativando NF-xf e
promovendo a regulacdo positiva do Fas com a fragmentacdo do DNA culminando na morte
das células B (EGUCHI; MANABE, 2013). A presenca de macréfagos é marcante no tecido
adiposo e 0 excesso deste tecido, reflete em aumento do nimero de macrofagos especialmente
0 subtipo M1 (CASTOLDI et al., 2016). Desta forma individuos com obesidade, comorbidade
frequente entre diabéticos, podem apresentar aumento de aproximadamente dez vezes na
concentracdo de macrdéfagos no tecido adiposo contribuindo para liberagdo de adipocinas e
inflamacdo, culminando em resisténcia insulinica (CASTOLDI et al, 2016; GUTIERREZ;
PUGLISI; HASTY, 2009) (Figura 6).
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Figura 6: Perfil quantitativo e qualitativo das células do sistema imune em individuos de peso corporal normal e
obesos, e relagdo entre o perfil lipidico e imunoldgico envolvido no processo de resisténcia insulinica.
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Fonte: Adaptado de: www.frontiersin.org https://doi.org/10.3389/fimmu.2015.00637, 2016. IL: interleucina;
Treg: Linfocito T regulatério; Th: linfécito T helper. O tecido magro é rico em células que secretam citocinas
anti-inflamatérias como eosinéfilos, macréfagos M2, linfocitos Th2 e T regulatério participantes no controle da
sensibilidade a insulina. Enquanto que no tecido obeso ha predominancia de células secretoras de citocinas pré-
inflamatérias como macréfagos M1, mondcitos, neutrofilos, linfécitos Thl e Th1l7 que ativam vias de inibicdo
do receptor de insulina levando a resisténcia insulinica.

Apesar do sistema imune inato demonstrar marcante atividade na patogénese do DM2,
é sabido o papel regulador do sistema imune adaptativo neste processo com diferentes tipos
de células T contribuindo para o estabelecimento de uma inflamacdo de baixo grau (XIA;
RAO; ZHONG, 2017). As respostas imunes inata e adaptativa relacionam-se no DM2, com a
resposta imune adaptativa podendo exacerbar a inata atraves da ativacdo de macrofagos em
resposta a citocinas liberadas pelos linfécitos Thl (XIA; RAO; ZHONG, 2017).

No DM2 é observado um desbalanco entre diferentes células do sistema imunologico
com reducdo das taxas de células Treg, dominio do perfil Thl frente a Th2 e papel duplo dos
linfocitos Thl7 (ZENG et al, 2012; XIA; RAO; ZHONG, 2017; DENG, et al, 2013). A
resposta Thl apresenta-se elevada em sangue total e tecido adiposo de pacientes DM2 e
individuos pré-diabéticos e esta relacionada a promogdo da imunidade inata através da
liberacdo de INF-Y e consequente polarizagdo M1 nos macréfagos devido a uma resposta
inflamatéria (FEUERER et al., 2009). Além do disturbio na resposta Thl nos diabéticos, o

desequilibrio nos linfécitos T CD4+ é observado também entre os subtipos Th2 e Treg, como
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relatado por ZENG et al. A resposta de perfil Th2 é considerada anti-inflamatéria de modo
que contribui para a polarizacdo M2 nos macrofagos e liberacdo de citocinas anti-
inflamatorias como a IL-10, no entanto esta resposta é deficiente e tardia nos diabéticos
(CASTOLDI et al., 2016).

Os linfocitos T CD4+ de perfil Thl7 sdo células responséveis pela liberagdo de IL-17,
citocina de carater pré-inflamatério com niveis aumentados em diabéticos tipo 2; relacionada
a resisténcia insulinica e obesidade devido sua capacidade de estimular a producdo de TNF-a,
podendo estar associada a distirbios no metabolismo lipidico (MOCELLIN et al, 2004,
GARIDOU et al.,, 2015; XIA; RAO; ZHONG, 2017). A resposta Th17 também estd associada
a nefropatia diabética com niveis aumentados deste subtipo em relagdo as células Treg
evidenciando a prevaléncia do perfil pro-inflamatorio nestes individuos (ABOUZEID;
SHERIF, 2015). A resposta pré-inflamatoria associada ao subtipo Thl7 também é observada
pela acdo da IL-22 secretada, que age em fagdcitos no tecido adiposo promovendo
inflamacdo; no entanto, o perfil Th17 age de modo contrdrio por acdo desta mesma
interleucina ao diminuir os niveis de IL-6 e IL-23 (DALMAS et al., 2014).

A inflamacdo no DM2 € decorrente ndo somente da exacerbacdo dos subtipos
celulares envolvidos na resposta inflamatoria, mas também é devido a reducdo da reposta
imune anti-inflamatéria; esta reducdo € observada nos niveis de linfocitos T regulatdrios
(Treg) JAGANNATHAN-BOGDAN et al,, 2011). Este subtipo de célula T CD4+ apesar de
representar uma pequena porcentagem dos linfocitos CD4+ € responsavel por prevenir
respostas inflamatorias exacerbadas através da alteracdo da expressdo de receptores de
superficie por modificacio do microambiente em resposta a secrecdo de citocinas
(GUZMAN-FLORES; PORTALES-PEREZ, 2013). O reduzido ndmero de linfocitos Treg em
individuos com DM2 somado a deficiencia na expressao de CD39, molecula envolvida na
estabilidade da funcdo supressora das Treg Foxp3+ prejudica a capacidade destas células
regularem as respostas Thl, Th2 e Thl7.

A reducdo na capacidade de regulacdo por este grupo celular compromete a
manutencdo da homeostase do sistema imunologico e provoca dano inflamatdrio nestes
individuos (XIA; RAO; ZHONG, 2017; GU et al, 2017). Esta reducdo, de acordo com alguns
autores, pode estar associada a reducdo da lipoproteina de alta densidade (high density
lipoprotein-HDL), promovendo o prevalecimento dos subtipos Thl e Thl7 frente ao subtipo
Treg (RUEDA etal.,, 2017; TINIAKOU et al., 2015; ZENG et al., 2012).

Os linfocitos T CD8+ apesar de ndo apresentarem relacdo direta com o DM2

apresentam-se em maior concentracdo em alguns tecidos de individuos obesos, interferindo na
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resposta & insulina e desta forma colaborando indiretamente através de citocinas liberadas no
desenvolvimento do DM2 (O’CONNELL et al, 2017). J& os linfocitos T natural Killer
(INKT) demonstram papel contrario combatendo a inflamacdo no tecido adiposo de cobaias e
possivelmente protegendo contra distlrbios metabolicos decorrentes atraves da polarizagdo
M2 dos macrofagos e melhora na resposta a insulina (HUH et al., 2014).

Deste modo tanto a imunidade inata quanto a adquirida apresentam relacdo com a
patogénese do DM2 com envolvimento de diferentes células e moléculas que podem
contribuir ou dificultar a instalacdo da doenca, com sua acdo em diferentes tecidos podendo
desencadear além do DM2, comorbidades associadas (Figura 7).

