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RESUMO

Introducéo: Os teldmeros constituem sequéncias repetitivas de DNA que protegem
as extremidades dos cromossomos lineares mantém a estabilidade genémica. Com
o envelhecimento, observa-se seu encurtamento progressivo. Fatores adicionais
podem acelerar o encurtamento dos teldmeros, sobretudo aqueles relacionados a
estresse oxidativo (EO) e resposta inflamatoria. E possivel, assim, que o
comprimento dos teldbmeros represente potencial indicador de dano oxidativo e
inflamatorio e de senescéncia celular. O diabetes mellitus tipo 2 (DM2) associa-se a
EO e resposta inflamatéria e é possivel que associe-se também a encurtamento dos
telomeros. Este estudo investigou o comprimento de teldomeros e marcadores de EO
em diabéticos tipo 2, em Brasilia, DF. Métodos: Foram determinados, no soro de
diabéticos tipo 2 e de sujeitos com tolerancia normal a glicose (controles), a
concentracdo de TBARS (substancias reativas ao acido tiobarbitarico) e a
capacidade antioxidante total (FRAP). O comprimento relativo dos telémeros foi
determinado por PCR quantitativa em tempo real, utilizando como normalizador o
gene de coOpia Unica 36B4. Resultados: Foram incluidos 165 sujeitos com DM2,
com mediana de idade de 49 anos, predominio do sexo feminino (75,8%), mediana
do tempo de diagnéstico do DM2 de 2 anos, predominancia de baixo nivel de
escolaridade e mediana do indice de massa corporal (IMC) de 30 kg/m?. Para
avaliacdo de marcadores de EO, os diabéticos foram comparados a um grupo de
130 controles com mediana de idade de 46 anos, predominancia do sexo masculino,
maior nivel de escolaridade e IMC mediano de 27 kg/m? Os diabéticos tipo 2
apresentaram concentracdo sérica de TBARS significativamente maior que a dos
controles e capacidade antioxidante total significativamente menor que a dos
controles, independentemente do sexo ou IMC. Nos diabéticos tipo 2, a
concentragdo sérica de TBARS foi correlacionada negativamente com a de
colesterol LDL e a capacidade antioxidante total foi positivamente correlacionada
como tempo de diagndstico, hemoglobina glicada e concentracdo sérica de
triglicerideo. Para analise do comprimento relativo dos teldbmeros, os diabéticos
foram comparados a 158 controles, com idade semelhante (mediana de 49 anos),

predominéncia do sexo masculino, maior nivel de escolaridade e mediana do IMC de



27 kg/m?. O comprimento relativo dos teldémeros foi superior no grupo de diabéticos
tipo 2 em relagdo ao controle, porém a diferenca ndo mais foi observada apos
exclusao dos valores discrepantes (outliers). Nao foi observada associacao entre o
comprimento relativo dos teldmeros e o sexo ou estado nutricional, nos dois grupos,
nem com retinopatia, entre os diabéticos. Nos diabéticos tipo 2, foi observada
correlacdo negativa do comprimento relativo dos teldmeros com o tempo de
diagnéstico do DM2, glicemia de jejum, hemoglobina glicada e capacidade
antioxidante total, e positiva com a concentracao sérica de TBARS. Nos controles,
foi observada correlagdo negativa do comprimento relativo dos telomeros com a
idade. Conclusdo: Os resultados do presente estudo sugerem que o DM2 esti
associado a aumento de marcador sérico de peroxidacao lipidica e reducdo da
capacidade antioxidante total no soro, porém ndo a encurtamento dos telémeros. O
comprimento dos teldbmeros, no entanto, parece estar relacionado a indicadores
metabolicos desfavoraveis no diabético tipo 2, incluindo glicemia de jejum e

hemoglobina glicada.
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ABSTRACT

Introduction: Telomeres are repetitive sequences of DNA that protect the ends of
linear chromosomes and maintain genomic stability. They gradually shorten with
aging, but additional factors may accelerate telomere shortening, especially those
related to oxidative stress (OS) and the inflammatory response. It is possible,
therefore, that telomere length may represent a potential indicator of oxidative and
inflammatory damage. Type 2 diabetes (T2D) is associated with OS and
inflammatory response and can also lead to telomere shortening. This study
investigated the telomere length and OS markers in type 2 diabetics, in Brasilia, DF.
Methods: Serum concentration of TBARS (thiobarbituric acid reactive substances)
and total antioxidant capacity (FRAP) were measured in patients with T2D and
control subjects with normal glucose tolerance. Relative telomere length was
determined by quantitative real-time PCR using as the normalizer the single copy
gene 36B4. Results: 165 subjects with T2D were included, with a median age of 49
years, female predominance (75.8%), median time of diagnosis of DM2 of 2 years, a
high frequency of low educational attainment and median index body mass index
(BMI) of 30 kg/m?. Serum levels of OS markers in T2D patients were compared to
those of 130 controls with a median age of 46 years, who were predominantly male,
had a higher level of education and a median BMI of 27 kg/m?. Serum levels of
TBARS were significantly higher and total antioxidant capacity was significantly lower
in T2D patients compared with controls, regardless of gender or BMI. In T2D
patients, serum levels of TBARS were negatively correlated with serum LDL
cholesterol levels; total antioxidant capacity was positively correlated to time since
T2D diagnosis, glycated hemoglobin and serum triglyceride levels. Relative telomere
length in T2D patients was compared to that of 158 age-matched controls (median
age of 49 years), but who were predominantly male, had higher education level and a
median BMI of 27 kg/m? Relative telomere length was higher in T2D patients
compared with controls, but this difference was not observed after exclusion of
outliers. No association was found between relative telomere length and gender or
nutritional status defined by BMI, either in T2D patients or controls. In T2D patients,

relative telomere length was no associated with the presence of retinopathy. In these



patients, relative telomere length was negatively correlated with time since diagnosis
of T2D, fasting blood glucose, glycated hemoglobin and total antioxidant capacity. On
the other hand, it was positively correlated with serum levels of TBARS. Among
controls, relative telomere length was negatively correlated with age. Conclusion:
The results suggest that T2D is associated with increased OS but not with telomere
shortening. Reduced retive telomere length, however, seemed to be related to an
unfavorable metabolic profile in T2D patients, including increased fasting blood

glucose and glycated hemoglobin.
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1 INTRODUCAO

O diabetes mellitus tipo 2 (DM2) é disturbio metabdlico prevalente e constitui
importante problema de satide pablica no mundo. E esperada que esta doencga cronica,
em 2020, seja a maior causa morte e, de acordo com a Federacao internacional de
Diabetes, a projecdo do niamero de pessoas diagnosticadas com diabetes aumentara
de 415 milhdes em 2015 para 642 milhdes em 2040 (1-5) e segundo a Federal
Internacional de Diabetes . Sua etiologia ndo € completamente definida, porém parece
envolver interacBes variadas que abrangem componentes genéticos, comportamentais
e socioecondémicos (6, 7) que, por sua vez, resultam em combinacdo de resisténcia
periférica a acdo da insulina e disfuncdo secretoria das células beta pancreatica.
Caracteriza-se por hiperglicemia cronica e alteragbes no metabolismo de carboidratos,
lipidios e proteinas (8-11).

O DM2 pode ser considerado modelo de aceleracdo do envelhecimento biolégico
(de acordo com a teoria do envelhecimento), devido ao aumento da exposicdo ao
estresse oxidativo e inflamacao cronica, com manifestacfes vasculares prematuras do
envelhecimento, como a doencga isquémica do coragao (12-15).

Os telébmeros constituem sequéncias repetitivas de &cido desoxirribonucleico
(DNA) encontradas nas extremidades de cromossomos lineares e que se complexam a
proteinas, cuja funcéo é proporcionar estabilidade gendémica (16). Em vertebrados, os
teldbmeros sao constituidos pela sequéncia TTAGGG; o numero de repeticdes desta
sequéncia, que determina o comprimento dos telémeros, € variavel de individuo para
individuo (9, 17, 18). Varios fatores sdo associados a reduc¢do do comprimento dos
telomeros, entre eles o envelhecimento, o estresse oxidativo e a resposta inflamatéria,
de forma que o comprimento dos telomeros é considerado potencial marcador destes
processos (19-21). Além disso, o comprimento dos teldmeros, em alguns estudos, é
associado a ocorréncia de algumas doencas cuja fisiopatologia envolve estresse
oxidativo e resposta inflamatéria, como € o caso do DM2 (12, 19, 21-27).

Os leucadcitos do sangue periférico constituem o tipo celular mais comumente
utilizado para investigar o comprimento dos telomeros em associagdo com diferentes

desfechos metabdlicos, devido ao facil acesso a este tipo celular (28, 29). Em estudo
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envolvendo adultos jovens, foi observada correlagdo positiva entre o encurtamento dos
teldmeros de leucécitos do sangue periférico e a presenca de resisténcia a insulina, um
processo associado a estresse oxidativo e resposta inflamatéria de baixo grau (30).

As espécies reativas de oxigénio (ERO) estdo envolvidas na inducdo e
progressdo da senescéncia celular. Varios estudos indicam que as ERO podem
acelerar o encurtamento dos telédmeros (31) e podem danificar o DNA diretamente e,
assim, induzir uma resposta a danos no DNA (DDR, DNA damage response) e
senescéncia (32, 33). Ha varios outros estudos que descrevem a associacdo entre
dano oxidativo, encurtamento dos telomeros e envelhecimento (27, 34-36).

Em concordancia com a associacdo entre estresse oxidativo e o DM2, varios
estudos descrevem a associacao entre o encurtamento dos teldmeros de leucocitos do
sangue periférico e a presenca de DM2. Entre esses estudos, destacam-se um
envolvendo a populacdo do sul asiatico avaliada no Estudo em Diabetes Asiatico do
Reino Unido (UK Asian Diabetes Study) (37), da india (38), do México (39) e Italia (40),
além de dois estudos envolvendo a populacdo Chinesa (41, 42) e um estudo
envolvendo indios americanos (43). A associacdo também foi observada em uma
metandlise de 9 estudos, com um total de 5759 casos e 6518 controles (44).

Foi observada, ainda, associacdo entre o comprimento dos telébmeros e o
prognostico em pacientes com DM2. Em estudo recente envolvendo 568 pacientes com
DM2, foi observado que o tempo de duracao da doenca e o comprimento dos telébmeros
de leucécitos do sangue periférico correlacionou-se com o risco de mortalidade (45).Em
outros estudos, no entanto, a associagdo entre comprimento dos telomeros e presenca
de DM2 nao foi observada. Entre eles, destacam-se o estudo tipo caso-controle
aninhado realizado a partir de dados do estudo multiétnico observacional de Coorte
Iniciativa em Saude da Mulher (Women’s Health Initiative Observational Study Cohort,
WHI-OS), conduzido nos Estados Unidos da América (46), e o estudo envolvendo a
populacdo finlandesa analisada no Estudo de Prevencdo em Diabetes (Diabetes
Prevention Study) (47).

A associagdo entre encurtamento de teldbmeros e presenca de DM2, observada
em muitos estudos, ndo tem ainda 0s possiveis mecanismos envolvidos definidos. Nao

esta claro se ha associacdo causal entre comprimento dos teldomeros e DM2, nem a
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eventual direcionalidade da associacéo. E possivel, como mencionado anteriormente,
que o estresse oxidativo e resposta inflamatoria de baixo grau, observados no DM2,
expliqguem, pelo menos em parte, essa associacao (30, 48-52).

Estudo recente relacionou o comprimento dos teldbmeros a alteracdes
metabdlicas observadas no DM2. Esta investigacdo verificou, em culturas primérias de
fibroblastos humanos, o efeito do tratamento com alta concentracdo de glicose e com a
citocina pro-inflamatoria IL1R, isolados ou em combinacgéo, e observou que apenas o
grupo de células tratado com IL1R apresentou encurtamento acelerado dos telémeros,
mesmo apoés ajuste para o numero de divisées celulares (53).

Cabe destacar, ainda, que embora a associacdo entre DM2 e comprimento de
teldbmeros seja observada utilizando-se leucocitos do sangue periférico, € possivel que
seja reflexo do encurtamento dos teldbmeros nas células beta pancreéticas, processo
potencialmente relacionado a maior taxa de apoptose destas e, assim, maior risco de
DM2 e suas complicagbes (54). A diversidade de resultados dos estudos encontrados
na literatura pode, ainda, refletir que a dindmica dos teldmeros seja influenciada pela
variabilidade genética/grupo populacional (43, 55).

Considerando-se que a associacdo entre o comprimento dos telébmeros e a
ocorréncia de DM2 nao foi estudada na populacao brasileira e que a associacao entre
estas variaveis possa variar conforme a grupo populacional, a proposta desse estudo
foi de investigar a associacdo entre o comprimento dos teldmeros e a presenca de
DM2.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Diabetes Mellitus Tipo 2

O DM2 constitui grupo de doengcas metabdlicas que apresenta, como
caracteristica comum, hiperglicemia crénica resultante de defeitos da secre¢édo e agao
da insulina (56-59). A hiperglicemia croénica, por sua vez, € associada ao
desenvolvimento de danos em longo prazo, que incluem disfuncéo e insuficiéncia de
diferentes o6rgdos, em especial rins, nervos, retina e coragdo. Sua etiologia €
multifatorial e sua prevaléncia, morbidade e mortalidade vém aumentando rapidamente
em todo o mundo (5, 60, 61).

O DM2 tem como principais componentes fisiopatologicos a resisténcia a acao
da insulina e deficiéncia secretoria relativa das células beta (62, 63). Entre os fatores de
risco para a sua ocorréncia, destacam-se 0 excesso de peso (sobrepeso ou obesidade),
histéria familiar de DM2 e/ou de diabetes gestacional, bem como hipertenséo arterial e
dislipidemia (64-66).

A obesidade, especificamente, ndo apenas constitui fator de risco significativo
para o desenvolvimento do DM2, como também resulta em impacto negativo sobre a
progressdo do diabetes, sendo observado aumento da morbidade e mortalidade entre
pacientes obesos com DM2 (9, 67, 68). A obesidade freqientemente se apresenta no
contexto da sindrome metabdlica (SMet). Esta é caracterizada por associacdo de
alteracdes metabdlicas interconectadas, que aumentam o risco de doencas
cardiovasculares. As caracteristicas clinicas e bioquimicas da SMet, além da obesidade
e do DM2, incluem a dislipidemia aterogénica [triglicerideos (TGL) aumentados,
diminuicdo da lipoproteina de alta densidade (HDL-c) e aumento da quantidade de
particulas pequenas e densas lipoproteina de baixa densidade (LDL-c), mais
aterogénicas], hipertensao arterial sistémica, elevacdo de marcadores pro-inflamatorios
e pré-tromboéticos, bem como aumento de anti-fibrinoliticos(69). A SMet também esta
associada a variedade de outras condi¢cbes, como a doenca hepatica gordurosa nao
alcoolica, sindrome de apneia obstrutiva do sono, sindrome dos ovarios policisticos,

calculos biliares de colesterol e periodontite (67, 70-72).
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2.1.1 Aspectos epidemiolégicos do diabetes mellitus

A incidéncia do DM2 esta aumentando, nas Ultimas décadas, em proporcdes
epidémicas, sobretudo na faixa etaria entre 30 e 69 anos (73, 74), e em paralelo a
epidemia da obesidade, constituindo um dos maiores problemas de saude publica
mundial (75, 76). A doenca esta associada a elevada morbidade e mortalidade,
comprometimento da qualidade de vida e aumento dos custos relacionados a saude.

Em 2010, os custos relacionados ao tratamento do DM2 e de suas complicacdes
totalizaram 376 bilhdes de délares, ou 12% das despesas de saude global o que
representa gasto anual de 1330 dolares por pessoa (77, 78).A prevaléncia do DM2
aumentou muito em todos os paises, inclusive os de baixa e média renda, nas ultimas
décadas. Os dados mais recentes da Federacdo Internacional de Diabetes (IDF)
indicam que o DM2 afetou 415 milhdes de pessoas em todo o mundo em 2015, numero
que deverd crescer para 462 milhdes até 2040(3, 79).