Figura 7: Perfis dos linfocitos T CD4+ envolvidos na inflamagdo resultante no diabetes mellitus tipo 2. Aumento do nimero

de linfocitos dos perfis T helper (Th) 1 e Th17 e redugdo dos linfécitos Th2 e T regulatério, provocando
polarizagdo em macréfagos pro-inflamatérios (M1) e liberagcdo de citocinas pré-inflamatérias
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2.5.2 1L-6 e mecanismos fisiopatoldgicos do Diabetes Mellitus Tipo 2

A interleucina 6 (IL-6) é uma citocina multifuncional de perfil pro- e anti-
inflamatdrio, produzida por diferentes tipos celulares incluindo adipdcitos e  linfocitos
(SCHELLER et al, 2011; FISCHER, 2006; HAMID et al, 2004). Esta citocina é codificada
pelo gene IL6 localizado no cromossomo 7p21; sua proteina correspondente possui 212
aminoacidos, com 21-26 kDa ap0s glicosilacdo e apresenta um peptideo sinal de 128
aminodcidos (TANAKA; NARAZAKI; KISHIMOTO, 2014).

A sintese e liberacdo desregulada da IL-6 estdo associadas a inflamacdo crbnica e a
autoimunidade e uma superproducdo é refletida em niveis séricos elevados cronicamente em
individuos diabéticos tipo 2 (TANAKA; NARAZAKI; KISHIMOTO, 2014; HARDER-
LAURIDSEN, 2014; ABDEL GALIL; EZZELDIN; EL-BOSHY, 2015; QIl; RIFAI; HU,
2007; BRUUN et al., 2003). Além da relacdo direta entre os altos niveis de IL-6 e 0 DM2,
esta interleucina também apresenta aumento decorrente a obesidade, patologia comum em
individuos diabéticos tipo 2 (HARDER-LAURIDSEN etal., 2014; VISSER et al., 1999).
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A participacdo da IL-6 na fisiopatogénese do DM2 é elucidada em modelos animais
através do processo de imunometabolismo relacionado a ativacdo de vias comuns entre a IL-6
e a regulacdo negativa dos receptores de insulina (KORNETE; MASON; PICCIRILLO,
2013). Este processo € dado através da inibicdo da fosforilagdo do substrato 1 do receptor de
insulina (IRS1) (Figura 8) (ARKAN et al, 2005; SABIO; DAVIS, 2010). Assim a resisténcia
insulinica, um dos processos iniciais para patogénese do DM2, é positivamente correlacionada
com os altos niveis de IL-6. Os efeitos dessa citocina ocorrem apos a formacdo do complexo
IL6R/gp130/IL6 ou subsequente ligacdo direta entre a citocina e seu receptor transmembranar
(IL-6R) (figura 8) (KADO; NAGASE; NAGATA, 1999).

Figura 8: Acdo da via da interleucina 6 (IL-6) sob receptor de insulina (IRS-1). Impedimento da fosforilagdo da
insulina prejudicando a sinalizacdo e consequente entrada de glicose via receptor de glicose 4 (GLUT-4).
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Fonte: doi: 10.1016/j.tem.2011.05.001. Adaptado de: New insights into insulin resistance in the diabetic heart. S.
Gray, J.K. Kim, 2011, Trends Endocrinol Metab. 2011 Oct;22(10):394-403. doi: 10.1016/j.tem.2011.05.001.

Essa citocina participa inicialmente da resposta imune inata, mas forma um elo com
respostas mais especificas ao promover a ativacdo e diferenciacdo de linhagens linfociticas,
ativando deste modo a reposta imune adquirida (ABDEL GALIL; EZZELDIN; EL-BOSHY,
2015). A IL-6 contribui para o avan¢o da imunidade celular ao promover a diferenciacdo de
linfocitos T citotoxicos (TANAKA; NARAZAKI; KISHIMOTO, 2014).

A perda da homeostase metabolica e imunoldgica pode afetar o individuo genética e
epigeneticamente predisposto ao DM2, com a inflamagédo sistémica e a mudanca de perfil de


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kornete%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23805128
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1043276011000737#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1043276011000737#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1043276011000737#!
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21680199
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tanaka%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25190079

37

resposta T promovendo o DM2 e também suas comorbidades associadas (NOLAN; DAMM;
PRENTKI, 2011; MOON et al, 2012). O desenvolvimento de nefropatia diabética
comorbidade frequentemente associada a0 DM2 ndo tratado ou com hiperglicemia nao
controlada pode estar relacionado ao desequilibrio imune e a infiltragdo de linfocitos T nos
tecidos renais (MOON et al., 2012).

O papel da IL-6 como mediador inflamatério e indutor de uma variedade de respostas
bioldgicas em diferentes tipos celulares com participacdo tanto da resposta imune inata quanto
adaptativa é permitido somente apos ligacdo ao seu receptor (CHOY; ROSE-JONH, 2017). O
receptor da interleucina-6 € expresso nas formas transmembranar ou solivel (SIL-6R); a
ligacdo da IL-6 a um destes tipos de receptor pode desencadear uma série de respostas
celulares, incluindo inflamacdo (HADDICK, 2017). O receptor do tipo transmembranar (IL-
6R) pode ser convertido a sIL-6R apds sofrer clivagem por protedlise limitada ou devido
splincing alternativo com perda de regido do mRNA correspondente a estrutura do dominio
transmembranar do receptor, provocando reducdo da expressdao do IL-6R (SPOOREN et al,
2011; FLYNN et al, 2015; SCHUMACHER et al, 2015). O slIL-6R ao se ligar a gp130,
presente na membrana celular de uma ampla variedade de tipos celulares, forma um complexo
que induz transinalizacdo (SPOOREN et al, 2011; FLYNN et al, 2015; SCHUMACHER et al,
2015).

Enquanto o sIL-6R é expresso em uma ampla variedade de tipos celulares o receptor
transmembranar de IL-6 (IL-6R) é expresso em hepatdcitos e células do sistema imune como
subconjuntos de linfocitos T, macrofagos e neutrdfilos (FLYNN et al, 2015). O aumento nos
niveis de IL-6R e do seu mRNA em células hepéaticas e em PBMCs estd relacionado a
doencas cronicas com inflamacdo sistémica como a cirrose; doengas autoimunes como Avrtrite
Reumatoide, Doenca de Crohn e DM1 que também mostram aumento nos niveis de expressao
de IL-6 por ligacdo ao IL-6R (DIRCHWOLF; RUF, 2015; HAMID et al, 2004; CHEN et al,
2017). A inflamacdo ocorre apos ligagdo da citocina e seu receptor, desencadeando respostas
celulares através da via das Janus quinase que culmina na producdo de citocinas inflamatorias
por linfocitos T e B, maturacdo de linfocitos B e producdo de outras citocinas inflamatorias
como TNF-a e IL-1B (CERI; DICKINSON; TAAMS, 2015).

2.5.3 STAT3 e mecanismos fisiopatoldgicos do Diabetes Mellitus Tipo 2

O STAT3 é um fator de transcricdo que possui um dominio de ligacdo ao DNA
ativado fisiologicamente pela presenca de IL-6 (HODGE; HURT; FARRAR, 2005). O

complexo STAT3/IL6 atua na defesa contra microrganismos, culminando no aumentando da
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liberacdo da Proteina C reativa (PCR) (FISCHER, 2006). Participa da familia de proteinas
STAT, um conjunto de proteinas que sdo fosforiladas quando ativadas e respondem a um
conjunto de estimulos incluindo citocinas (ZHANG et al., 2013).

A IL-6 age sobre o transdutor de sinal e ativador de transcricdo 3 (STAT3) através da
via JAK1, induzindo a fosforilagdo e translocagcdo nuclear deste fator de transcricdo e
influenciando na diferenciacdo dos linfocitos T (HODGE; HURT; FARRAR, 2005;
NIEMAND et al., 2003) (Figura 9).

Figura 9: Formacdo do complexo IL-6/IL-6R/gp130 e diferenciacdo das células T naive. A: formacdo do
complexo 1L-6/1L-6R/gp130 promove fosforilagdo da proteina Janus Kinase (JAK), fosforilagdo da STAT3 por
acdo da JAK, dimerizagdo da STATS3, translocacdo nuclear e ligacdo através do seu dominio DNA -ligante a uma

molécula de DNA. B: Participagdo da IL-6 na diferenciagio de linfocitos T CD4" em Th17 e bloqueio da

diferenciagdo dos T naive em células T Foxp3™.
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Fonte: Adaptado de: Oncogene. 2016 Jul 28;35(30):3965-75. doi: 10.1038/0nc.2015.466. Epub 2015 Nov 30

Apesar da ativacdo desta molécula em situacBes fisioldgicas a sua ativacdo prolongada
esta relacionada ao desenvolvimento de doencas inflamatorias cronicas (WANG et al., 2013).
A fosforilagdo constitutiva da STAT3 € relacionada a resisténcia insulinica, sendo relatada
ativacdo sustentada de STAT3 em musculo esquelético de individuos diabéticos em resposta
ao excesso de lipideos, porém seu papel na patogénese do DM2 ndo esta completamente
compreendido (WHITE et al., 2015; MASHILI et al.,, 2013). A ativacdo excessiva da STAT3
ocorre em resposta a presenca excessiva de acidos graxos e também devido a presenca de
citocinas sendo evidenciado a aumento da sua ativacdo em individuos obesos (MASHILI et
al., 2013; KIM, 2009).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26616855
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wang%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24082147
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mashili%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23043161
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mashili%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23043161
http://www.jbc.org/search?author1=Jeong-Ho+Kim&sortspec=date&submit=Submit
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O STAT3 apresenta papel duplo no processo de sinalizacdo da insulina, respondendo
de acordo com o contexto ambiental e celular, podendo apresentar tanto funcdo fisiologica
quanto patoldgica, esta Ultima quando em niveis elevados. Em modelo murino a deplecdo do
gene da STAT3 foi capaz de manter a sensibilidade a insulina, mesmo em excesso de
nutrientes, funcionando como um efeito protetor ao desenvolvimento de DM2 decorrente a
resisténcia insulinica (KIM, 2009).

Apesar do papel desta molécula em modelo animal, tanto as acdes da IL-6 quanto da
STAT3 variam de fisioldgica a patoldgica a depender dos seus niveis de expressdo e do
contexto organico (INOUE et al., 2006). A IL-6 quando em niveis elevados promove a
resisténcia insulinica, por meio de acbGes no receptor de insulina; porém quando em niveis
fisiologicos participa da sinalizacdo hepatica de insulina por acdo deste hormdnio no cérebro,
ambos 0s processos apresentam 0 STAT3 como fator chave (KIM, 2009).

O STAT3 também demonstra relacdo com o sistema imune apresentando associacao
com doencas autoimunes devido a seu papel de coordenagdo na transcricdo do FOXP3, um
gene associado a manutencdo do perfil imune regulatério (Figura 10) (PALLANDRE et al.,
2007).


http://www.jbc.org/search?author1=Jeong-Ho+Kim&sortspec=date&submit=Submit
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Figura 10: Inibicdo da transcricdo do gene FOXP3 em reposta ao predominio da Stat3 em resposta a ligagdo da
interleucina 6 (IL-6) a seu receptor (IL-6R). A maior proporcdo do STAT5 emrelacdo a STAT3 mantém a
transcricdo do gene FOXP3 e os niveis de linfocitos T regulatérios, enquanto que a predomindncia da Stat3, em
resposta a ligagdo da IL-6 a seu receptor de membrana promove o perfil Th17. A consequente ativacdo de Stat3e
seu transporte ao nucleo celular bloqueia a transcricdo do FoxP3 e promove a transcri¢do da interleucina 17,
caracteristica do perfil de resposta Th17.
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Fonte: Adaptado de: Frontiers in Immunology. https://doi.org/10.3389/fimmu.2017.00072

2.5.4 FoxP3 e mecanismos fisiopatologicos do Diabetes Mellitus Tipo 2

O FoxP3 um fator de transcricdo importante para manutencdo da homeostase imune, é
expresso constitutivamente em células T regulatérias (Treg) e caracteriza este subtipo celular
apresentando importante papel para a manutencdo da homeostase imune (KIM, 2009; ZHOU
et al., 2009; KORNETE; MASON; PICCIRILLO, 2013; FONTENOT et al., 2005). Mutag¢oes
com perda de funcdo no gene FOXP3 promove falha no funcionamento das células T
regulatorias (Treg) e estdo associada a doencas autoimunes como Lupus Eritematoso
Sistémico (LES) e Diabetes Mellitus Tipo 1 (DM1) (D'HENNEZEL et al., 2011; HORI,
NOMURA; SAKAGUCHI, 2003)

Os linfocitos Treg sdo células ndo totalmente diferenciadas que apresentam funcdo de
supressdo de células T maduras (CORTHAY, 2009; SCHMIDT; OBERLE; KRAMMER,
2012). Exercem importante papel na manutencdo de um ambiente imune homeostatico,
impedindo a configuragdo de um microambiente inflamatério com recrutamento e ativacdo de
linfocitos, elementos necessarios para o desenvolvimento de uma resposta imunoldgica
celular efetiva (OHKURA; KITAGAWA; SAKAGUCHI 2013; KOENEN et al., 2008). O

Foxp3 é um fator de transcricdo essencial para manutencdo e diferenciacdo do subgrupo de


https://doi.org/10.3389/fimmu.2017.00072
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kim%20CH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20429413
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhou%20X%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19633673
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kornete%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23805128
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Corthay%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19751267
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schmidt%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22566933
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linfocitos Treg, de modo que o controle dos seus niveis de expressdao é importante para a
homeostase do sistema imune e determinacdo do perfil de resposta imunoldgica (ZHOU et
al., 2009; OHKURA,; KITAGAWA; SAKAGUCHI, 2013; NIE et al, 2015).