A prevaléncia global estimada em 2013 foi de 8,3% entre as pessoas com idades
entre 20 e 79 anos, com os paises mais populosos do mundo, a india e a China,
atingindo taxas de prevaléncia entre 9 e 10%, correspondentes a 65 e 100 milhdes em
ndameros absolutos, respectivamente. Particularmente, elevadas taxas de prevaléncia
sdo encontradas no México (12,6%) e Egito (16,8%), superando as taxas da maioria
dos paises de alta renda, incluindo os EUA (9,2%) e Alemanha (8,2%) (5, 79-81).

Dados mais recentes apontam que a prevaléncia global entre os sexos
masculino e feminino em 2015 é mais frequente em mulheres (199,5 milhdes) do que
homens (215,2 milhdes) (5).0 aumento da prevaléncia de diabetes em paises de média
e baixa renda parece estar relacionado a rapida urbanizacao, a transicao da nutricao e
a estilos de vida cada vez mais sedentarios (75). A forma mais comum de diabetes, o
DM2, afeta cerca de 90% das pessoas com diabetes, enquanto os 10% restantes sao
representados principalmente pelo DM1 e diabetes gestacional (75, 79, 82).

No Brasil, o DM2 foi responsavel por 5,3% dos 6bitos ocorridos em 2011, com
taxa de mortalidade de 33,7 Obitos a cada 100 mil habitantes, apesar da redugéo de

1,7% ao ano verificado no periodo entre 2000 e 2011. A mortalidade por complicacdes
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agudas da doenca, quase sempre preveniveis pelo pronto atendimento, foi de 2,45
Obitos por 100 mil habitantes em 2010, sendo de 0,29 por 100 mil habitantes entre os
menores de 40 anos de idade (83).

Estima-se que o numero de adultos com intolerancia a glicose, ou pré-diabetes,
vai aumentar de 344 milhdes em 2010 para 472 milhdes em 2030 (73, 75). O aumento
da prevaléncia da doenca, por sua vez, ameaca reverter os ganhos econdémicos dos
paises em desenvolvimento, que apresentam, em geral, infraestrutura limitada para

tratamento da doenca (84).

2.1.2 Fisiopatologia do diabetes mellitus tipo 2

A hiperglicemia que caracteriza o DM2, como comentado anteriormente, é
resultado, sobretudo, da combinacdo de resisténcia a insulina e de secrecdo
inadequada de insulina pela célula beta- pancreética (Figura 1). A contribuicdo relativa
de cada um desses fatores € variavel entre diferentes pacientes (85) e ambos sao
influenciados por interacdes entre fatores genéticos e ambientais (6, 86, 87). Sua
conseqUéncia, a hiperglicemia crbnica, apresenta importante papel na génese das

complicac@es crbnicas da doenca (57, 65, 88).
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Figura 1. Esquema simplificado da fisiopatologia do DM2. A resisténcia a ac¢do da insulina, em
particular no figado, tecido adiposo e muisculo esquelético, em conjunto com disfungédo secretdria da
célula beta pancreatica, determinam a hiperglicemia cronica, caracteristica do DM2. A contribuicdo de
cada componente fisiopatoldgico, resisténcia a insulina e disfungdo da célula beta, sdo varidveis nos
diferentes portadores de DM2.
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Os mecanismos patogénicos em DM2 nao envolvem apenas insulina, mas
também o glucagon, um hormdnio produzido pelas células alfa das ilhotas e principal
horménio contrarregulador da glicose. Fisiologicamente, a insulina inibe a secrecdo do
glucagon; em situac6es como o jejum, a reducdo da concentracao circulante de glicose,
em presenca de menores concentragdes circulantes de insulina, estimula a secregéo do
glucagon que, por sua vez, estimula uma série de processos que apresentam como
efeito final comum o aumento da concentragéo circulante de glicose (65).

No DM2, com o declinio progressivo da funcdo secretoria das células beta
pancreaticas, ocorre diminuicdo da secrec¢do de insulina e supressao insuficiente de
secrec¢ao de glucagon (57, 73). Em conjunto com a resisténcia a insulina, o aumento da
secrecdo de glucagon se traduz em reducdo das respostas metabdlicas a insulina (65,
89)

Em populagbes de alto risco para desenvolvimento de DM2, em especial de
obesos, a resisténcia a insulina esta bem estabelecida muito antes do desenvolvimento
de hiperglicemia, particularmente em individuos com acumulo de gordura abdominal ou
ectdpica (65, 77). Neste contexto, a resisténcia a insulina é compensada por aumento
da secrecao de insulina pelas células beta. Quando se soma a disfuncéo secretoria da
célula beta, no entanto, a resisténcia insulinica ndo é mais compensada e observa-se o
desenvolvimento de glicemia de jejum alterada e/ou intolerancia oral a glicose, estados
conhecidos como pré-diabetes ou disglicemia, e caracterizados por concentracdes
circulantes de glicose superiores as normais porém nao suficientes para o diagndstico
de diabetes. Quando a disfuncdo secretdria da célula beta se torna mais grave, a
hiperglicemia atinge valores compativeis com o diagndstico do diabetes (65, 90).

A hiperglicemia crbnica resulta em dano tecidual por cinco mecanismos
principais: (i) aumento do fluxo de glicose e outros agucares através da via do poliol, (ii)
aumento da formacdo de produtos finais de glicacdo avancada, (iii) aumento da
expressdo dos receptores de produtos finais de glicacdo avancada, (iv) ativacado da
proteina quinase C (PKC) e (v) aumento da atividade da via da hexosamina. Todos
estes eventos resultam em aumento da produgdo mitocondrial de ERO (91, 92) no
endotélio da micro e macrocirculacdo, e constituem eventos essenciais ao

desenvolvimento das complicagdes vasculares (57) (14).
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As complicagbes diabéticas microvasculares, especificas da doenga, sao
determinadas por hiperglicemia croénica. H4 também a contribuicdo de fatores genéticos
e outros fatores de risco para desenvolvimento de aterosclerose, como hipertenséo
arterial e dislipidemia (61, 93-95).

2.1.3 Diagnéstico do diabetes mellitus tipo 2

A hiperglicemia que caracteriza o DM2 € muitas vezes assintomatica ou
acompanhada de sintomas inespecificos, como tonturas, turvacéo visual e céibras, de
forma que quando ndo rastreada de rotina a doenca pode ser diagnosticada
tardiamente. A Associacdo Americana de Diabetes (American Diabetes Association,
ADA) recomenda que a doenca seja rastreada a partir dos 45 anos, em individuos
assintomaticos, ou mais precocemente, na presenca de fatores de risco, incluindo
sedentarismo, sobrepeso/obesidade, histéria familiar de DM, histéria pessoal de doenca
cardiovascular, mulheres com antecedente de macrossomia fetal, hipertenséo arterial,
sindrome dos ovérios policisticos, HDL baixo ou hipertrigliceridemia (96, 97).

O rastreamento, assim como o diagnéstico, deve ser realizado pela investigacao
de hiperglicemia, avaliada pela glicemia de jejum, glicemia aleatéria
(independentemente do ultimo horario da ultima refeicao), glicemia pds-sobrecarga oral
de glicose ou hemoglobina glicada (98).

No Quadro 1, sdo apresentados os valores de glicemia considerados normais,
indicativos de pré-diabetes ou de DM para cada um desses testes. Segundo a
Sociedade Brasileira de Diabetes, a glicemia de jejum e a hemoglobina glicada
constituem a maneira mais usual de avaliagdo para diagnostico do DM2. A hemoglobina
glicada constitui o produto da reacdo ndo enzimatica entre a glicose e um grupo amino-
terminal de residuo de valina na cadeia beta da hemoglobina. O percentual de
hemoglobina glicada depende da concentragéo plasmética média de glicose e constitui
indicador da concentragdo meédia de glicose nos 3 meses anteriores, periodo que
representa o tempo médio de vida de uma hemécia. Quanto maior a concentracao
plasmatica de glicose, maior sera a porcentagem de hemoglobina glicada (1, 57, 99,
100).
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Em 1997 e 2003, o Comité de Especialistas em Diagndstico e Classificagdo do
diabetes mellitus reconheceu um grupo intermediario de individuos cujas concentracfes
circulantes de glicose ndo satisfazem aos critérios para o diagndstico do DM, mas séo
mais elevados que os normais (57, 96, 101-103). Estes individuos, indicados como pré-
diabéticos, podem ser separados em duas diferentes condi¢des: glicemia de jejum
alterada (GJA) e intolerancia oral a glicose (I0G), dependendo do tipo de teste utilizado

para o diagnostico (65)

Quadro 1. Critérios para o diagndstico de toleréncia normal a glicose, pré-diabetes e DM2.

Glicemia de Glicemia p6s- Hemoglobina
jejum sobrecarga oral de glicada (%)
Categoria diagndstica
g g (mg/dL)* glicose (mg/dL)?
Tolerancia normal a glicose <99 <140 <57
Pré-diabetes 100-125 140-199 57a6,4
Diabetes®* > 126 > 200 >6,5

Fonte: Associagdo Americana de Diabetes e Sociedade Brasileira de Diabetes.

! Glicemia de jejum: glicemia ap6s jejum de 8h; 2 avaliada pela administracdo de 75g de glicose anidra, por via oral,
e avaliacéo da glicemia ap6s duas horas; 3 O diagnostico do diabetes pode ser realizado também pela determinagao
da glicemia aleatéria; para valores superiores a 200 mg/dL, em presenca de sintomas de diabetes, o diagndstico

é confirmado; 4 Para confirmacao diagndstica do DM, a presenca de qualquer um dos 3 testes positivos (glicemia de
jejum, glicemia pds-sobrecarga ou hemoglobina glicada) deve ser confirmada pela repeticdo do teste realizado

ou realizacao de segundo teste diferente.

2.1.4 Estresse oxidativo e lipoperoxidacédo no diabetes mellitus tipo 2

O estresse oxidativo (EO) pode ser definido como desequilibrio entre compostos
oxidantes e antioxidantes, em favor da geracdo excessiva de radicais livres ou em
detrimento da velocidade de remocgao destes, e que potencialmente determina dano
oxidativo em células e tecidos(104).

O crescimento excessivo do tecido adiposo pode ocasionar aumento da
producdo de &cidos graxos nédo esterificados (AGNE), o que da inicio a disfungéo
mitocondrial, que se configura pela redugcédo de ATP (adenosina-trifosfato), acimulo de

sodio e calcio intracelulares, com aumento da producdo de ERO. Estes, por sua vez,
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constituem importante componente fisiopatolégico da resisténcia a acdo da insulina,
alteracOes da homeostase da glicose e doenca cardiovascular (68, 92, 95).

No contexto da obesidade abdominal e SMet, o tecido adiposo constitui tecido
chave de inicio da resposta inflamatéria e EO que determinam a resisténcia a acéo da
insulina. O tecido adiposo € considerado hoje ndo um simples 6érgdo para
armazenamento energético, mas um tecido dinamico, que participa ativamente da
comunicacao intertecidual responsavel pela regulacdo do metabolismo energético (105-

108) (Figura 2).

EROS Tecido adiposo
DEFESA ANTIOXIDANTE Saudavel

INFLAMACAO
: l Hipertrofia

TG/AGNEs do tecido
Célula precursora adiposa adiposo
Estresse l / l'
- po= \

Oxidativo

Diabetes
Doenga Renal Cronica
Cardiopatias
Esteatose hepatica

Efeito Sistémico da

Lipotocixidade

SMet

Resisténcia ainsulina
Dislipidemias

Figura 2. Tecido adiposo, estresse oxidativo e fisiopatologia de doencas metabdlicas. A disfuncdo do
tecido adiposo ocasiona processo inflamatorio e lipotoxicidade, cujas manifestagfes sdo a esteatose
hepatica e deposicdo muscular de lipideos e dislipidemias, que podem ser fator de risco para DM, doenca
renal crbnica e cardiopatias. Adaptado de Murdolo e Colaboradores(2013) (68).

Alteracbes da homeostase energética sdo associadas ao envelhecimento por

meio da teoria do envelhecimento relacionada aos radicais livres, que postula que o
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aumento da producao de ERO resulta em dano celular (68, 109). As ERO, assim como
espécies reativas de nitrogénio (ERN), em condicdes normais, sdo importantes
reguladores de processos fisiologicos. No entanto, o excesso de producédo destes
compostos leva ao aumento da atividade de algumas vias intracelulares que estao
relacionadas ao aparecimento de vérias doencas (110). O EO é implicado como
potencial mecanismo na patogénese de complicacbes diabéticas micro e
macrovasculares, tanto por aumento e producao de radicais livres (111, 112), como por
diminuicdo da defesa antioxidante (113, 114).

Acredita-se que um dos importantes desencadeadores do EO no DM seja a
hiperglicemia (66, 115, 116). No entanto, alguns autores n&o indicam ligacdo direta
entre hiperglicemia e o EO (117).

Os mecanismos que determinam aumento do EO no DM2 incluem fatores
relacionados diretamente a hiperglicemia, como aumento ndo enzimatico da
glicosilacdo de biomoléculas (118, 119) e auto-oxidacdo da glicose, além da resposta
inflamatoria (51, 120, 121), resisténcia a insulina e dislipidemia. Cada um destes
contribui para a superproducdo de superoxido mitocondrial em células chave das
complicacBes da doenca, como as células endoteliais (26). O principal determinante de
mortalidade entre portadores de DM2 sdo as doencas cardiovasculares, associadas a
aterosclerose acelerada (122). A fisiopatologia da aterosclerose no contexto do DM2 é
complexa, envolvendo a hiperglicemia crénica e a dislipidemia caracteristica de estados
de resisténcia a insulina (92, 123-127).

O aumento do EO é evidente pouco tempo apés a instalacdo das alteracdes
metabdlicas relacionadas ao DM2 e antes que as complicacBes vasculares tornem-se
manifestas (128-130), em concordancia com seu papel causal no desenvolvimento
destas complicacbes. Além disso, os efeitos do EO em individuos com DM2 séo
agravados pela inativacdo de duas enzimas envolvidas em protecdo vascular, a
sintetase de oxido nitrico endotelial e sintetase de prostaciclina (26).

As alteracdes glicémicas e a resisténcia a insulina estdo associadas a liberacéo
de citocinas pré-inflamatérias, como interleucina 1 beta (IL-1R) e fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a) (131, 132).
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O estado pré-inflamatério resultante também pode levar & maior formacéo de
ERO e, assim, contribuir para o EO (132-135). A lipoperoxidagéo (LPO) é consequéncia
da acdo de ERO sobre lipideos. Os acidos graxos interagem com as ERO que, por sua
vez, alteram a estrutura dos lipideos da membrana celular e isto desencadeia uma
sequéncia de eventos que resulta em leséo celular (136, 137) (Figura 3).

Além do dano aos lipideos celulares, os ER danificam outras biomoléculas,
incluindo acidos nucleicos e proteinas (138, 139). O radical hidroxila € reage com todos
0s componentes da molécula de DNA: bases nitrogenadas e também a desoxirribose.
Uma das conseqiéncias da reacdo com o DNA é a formacdo de 8-OH-G(8-
hidroxiguanidina) que, por sua vez, modifica permanentemente o material genético (14,

140).
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Figura 3. Formagao de Espécies Reativas de Oxigénio (EROS) e estresse oxidativo. O EO
desempenha papel importante em processos fisioldgicos e patoldgicos. A producdo de ERO a partir de
qualquer fonte pode conduzir a ativacdo das oxidases de NADPH, e a conversdo da xantina
desidrogenase em xantina oxidase, pode estimular a producdo de espécimes reativas de oxigénio na
mitocéndria ou resultar no desacoplamento da Oxido-nitrico sintetase endotelial (eNOS). Adaptado de
Dikalov e colaboradores (2011) (141).
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Todas estas alteragdes celulares relacionadas ao EO resultam, em conjunto, em
comprometimento da integridade celular (132, 142-144). Diante destes aspectos, o EO
e a peroxidacdo lipidica a ele associada, vém sendo considerados mecanismo
importante na fisiopatologia de doencas associadas a resposta inflamatoria e
senescéncia celular, como o DM2 e suas complicagcdes micro e macrovasculares (145-
150).

Marcadores de LPO podem ser utilizados para monitorar o estado de estresse
oxidativo. Entre eles, destaca-se a determinacdo de substancias reativas ao acido
tiobarbitarico (TBARS) (151) que quantifica hidroperdxidos de lipideos e aldeidos, como
o malondialdeido (MDA) (152), em amostra de soro através do método colorimétrico
(153). Uma molécula de MDA reage com duas moléculas do acido 2-tiobarbiturico, via
condensacdao tipo Knoevenagel, para gerar cromoforos com absorbancia maxima em
532 nm (Figura 4). Em consisténcia com a utilidade destes marcadores, ha diversos
estudos que sugerem a associacdo entre o DM2 e a elevagdo da concentracdo de
marcadores de EO circulantes (101, 154-156).

?H A S\‘/N\\/OH HO\‘//N\/SH
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Figura 4. Reacao entre o acido tiobarbitdrico (TBARS) e malondialdeido (MDA) e absorbancia maxima de
532nm (nandémetros) Benzie e Colaboradores (1996)(157).

2.1.5 Defesas antioxidantes no diabetes mellitus tipo 2

O DM2 é caracterizado por varios distirbios metabdlicos que comprometem o
equilibrio entre as ERO e defesas antioxidantes celulares (12). O EO, como descrito
anteriormente, decorre de desequilibrio entre a geracdo de compostos oxidantes e a

atuacdo dos sistemas de defesa antioxidante (121). No DM2, além do aumento da
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producdo de ERO, é observada também reducdo da capacidade antioxidante(158,
159).

A exposicéo a radicais livres a partir de variedade de fontes levou os organismos
desenvolverem uma série de mecanismos de defesa antioxidante (160). Os
antioxidantes sdo agentes quimicos ou biologicos capazes de neutralizar a acao
potencialmente prejudicial dos radicais livres (114). Durante o processo evolutivo, em
resposta a criagdo de radicais livres, mecanismos de defesa antioxidantes protetores
foram criados. Em um corpo saudavel, ha um equilibrio entre processos oxidativos e
sua capacidade antioxidante; mas quando o equilibrio é perturbado, "moléculas
biologicamente hiperativas de oxigénio” gerado, podem atuar como agentes de
sinalizagdo através de varios caminhos chamados de “sinalizagao-redox"(121).

Assim € possivel que a reducdo dos sistemas de defesa antioxidante estejam
envolvidos no desenvolvimento de doencas neurodegenerativas, DM2, cardiopatias,
entre outras (138, 139, 161, 162).0s antioxidantes atuam por diferentes mecanismos,
denominados mecanismos preventivos, fisicos ou enziméticos. Entre os sistemas de
defesa enzimaticos estdo as enzimas superoxido dismutase (SOD), glutationa
peroxidase (GPx) e a catalase (CAT). Os antioxidantes ndo enzimaticos sao
representados pelo acido ascérbico (vitamina C), tocoferol (vitamina E), glutationa
(GSH), carotenoides, flavonoides, licopeno, beta-caroteno, vitamina A, retinol, coenzima
Q10, entre outros (139, 163).

O plasma e soro humanos representam excelente fonte de marcadores in vivo de
estresse oxidativo, uma vez que nele sao transportados e redistribuidos antioxidantes e
endobidticos modificados por acdo de ERO e ERN (138, 164, 165). H& muitos
compostos presentes no plasma que protegem células e biomoléculas do EO. A acédo
combinada de todas as moléculas com atividade antioxidante no plasma representa a
capacidade antioxidante do plasma (166, 167).

De acordo com a Sociedade Brasileira de Diabetes(59) um marcador de estresse
oxidativo ideal deve ser capaz de fornecer indicacdo precoce da doenca e/ou de sua

progressao. Suas caracteristicas devem ser:
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i. Um produto estavel, ndo suscetivel a inducéo por artefatos, oxidacao ou
perda durante o processamento, a analise e 0 armazenamento; acessivel
por meio do tecido-alvo ou de um material biolégico derivado deste tecido;

ii. Detectado em concentracdes suficientes; especifico da ERO a ser
avaliada e nao sofrer interferéncia de fatores que possam alterar os
resultados.

iii. Reprodutivel; de facil deteccdo em estudos populacionais; e apresentar

pouca variabilidade intraindividual.

Sabe-se que h& evidéncia clinica e experimental do aumento do estresse
oxidativo em ambos os tipos de diabetes, inclusive em suas fases precoces; ha, no
entanto, controvérsias sobre qual marcador de estresse oxidativo seria mais confiavel e
aplicavel na prética clinica(168, 169).

Um dos marcadores que podem ser utilizados para avaliacdo da peroxidagao
lipidica s@o os isoprostanos que constituem uma série de compostos semelhantes as
prostaglandinas formados in vivo por um mecanismo ndo enzimatico envolvendo
peroxidacdo do acido araquidbnico por ERO, independente da ciclo-oxigenase(170-
172).

Em concordancia com o papel do EO na fisiopatologia do DM2, alguns estudos
sugerem que marcadores de defesa antioxidantes estdo presentes em baixa
concentracdo no plasma e soro de pacientes com a doenc¢a, quando comparados a
controles com tolerancia normal a glicose (173-175). O aumento de marcadores de EO
e a diminuicdo da capacidade antioxidante estdo correlacionados também com as
complicacBes cronicas do DM2 (176), incluindo retinopatia, nefropatia, neuropatia e
cardiopatia(177).

Diversas abordagens metodolégicas foram desenvolvidas para avaliar as
defesas antioxidantes. A capacidade antioxidante total (CAOT) foi primeiramente
utilizada para caracterizar a capacidade do plasma em diminuir a oxidagao, induzida
guimicamente, de substrato facilmente detectavel (178). O termo "CAOT" foi introduzido

como denominacgao genérica (179) e, atualmente, inclui ensaios diferentes (180, 181)
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utilizados para avaliar as defesas antioxidantes em fluidos corporais, alimentos, bebidas
e outros sistemas biolégicos ou quimicos.

A avaliacdo da CAOT é baseada na mistura de um substrato oxidavel e um
agente oxidante para obtencdo de oxidacdo maxima do substrato a auséncia ou
presenca da amostra em que se pretende avaliar a capacidade antioxidante. A
extensdo da oxidagcdo do substrato define a protecdo conferida por defesas
antioxidantes na amostra. A maioria destes ensaios apresenta bom desempenho e
execucao simples dai sua realizacao frequente (182).

Uma molécula de antioxidante pode ser identificada pela sua estrutura quimica.
Este tipo de molécula participa de reacdes de eliminacdo de radicais livres e / ou a
guelacdo de metais redox-ativos. Um ensaio baseado neste principio € o de capacidade
de absorcdo de radicais oxigenados (ORAC), em que a amostra a ser testada é
“‘desafiada” com o radical peroxila; este ensaio avalia apenas substancias capazes de
interceptar estes radicais.

A medida plasmaética direta de ERO é dificil, devido a alta reatividade dessas
moléculas. Alguns estudos tém focado a medida da capacidade total antioxidante do
plasma (total antioxidant buffering capacity of plasma), que reflete a resposta do
sistema antioxidante a presenca de ERO (176).

Outro ensaio para medida de defesas antioxidantes, especificamente no plasma,
€ 0 poder antioxidante de reducdo do ferro (ferric reducing ability of plasma),
considerado medida direta do “poder antioxidante total”. Neste ensaio, realizado em pH
baixo, 0os antioxidantes presentes no plasma reduzem Fe*™® a Fe*?, o qual é quelado
pela 2,4,6-Tri(2-piridil)-s-triazina (TPTZ) para formar o complexo Fe™>-TPTZ, de
coloracdo azul intensa, cuja formacao pode ser detectada em espectrofotdmetro a 593
nm (157, 183).
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2.2 TELOMEROS E TELOMERASE

2.2.1 Historico e consideragfes gerais

Os teldbmeros constituem repeticdes da sequéncia TTAGGG, com comprimento
total variavel, implicadas na manutencéo da integridade dos cromossomos eucariéticos
lineares e, assim, da estabilidade cromossdmica (44, 184).

As extremidades cromossdmicas foram descritas por Muller e Barbara
McClintock em 1938, em seus estudos com Drosophila (mosca da fruta). Este
pesquisador inicialmente observou que as extremidades de cromossomos lineares
apresentavam propriedades Unicas, e as denominou de teldbmeros (do grego telos, “fim”
e mero, “parte”), com base em sua posicdo cromossbmica. Em experimentos de
indug&o de quebras cromossdmicas por raios X, Muller observou que as extremidades
cromossOmicas apresentavam resisténcia significativa aos efeitos dos raios X, e
postulou que estas regides apresentariam um gene “terminal”’, com funcado de proteger
0 cromossomo e garantir sua estabilidade (185).

Subsequentemente, observou-se, em estudos com o protozoario Tetrahymena e
com leveduras, que as extremidades dos cromossomos eram protegidas por sequéncia
repetidas de hexanucleotideos (5’-CCCCAA-3’ em uma fita e 5-TTGGGG-3’ na outra,
na Tetrahymena), e que ndo eram codantes, ou seja, ndo representavam genes como
Muller havia postulado (186-189). Mais recentemente, foi mostrado que as
extremidades dos cromossomos eucarioticos apresentam a mesma estrutura geral
(sequiéncia repetitivas ricas em guanina e timina), o que indica sua conservacao ao
longo da evolugéo e reforga, assim, sua importancia (190, 191).

Quando esta estrutura é ausente, a fusdo de extremidades cromossdémicas pode
ocorrer, com subsequente morte celular. Na década de 1970, James D. Watson
descreveu o que ele chamou de "problemas de replicagao final”’. Durante a replicacao
do DNA, a DNA polimerase nédo replica totalmente a extremidade 5’ terminal do
cromossomo, deixando uma pequena regido do teldmero néo copiada. Ele postulou que
seria necessario mecanismo compensatorio para preencher esta lacuna terminal do

cromossomo (192, 193). Em meados dos anos 1980, no trabalho seminal de Blackburn
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e Greider, foi descrita a existéncia de atividade enzimatica em extratos de células
embrionérias capazes de acrescentar sequUéncia repetidas de hexanucleotideos as
extremidades dos cromossomos naturais, 0 que levou, mais tarde, a identificacdo da
enzima telomerase (189, 194).

A integridade dos teldmeros € condi¢cao essencial a manutencdo da capacidade
de diviséo celular. Acreditava-se, inicialmente, que células normais mantidas em cultura
apresentavam capacidade indefinida de se dividir. Entretanto, o processo de
senescéncia celular ficou bem estabelecido. Existem dois tipos de senescéncia celular:
() a replicativa proposta por Hayflick e (ii) a senescéncia prematura(195-197).

Leonard Hayflick’s observou que fibroblastos humanos normais mantidos em
cultura apresentavam sobrevida limitada, diferentemente de células tumorais (198), e
denominou esta capacidade finita das células normais de “limite de Hayflick”, conhecido
também como senescéncia replicativa. Subseqientemente, inUmeros experimentos
foram conduzidos para compreender 0s mecanismos responsaveis pelo “limite de
Hayflick” e foi observado que um de seus principais determinantes € o comprimento dos
telomeros (197, 199). A cada divisdo celular, o comprimento do DNA telomérico tende a
diminuir e, depois que atinge limite critico, a sobrevida da linhagem celular é limitada
por mecanismos como apoptose e degeneracao, caracterizando a senescéncia celular
(200-202).

De acordo com as teorias estocasticas do envelhecimento, os danos que se
acumulam com o tempo nos componentes celulares sdo responsaveis pelo
envelhecimento celular que pode dar inicio a senescéncia prematura, e esta pode ser
acionada por fatores distintos tais como: estresse oxidativo e a presenca de agentes
gue atuem ao nivel subcitotoxico, infeccbes virais, ativacdo de oncogenes, processos
inflamatorios cronicos (“fendtipo secretor associado a senescéncia” —SASP)e danos ao
DNA(195, 196, 203-206)

2.2.2 Estrutura dos tel6bmeros e atividade da telomerase

Os teldmeros dos humanos consistem de repeticbes da sequéncia TTAGGG

seguidas, na extremidade 3’, de seqiiéncia rica em guanina em cadeia simples (194),



42

conforme esquematizado na Figura 5. Nesta extremidade, o DNA dobra-se sobre si
mesmo para formar uma alca, denominada alca T (T-loop) (18). As seqUéncia
teloméricas se ligam a complexos proteicos, com func¢des variadas, entre elas a de
promover a formacdo da alca T, regular o comprimento do telébmeros e proteger as
extremidades dos cromossomos lineares (18, 190, 191, 207)(Figura 5).

A atividade de telomerase, observada inicialmente no protozoario Tetrahymena
thermophila por Blackbun e Greider em 1985 (208), foi identificada em células humanas
em 1989, por Morin. A pequena quantidade de telomerase em células humanas
dificultava os avancos das pesquisas, até que em 1994 foi desenvolvido um ensaio
baseado em PCR, denominado protocolo de amplificacdo de repeticdes teloméricas
(TRAP, telomeric repeat amplification protocol), por Shay, Wright e colaboradores, que
aprimorou a capacidade de deteccédo da atividade da enzima em células humanas. A
partir dai, uma série de investigacOes foi realizada e permitiu melhor caracterizacéo da
telomerase. A importancia dos achados destas investiga¢gOes foi destacada em 2009,
quando 3 pesquisadores envolvidos nestas investigacdes, Elizabeth Blackburn, Jack

Szostak e Carol Greider, foram laureados com o Prémio Nobel da Medicina (209, 210)

TRF1 ~ OO00

J(TTAGGG), POTT 4
:CC:C::CC’ /l‘AAIIJI,iI' h

T 1\[
TRF2

Figura 5. Estrutura proposta para o complexo telomérico humano. Os telébmeros séo constituidos de
repeticdes da sequéncia TTAGGG (e de sua seqiiéncia complementar, na estrutura da dupla hélice de
DNA), e na fita com extremidade 3’ livre ha protrusao das repeticées TTAGGG de fita simples seguida de
sequéncia, também fita simples, rica em guanina. Esta regido forma uma alca (alca-T, T-loop) e o
segmento de fita simples na extremidade invade a dupla hélice, desloca uma porcéo da fita contendo as
repeticdes TTAGGG (que se liga a proteina POT1) e pareia-se com a fita complementar. As outras
proteinas representadas esquematicamente (TRF, TTAGGG repeat-binding factors, 1 e 2) associam-se
as repeticbes TTAGGG na fita dupla. Fonte: de Lange, 2004 (191).
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A telomerase € um complexo ribonucleoproteico Unico composto pela
subunidade catalitica denominada transcriptase reversa da telomerase (hTERT, human
telomerase reverse transcriptase), um componente de RNA da telomerase (TR ou
TERC, telomerase RNA) e pela disquerina (DKC1). O componente de RNA atua como
molde para a extensdo dos teldmeros, na medida em que € constituido por repeticdes
da sequéncia complementar a dos telédmeros (5’-CCCTGG-3’) (211, 212) (Figura 6). A
funcdo da telomerase é altamente regulada em células normais, por mecanismos
complexos, que incluem o controle transcricional e pds-transcricional da subunidade
catalitica hTERT (194, 213).A maturacdo do complexo da telomerase, formado pelas
subunidades TERT e TR, ocorre através de diversas associa¢des de proteinas no corpo
Cajal (212, 214, 215).