A presenca ou auséncia do FoxP3 determina se as células Treg permanecem células de
regulacdo e contencdo do sistema imune ou se permitem a diferenciacdo de subtipos de
linfocitos envolvidos no desencadeamento de respostas imunoldgicas (ZHOU et al, 2013).
Além da alteracdo nos niveis de expressdéo do FoxP3 na polarizagdo dos subtipos de
linfocitos, a expressdo desta molécula também se apresenta de modo transiente ou instavel em
algumas células, podendo transformar os linfocitos Tregfoxp3™ em células exFOXP3, células
envolvidas no processo de autoimunidade (Figura 11). As exFOXP3 apresentam semelhanca
ontogénica com as Tregfoxp3™ porém ndo possuem a capacidade de distinguir entre antigenos
proprios e externos tornando-as potencialmente autorreativas devido a seu extenso poder de
reconhecimento a antigenos proprios porém sem a habilidade de impedir a ativagdo imune em
resposta a estes (ZHOU et al, 2009). A instabilidade das células Tregfoxp3™ é sugerida em
pesquisas prévias, com relatos do aumento nas proporcGes de exFOXP3 em diabetes mellitus
tipo 1 (DM1), um outro subtipo de diabetes também de carater autoimune com envolvimento
de linfocitos Thl7, células diferenciadas a partir da supressdo do FOXP3 por acdo da IL-6
(ZHOU etal., 2009; KIMURA; KISHIMTO, 2010).

Figura 11: Transicdo de células T regulatorias (Treg) para células exFOXP3 e relagcdo de retroalimentagdo
positiva entre exFOXP3 e a autoimunidade. Perda da expressdo de FoxP3 em células Treg resulta na conversao
do perfil T supressor para autorreativo (exFoxp3). Células convertidas perdem sua capacidade imunossupressora
tornando-se efetoras ou de meméria contribuindo para o estabelecimento e agravamento da autoimunidade.
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Fonte: Adaptado de Daniel Hawiger & Richard A Flavell, 2009, Nature Immunology.

O DM2 apresenta diminuicdo na quantidade de células T regulatorias periféricas com
diminuicio nas taxas de CD4'CD25"Treg/Th17 e CD4*CD25" Treg/Thl relacionada tanto ao
DM2 quanto a complicagbes micro e macrovasculares associadas a esta doenga (ZENG et al.,
2012). Estas alteracdes na quantidade de células Treg podem ser decorrentes da presenca de
diferentes citocinas, podendo assim estar relacionada ao microambiente presente nestes
individuos (LA CAVA, 2008).

AlteracBes nos niveis de IL-6, uma citocina com nivel sérico aumentado em
individuos com DM2, como anteriormente descrito, podem promover uma condicdo
inflamatoria ao diminuir a expressdo de FoxP3 e permitir a diferenciacdo de respostas
inflamatdrias em detrimento a manutencdo do perfil Treg (SENTHILKUMAR et al, 2017).
Desta forma, desequilibrio nos niveis da IL-6 pode esta associado a doengas autoimunes por
gerar prejuizo na quantidade de linfocitos regulatdrios atraves da diminuicdo na expressdo do
gene FOXP3 (HIRANO et al, 1990; KIMURA; KISHIMOTO, 2010; KOMATSU et al, 2014
(Figura 12).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=La%20Cava%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18771756
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Figura 12: Diferenciacdo de linfécitos T naive em linfécitos Th17 ou T regulatérios de acordo com a presencaou
auséncia do Stat3, em resposta a liberacdo de citocinas. A citocina IL-6 promove a ativagdo do Stat3 e
consequente bloqueio na transcricdo do gene FOXP3 levando a liberacdo da interleucina 17 caracteristica do
perfil Th17, envolvido em processos autoimunes. Enquanto a IL-2 e 0 TGF-B sinalizam para a expressdo de
SMAR1 induzindo a expressdo de FOXP3, promovendo a manutencdo do fen6tipo T participante da homeostase
do sistema imunoldgico.

Fonte: Adaptado de: Bhalchandra Mirlekar, 2017, Frontiers in
Immunology https://doi.org/10.3389/fimmu.2017.00072.

Considerando o perfil autoimune do DM2, o papel do FoxP3 na supressdo da
autoimunidade e do processo inflamatério desregulado, a diminuicio nas razbes
CD4+CD25hiTreg/Thl e CD4+CD25hiTreg/Thl7 e o aumento dos niveis séricos da IL-6 nos
pacientes diabéticos; fica clara a necessidade de avaliacio de moléculas-chave da via IL-
6/FoxP3 para o melhor entendimento do carater autoimune na fisiopatogénese do DM2. A
compreensdo da participacdo dos niveis de expressdo do IL6R, STAT3 e FOXP3 pode tanto
contribuir para o esclarecimento da fisiopatogénese da doenga como pode também colaborar
no estudo de potenciais novos alvos terapéuticos para 0 DM2, visto gque as terapias atualmente
disponiveis apenas minimizam os efeitos da glicemia e procuram retardar o surgimento de

comorbidades.


http://www.frontiersin.org/people/u/387879
https://doi.org/10.3389/fimmu.2017.00072

3. METODOLOGIA
3.1 TIPO DE ESTUDO

O presente estudo foi desenvolvido em duas etapas, sendo a primeira um estudo
observacional, do tipo caso-controle, com componente analitico, para avaliagdo dos niveis de
expressdo do mRNA dos genes IL6R, STAT3 e FOXP3 em individuos com diabetes mellitus
tipo 2. A segunda etapa consistiu em um estudo experimental, do tipo randomizado para
avaliacdo in vitro do efeito da suplementacdo com D-glucose na expresséo do mRNA dos
genes IL6R, STAT3 e FOXP3 em células de individuos sauddveis e com diabetes mellitus
tipo 2.

3.2 POPULACAO DE ESTUDO
3.2.1 Individuos com Diabetes Mellitus Tipo 2

Foram selecionados 18 individuos com Diabetes Mellitus Tipo 2, do sexo feminino,
diagnosticados de acordo com o critério da Associagdo Americana de Diabetes (ADA),

segundo os critérios de inclusdo e exclusdo.

Critérios de inclusdo:

- ldade acima de 18 anos;

- Diagnostico de Diabetes Mellitus Tipo 2 de acordo com os critérios do ADA
- Auséncia de sinais de inflamagdo ou infeccdo;

- Aceitacdo da participacdo na pesquisa.

Critérios de exclusdo:

- Menores de 18 anos;

- Presenca de infeccdo aguda ou cronica no momento do recrutamento e coleta de amostra

bioldgica;
- Gestantes;

- Uso de bebida alcodlica;
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- Tabagismo;
- Impossibilidade de coleta de sangue periférico;
- Ndo consentimento em participar da pesquisa.

3.2.2 Voluntarios saudaveis

O grupo controle foi formado por 18 voluntarios saudaveis, do sexo feminino,
escolhidos aleatoriamente. Esses individuos foram submetidos & entrevista com o pesquisador
responsavel e incluidos na pesquisa apenas se cumprissem 0s critérios de inclusdo na

pesquisa.

3.3 COLETA DE SANGUE TOTAL PERIFERICO E ISOLAMENTO DE PBMC

Foram coletadas amostras de sangue total periféerico em tubo de 4 mL contendo o
anticoagulante (EDTA- &cido etilenodiamino tetracético) para posterior obtencdo de mRNA
usado na avaliagdo da diferenca de expressdo dos genes estudados, em amostras de sangue
total.

As células mononucleares de sangue periférico (PBMC) foram obtidas a partir de
amostras de sangue total periférico obtidas por coleta de sangue a vacuo, em tubo
heparinizado de 15mL, de acordo com o método de centrifugacdo por gradiente de densidade
(GE Healthcare Biosciences, Pittsburg, PA, EUA). As PBMC’s foram cultivadas na
concentragdo de 1x10° células por mL em meio RPMI-1640 (Gibco, Carlsbad, CA, EUA),
suplementado com 10% de soro fetal bovino e os antibidticos Penicilina na concentracdo de
10U/mL (Gibco, Carlsbad, CA, EUA) e estreptomicina na concentragdo de 10pg/mL (Gibco,
Carlshad, CA, EUA). As PBMC’s foram mantidas a 37°C, sob 95% de humidade relativa e
5% de CO,. A viabilidade das células foi checada pelo método do Trypan Blue (concentracdo
de 1:2)

Os cultivos de PBMC’s foram divididos em dois grupos, um estimulado com D-
glucose na concentragdo final de 200pg/dL e outro ndo estimulado. Posteriormente cada
grupo foi subdividido em dois subgrupos para avaliacdo da expressdéo do mRNA dos genes
IL6R, STAT3 e FOXP3 nos periodos de 0 e 4 horas nas diferentes condicdes.

3.4 EXTRACAO DE mRNA E SINTESE DE cDNA

O RNA total foi extraido pelo método de TRIzol™ (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA)
de acordo com o protocolo recomendado pelo fabricante. O RNA foi diluido em 20pL de
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agua livre de RNases (RNase free), quantificado em espectofotdmetro Nanodrop ND 1000
(Nanodrop Technologies Inc, Delaware, EUA) e avaliado quanto a sua integridade por
eletroforese em gel de agarose a 1,5%. As amostras que apresentaram na quantificacdo
absorbancias de 1.8 e 2.0 na razdo de 260/280 e integridade dos fragmentos 23S e 18S na
eletroforese foram consideradas adequadas e encaminhadas para a sintese de cDNA.

A sintese de cDNA foi realizada usando a transcriptase reversa M-MuLv e random
primers de acordo com a metodologia recomendada pelo fabricante (Invitrogen, Carlsbad,
CA, EUA). Todas as amostras de cDNA apresentaram concentracdo final de 500ng. O cDNA
foi armazenado em -20°.

35 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE EM TEMPO REAL

Os niveis de expressao do mRNA dos genes IL6R, STAT3, FOXP3 e GAPDH foram
mensurados pelo sistema de deteccdo ABI 7500 (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA)
atraves do método da reagdo em cadeia da polimerase em tempo real (QRT-PCR) utilizando
cDNA, sondas fluorogénicas especificas (TagMan 20X, Applied Biosystems, Foster City,
CA, EUA) e MasterMix disponivel comercialmente (Applied Biosystems, CA, EUA)
conforme protocolo recomendado pelo fabricante.

Os genes GAPDH e RPLPO foram utilizados como genes de referéncia para
normalizacdo dos dados. O ensaio de expressdéo do mRNA para o RPLPO utilizou 10uM de
cada primer (R/F) (Tabela 1), 54 de SYBR® MasterMix (1X) (Thermo Fischer Scientific;
former Savant, MA, EUA), 1 Yl de cDNA e agua ultrapura para completar o volume final de
10ul.

O ensaio de expressdo génica foi realizado em ftriplicata técnica, para todos os genes
avaliados e os dados obtidos pelo sistema de deteccdo ABI 7500 (Applied Biosystems, Foster
City, CA, EUA) foram analisados no software EXCEL usando o método do fator de

normalizacéo.

Tabela 2: Gene avaliado, sequéncia do primer e cddigo da sonda

Gene Sequéncia do Primer
Ribossomal protein PO (RPLPO) F: GCGACCTGGAAGTCCAACTA

R: TCTGCTTGGAGCCCACATTG
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Sonda Tagman

Glyceraldehyde 3-phosophate
dehydrogenase (GAPDH)

IL6R hs 01075666
STAT3 hs_00374280
FOXP3 hs_01085834

3.6 SELECAO DOS GENES DE REFERENCIA

Cinco amostras de cDNA de individuos com DM2 e controles saudaveis foram
utilizadas para selecdo dos genes de referéncia. Todas as amostras utilizadas foram obtidas de
individuos do mesmo sexo, originarios da regido nordeste, com idades pareadas e sem
doencas inflamatorias, infecciosas ou cancer.

A extracdo do RNA foi realizada de acordo com o anteriormente descrito no topico
3.3. A sintese de cDNA utilizou a enzima transcriptase reversa M-MuLv (Invitrogen,
Carlsbad, CA, EUA) e o kit de Sistema de Transcricdo Reversa ImProm-1I (Promega, EUA)
usados de acordo com recomendacdes do fabricante.

Neste trabalho foram avaliados nove genes comumente usados como genes de

referéncia em ensaios de gRT-PCR para amostras de humanos (KAR et al., 2016) (Tabela 2).
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Tabela 3: Gene e molécula codificada.

Gene Molécula

G6PD Glicose-6-fosfato desidrogenase

B2M Microglobulina-B2

GUSB B-glucoronidase

HSP90 Proteina do choque térmico 90
RPLPO Proteina ribossomal PO

GAPDH Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
HPRT1 Hipoxantina fosforibosiltransferase 1
ACTB B-actina

18S rRNA RNA Ribossomal 18S

3.6.1 gqRT-PCR e Desenho dos primers

Apenas para os genes ACTB e 18S rRNA foi utilizada a tecnologia TagMan, sendo
usado primers e SYBR® Green para todos 0s outros genes avaliados como possiveis genes de
referéncia. A gRT-PCR para o gene FOXP3, utilizado para avaliacdo da performance dos
genes selecionados, também foi pela metodologia TagMan.

A sequéncia de todos o0os genes foi  obtido do GenBank
(www.ncbi.nim.nih.gov/genbank/) e o desenho dos primers foi feito através do NCBI/Primer-
BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov/toolls/primer-blast).

A temperatura de melting para cada primer e o tamanho do amplicon foram testados
para diferentes concentracdes de cDNA em diluicdo seriada para cada gene avaliado como
possivel gene de referéncia. A determinacdo da temperatura e da concentracdo foi

estabelecida apos eletroforese e avaliacdo do gel de agarose a 1,5%.
3.6.2 Eficiéncia de amplificacéo

A eficiéncia da reacdo para 18S rRNA e ACTB foi considerada 100% como assegurado

pelo fabricante; para os demais possiveis genes de referéncia avaliados, a eficiéncia (E) foi
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determinada através de curva padrdo determinada pela diluicdo serial de amostras de cDNA.
Eficiéncias entre 95-105% foram consideradas aceitdveis. Os dados e o coeficiente de

correlacdo (R?) foram calculados pelo ABI 7500.

3.6.3 Analise de estabilidade de expressao

A avaliagdo da estabilidade de expressdo dos possiveis genes de referéncia foi
realizada pelos softwares GeNorm (Versdao v3.5), NormFinder (versdo 20) e BestKeeper
(versdéo 1). O GeNorm foi usado também para verificar o nimero minimo de genes
necessarios para normalizacdo dos dados, assim como a combinacdo ideal entre 0s genes
avaliados.