Embora TERT e TR sejam suficientes para gerar a atividade da enzima in vitro, a
telomerase depende de outras proteinas para a sua montagem e regulacdo (212, 216).
Uma das proteinas do complexo da telomerase em mamiferos, melhor caracterizada &
a proteina disquerina. A disquerina (DK1) forma um complexo central com trés
proteinas menores, NHP2, NOP10 e GAR1 (217), que se liga a um motivo H/ACA de
RNA estrutural dentro da TERC (bem como pequenas moléculas de RNA nucleolar) e é

essencial para a estabilidade e funcéo telomerase in vivo (218, 219)(Figura 06).
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Figura 6 O complexo Telomerase. O complexo de enzima telomerase é composto pela TERT
(transcriptase reversa) e TERC(TR ou RNA telomerase)que contém um motivo 3'H/ACA que se liga a
proteina disquerina, a qual faz parte de um complexo de disquerina, maior, que também consiste em
NHP2, NOP10 e GARL. A proteina do corpo Cajal (TCAB1) se liga em um motivo de localizado no corpo
Cajal em TERC cuja funcéo € na biogénese da telomerase. Adaptado de Stanleye colaboradores (2015)
(220).

Durante a duplicacdo do DNA de cromossomos lineares, ocorre replicacdo
incompleta fita 3’, conhecida como "problema da replicacdo final*. A DNA polimerase
requer pequenas sequéncia de RNA, conhecidas como iniciadores ou primers, para
iniciar a replicagao, conduzida do sentido 5’ para o 3'. Considerando-se que as duas
fitas que compbéem o DNA molde sao antiparalelas, a replicacdo ocorre em dois
sentidos. A fita molde com sentido 3’ para 5’ é replicada de forma continua (uma vez
que a fita “filha”, antiparalela a fita molde, sera sintetizada do sentido 5 para o 3’, pela
DNA polimerase) e a fita molde com sentido 5’ para 3’ é replicada de forma descontinua
ou fragmentada, uma vez que a fita “filha” sera sintetizada em fragmentos, do sentido 5’
para o 3’, a medida que o DNA é desnaturado. Estes fragmentos sdo conhecidos como
fragmentos de Okazaki, e cada um deles, apresentam seu proprio iniciador ou primer. A

fita assim sintetizada, conhecida como fita tardia apresenta diversos iniciadores, que
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sdo subsequentemente degradados e reconstituidos com desoxirribonucleotideos
complementares a fita molde, pela maquinaria de reparo do DNA (215, 221).

Na extremidade 3’ da fita molde, replicada de forma descontinua, ndo € possivel
o reparo da lacuna resultante da remocéao do ultimo iniciador de RNA, de forma que a
molécula recém-sintetizada de DNA apresenta uma de suas fitas mais curta e, com
sucessivas divisoes celulares, ha tendéncia de encurtamento progressivo dos teléomeros
(222). Sem um mecanismo especial para auxiliar a replicacdo das extremidades, os
cromossomos lineares seriam um pouco mais curtos a cada geracao celular, até que se
tornariam téo curtos que haveria instabilidade cromossdmica e morte da linhagem
celular. Postula-se que este processo possa atuar como mecanismo de contagem
molecular, marcando o numero de divisdes celulares e funcionando como relégio
mitético e indicador de senescéncia celular (223).

A enzima telomerase, no entanto, resolve este problema “do final da replicagao”
por meio da adicdo de sequéncia teloméricas as extremidades dos cromossomos (210).
A enzima é uma DNA polimerase especializada que sintetiza novas sequéncia dos
teléomeros no final dos cromossomos (189, 224). A telomerase tem dois componentes
conservados que desempenham a funcdo de adicdo das sequencias teloméricas: a
proteina do nucleo da telomerase, TERT, que contém o dominio da transcriptase
reversa da telomerase, e um componente de RNA essencial, TR (também conhecido
como TERC), que se complexa com TERT e fornece o modelo para a sintese da

sequéncia telomérica (208, 225), conforme esquematizado na Figura 7.
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Figura 7. Replicagdao incompleta da fita 3’, conhecida como "problema da replicagdo final”, e
atividade da telomerase. . Imagem superior: os nucleotideos na extremidade 3’ do iniciador de DNA no
teldmero sédo hibridizados com o molde de RNA no dominio de RNA do complexo da telomerase. Imagem
inferior: o hiato formado ao final do molde é entdo preenchido pela adicdo de nucleotideos
complementares, no sitio catalitico do complexo da telomerase (hTERT), de modo que a extremidade
telomérica é alongada de modo complementar ao molde de RNA. Adaptado de (Neidle and Parkinson
2002 (226).

O recrutamento da telomerase para os telébmeros e sua atividade enzimética é
modulado por ampla rede de complexos proteicos. O principal deles é conhecido como
o telossomo ou Shelterin e, em humanos, é formado por seis proteinas: TRF1 e 2 (fator
de ligacdo a repeticao telomérica, telomeric repeat-binding factor 1 e 2), RAP1 (proteina
ativadora de repressor, repressor activator protein 1), POT1 (protecdo dos telébmeros,
protection of telomeres 1), TPP1 (telomeric protein 1) e TIN2 (proteina de interagcdo com
TRF1, TRF1 interacting protein) (18, 227), conforme esquematizado na Figura 8.

Estas estruturas estdo localizadas na extremidade dos cromossomos e as

protegem formando a al¢ca-T (T-loop) (220, 228).
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POT1

TPP1

TIN2

POT1
Rap1

TTAGGG-3'

5-TTAGGG 7
3.AATCCC =—{IRF2-4 TRF1

Figura 8 O complexo Shelterin. Apresenta 6 subunidades e associa-se com a sequéncia
telomérica. O complexo shelterin é formado por TRF1, TRF2 (fator de ligacdo a repeticdo telomérica,
telomeric repeat-binding factor 1 e 2), POT1((prote¢édo dos telédmeros 1), TIN2(proteina de interacdo com
TRF1, TRF1), RAP1(proteina ativadora de repressor) e TPP1(proteina telomérica 1). As proteinas TRF1
e 2 estabelecem a especificidade do complexo pela sequéncia telomérica em Raz&o de sua capacidade
de reconhecer a sequéncia TTAGG. A proteina POT1 liga-se ao segmento de fita simples TTAGGG.
Adaptado de Sarek e colaboradores (2015) (229).

As proteinas TRF1 e 2 ligam-se as unidades teloméricas de fita dupla formando
homodimeros. ATRF1 tem ac¢do direta na homeostase do comprimento do telébmero e
regula a progresséao do ciclo celular e a TRF2 contribui na formacgéo da al¢ca T (T-loop )
e na regulacdo do comprimento telomérico, inibindo a recombinacdo ndo homéloga de
cromossomos (194).A RAP1, altamente conservada e com trés dominios (RCT, BRCT e
Myb), associa-se ao telomero por interacdo com a TRF2 . A POT1 e a TPP1 interagem
e ligam-se a parte telomérica de fita dupla e a POT1 protege a extremidade 3’ do
teldomero da acdo da telomerase e também de danos ao DNA e a TTP1 interage
diretamente coma telomerase para o recrutamento do telébmero (194). A TIN2, por sua
vez, € um componente central do telossomo que se liga a TRF1 e TFR2. As seis
proteinas descritas parecem funcionar como plataforma que recruta proteinas de
diversas vias para a manutencéo e protecao dos telémeros (194, 230, 231) (Figura 8).

A atividade da telomerase em mamiferos humanos é regulada diferencialmente
de acordo com o tipo celular. A desregulacdo da atividade da telomerase € observada

em mais de 90% dos canceres humanos e em doencas degenerativas, enquanto
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expressdo haplo-insuficiente de componentes da telomerase esta associada a varias
sindromes de envelhecimento precoce de etiologia genética (232, 233). Alteracdes do
DNA observadas com sucessivos ciclos celulares sdo observadas com o
envelhecimento e parecem estar relacionadas ao aparecimento de doencas
relacionadas ao processo envelhecimento; para estas doencas, contribuem, também, a

resposta inflamatoria e alteracfes do equilibrio redox (234-236).

2.2.3 Comprimento dos teldmeros e diabetes mellitus tipo 2

Nos ultimos anos, alteracdes da biologia dos teldmeros vém sendo associadas a
doencas crénicas como o DM2 (237). A associacdo entre o comprimento dos teldmeros
e o DM2 foi inicialmente descrita por Adaikalakoteswar e cols. em 2005, na populacéo
indiana asiatica (149).

Estudos subsequentes foram conduzidos em diferentes grupos populacionais,
incluindo europeus, asiaticos, africanos, americanos e mexicanos (40, 42, 43, 148, 238-
240). Os resultados foram variaveis, conforme apresentado no Quadro 2. Alguns
estudos mostram que pacientes com DM2 apresentam menor comprimento dos
telomeros (24, 30, 40, 44, 45, 148, 237, 240-248), enquanto em outras investigacdes
nao € observada esta associacao (43, 249).

Na maioria destes estudos, o comprimento dos teldmeros é determinado em
leucdcitos do sangue periférico em diferentes grupos populacionais. E possivel que este
tipo celular reflita a dindmica dos telébmeros de outros tipos celulares (250) e possa
desta forma, representar indicador global de senescéncia celular (251), incluindo das
células beta-pancreaticas (251, 252), que apresentam papel chave na fisiopatologia do
DM2. A senescéncia das células beta poderia associar-se a sua disfuncao secretoria e
explicar a associagéo entre o comprimento dos teldmeros e a ocorréncia da doenca.

Alguns estudos que descrevem associacao entre o comprimento dos telémeros e
o DM2 indicam também que o encurtamento dos telébmeros € correlacionado
positivamente com a duracdo do diabetes. Este achado pode sugerir que o tempo de
exposicao a hiperglicemia, inflamacéo ou EO, caracteristicos da doenca, desempenhe
papel potencial no encurtamento dos telébmeros (44, 148, 228, 253-256).
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Em concordancia com esta possibilidade, o EO e a resposta inflamatérios
cronicos caracteristicos de doencgas crénico-degenerativas, sdo considerados a base do
envelhecimento celular e, neste processo, contribuem para o encurtamento dos
telomeros (12, 243, 254, 257-259).
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Quadro 2 Caracteristicas de estudos que investigaram a associagéo entre o comprimento dos telémeros (CT) e o DM2.

Autores, ano Pais Tipo de Numero Método de Resultado
estudo amostral; sexo; determinacéao do
faixa etaria CT
Ma e cols, 2015 China Caso-controle, 69; F e M; 45-54 PCRq, relativo Reducéo significativa do CT de
(242) componente anos leucécitos do sangue periférico em
prospectivo diabéticos tipo 2; aumento do CT

apdés 2 meses de tratamento com
sitagliptina.

Willet e cols, 2014 Reino Unido Coorte 684; F e M; 53-63 PCRq, relativo Reducdo do CT de leucdcitos do

(254) anos sangue periférico é fator de risco
independente para
desenvolvimento de DM2 apds 10
ou 15 anos de seguimento.

Zhao e cols, 2013 EUA (indios) Coorte 2328; F e M; 14- PCRq, relativo Reducdo do CT de leucdcitos do

(255) 93 anos sangue periférico € fator de risco
independente para
desenvolvimento de DM2.

Liu e cols, 2014 China Caso-controle 71; F e M; 44-54 PCRq, relativo Reducédo significativa do CT de

(256) anos leucocitos do sangue periférico em
diabéticos tipo 2.

Ma e cols, 2013 China Caso-controle DM2 (62), DM1 PCRq, relativo Reducdo significativa do CT de

(23) (34);FeM leucocitos do sangue periférico em

diabéticos tipo 2 e tipo 1.
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Continuacdo Quadro 2. Caracteristicas de estudos que investigaram a associacao entre o comprimento dos teldomeros (CT) e o DM2.

Autores, ano

Pais

Tipo de
estudo

Ndmero
amostral; sexo;
faixa etaria

Método
determinacdao
CT

de Resultado

do

Du e cols, 2013
(21)

You e cols, 2012
(257)

Ahmad e cols, 2012
(258)

Hovatta e cols,
2012 (238)

EUA

EUA

Suécia

Finlandia

Caso-controle

Coorte

Caso-controle

Coorte

3968; F; 43-70
anos

1675; F; 60-63
anos

27: F e M; 33-61
anos

522: F e M; 40-64
anos

PCRq, relativo

PCRq, absoluta

PCRq, relativo

PCRq, relativo

N&do foi encontrada associacdo
entre o risco de DM2, determinado
por escore genético, e o CT de
leucécitos do sangue periférico.

Associacdo fraca entre o CT de
leucocitos do sangue periférico e
DM2 no momento inicial do estudo;
o CT de leucécitos do sangue
periférico nao  foi preditor
independente do risco de
desenvolvimento de DM2.

Entre nao diabéticos, foi
encontrada associacéo entre o CT
de leucécitos do sangue periférico
e a glicemia pés-prandial, mas néo
a glicemia de jejum.

Nado foi encontrada associacdo
entre o CT de leucécitos do
sangue periférico e 0 risco de
progressao de 10G para DM2 apés
4.5 anos de seguimento.
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Continuacdo Quadro 2. Caracteristicas de estudos que investigaram a associacao entre o comprimento dos teldomeros (CT) e o DM2.

Autores, ano

Pais

Tipo de
estudo

Ndmero
amostral;
faixa etaria

sexo;

Método
determinacdao
CT

de
do

Resultado

Monickaraj e cols,
2012 (253)

Shen e cols, 2012
(234)

Xiao e cols, 2011
(259)

Zee e cols, 2010
(260)

Salpea e cols,2010
(261)

Tailandia

China

China

EUA

Inglaterra

Caso-controle

Caso-controle

Caso-controle

Caso-controle

Caso-controle

2350; F e M; 36-
49 anos

4016; F e M; 20-
80 anos

1797; F e M; 56-
73 anos

432; F e M; > 30
anos

569 caucasianos,
103 sul-africanos,

70 afro-
caribenhos; F e
M; 24-92 anos

PCRq, relativo

PCRq, relativo

PCRq, relativo

PCRq, relativo

PCRq, relativo

Reducéo significativa do CT de
leucécitos do sangue periférico
em diabéticos tipo 2.

Reducédo significativa do CT de
leucocitos do sangue periférico
em diabéticos tipo 2.

Reducéo significativa do CT de
leucécitos do sangue periférico
em diabéticos tipo 2.

Reducado significativa do CT de
leucocitos do sangue periférico
em diabéticos tipo 2.

Reducédo significativa do CT de
leucocitos do sangue periférico
em diabéticos tipo 2.

CT: comprimento dos teldmeros; DM1: diabetes mellitus tipo 1; DM2: diabetes mellitus tipo 2; EUA: Estados Unidos da America; F: sexo

feminino; M: sexo masculino; PCRq: reacao em cadeia da polimerase quantitativa.
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2.2.4 Métodos de determinacdo do comprimento dos telémeros

Os métodos para determinacdo do comprimento dos telébmeros séo variados e

entre os principais destacam-se:

0] Andlise de fragmentos de restricdo terminal (TRF, telomere restriction
fragment);
(i) Andlise Unica do comprimento do teldbmero (STELA-single telomere

length analysis);

(i) Hibridizacdo fluorescente in situ (FISH) e suas variantes, tais como o
método baseado em microscopia digital (Q-FISH, quantitative
fluorescent in situ hybridization) ou em citometria de fluxo (Flow-FISH),
o método de alta capacidade (high-throughput, HT-Q-FISH),
mapeamento telomérico (telomapping); (

(iv) Ensaio dot-blot,

(V) Andlise de hibridizacdo de protecdo (HPA, hybridization protection
assay) e quantificacdo da saliéncia 3"OH de fita simples;

(vi) (v) método de PCR quantitativa em tempo real.