Os valores relativos lineares foram avaliados pelo método ACq com correcdo das
eficiéncias pela equacdo de Spiegelaerevet e colaboradores (2015). A eficiéncia para 18S
rRNA e ACTB foi considerada igual a 2 e, para os demais primers, foi calculada de acordo
com informagdes fornecidas pelo ABI 7500.

Apb6s a selecdo dos genes de referéncias mais estaveis e da melhor combinacao
minima de genes de referéncias necessarios, 0 gene FOXP3 foi utilizado para avaliar a

performance dos genes selecionados.

3.7 ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas dos dados obtidos foram realizadas utilizando o programa
estatistico para Windows: GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA). O
teste de Kolmogorov-Smirnov (KS) foi usado para verificacdo da normalidade das amostras.
De acordo com a distribuicdo dos dados, foi utilizado o teste de T-student para comparar 0s
niveis de expressdo de cada gene, nas diferentes combinacGes avaliadas neste trabalho, em
amostras com distribuicdo normal; enquanto que para amostras com distribuicdo ndo normal,

foi aplicado o teste de Mann-Whitney U.



4. RESULTADOS

4.1  GENES DE REFERENCIAS SELECIONADOS

Os valores do coeficiente de correlagdo para linearidade (R?) e eficiéncia (E) dos nove
potenciais genes de referéncia avaliados variaram entre 0.999 e 1.000, e entre 95.12% -

104.79% (Tabela 3). Todos os valores estdo de acordo com as instru¢cbes das diretrizes MIQE.

Tabela 4: Sequéncia dos primers e identificagdo das sondas de PCR e eficiéncia dos genes candidatos e gene

alvo.

Sequéncia do Primer / Referéncia sonda Produto

Nome _ R? E/%
Tagman ® size/bp
F: CCGTGATGAGAAGGTCAAGGT

G6PD 72 0.999 95.12
R: TACTGGCCCAGGACCACATT
F: TGAGTGGCATGAAGAAGGTGT

B2M 77 0.999 104.79
R: GGCAGTTCTTTGCCCTCTCT
F: CACTGTGGCTGTCACCAAGA

GUSB 84 1 100.51
R: TCCGCATCCTCATGCTTGTT
F: GCCTACTTGGTGGCAGAGAA

HSP90 79 0.999 98.38
R: CAGCAGAAGACTCCCAAGCA
F: GAGGCTGCTGAGATGGGAAA

EF1A 74 1 102.37
R: CGTTCACGCTCAGCTTTCAG
F: CGACCTGGAAGTCCAACTA

RPLPO 100 0.999 102.02
R: TCTGCTTGGAGCCCACATTG
F: CTGATGCCCCCATGTTCGT

GAPDH 80 0.999 96.81
R: GCAGGAGGCATTGCTGATGA

ACTB hs_99999903_ml 171 1 100

18S hs_03003631_g1 187 1 100
F: ACAGGACTGAACGTCTTGCT

HPRT1 74 0.99 101.43
R: GAGCACACAGAGGGCTACAA

FOXP3 hs 1085834 ml 61 1 100

De acordo com as andlises utilizando o GeNorm, sdo necessario, no minimo, 2 genes
de referéncia para normalizacdo dos dados (V2/V3 variacdo de pairwise = 0.053). Os dois

genes mais estaveis, segundo andlises com GeNorm, Normfinder e BestKeeper, sdo o
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GAPDH e o RPLPO. O programa GeNorm apresentou valor de M=0.5022 para o RPLPO e
para 0 GAPDH, enquanto que o NormFinder apresentou valores de M= 0.328 e 0.280 para 0
RPLPO e GAPDH, respectivamente. O BestKeeper mostrou o valor do teste de relagcdo de
Person com r=0.976 tanto para RPLPO quanto para o GAPDH.

Segundo 0s mesmos programas citados acima, entre os possiveis genes de referéncia,
0s menos estaveis foram ACTB e o 18S rRNA. O valor de M, utilizando o GeNorm, para 0s
genes ACTB e 18S rRNA foram 3.231 e 2.655, respectivamente. O NormFinder apresentou
valor M iguais a 2.269 e 2.281 para ACTB e 18rRNA, respectivamente. No entanto, de acordo
com os resultados exibidos pelo BestKeeper, entre 0s potenciais genes de referéncias
avaliados, o0 HSP90 e o HPRT1 sdo os mais instaveis, com valores de r iguais a -0.248 e
0.406.

A melhor combinacdo de genes de referéncia, de acordo com os dados fornecidos pelo
GeNorm e NormFinder, € uma associacdo do RPLPO e GAPDH (Figura 18)
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Figura 18: Valor de M para todos os potenciais genes de referéncia.
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A: Valores de M para todos os genes avaliados, em ordem decrescente de estabilidade de acordo como GeNorm.
B: Valores de M para todos os genes avaliados, em ordem decrescente de estabilidade de acordo com o

NormFinder.

4.2 NIVEIS DE EXPRESSAO DO mRNA DE IL6R, STAT3 E FOXP3 EM INDIVIDUOS
COM DM2 E CONTROLES SAUDAVEIS — AVALIACAO EM SANGUE TOTAL

PERIFERICO

A anélise dos niveis de expressdao do mRNA para o0s genes IL6R, STAT3 e FOXP3 em
amostras de sangue total periférico, através do método de fator de normalizacdo, mostrou
diferenca estatisticamente significante (p-value<0.05) entre o grupo de individuos afetados

pela doenca, em comparacdo a controles saudaveis (Figura 13). Foram observados aumentos
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de 77.21 para IL6R, 26.4 para STAT3 e 6.83 referente a FOXP3 para pacientes com DM2

quando comparados a individuos saudaveis.

Grafico 1: BExpressdo génica representando os niveis de mMRNA em Fold Change em individuos com DM2 e
controles saudaveis emamostra de sangue total periférico
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(A): Comparacdo dos niveis de expressdo de mRNA para o gene IL6R, grupo de controles saudaveis versus
grupo de pacientes com DM2. (B): Comparacdo dos niveis de expressdo de mRNA para 0 gene STATS3, entre 0
grupo de controles saudaveis e o grupo de pacientes com DM2. (C): Comparagdo dos niveis de expressdo de
mRNA para o gene FOXP3 , entre o grupo de controles saudaveis e o grupo de pacientes com DM2. O (»)
representa um p-value<0.0001.

4.3  NIVEIS DE EXPRESSAO DO mRNA DE IL6R, STAT3 E FOXP3 EM INDIVIDUOS
COM DM2 E CONTROLES SAUDAVEIS — ENSAIO EM PBMC

4.3.1 Expressiao em PBMC’s nio estimuladas

A analise dos niveis de expressio do mRNA para IL6R e STAT3, em PBMC’s de
individuos diabéticos ndo estimuladas com D-glucose para o periodo de O hora, quando
comparada a individuos saudaveis, apresentou Fold Change de 2.55 e 2.75, respectivamente.
Apobs 4 horas de incubagdo, nas condicGes descritas no topico 4.3, a FC para as PBMC’s de
individuos com DM2 foi de 1.26 e 1.61 para 0 mRNA de IL6R e STAT3, respectivamente,

também na condi¢do ndo estimulada com D-glucose (Grafico 2).
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Grafico 2: BExpressao génica representando os niveis de mMRNA em Fold Change em individuos com DM2 e
controles saudaveis em cultivo de PBMC de pacientes com DM2 e individuos saudéaveis
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(A) Fold change em PBMC do grupo controle e do grupo de pacientes para IL6R no tempo 0 (zero). (B) Fold
change em PBMC do grupo controle e do grupo de pacientes para IL6R para o tempo de 4 (quarto) horas. (C) FC
em PBMC do grupo controle e do grupo de pacientes para STAT3 no 0 (zero). (D) Fold change em PBMC do
grupo controle e do grupo de pacientes para STAT3 ap6s o periodo de 4 (quarto) horas de incubagéo.

4.3.2 Expressao em PBMC’s estimuladas com D-glucose

Os niveis de expressdo do mRNA para IL6R e STAT3 em PBMC foram avaliados em
dois periodos ap6s o estimulo com D-glucose. As PBMC’s obtidas de individuos com DM?2
estimuladas com D-glucose para o periodo de 0 hora apresentaram Fold Change (FC) de -5.26
e -2.5 para 0 mRNA de IL6R e STAT3, quando comparado a individuos saudaveis. Enquanto
que os niveis de expressdéo de mMRNA de IL6R e STAT3 para o periodo de 4 horas de
incubacdo apds estimulo apresentou um FC de 18.05 e 11.95 para IL6R e STAT3 (Gréfico 3).
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Grafico 3: BExpressao génica representando os niveis de mMRNA em Fold Change em individuos com DM2 e
controles saudaveis em cultivo de PBMC's estimuladas com D-glucose.
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(A) Fold change em PBMC do grupo controle e do grupo de pacientes para IL6R no tempo 0 (zero). (B) Fold
change em PBMC do grupo controle e do grupo de pacientes para IL6R para o tempo de 4 (quatro) horas. (C) FC
em PBMC do grupo controle e do grupo de pacientes para STAT3 no 0 (zero). (D) Fold change em PBMC do
grupo controle e do grupo de pacientes para STAT3 ap6s o periodo de 4 (quatro) horas de incubacdo. Foi
utilizacdo D-glucose na concentragdo de 200mg/dL.

Uma possivel alteracdo nos niveis de expressio mRNA para os genes avaliados foi
verificada neste trabalho através da comparacdo dos niveis de expressdo entre amostras do
mesmo grupo, sob a condicdo ndo estimulada, variando apenas o tempo de incubagdo. Foram
observadas FC de -1.03 e -1.01 para IL6R e STAT3 apés 4 horas de incubacdo para 0s
controles saudaveis e FC de 1.003 e 1.228 para IL6R e STAT3 no grupo de amostras advindas
de individuos com DM2 (Gréfico 4).
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Gréfico 4: Comparacdo intragrupo dos niveis de expressdo génica representando os niveis de mRNA em Fold
Change em individuos com DM2 e controles saudaveis em cultivo de PBMC's sem estimulos
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(A): Fold change para IL6R em PBMC do grupo controle. (B): Fold change para IL6R em PBMC do grupo de
pacientes com DM2. (C): Fold change para STAT3 em PBMC do grupo controle. (D): Fold change para STAT3
em PBMC do grupo de pacientes com DM2.

O presente trabalho também avaliou o efeito do estimulo com D-glucose intragrupo.
FC de 11.39 e 4.38 para IL6R e STAT3 para pacientes com DM2 e reducdo na FC em
individuos saudaveis tanto para IL6R com FC de -5.139, quanto para STAT3 com FC de -
4.764 (Grafico 5).
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Grafico 5: FC dos niveis de expressao génica intragrupo em PBMC's de controles saudaveis e individuos com
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(A): Fold change dos niveis de expressdo do mRNA do IL6R em PBMC do grupo controle estimuladas com D-
glucose no tempo zero. (B) Fold change dos niveis de expressdo do mRNA do IL6R em PBMC do grupo
controle estimuladas com D-glucose ap6s quatro horas de incubacéo (C): Fold change dos niveis de expressdo do
mMRNA do STAT3 em PBMC do grupo controle estimuladas com D-glucose no tempo zero. (D): Fold change dos
niveis de expressdo do mRNA do STAT3 em PBMC do grupo controle estimuladas com D-glucose ap6s quatro

horas de incubagédo.
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5 DISCUSSAO

Sabe-se que o Diabetes Mellitus Tipo 2 (DM2) é uma patologia complexa que cursa
com elevacdo dos niveis glicEmicos e consequente desordem metabdlica crbnica afetando
varios mecanismos celulares, dentre eles, a transcricio de RNA de alguns genes. A
identificacdo de genes que apresentem niveis de transcricdo estaveis tanto em individuos com
DM2 como em individuos ndo afetados pela doenca, é primordial para realizacdo de analises
de expressdo génica fidedignas. Neste estudo ao avaliar nove genes comumente utilizados
como genes de referéncia para normalizacdo de ensaios de expressdo génica, foi observada
estabilidade na expressdo de apenas cinco destes, considerando todos os algoritmos utilizados.

A anélise utilizando 0o GeNorm excluiu os genes HPRT1, 18S e ACTB, enquanto que
a analise pelo NormFinder incluiu 0 HPRT1 entre os genes com valor de M < 1,5; mas
excluu o HSP90. Todos os algoritmos concordaram que 0S genes mais estaveis, e
consequentemente, os recomendados para estudo de expressdo génica em PBMC’s de
individuos com DM2 sdo GAPDH, RPLPO e B2M, com GUSB e G6PD, reversando a quarta e
quinta posicdo entre os mais estaveis, de acordo com GeNorm e NormFinder, respectivamente
(Figura 18).

Apesar de cinco genes serem considerados estaveis, e com isso passiveis de utilizacdo
como genes de referéncia para o estudo de expressdo génica em PBMC’s de individuos com
DM2, o teste de Pairwise indicou a necessidade do uso da combina¢do minima de apenas dois
genes. Assim, este trabalho utilizou e recomenda o uso de GAPDH e RPLPO em associacdo
como genes de referéncia para a normalizagdo dos resultados obtidos nos ensaios de
expressao génica em PBMC’s de pacientes com DM2.

As citocinas sdo conhecidas pela sua participagdo na inflamacdo de baixo grau
envolvida na promocdo da resisténcia insulinica e disfuncdo das células beta pancreéticas
(EGUCHI; MANABE, 2013; LEE; LIU, 2008). Estas moléculas contribuem para o
estabelecimento e progressdo do DM2 agindo em diversos drgdos e provocanto a liberacdo de
proteinas de fase aguda (AL-SHUKAIL et al, 2013).