O Quadro 3 apresenta algumas caracteristicas de alguns destes metodos. A
seguir, serdo descritas a analise de fragmentos de restricdo terminal-TRF (considerada

padrdo-ouro) e a andlise por PCR quantitativa em tempo real, empregada no estudo.



Quadro 3. Caracteristicas dos métodos de determinagao do comprimento dos telémeros.

Método Resolucdo NuUmero de células Capacidade

requerido
Medida de TRF 1 kb 1x10° células Baixa
teldmeros por
amostra
gPCR ND 20 ng de DNA Alta
Medida de Flow-FISH 0,3 kb 0,5x10° células Alta
teldmeros por
células

Telédmeros Q-FISH 0,3 kb 15-20 metéfases Baixa
individuais

Intérfase Q- 0,3 kb 30 intérfases Baixa

FISH
Pontos teloméricos

HT Q-FISH 0,3 kb 0,01x10° células Alta

individuais aderentes
0,07x10° células
linfoides
Telomappin 0,3 kb Seccéo histologica Baixa
9 .
fixada
STELA 0,1 kb 0,1x10° células Baixa

ND, n&o determinada. Fonte: adaptado de Vera e cols. 2012 “*”
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2.2.4.1 Andlise do fragmento de restricao terminal por Southern blot

O método considerado padrdo-ouro para determinacdo do comprimento dos
teldmeros € a analise dos fragmentos de restricdo terminal por meio de Southern blot.
Esta técnica permite detectar fragmentos especificos de DNA em amostras de
composicdo complexa, como € o caso das que contém DNA gendmico. Este método foi
descrito por Edwin Southern em 1975(261) e fornece estimativa do nimero médio de
repeticdes teloméricas por amostra, pois os TRF incluem n&do apenas repeticoes
teloméricas, mas também quantidades variaveis de sequéncias subteloméricas. Apesar
de suas limitagbes, o uso da analise TRF foi fundamental para desvendar as
associacbes entre o comprimento dos telomeros e o envelhecimento e doencas
humanas, e ainda permanece como um dos métodos mais utilizados para analise
comprimento dos telébmeros (260).

Na década de 1990, o desenvolvimento de métodos de medida do comprimento
dos teldbmeros baseados em hibridizacdo in situ por fluorescéncia (FISH) e suas
variantes resolveu o problema de precisdo e representou um grande avango para a

qguantificacdo do comprimento dos teldmeros (262, 263).

2.4.4.2 Reacdo em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real (PCRQ)

A PCRq para determinagcéo do comprimento dos teldmeros foi desenvolvida por
Cawthon (2002) constitui método amplamente utilizado para determinacdo do
comprimento dos teldmeros de leucdcitos (48, 264). Por este método, € determinado o
comprimento relativo dos telémeros com base na razédo entre teldmero / gene de copia
anica.

O procedimento foi modificado por O'Callaghan e cols (2011), que adaptaram o
ensaio de medida do comprimento dos telémeros por PCRq comparando a amplificagéo
da amostra teste com a de oligonucleotideos sintéticos correspondendo a sequéncia
telomérica, para se obter o comprimento médio absoluto dos telomeros estimado em kb

por escala genoma diploide. Este método foi denominado "PCR(q absoluta” (265, 266).
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Para a medida do comprimento do teldbmero, um gene de coOpia Unica € utilizado
como controle para a amplificacdo de cada amostra e para determinar o nimero de
copias do genoma por amostra. A escolha do gene de copia Unica é fundamental para a
confiabilidade dos resultados, uma vez que qualquer alteracdo do numero de copias
pode influenciar consideravelmente a medida do comprimento médio dos teldbmeros
(266).

Assim como o ensaio de TRF, técnicas baseadas em PCRq requerem DNA de
alta qualidade. No entanto, ao contrario do TRF, os métodos baseados em PCR(q
requerem pequenas quantidades de DNA (nanogramas) da amostra a ser avaliada.
Técnicas baseadas em PCRq tornaram-se método frequentemente utilizado para a
estimativa do comprimento de teldmeros devido ao relativo baixo custo, receptividade
para 0s ensaios de alto rendimento e a facilidade de acesso dos investigadores ao
equipamento necessario utilizado no ensaio (263, 266).

Essa técnica possui também a vantagem de ser bem adequada para grandes
estudos epidemioldgicos, embora os resultados sejam limitados para comparacdes
devido a diferencas na qualidade de DNA com base no método utilizado para a
extragdo de DNA gendmico, assim como diferengcas nos métodos de fixacdo da
amostra, no caso de amostras de tecido embebidas e fixadas em parafina (267, 268) e
por apresentar niveis relativamente elevados de variacdo entre as estimativas
replicadas(269).
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3 JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA

O encurtamento do comprimento dos telomeros pode resultar em fusdes
terminais gerando instabilidade cromossbmica, que por sua vez podem estar
relacionadas a numerosos tipos de cancer (pulmao, célon, mama, prostata, leucemia),
risco cardiaco e diabetes mellitus (244, 270-274). O estudo do tamanho dos teldbmeros
tem sido utilizado como uma das ferramentas para estudo de doencgas relacionadas
com a idade, na medida em que é considerado biomarcador biolégico de
envelhecimento, com potencial de predizer a morbidade e mortalidade.

Os leucdcitos sdo a células mais estudas para verificar o comprimento dos
teldmeros devido ao seu facil acesso. Nos seres humanos, as evidéncias mais fortes da
associacao entre o comprimento de teldmeros de leucécitos e a mortalidade vém sendo
alvo de estudos(28, 29)..Além disso, uma investigacdo recente em adultos jovens,
demonstrou que a taxa de desgaste dos teldmeros do individuo € altamente variavel e
fortemente correlacionada com a resisténcia a insulina, um fenbmeno que
provavelmente relaciona-se com o estresse oxidativo e condi¢des inflamatoérias (19,
270, 272).

Pesquisas sobre a associacdo entre comprimento do telomero e DM2 tem sido
realizadas e estas indicam que teldmeros mais curtos podem levar a fenotipos em
varios tipos de células, incluindo as células beta que levam a apoptose consequente e
acelera o aparecimento de diabetes(272, 275, 276).0 tamanho mais curto de telébmeros
pode ser atribuido no momento do nascimento, em individuos com predisposicao para a
diabetes ou a aceleracdo da perda de teldmeros durante a divisdo celular pode estar
diretamente corelacionado ao aumento de estresse oxidativo em condi¢cdes pré-
diabéticas(48, 49).

Portanto, devido a importancia do tema, é possivel que os dados assim gerados
neste estudo, contribuam para ampliar os conhecimentos a respeito dos mecanismos
envolvidos no comprimento dos teldbmeros e a diabetes mellintus tipo 2 neste grupo

populacional.
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4.0 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Comparar o comprimento relativo dos teldmeros de leucdéticos do sangue

periférico de diabéticos tipo 2 e controles com tolerancia normal & glicose.

4.2 Objetivos especificos

e Descrever caracteristicas demograficas, socioecondmicas, clinicas,
antropométricas e bioguimicas de diabéticos tipo 2 acompanhados no Hospital
Universitario de Brasilia.

e Comparar a concentracao sérica de TBARS e a capacidade antioxidante total no
soro de diabéticos tipo 2 e controles com tolerancia normal & glicose.

e Correlacionar a concentracéo sérica de TBARS e a capacidade antioxidante total
no soro com variaveis clinicas e bioquimicas de diabéticos tipo 2 e com variaveis
clinicas de controles com tolerancia normal a glicose.

e Comparar o comprimento relativo de telémeros de leucdcitos do sangue
periférico de diabéticos tipo 2 e controles com tolerancia normal a glicose.

e Correlacionar o comprimento relativo de teldbmeros de leucdcitos do sangue
periférico de diabéticos tipo 2 com variaveis clinicas e bioquimicas.

e Correlacionar o comprimento relativo de teldbmeros de leucdcitos do sangue

periférico de controles com tolerancia normal a glicose com variaveis clinicas.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 ASPECTOS ETICOS

Este estudo seguiu todas as normas estabelecidas pela Resolucédo 466/2012 do
Conselho Nacional de Saude, que trata da pesquisa em seres humanos. O projeto foi
aprovado pelos Comités de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias da Saude da
Universidade de Brasilia (em 02/08/2013, CAAE 23433013.4.0000.5553) e da
Secretaria de Estado de Saude do Distrito Federal - Fundacédo de Ensino e Pesquisa
em Ciéncias da Saude CEP/FEPECS (em 26/11/2013, CAAE 23433013.4.0000.5553),

conforme apresentado nos Anexos | e Il.

5.2 DELINEAMENTO E SUJEITOS DO ESTUDO

Trata-se de estudo observacional, com componentes descritivo e analitico, em
qgue foram selecionados 165 portadores de DM2, com idades entre 43 e 55 anos, de
ambos os sexos, acompanhados no Hospital Universitario de Brasilia (HUB), que
constituiram o “grupo caso”. O grupo controle, composto por sujeitos com tolerancia
normal a glicose e da mesma faixa etaria dos casos, foi recrutado do quadro de
doadores de sangue da Fundacdo Hemocentro de Brasilia da Secretaria de Estado de
Saude do Distrito Federal (FHB/SES-DF). Foram constituidos dois grupos controles, um
para a avaliacdo de cada desfecho do estudo:

(i) Grupo controle composto por 130 individuos, que foi comparado ao grupo de
diabéticos tipo 2 com relacdo a marcadores de EO.

(i) Grupo controle composto por 158 individuos, que foi comparado ao grupo de
diabéticos tipo 2 com relacdo ao comprimento relativo dos teldmeros.

O rastreamento de doadores na FHB/SES-DF é baseado nas Resolucdes da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria que dispdem sobre as Boas Praticas no Ciclo
do Sangue (RDC N° 34, de 11 de junho de 2014 e RDC n° 57, de 16 de dezembro de
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2010) (277, 278), que determinam o Regulamento Sanitario para Servicos que
desenvolvem atividades relacionadas ao ciclo produtivo do sangue humano e
componente e procedimentos transfusionais. Os doadores da FHB/SES-DF

(http://www.fhb.df.gov.br/) passam por seis etapas para a doacdo (Anexo Ill), que

incluem (i) identificacdo (caracteristicas demograficas e tipo de doacéo, se comunitaria
ou de reposicdo), (i) pré-triagem (obtencdo de dados clinicos, antropométricos e
rastreamento de anemia), (iii) lanche, (iv) triagem clinica (questionario a respeito de
doencas prévias, comportamento sexual, alimentacdo e uso de medicamentos, Anexo
IV), (v) coleta e (vi) lanche.

Para avaliagdo dos marcadores de EO, foram selecionados 130 controles. Para
avaliacdo do comprimento dos teldmeros, foram selecionados 165 controles, pareados

com 0s casos de acordo com a idade.

5.2.1 Critérios de incluséo

Para o “grupo caso”, os critérios de inclusao foram:

e Ser portador de DM2.

e Apresentar idade entre 43 e 55 anos.

e Concordancia em participar do estudo e assinatura do Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo V).

Para o “grupo controle”, os critérios de inclusdo foram:

e Apresentar tolerancia a glicose normal.

e Apresentar idade entre 43 e 55 anos.

e Concordancia em participar do estudo e assinatura do Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo VI).

No HUB adotam-se, para o diagnéstico do DM, os critérios propostos pela

Associacdo Americana de Diabetes, que incluem (81):

e Glicemia de jejum > 126 mg/dL;


http://www.fhb.df.gov.br/
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e Glicemia aleatoria > 200 mg/dL, na presenca de sintomas de hiperglicemia
(politria, polidipsia, perda de peso);

e Glicemia 2 horas p6s-sobrecarga oral de 75¢g de glicose anidra > 200 mg/dL;

e Hemoglobina glicada (HbAlc) > 6,5%.

Neste grupo, ainda que ndo se tenha tido acesso aos valores de glicemia ou
HbAlc do periodo do diagndstico, a presenca do DM2 foi corroborada pela informacéo,
fornecida pelo sujeito e revisada no prontuario médico e do uso de medicamentos anti-
hiperglicemiantes.

No grupo controle, a tolerancia normal a glicose foi definida pela presenca de
HbAlc normal (<6,5%), cuja dosagem é realizada por cromatografia liquida de alta
resolucao, e pela auséncia de uso de medicamentos anti-hiperglicemiantes. A dosagem
da HbAlc, assim como as informag¢des sobre medicamentos em uso, fazem parte da
avaliacéo rotineira destes individuos (Anexo VII).

5.2.2 Critérios de excluséao

Para ambos o0s grupos, caso e controle, foram excluidos portadores de
neoplasias malignas, infeccéo pelo virus da imunodeficiéncia humana e de infec¢bes de

outra natureza que estivessem ativas (tuberculose, micoses profundas).

5.2.3 Célculo amostral apés os critérios de excluséo

De acordo com calculo amostral previamente realizado, cada grupo deveria
conter um minimo de 165 participantes para um nivel de significancia de 80%,
considerando as probabilidades de erros alfa e beta (279), totalizando 330 participantes
para o alcance satisfatorio dos objetivos deste estudo. O tamanho do efeito foi de 0.3
(efeito médio). Apds os critérios de exclusédo o t critico foi de 2,82. Para o calculo foi
utilizado o software G*Power 3.0.10® (280, 281).
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5.3 PROCEDIMENTOS

5.3.1 Coleta de amostra de sangue venoso periférico

Todos os sujeitos do grupo caso foram submetidos a coleta de 8 mL de sangue
venoso periférico realizada pelos técnicos do Laboratério de Analises Clinicas do HUB,
na ocasiao da coleta de sangue para a realizacdo dos exames solicitados pelo médico
assistente. Quatro mL foram armazenados em tubo contendo EDTA e 4 mL, em tubo
sem anticoagulante e com gel para separagao do soro.

Amostras de 2 mL de sangue venoso de cada sujeito do grupo controle foram
disponibilizadas pela FHB/SES-DF, em tubo contendo EDTA e 2 mL, em tubo sem

coagulante com gel contendo o soro.

5.3.2 Obtencéao de informacg®es relativas as variaveis do estudo

Os portadores de DM2 (grupo caso) que concordaram em participar do estudo
responderam a uma entrevista estruturada, que abordou dados de identificacao,
demograficos, socioeconémicos, antropométricos e clinica. Alguns dados clinicos
relativos a resultados de exames laboratoriais realizados no Laboratério de Analises
Clinicas do HUB foram obtidos por consulta ao prontuério médico (Anexo VII).

As informacdes relativas ao grupo controle foram obtidas a partir do banco de
dados da FHB/SES-DF, para obtencdo de dados demograficos, clinicos e

antropométricos (Anexo VII).

5.4 VARIAVEIS DO ESTUDO

5.4.1 Variaveis demograficas, clinicas e antropométricas

Foram obtidas informacdes acerca das seguintes variaveis:
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() Idade (calculada a partir da data de nascimento, verificada em documento de

identidade com foto e no prontuario meédico);

(if) Sexo;

(i) Peso (verificado uma Unica vez em balanca digital com capacidade de 150 kg e

intervalos de 100 g);

(iv) Altura (verificada uma Unica vez em estadibmetro com precisdo de 1 mm, mantendo
0 sujeito em posicao ereta, com bracos estendidos ao longo do corpo e olhar fixo em

um ponto do horizonte);

(v) indice de massa corporal (calculado pela divisdo do peso em kg pela altura em
metros ao quadrado e utilizado para classificacdo do estado nutricional de acordo com

as informacdes descritas no Quadro 4);

(vi) Circunferéncia da cintura (verificada durante a expiracdo, com o individuo em
posicéo ereta, abdome relaxado e desnudo, com bragos estendidos ao longo do corpo
e pés juntos. Foi utilizada fita métrica inelastica, posicionada na metade da altura entre

0 Ultimo arco costal e a parte superior da crista iliaca antero-superior);

(vii) Circunferéncia do quadril (verificada com o individuo em posicdo ereta, por meio do
posicionamento da fita métrica inelastica em um plano horizontal na area de maior
proeminéncia da regido glutea, sem enrugar a pele e tampouco comprimir os tecidos

subcutaneos);

(viii) Presséo arterial sistélica e diastolica (aferida por métodos padréao e registrada em
mmHg conferida no prontuario; foi considerado hipertenso o sujeito com pressao arterial
sistélica igual ou superior a 130 mmHg e/ou pressao arterial diastolica igual ou superior

a 85 mmHg, ou em uso de medicacao anti-hipertensiva).
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(iv) Comorbidades (dislipidemia, hipertensdo arterial, distlrbios tireoidianos,
complicacbes crénicas do DM - neuropatia, nefropatia e retinopatia - verificados no

prontuario e exames do paciente);

(x) Uso de medicamentos (informacdes coletadas durante a entrevista com o paciente e

confirmadas por revisdo do prontuario médico);

(xi) Escolaridade;

(xii) Renda mensal estimada;

(xiii) Pratica de atividade fisica;

(xix) Consumo de alcool e

(x) Habito de fumar.

Quadro 4 Classificacdo do estado nutricional segundo o indice de massa corporal e risco de
comorbidades.

Classificacéo IMC (kg/m?) Risco de comorbidades
Eutrofia 18,5-24,9 Médio
Sobrepeso (pré-obesidade) 25-29,9 Aumentado-
Obesidade grau | 30-34,9 Moderado
Obesidade grau Il 35-39,9 Grave
Obesidade grau lll >40 Muito Grave

IMC: indice de massa corporal.

Fonte: Organizacdo Mundial da Saude, 2008 (282).
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Quanto a pratica de atividade fisica, os sujeitos com DM2 foram classificados, de

acordo com Haskell (2007) (283) o tipo de atividade, em cinco categorias:

(1) Muito ativo (atividade vigorosa > 5 dias por semana e > 30 minutos por sesséo e/ou
atividade vigorosa > 3 dias por semana e > 20 minutos por sessdo + atividade

moderada e/ou caminhada > 5 dias por semana e > 30 minutos por sessao).

(2) Ativo (atividade vigorosa > 3 dias por semana e > 20 minutos por sessdo e/ou
atividade moderada ou caminhada > 5 dias por semana e > 30 minutos por sessao e/ou
qualquer atividade somada - caminhada, moderada, vigorosa - > 5 dias por semana e >

150 minutos por semana).

(3) Irregularmente ativo (atividade fisica em nivel insuficiente para ser classificado como
ativo, considerado irregularmente ativo A quando atinge pelo menos um dos critérios de
recomendacdo quanto a frequéncia ou duracdo da atividade — 5 dias por semana ou
duracdo de 150 minutos por semana, ou considerado irregularmente ativo B quando

nao atinge critérios de recomendacao quanto a frequéncia e duracédo).

(4) Sedentério: aquele que ndo realiza nenhuma atividade fisica por pelo menos 10

minutos continuos durante a semana.

5.4.2 Variaveis bioquimicas

No grupo de casos (portadores de DM2), dados relativos as seguintes variaveis
bioquimicas foram coletados a partir do banco de dados do Laboratério de Analises
Clinicas do HUB ou do registro no prontuario médico: glicemia em jejum, hemoglobina
glicada, colesterol total e fragbes (LDL, HDL e VLDL), triglicerideos, ureia, creatinina,
aspartato aminotransferase (AST ou TGO), aspartato alaninotransferase (ALT ou TGP),
gamaglutamiltransferase (GT), depuracdo endogena de creatinina, microalbumindria ou
proteindria e PCR ultrassensivel. Foram coletados resultados de avaliagfes realizadas
até trés meses antes do momento da coleta da amostra de sangue para o presente

estudo. Estes exames séo realizados rotineiramente como parte do acompanhamento
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de portadores de DM2, apds 12 horas de jejum, necesséria a avaliacdo dos resultados
da concentracdo sérica de triglicerideos. O Quadro 5 apresenta os métodos utilizados
para determinacédo de cada uma das variaveis bioquimicas mencionadas, assim como a

respectiva faixa valor de referéncia.

Quadro 5 Métodos empregados para a determinacdo das variaveis bioguimicas analisadas e respectivas
faixas de referéncia.

Variavel Método Faixa de referéncia
Glicemia de jejum (mg/dL) Hexoquinase 70-99
Hemoglobina glicada (%) HPLC <6,5%
Colesterol total (mg/dL) Esterase-oxidase <200
Colesterol-LDL (mg/dL) Férmula de Friedwald <130

(meta no DM: < 100)

Colesterol-VLDL (mg/dL) Formula de Friedwald <30
Colesterol-HDL (mg/dL) Homogéneo direto > 60
Trigliceriideo (mg/dL) Oxidase-peroxidase <150
AST (U/L) IFCC — com piridoxal fosfato <60
ALT (U/L) IFCC — com piridoxal fosfato <52
GGT (U/L) Szasz modificado 9ab54
Ureia (mg/dL) UV cinético automatizado 17 a43
Creatinina (mg/dL) Reacdo de Jaffé 0,3a1,3
PCR ultrassensivel (mg/dL) BN2 0,3a3,0

Fonte: Laboratério de Analises Clinicas do HUB.

5.5 AVALIACAO DA PEROXIDACAO LIPIDICA

A andlise da formagdo de substancias reativas ao &acido tiobarbitarico
(thiobartituric acid reactive substances, TBARS) € o principal método para quantificar os
produtos finais da peroxidacéo lipidica, que corresponde a oxidacao do radical livre de
acidos graxos poliinsaturados nos sistemas bioldgicos. Este método é utilizado para
avaliar quantitativamente o estresse oxidativo de tecidos e células (284). O
malondialdeido (MDA) é o produto final da peroxidacdo lipidica e reage com o &cido
tiobarbiturico (thiobarbituric acid, TBA) para formar o aduto MDA-TBA na proporcao de
1:2 com o TBA, sendo os resultados expressos em termos de TBARS.

A concentracdo de MDA, como marcador de peroxidacado lipidica, foi avaliada
pelo ensaio de TBA, segundo protocolo previamente descrito (151), e quantificada pelo
método colorimétrico descrito por Ohkawa (153).Para avaliar a concentracdo de

MDA/TBARS, foi coletado 1 mL de soro dos sujeitos do grupo caso e do grupo controle.
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Em microtubo de 2 mL imerso em gelo, foram adicionados 80 puL do soro diluido em 320
puL de &gua ultra pura MiliQ (diluicdo 1:5). Em seguida, foi acrescentado 1 mL de &acido
tricloroacético (TCA) 17,5%, pH 2,0, para separacdo dos acidos graxos de cadeia
longa, e, depois, foi acrescentado 1 mL TBA a 0,6%, pH 2,0. Apds esse processo, as
amostras foram homogeneizadas e mantidas a 95°C (em banho-maria) por 20 minutos.

Essa reacao foi interrompida com o resfriamento dos microtubos em gelo. Em
seguida, 1 mL de &acido tricloroacético a 70%, pH 2,0, foi adicionado aos microtubos e
0s mesmos incubados por 20 min. Depois desse periodo, os microtubos contendo as
amostras foram centrifugados por 15 minutos a 3000 rpm, a 20°C, e 280 pL do
sobrenadante de cada amostra foi colocado em um pogo de microplaca de 96 pogos. A
densidade optica do sobrenadante obtido foi lida em espectrofotbmetro SpectraMax 5.4
a 534 nm. no Laboratério de Estresse Oxidativo e Radicais Livres do Instituto de
Biologia da Universidade de Brasilia.

A concentracdo dos produtos da peroxidacao lipidica foi calculada utilizando-se
coeficiente de extingdo molar equivalente para malondialdeido (MDA-equivalente) de
1,56 x 10°> M*cm™ (utilizado para o complexo malondialdeido e &cido tiobarbittrico). O

conteddo de MDA no soro foi expresso em nmol/mL.

5.6 AVALIACAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL DO PLASMA

A capacidade antioxidante do soro foi determinada pelo potencial antioxidante
redutor férrico (ferric reducing antioxidant potential, FRAP), que representa medida
direta de “poder antioxidante total”. Neste ensaio, realizado em pH baixo, os
antioxidantes presentes no plasma ou soro reduzem Fe*® a Fe™, o qual é quelado pela
2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ) para formar o complexo Fe*-TPTZ, de coloracdo azul
intensa por acdo de compostos antioxidantes no plasma sanguineo, entre eles acido
arico e vitaminas C e E. A formacgédo do complexo Fe*-TPTZ pode ser monitorada a 593
nm (157).

Para o ensaio, foram preparadas as seguintes solucdes:

i. Tampéo acetato de sodio a 0,3 M, pH 3,6.
ii. Solugéo de acido cloridrico (HCI) a 40 mM.
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iii. TPTZa10 mM.

iv.  Cloreto férrico (FeCl36.H,0) a 20 mM.

v. Padréo de acido ascorbico a 250 puM.

vi.  Solucao de trabalho, que consiste na mistura de 10 volumes de tampao de
acetato de sodio, 1 volume de TPTZ e 1 volume de cloreto férrico, preparada,
obrigatoriamente, no momento do ensaio.

Para elaboracdo de curva padréo, foi utilizada solucéo de trolox (50, 100, 200,
500 800 e 1000 uM.

Para o ensaio, foram pipetados, em placa de 96 pocos, 300 uL de solucdo de
trabalho. Dois pocos da placa funcionaram como branco. Aos outros pocos, foram
adicionados, em duplicata, 10 yL cada uma das concentra¢des do padrao (Trolox) e 10
ML das amostras de soro dos sujeitos do estudo. Foi realizada leitura no
espectrofotometro a 593 nm (tempo zero), a placa foi incubada no espectrofotdmetro a
37°C por 4 minutos e, em seguida, efetuada nova leitura no espectrofotdmetro, a 593
nm (tempo 4 minutos). A densidade 6ptica foi lida em espectrofotdmetro SpectraMax
5.4 a 593 nm. no Laboratorio de Estresse Oxidativo e Radicais Livres do Instituto de
Biologia da Universidade de Brasilia.

Para o célculo da capacidade antioxidante total, subtraiu-se, do valor da
absorbéancia no tempo 0, o valor da absorbancia no tempo 4. Com os resultados dos
padrdes (Trolox), foi elaborado grafico com as concentracdes de Trolox no eixo x e as
respectivas médias das duplicatas das absorbancias (T0-T4) no eixo y para que a
equacao da reta fosse calculada. A partir da equacgéo da reta da curva padrdo, foram
calculados os valores de FRAP da amostra expressos em nM por equivalente de Trolox.

De posse destes dados e dos resultados do ensaio de peroxidacéo lipidica, foi
determinada a razao FRAP/TBARS.

5.7 EXTRACAO DE DNA GENOMICO

Para extracdo do DNA gendmico de leucocitos do sangue venoso periférico,

foram utilizados 200 pL das amostras de sangue venoso dos sujeitos. A extracao foi
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realizada com o kit comercial PureLink® Genomic DNA Mini (Life Technologies®),
conforme instrugdes do fabricante.

As amostras obtidas foram avaliadas no espectrofotometro de microvolume
Nanodrop 200 (Thermo Scientific) para determinacao da concentragcao de DNA (ng/uL)
e do grau de pureza da amostra, fornecido pela razdo entre as absorbancias nos
comprimentos de onda de 260 e 280 nm (260/280). Foram consideradas satisfatorias
amostras com razao 260/280 entre 1.7 e 2.0 (266).

5.8 DETERMINACAO DO COMPRIMENTO RELATIVO DOS TELOMEROS

A andlise do comprimento relativo dos teldmeros foi realizada pelo método de
PCR quantitativa em tempo real, proposto por Cawthon em 2002 (264). O principio
deste método € a determinacgédo, para cada amostra experimental, do fator segundo o
qual a razdo entre o numero de copias da sequéncia telomérica e o nimero de copias
de gene de coOpia Unica, em determinada amostra, difere de amostra referéncia de DNA.

A quantidade de repeticbes teloméricas em cada amostra experimental é
mensurada como nivel de diluicio de amostra referéncia de DNA (selecionada
arbitrariamente) que tornaria as amostras, experimental e referéncia, equivalentes em
termos de numeros de ciclos de PCR (cicle thershold) necessarios para obtencdo de
determinada quantidade de produtos de amplificacdo da sequéncia telomérica na fase
exponencial da amplificacao.

O mesmo é realizado para o gene de cOpia Unica. Com isso, a razao entre esses
fatores de diluicdo, ou T/S relativa (T, sequéncia telomérica; S, gene de copia unica)
representa a relacdo entre o numero de cépias da sequéncia telomérica e do gene de
cOpia Unica na amostra experimental e na amostra referéncia.

Os iniciadores (primers) utilizados para amplificacdo das sequéncias telomérica e
do gene de copia Unica (266) estdo descritos no Quadro 6. O iniciador que amplifica a
sequéncia telomérica pode se anelar a qualquer segmento complementar no DNA
telomérico, de forma que s&o observados produtos de amplificacdo de tamanho

variado. O gene de cdépia Unica, autossémico, utilizado como normalizador foi o 36B4
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também conhecido como RPLPO (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/6175) que codifica

a fosfoproteina acida ribossomal.

Quadro 6 Oligonucleotideos iniciadores utilizados na reagcdo de PCRq, para determinacdo do
comprimento relativo dos telémeros.

Sequéncia (5’ - 3’) Tamanho do
amplicon
Telo direto ou CGGTTTGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTTGGG >76 pb

forward TT

Teloreverso GGCTTGCCTTACCCTTACCCTTACCCTTACCCTTACC
ou reverse CT

36B4 direto CAGCAAGTGGGAAGGTGTAATCC 75 pb
ou forward

36B4 reverso  CCCATTCTATCATCAACGGGTACAA
ou reverse

Fonte: O"Callaghan (2011) (266). Telo: sequéncia do oligonucleotideo iniciador do telémero.

Para as reacdes de PCRq, foram utilizados 20 ng (4 yL de solugédo de DNA a 5
ng/uL), 100 nM (1 uL) de cada iniciador (direto e reverso), 10 uL de SYBR Green (Rox
gPCR Master Mix Thermo Scientific) e 4 uyL de H20 Milli-Q, em volume final de 20 pL. A
composicdo das reacdes de PCR (reagentes), com excecdo dos iniciadores, foi a
mesma para a amplificacdo da sequéncia telomérica e do gene de coépia Unica. As
reacoes foram conduzidas em placas de 96 pocos (Thermo Scientific).

Para cada amostra, foram conduzidas reacdes em duplicata, em placas
separadas, uma para amplificacdo da sequéncia telomérica e outra, da sequéncia do
gene de cOpia Unica. Em cada placa, foi realizada reacdo de amplificacdo de controle
negativo (agua) e amplificacdo de amostra referéncia, em triplicata, a partir da diluicdo
seriada 1:2, para determinacdo da eficiéncia da reagdo de amplificacdo com cada um
dos pares de iniciadores (sequéncia telomérica e sequéncia do gene de cépia Unica).

Esta curva de eficiéncia foi constituida de 6 pontos; a maior quantidade de DNA
da amostra referéncia foi de 40 ng e a menor, de 1,25 ng (diluicdo seriada 1:2 a partir
de 40 ng). A pipetagem foi realizada de forma automatizada, com a utilizagdo do

equipamento EpMotion® 5070 (Eppendorf). O limiar (thershold) considerado para as


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/6175
https://online-shop.eppendorf.com/OC-en/Automated-Pipetting-44509/Liquid-Handling-Workstations-44510/ep5070-PF-68886.html
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andlises de amplificacdo da sequéncia telomérica foi de 0,16, e para o gene de cépia
Unica, de 0,25.