Neste trabalho foi investigada a participacdo dos niveis de expressdo do mRNA dos
genes IL6R, STAT3 e FOXP3, responsaveis por codificar moléculas envolvidas na via do
Foxp3 que, por sua vez, é envolvida na diferenciacdo de linfocitos (PALLANDRE et al,
2007). Foram avaliados os niveis de mRNA destes genes ex-vivo em sangue total periférico e
PBMC’s de individuos com DM2 em comparacdo aos niveis de expressdéo em controles

saudaveis. Esses ensaios de expressdo mostraram uma Fold Change (FC) de 77.21 para
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expressao de IL6R para amostras de sangue total de individuos com DM2. Este aumento pode
significar uma maior ativacdo da via do Foxp3, provocando um perfil inflamatério sistémico
nos individuos com DM2, visto que a IL-6 é uma citocina pré-inflamatéria relacionada a
resisténcia insulinica e comorbidades associadas ao DM2 (FEVE; BASTARD, 2009; HAMID
et al, 2004; NAVARRO-GONZALEZ; MORA-FERNANDEZ, 2008). A IL-6 age ap6s sua
ligacdo ao IL6-R, codificado pelo gene IL6R e desencadeia uma cascata de reacbes (GOMES,
2017). Nossos dados corroboram com os achados de Shindu S. (2015), que relata aumento de
3.921 FC para expressdo de IL6R em distubios metabolicos. Entretanto nosso estudo mostrou
um aumento maior na expressao génica para o IL6R que o relato anterior, tanto em sangue
total quanto em PBMC’s, estas estimuladas ou ndo com D-glucose.

Em PBMC’s de individuos com DM2 ndo estimuladas com D-glucose foi possivel
observar uma FC de 2.55 para o periodo de O horas reduzindo para 1.26 ap6s quarto horas de
incubacdo. Este resultado indica que na auséncia do estimulo, os niveis de expressdo do IL6R
estdo proximos aos de individuos saudaveis, sugerindo uma possivel associacdo entre o
aumento dos niveis glicémicos e um consequente aumento na expressdao de IL-6R. Em
PBMC’s estimuladas com D-glucose, 0s niveis de expressdao génica ap0s 4 horas de
incubacdo com o estimulo apresentam aumento de 18.05 para células de individuos com
DM2, sugerindo uma relacdo positiva entre os altos indices glicémicos e o0s niveis de
expressdao do IL6R. Devido ao papel inflamatorio da IL-6, a relagdo entre 0 aumento dos
niveis glicémicos e o aumento da expressdo do IL6R pode sugerir um papel inflamatério
associado a elevacdo constante da glicemia em individuos com DM2.

A IL-6 apos ligacdo ao seu receptor, IL-6R, desencadeia uma cascata de sinalizaco
com ativacdo de proteinas da familia JAK e Stat3. Os niveis deste fator de transcricdo estdo
negativamente associados aos niveis de Foxp3 e ao nimero de células Treg (PALLANDRE et
al., 2007). No presente estudo, os resultados mostraram aumento dos niveis de mMRNA para o
STAT3 em sangue total com FC de 26.40, e de 2.75 em PBMC’s ndo estimuladas para o
periodo de O horas; estes dados sugerem uma relagdo positiva entre 0s niveis de STAT3 e a
presenca de DM2. No entanto, os niveis de expressao do mMRNA de STAT3 em PBMC’s nao
estimuladas apds 4 horas de incubagdo sdo reduzidos para 1.61, sugerindo uma relagdo entre
0s niveis de expressdo e a presenca de algum estimulo inflamatorio existente nos individuos
com DM2. Nas PBMC’s de individuos com DM2 incubadas durante 4 horas com D-glucose,
a expressdo do mRNA para o gene STAT3 apresentou FC de 11.95 em comparacao aos niveis
de expressdo deste mesmo gene em controles saudaveis, estes dados sugerem uma relagdo

entre os niveis de D-glucose e a expressdo do STAT3. Sendo o STAT3 o gene codificante do
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Stat3 e este, um fator de transducdo envolvido na diferenciacdo de perfis celulares pro-
inflamatdrios, € possivel propor uma possivel relacdo entre a elevacdo da glicemia e o
aumento na expressdao do STAT3. Estudos anteriores relatam associacdo entre o aumento da
expressao de STAT3 e condigdes inflamatorias, onde citocinas inflamatorias e estimulos
nutricionais sdo responsaveis por este aumento que pode provocar proliferacdo celular e
aumento do processo inflamatério (MASHILI et al., 2013; YANG et al, 2007).

Stat3 participa do controle da expressdo do FOXP3 e um desbalan¢o aumentando seus
niveis pode provocar regulagdo negativa na expressdo do FOXP3 (DURANT, 2010). Foxp3 é
responsavel pela manuntencdo das células Treg, envolvidas na manutencdo da homeostase do
sistema imune, e reducdo nos niveis de mMRNA do gene FOXP3 pode promover a reducdo nos

niveis da proteina FoxP3 e consequente desbalan¢o da resposta immune (EGWUAGU, 2009).

Neste estudo observou-se que os niveis de expressdo do mRNA do FOXP3 em sangue
total periférico de individuos com DM2 estdo mais elevados (FC de 6.38) quando comparados
aos niveis de expressdo em individuos controles. Este fato pode ser explicado, pelo
anteriormente exposto por Kliviling e colaboradores (2008) que descrevem em seu estudo o
aumento na expressdo do FOXP3 como uma resposta das células T na tentativa de compensar
a reducdo na quantidade de células CD4*FOXP3*. No entanto, em PBMC’s nio foram
observados niveis detectaveis para ambas as condigdes avaliadas em nosso estudo; este fato
pode ser explicado pela expressio do FOXP3 ser instavel, transiente e dependente do

microambiente, como descrito em estudos prévios (ZHOU et al, 2009).

O mecanismo que levaria a reducdo da expressdo de FOXP3 ocorre devido a presenca
de inflamacdo, onde células Treg que apresentavam foxp3 ap6s sofrerem mudanca nos niveis
de expressio desta molécula se transformam em exFoxp3®, liberam citocinas pro-
inflamatdrias e assumem um perfil de células T de memdria, transformando um perfil
anteriormente de defesa, em perfil autoimune (ZHOU et al, 2009). Desta maneira, 0s niveis de
expressdao do FOXP3 podem estar elevados em sangue total periférico devido a uma tentativa
do sistema imune em de compensar 0 processo inflamatorio presente nos individuos com
DM2, e indetectavel em PBMC’s devido a instabilidade na expressdo do FOXP3 em resposta

ao microambiente.
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CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo mostraram aumento estatisticamente significantes
dos niveis de expressio do mRNA para 0s genes IL6R, STAT3 e FOXP3 em
individuos diabéticos do tipo 2 do sexo feminino comparados a controles saudaveis de
mesmo sexo. Estes resultados sugerem associacdo entre os niveis de expressao dos
genes IL6R, STAT3 e FOXP3 e o desenvolvimento do DM2.

A expressdo aumentada dos niveis de mRNA para os genes IL6R, STAT3 e FOXP3
foi observada em cultivos de PBMC de pacientes com DM2 estimulados com glicose
apos 4 horas de incubacdo quando comparadas a PBMC de individuos saudaveis. Este
achado mostra uma possivel relacdo entre 0 aumento da expressdo desses genes em
resposta a glicose nos individuos DM2, sugerindo uma maior responsividade das
PBMC a glicose em individuos metabdlica e imunologicamente estressados.

Os resultados do presente trabalho mostraram a influéncia do fator imunometabdlico
do DM2 alkém de caracteristicas de perfil autoimmune na doenca.

O estudo também evidéncia a necessidade de utilizacdo de genes de referéncias
adequados aos ensaio realizado em PBMC’s e sangue total periférico de individuos
com DM2.
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