As reacdes de amplificacdo foram conduzidas no equipamento StepOnePlus™
Real-Time PCR Systems-Life Technologies, de acordo como seguinte programa:
desnaturacao a 95°C por 10 minutos; 40 ciclos de 15 segundos desnaturacdo a 95°C, 1

minuto a 60°C; curva de dissociacédo ou melting.

5.8.1 Andlise da curva de eficiéncia de amplificacao dos iniciadores

Como descrito anteriormente, para a determinacéo da eficiéncia de amplificacéo
dos iniciadores (sequéncia telomérica e 36B4) foi realizada amplificacdo de amostra
referéncia, diluida de forma seriada 1:2, a partir de 40 ng até 1,25 ng (6 pontos). A
eficiéncia da amplificacéo foi determinada pela equacéo E = (10°Y5°P®-1) x 100, em que
E representa a eficiéncia e slope representa o valor da inclinacdo da reta obtida pela
representacdo grafica do Ct de cada quantidade da amostra referéncia (eixo y) e da
quantidade da amostra referéncia (eixo x)(285). Os resultados das amostras (casos e
controles) foram analisados quando a eficiéncia da amplificacéo foi calculada entre 85
a 110%.

5.8.2 Andlise e determinacdo do comprimento relativo dos teldmeros

. . R . . .Y, }
O comprimento relativo dos teldmeros foi determinado pela equacdo 2 ' ou 2

Acii.A . . .
(PC-2C2) “em que ACt1 representa a diferenca entre o Ct da amplificacdo da sequéncia

telomérica menos o Ct da amplificacdo da sequéncia do gene de copia Unica, na
amostra experimental, e ACt2 representa esta diferenca, na amostra referéncia. O
coeficiente de variagdo do T/S relativo, calculado pela divisdo do desvio padréo pela

média do T/S relativo da amostra referéncia.
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5.9 ANALISE ESTATISTICA

Os dados relativos as variaveis categoricas foram apresentados como frequéncia
absoluta e relativa (%). Os dados relativos as variaveis continuas foram avaliados
quanto a normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk e representados pela mediana e
intervalo interquartil e, graficamente, pelo método de Tukey.

A comparacao entre os dois grupos (controle e diabéticos) foi realizada pelo teste
de Mann-Whitney. Para comparacdes multiplas, foi realizado o teste de Kruskal-Wallis
seguido pelo pos-teste de Dunn. Para avaliar a correlacdo entre marcadores de
estresse oxidativo e comprimento de teldmeros e outras variaveis, foi realizado o teste
de correlacdo ndo paramétrico de Spearman. Todos o0s procedimentos estatisticos
foram realizados utilizando-se dos softwares Statistical Package for the Social Sciences
22.0 para Windows® (SPSS 22.0) (286) e GraphPad Prism versao 5.0 (287). O nivel de

significancia foi fixado em 5% (p < 0,05).
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6.0 RESULTADOS

6.1 CARACTERIZACAO DEMOGRAFICA, CLINICA E BIOQUIMICA DOS
PORTADORES DE DIABETES MELLITUS TIPO 2

Entre janeiro de 2014 e janeiro de 2016, foram incluidos 165 portadores de DM2,
entre os pacientes acompanhados no Hospital Universitario de Brasilia.

A maioria dos pacientes foi do sexo feminino e a mediana de idade, de 49 anos.
A maioria apresentava ensino fundamental incompleto ou completo e renda mensal

superior a 1 porém inferior a 3 salarios minimos, conforme apresentado na Tabela 1.

Tabela 1. Caracteristicas demogréficas e socioeconémicas dos diabéticos tipo 2 (n
=165).

Variavel N % Mediana (1Q)

Sexo (feminino/masculino) 125/40 75,8/24,2
Idade (anos) 49 (43-53)
Escolaridade

Fundamental incompleto 66 40,0

Fundamental completo 42 25,4

Médio incompleto 11 6,7

Médio completo 36 21,8

Superior incompleto 1 0,6

Superior completo 9 55
Renda mensal (salarios-minimos ?)

la29 113 68,5

3a4,9 47 28,5

5a6,9 2 1,2

7 ou mais 3 1,8

Mediana-IQ: intervalo interquartil; N: frequéncia absoluta.
# 0 valor do salario minimo foi considerado de R$ 722,00 (atualizado em 01.05.2015)

Com relagdo aos habitos de vida, a maioria dos pacientes ndo apresentava

historia pregressa ou atual de tabagismo e era sedentéaria (Tabela 2).
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Tabela 2. Tabagismo, etilismo e pratica de atividade fisica entre os diabéticos tipo 2 (n
= 165).

Variavel N %

Tabagismo

Nunca 111 67,3

Anterior 8 4.8

Atual 46 27,9
Etilismo

Nunca 130 78,8

Anterior 12 7,3

Atual 23 13,9
Prética de atividade fisica 68 41,2
Nivel de atividade fisica

Ativo 38 23,0

Irregularmente ativo 30 18,2

Sedentario 97 58,8

N: frequéncia absoluta.

A mediana do tempo de diagnéstico do DM2 foi de 2 anos e a minoria dos
pacientes apresentava alteracdes do fundo de olho sugestivas de retinopatia diabética.
A maioria dos pacientes fazia uso de metformina para o tratamento do diabetes e
apresentava, como comorbidade, hipertensdo arterial sistémica. A dislipidemia foi
observada em menos da metade dos pacientes e apenas 8,38% foram digandsticados
com depresséao (Tabela 3).

Tabela 3. Variaveis relacionadas ao DM2 e comorbidades entre os diabéticos tipo 2
(n=165).

Variavel N % Mediana (1Q)

Tempo de diagnéstico (anos) 2 (1-5)
Alteracéo de fundoscopia 23 13,9
Tratamento do DM2

Metformina 156 94,5

Sulfonilureia 16 9,7

Insulina 30 18,2

Fluoxetina 12 7,18
Comorbidades

Dislipidemia 58 35,1

Hipertenséo arterial sistémica 89 53,9

Hipotireoidismo 13 7,9

Depresséo 15 8,38

Mediana-IQ: intervalo interquartil; N: frequéncia absoluta.

A mediana da pressdo arterial, sistdlica e diastolica, foi normal e a do IMC,

compativel com obesidade grau I. A maioria dos pacientes apresentava sobrepeso e
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obesidade grau I. Entre as mulheres e homens, a mediana da CA foi elevada, de 102

cm e 106 cm, respectivamente (Tabela 4).

Tabela 4. Pressao arterial e estado nutricional dos diabéticos tipo 2 (n=165).

N % Mediana (1Q)

PAS (mmHg) 130 (120-140)
PAD (mmHg) 80 (80-90)
IMC (kg/m®) 30,0 (26,2-35,2)
Estado nutricional

Baixo peso 2 1,2

Eutrofico 31 18,8

Sobrepeso 49 29,7

Obesidade grau | 40 24,2

Obesidade grau Il 29 17,6

Obesidade grau Il 14 8,5

Circunferéncia abdominal (cm)
Sexo feminino
Sexo masculino

102,0 (95,0-117,0)
106,0 (95,3-119,5)

Mediana-IQ: intervalo interquartil; N: frequéncia absoluta; PAS: pressao arterial sistélica; PAD: pressdo

arterial diastolica; IMC: indice de massa corporal.

Quanto as variaveis bioquimicas, foi observado que a mediana da glicemia de

jejum e poés-prandial encontrava-se discretamente acima das metas de controle

glicémico (< 100 mg/dL para a glicemia de jejum e < 140 mg/dL para glicemia pés-

prandial) e a da HbAlc, na meta. A mediana do colesterol LDL foi superior a meta de

controle (< 100 mg/dL), assim como a do triglicerideo (meta < 150/dL). A mediana do

colesterol HDL foi baixa e a da PCR ultra-sensivel, elevada (> 0,3 mg/dL). A mediana

dos indicadores de funcdo renal (ureia e creatinina), assim como das enzimas

hepaticas, foi normal (Tabela 5).
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Tabela 5. Resultados de varidveis bioquimicas dos diabéticos tipo 2 (n=165).

Variavel NUmero amostral Mediana (1Q)
Glicemia de jejum (mg/dL) 165 113 (102-140)
Glicemia p6s-prandial (mg/dL) 54 144 (121,3-190,5)
Hemoglobina glicada (%) 165 6,4 (5,9-7,3)
Colesterol total (mg/dL) 161 193 (159,5-216)
Colesterol LDL (mg/dL) 152 110 (92-138,8)
Colesterol HDL (mg/dL) 161 41 (34-48,5)
Triglicerideo (mg/dL) 161 152 (108-215,5)
PCR ultra-sensivel (mg/dL) 70 0,33 (0,12-0,57)
Uréia (mg/dL) 163 30 (24-35)
Creatinina (mg/dL) 162 0,8 (0,7-1,0)
AST (U/L) 151 20 (17-27)
ALT (U/L) 149 20 (16-29)
GGT (U/L) 99 31 (22-59)

IQ: intervalo interquartil; AST: aspartato aminotransferase;ALT: aspartato alaninotransferase,
GGT: gamaglutamiltransferase; PCR: proteina C reativa.

6.2 PEROXIDACAO LIPIDICA E CAPACIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL

A peroxidacéo lipidica foi avaliada, em amostras de soro, pelo ensaio de TBARS
e a capacidade antioxidante total, nas mesmas amostras, pelo ensaio FRAP. Nesta
analise, foram incluidos os 165 pacientes diabéticos e 130 controles. As caracteristicas
demograficas e clinicas destes sujeitos estao apresentadas na Tabela 6 e 7.

Os casos e controles ndo diferiram em relacdo a idade, porém a proporcéo de
individuos do sexo masculino foi significativamente maior no grupo controle, assim
como a frequéncia de maior nivel de escolaridade.

O IMC foi significativamente superior no grupo de sujeitos com DM2. Em
concordancia, a frequéncia de obesidade foi superior entre os diabéticos tipo 2, em

relacdo aos controles (Tabela 6).
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Tabela 6. Caracteristicas demograficas e clinicas dos diabéticos tipo 2 (n=165) e

controles (n=130).

Casos Controles
Variavel Mediana (IQ) N (%) Mediana (IQ) N (%)

Sexo masculino 40 (24,2) 90 (69,2) *

Idade (anos) 49 (46-53) 46 (43-49)

Escolaridade
Analfabeto 0(0) 1(0,8) **
Fundamental incompleto 66 (40) 12 (9,2)
Fundamental completo 42 (25,4) 10 (7,7)
Médio incompleto 11 (6,7) 4 (3,1)
Médio completo 36 (21,8) 41 (31,5)
Superior incompleto 1(0,6) 20 (15,4)
Superior completo 9 (5,5 31(23,8)
Pés-graduacéo 0 (0) 11 (8,5)

PAS (mmHg) 130 (120-40) 126 (119-135)

PAD (mmHg) 80 (80-90) 85 (76-92)

IMC (kg/m?) 30 (26,2-35,2) 27,2 (24,7- ek

29,6)

Estado nutricional
Baixo peso 2(1,2) 0 (0) *
Eutrdfico 31 (18,8) 34 (26,2)
Sobrepeso 49 (29,7) 67 (51,5)
Obesidade 83 (50,3) 29 (22,3)

Mediana-IQ: intervalo interquartil; N: frequéncia absoluta. * p<0,0001 (teste exato de Fisher);
** n<0,0001 (teste do qui quadrado); *** p<0,0001 (teste de Mann-Whitney);
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A concentracdo de TBARS foi significativamente maior no grupo casos, em

relacdo ao grupo controle (Figura 9).
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Figura 9 Concentracdo de TBARS nos diabéticos tipo 2 e controles com tolerancia normal & glicose
(teste de Mann-Whitney).

Para avaliacdo da capacidade antioxidante total no soro dos sujeitos de estudo,
foi inicialmente elaborada uma curva padrdo com concentracfes crescentes de Trolox
(50, 100, 200, 400, 800 e 1000(uM).A representacédo grafica da concentracdo de Trolox
em funcdo da absorbancia de cada uma das concentracdes estd apresentada na Figura
10.
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Figura 10 Representacéo grafica da concentracdo de Trolox em funcéo da absorbéncia da amostra e
regresséo linear para obtencédo da equacado da reta e determinacdo da capacidade antioxidante total nas

amostras dos sujeitos do estudo.

Foi observada reducao significativa da capacidade antioxidante total no soro dos
diabéticos tipo 2, em comparagdo com os controles (Figura 11A). Em concordancia, foi

observada reducéo da relacdo FRAP/TBARS nos diabéticos, em relacdo aos controles

(Figura 11B).
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Figura 11 Capacidade antioxidante total (A), analisada pelo ensaio FRAP, e relagcdo FRAP/TBARS (B)
nos diabéticos tipo 2 e controles com toleréncia normal (teste de Mann-Whitney).
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Considerando a diferenca de distribuicdo de sexo no grupo de diabéticos tipo 2 e
nos controles, a concentracdo de TBARS foi expressa de acordo com o0 sexo.

N&o foram observadas diferencas entre os sexos com relacdo a esta variavel,
porém o aumento da concentracdo de TBARS se manteve entre homens e mulheres,

guando comparados aos sujeitos do mesmo sexo, no grupo controle (Figura 12).
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Figura 12 Concentracdo de TBARS no sexo feminino e masculino, nos diabéticos tipo 2 e controles com
tolerancia normal a glicose (* p < 0,05, teste de Kruskal-Wallis seguido do pés-teste de Dunn). Cont:
grupo controle; DM2: diabéticos tipo 2; F: sexo feminino; M:masculino.

A capacidade antioxidante total também foi avaliada segundo o sexo, porém néo
foram observadas diferencas (Figura 12). Nesta andlise, ndo foram também observadas

as diferencas entre os casos e controles, descritas anteriormente (Figura 13).
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Figura 13 Capacidade antioxidante total (FRAP) no sexo feminino e masculino, nos diabéticos tipo 2 e
controles com tolerancia normal a glicose. Cont: grupo controle; DM2: diabéticos tipo 2; F: sexo feminino;
M: sexo masculino.

A concentracdo de TBARS foi analisada também segundo o IMC, considerando a
diferenca de estado nutricional, segundo o IMC, entre o individuos com DM2 e os
controles. Nesta andlise, ndo houve, em cada grupo, diferenca da concentracdo de
TBARS segundo o IMC, porém as diferencas entre o grupo de diabéticos tipo 2 e o

grupo controle se mantiveram em cada categoria de estado nutricional (Figura 14).
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Figura 14 Concentracdo de TBARS, segundo o IMC, nos diabéticos tipo 2 e controles com tolerancia
normal a glicose (* p < 0,05, teste de Kruskal-Wallis seguido do pés-teste de Dunn). Cont: grupo controle;
DM2: diabéticos tipo 2; E: eutrofico; SP: sobrepeso; OB: obeso.
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Diferentemente, quando foi analisada a capacidade antioxidante segundo o IMC,
a diferenca entre os casos e 0s controles ndo mais foi observada, embora tenha sido
verificada tendéncia de reducdo em todas as categorias de IMC no grupo caso em
relacdo ao grupo controle. Além disso, ndo foram observadas diferencas deste

marcador segundo o IMC, em cada grupo (Figura 15).
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Figura 15 Concentracdo da capacidade antioxidante total, segundo o IMC, nos diabéticos tipo 2 e
controles com tolerancia normal a glicose (* p < 0,05, teste de Kruskal-Wallis seguido do pés-teste de
Dunn). Cont: grupo controle; DM2: diabéticos tipo 2; E:eutrdfico.

Para cada um dos grupos, foi também avaliada a correlagdo entre concentracao
de TBARS no soro e a capacidade antioxidante total no soro e variaveis clinicas e
relacionadas ao controle metabdlico, incluindo idade, tempo de diagnéstico do DM2,
PAS, PAD, IMC, CA, glicemia de jejum, glicemia pés-prandial, hemoglobina glicada,
colesterol total, colesterol LDL, colesterol HDL, triglicerideo, PCR ultra-sensivel, ureia,
creatinina e enzimas hepaticas.

Entre os diabéticos tipo 2, foi observada correlacdo negativa entre a
concentracdo de TBARS e a concentracdo sérica de colesterol LDL (coeficiente de

correlacdo de Spearman de -0,18, p = 0,02) e correlagcédo positiva entre a capacidade
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antioxidante total e o tempo de diagndstico de DM2 (coeficiente de correlacdo de
Spearman de 0,2, p = 0,01), hemoglobina glicada (coeficiente de correlacdo de
Spearman de 0,25, p = 0,003) e triglicerideo (coeficiente de correlacdo de Spearman de
0,19, p =0,01).

Entre os sujeitos do grupo controle, ndo foi observada correlagdo da
concentragdo seérica de TBARS e nenhuma das variaveis testadas. Foi observada
correlacdo positiva entre a capacidade antioxidante total em amostra de soro e a idade

(coeficiente de correlacdo de Spearman de 0,47, p < 0,0001).

6.3 COMPRIMENTO RELATIVO DOS TELOMEROS DE LEUCOCITOS DO SANGUE
PERIFERICO EM DIABETICOS TIPO 2

Para determinacdo do comprimento relativo dos teldmeros, as amostras de DNA
dos sujeitos no grupo caso (diabéticos tipo 2) e controles (tolerancia normal a glicose)
foram submetidas a amplificacdo da sequéncia telomérica e de sequéncia do gene de
cOpia unica (36B4) simultaneamente, em duas placas de 96 pocos, em que a posicao
de cada amostra nas duas placas era correspondente.

Em cada placa foram, ainda, amplificadas 6 concentracdes de uma amostra
referéncia de DNA, utilizada para o calculo relativo do comprimento dos teldmeros
(razdo T/S). A eficiéncia de amplificacdo dos iniciadores, para cada uma das reacfes
realizadas, assim como o coeficiente de regressdo linear ap0s estabelecimento da

curva padréo considerando a amostra referéncia, estdo apresentados na Tabela 7.
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Tabela 7 Eficiéncia de amplificacdo e coeficiente de regressao linear apos elaboracéo

das curvas-padréo.

Reagbes Sequéncia telomérica 3684
PCRq Eficiéncia (%) R? Eficiéncia (%) R?
1 97,2 0,99 105,4 0,94
2 99,1 0,99 97,4 0,99
3 98,0 0,99 90,9 0,99
4 97,2 0,98 109,2 0,92
5 95,6 0,99 98,1 0.93
6 93,5 0,99 105,5 0,97
7 92,3 0,98 103,9 0,96
8 93,4 0,94 96,9 0,95
9 87,8 0,91 106,9 0,96
10 90,3 0,96 104,7 0,96

Para avaliar a especificidade da amplificacdo, foi realizada a curva de

dissociacdo (ou desnaturacdo) ao final da reacdo de amplificacdo. Esta analise

confirmou produto Unico e estreito de amplificacdo na reacdo de amplificacdo de

sequéncia de 36B4 (Figura 16A). Como esperado, a curva de dissociacao do produto

de amplificacdo na reacdo da sequéncia telomérica foi sugestiva de mais de um produto

de amplificacéo (Figura 16 B).

A
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Melt Curve

Melt Curve

Figura 16 Curvas de dissociacdo do produto de amplificacdo da reacdo conduzida para amplificagéo (A)
de sequéncia do gene de copia Unica (36B4) e (B) da sequéncia telomérica.
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As curvas padrao para o Teldmero e 36B4 sédo apresentadas na Figura 17 (A e
B).
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Figura 17 Curvas padrao das reacdes de amplificacdo (A) de sequéncia do gene de copia Unica (36B4) e
(B) da sequéncia telomérica na amostra referéncia de DNA. Eficiéncia e coeficiente de correlagdo apds
analise e estabelecimento da curva padrao para cada sequéncia.

6.3.1 Comprimento relativo dos teldmeros em diabéticos tipo 2

Na analise do comprimento relativo dos teldmeros, foram incluidos os 165
pacientes diabéticos e 158 controles com tolerancia normal a glicose. As caracteristicas
demograficas e clinicas destes sujeitos estdo apresentadas na Tabela 8.

Os casos e controles ndo diferiram em relacdo a idade, porém a proporcao de
individuos do sexo masculino foi significativamente maior no grupo controle, assim
como a frequéncia de maior nivel de escolaridade. O IMC foi significativamente superior
no grupo de sujeitos com DM2. Em concordancia, a frequéncia de obesidade foi

superior entre os diabéticos tipo 2, em relacdo aos controles (Tabela 8).
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Tabela 8. Caracteristicas demograficas e clinicas dos diabéticos tipo 2 (n=165) e

controles (n=158).

Casos Controles
Variavel Mediana (1Q) N (%) Mediana (1Q) N (%)
Sexo masculino 40 (24,2) 111 *
(70,3)
Idade (anos) 49 (46-53) 49 (46-53)
Escolaridade
Analfabeto 0(0) 0 (0) **
Fundamental incompleto 66 (40) 9(5,7)
Fundamental completo 42 (25,4) 12 (7,6)
Médio incompleto 11 (6,7) 1(0,6)
Médio completo 36 (21,8) 83 (52,5)
Superior incompleto 1(0,6) 12 (7,6)
Superior completo 9 (5,5) 35 (22,2)
Pés-graduacéo 0 (0) 6 (3,8)
PAS (mmHg) 130 (120-40) 130 (120-136)
PAD (mmHg) 80 (80-90) 85 (78-92)
IMC (kg/m?) 30 (26,2-35,2) 27,3 (24,4-30,2) ok
Estado nutricional
Baixo peso 2(1,2) 0 (0) *
Eutréfico 31(18,8) 44 (27,8)
Sobrepeso 49 (29,7) 74 (46,8)
Obesidade 83 (50,3) 40 (25,4)

Mediana-IQ: intervalo interquartil; N: frequéncia absoluta.
* p<0,0001 (teste exato de Fisher); ** p<0,0001 (teste do qui quadrado);
*** n<0,0001 (teste de Mann-Whitney);

6.3.2 Comparacdo de caracteristicas demograficas, clinicas e bioquimicas dos
diabéticos tipo 2 com valores de T/S relativo considerados discrepantes e néo
discrepantes

Foi observado que os 11 pacientes com valores T/S relativos considerados
discrepantes apresentavam maior nivel de escolaridade, maior frequéncia de prética de
atividade fisica, menor mediana do tempo de diagndstico, glicemia de jejum,
hemoglobina glicada e PCR ultrassensivel. N&o foram observadas diferengas com
relacdo a idade, sexo, renda mensal, frequéncia de tabagismo, etilismo ou alteracéo da
fundoscopia, esquema de tratamento farmacolégico do DM, frequéncia de HAS,
dislipidemia ou hipotireoidismo, mediana da PAS ou PAD, mediana do IMC, estado
nutricional segundo o IMC, CA, concentracdo serica de colesterol total, colesterol LDL,
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colesterol HDL, triglicerideos, uréia, creatinina, enzimas hepéticas, TBARS ou
capacidade antioxidante total no soro.
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Tabela 9 Caracteristicas demogréficas, clinicas e bioquimicas de diabéticos tipo 2 com valores de T/S relativo discrepantes (outliers) e

ndo discrepantes.

Outliers N&o outliers Outliers vs Controles Outliers
VS
Variavel Mediana (IQ) N (%) Mediana (IQ) N (%) nao outliers Mediana (IQ) N (%) controles
Sexo masculino/feminino 1/10 (70,3) 39/115 p > 0,05 111 (70,3) p <0,0001
Idade (anos) 48 (45-49) 49,5 (46-53) p > 0,05 49 (46-53) p > 0,05
Escolaridade
Analfabeto 0 (0) 0(0) p =0,031 0(0) p > 0,05
Fundamental 3(27,3) 63 (40,9) 9 (5,7)
incompleto
Fundamental completo 1(9,1) 41 (26,6) 12 (7,6)
Médio incompleto 0 (0) 11 (7,1) 1(0,6)
Médio completo 6 (54,5) 30 (19,5) 83 (52,5)
Superior incompleto 0 (0) 1(0,7) 12 (7,6)
Superior completo 1(9,1) 8 (5,2) 35(22,2)
Po6s-graduacao 0 (0) 0(0) 6 (3,8)




Tabela 9 (continuacao). Caracteristicas demogréficas, clinicas e bioguimicas de diabéticos tipo 2 com valores de T/S relativo

discrepantes (outliers) e nao discrepantes.

Outliers N&o outliers Outliers vs Controles Outliers
VS
Variavel Mediana N (%) Mediana N (%) néo Mediana N (%) controles
(IQ) (1Q) outliers (IQ)
Renda mensal (SM ?) p>005
1a2,9 7(63,6) 106 (68,8)
3a4,9 3(21.3) 44 (28,6)
5a6,9 0(0) 2 (1,3)
7 ou mais 100.0) 2(1,3)
Tabagismo p > 0,05
Nunca 10 (90,9) 101 (65,6)
Anterior 1(9,1) 7 (4,5)
Atual 0 (0) 46 (29,9)
Etilismo p > 0,05
Nunca 11 (100) 119 (77,3)
Anterior 0 (0) 12 (7,8)
Atual 0 (0) 23 (14,9)
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Tabela 9 (continuacao). Caracteristicas demogréficas, clinicas e bioguimicas de diabéticos tipo 2 com valores de T/S relativo

discrepantes (outliers) e nao discrepantes.

Outliers N&o outliers Outliers vs Controles Outliers vs
Variavel Mediana (IQ) N (%) Mediana (IQ) N (%) ndo outliers  Mediana (IQ) N (%) controles
Pratica de atividade fisica 10 (90,9) 57 (37,0) p = 0,0006
Tempo de diagnéstico 1(0-1) 2 (1-5) p = 0,0037
(anos)
Alteracéo de fundoscopia 2 (18,2) 21 (13,6) p > 0,05
Tratamento do DM2 p > 0,05
Metformina 10 146
Sulfonilureia 0 16
Insulina 1 29
Comorbidades P> 0,05
Dislipidemia 5 53
HAS 2 87
Hipotireoidismo 0 13
PAS (mmHg) 130 (120-140) 130 (120-140) p > 0,05 130 (120-136) p > 0,05
PAD (mmHg) 80 (80-90) 80 (80-90) p > 0,05 85 (78-92) p > 0,05

Mediana-IQ: intervalo interquartil; N: frequéncia absoluta.
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Tabela 9 (continuacao). Caracteristicas demogréficas, clinicas e bioguimicas de diabéticos tipo 2 com valores de T/S relativo

discrepantes (outliers) e ndo discrepantes.

Outliers N&o outliers Outliers vs Controles Outliers
VS
Variavel Mediana (IQ) N (%) Mediana N (%) ndo outliers Mediana (IQ) N (%) controles
(IQ)
IMC (kg/m°) 34,1 (23,9-39,3) 29,94 p > 0,05 27,3 (24,4-30,2) p > 0,05
(26,34-
35,12)
Estado nutricional p > 0,05 p > 0,05
Baixo peso 0 (0) 2(1,3) 0(0)
Eutrofico 3(27,3) 28 (18,2) 44 (27,8)
Sobrepeso 2 (18,2) 47 (30,5) 74 (46,8)
Obesidade grau | 2 (18,2) 38 (24,7) 33
Obesidade grau Il 3(27,3) 26 (16,9) 6
Obesidade grau lll 1(9,1) 13 (8,4) 1
CA (cm)
Sexo feminino 99,5 (93,8- 102,0 (94,0- p > 0,05
110,5) 117,0)
Sexo masculino 139 118 (95-118) NA
GJ 103 (95-123) 114 (102- p= 0,048
143,3)

Mediana-IQ: intervalo interquartil; N: frequéncia absoluta.
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Tabela 9 (continuacao). Caracteristicas demogréficas, clinicas e bioguimicas de diabéticos tipo 2 com valores de T/S relativo

discrepantes (outliers) e néo discrepantes.

Outliers N&o outliers Outliers vs Controles Outliers
VS
Variavel Mediana (1Q) N (%) Mediana (IQ) néo outliers Mediana (IQ) (N) controles
%
GPP 138 144 (120,5-191) NA
N=1 N=53
HbAlc 6,1 (5,7-6,2) 6,5 (5,9-7,4) p = 0,019
CT 202 (182-233) 192,5 (159-215,5) p > 0,05
N=11 N=150
LDL 121 (105,5-167,5) 110 (92-138,3) p > 0,05
N=10 N=142
HDL 47(40-48) 40,5(34-49,0) p > 0,05
N=11 N=150
TG 184 (131-194) 149 (106-216,8) p > 0,05
N=11 N=150
PCR US 0,12 (0,09-0,46) 0,35 (0,15-0,82) p = 0,045
N=8 N=62

Mediana-IQ: intervalo interquartil; N: frequéncia absoluta.
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Tabela 9 (continuacao). Caracteristicas demogréficas, clinicas e bioguimicas de diabéticos tipo 2 com valores de T/S relativo
discrepantes (outliers) e ndo discrepantes.

Outliers N&o outliers Outliers vs Controles Outliers vs
Variavel Mediana (IQ) N (%) Mediana (1Q) N (%) ndo outliers Mediana (IQ) N (%) controles
Uréia 30 (24-37) 30 (24-35) p > 0,05
N=11 N=152
Creatinina 0,85 (0,80-1,05) 0,8 (0,7-1,0) p > 0,05
N=10 N=152
TGO 17,5 (16-20,75) 21 (17-27) p > 0,05
N=10 N=141
TGP 20 (13,5-30) 20,5 (16-28,8) p > 0,05
N=9 N=140
GGT 26 (17,8-31) 33 (22-61) p > 0,05
N=8 N=91
TBARS 4,04 (3,15-5,30) 3,97 (2,72-7,18) p > 0,05
FRAP 71,0 (46,2-95,9) 90,0 (62,3- p > 0,05
135,4)

Mediana-IQ: intervalo interquartil; N: frequéncia absoluta.
NA: ndo analisado.
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O comprimento relativo dos teldmeros (T/S relativo) foi significativamente

superior no grupo de diabéticos tipo 2 em relagdo ao grupo controle (Figura 18A).

Quando os 11 sujeitos com valores discrepantes (outliers) de T/S relativo foram

excluidos da andlise, ndo foi observada diferenca entre o grupo de diabéticos tipo 2 e 0

controle (Figura 18B). O coeficiente de variagdo do T/S relativo, calculado pela divisdo

do desvio padrao pela média do T/S relativo da amostra referéncia na quantidade de 20
ng, foi de 5,63%.
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Figura 18 Comprimento relativo dos telémeros (T/S relativo) nos diabéticos tipo 2 e grupo controle, sem

(A) e com (B) exclusao dos outliers. Teste de Mann-Whitney.

Considerando a diferenca de sexo entre os diabéticos tipo 2 e o0s sujeitos no

grupo controle, a analise do T/S relativo foi realizada de acordo com o sexo. Nao foi

observada diferenca do T/S relativo entre os sexos masculino e feminino, nos dois

grupos (Figura 19).
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Figura 19 Comprimento relativo dos teldmeros (T/S relativo), no sexo feminino e masculino, nos
diabéticos tipo 2 e controles com tolerancia normal a glicose. Cont: grupo controle; DM2: diabéticos tipo
2; F: sexo feminino; M: sexo masculino.

Também nao foi observada diferenca do T/S relativo, em cada grupo, de acordo

com o estado nutricional, definido pelo valor do IMC (Figura 20).
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Figura 20 Comprimento relativo dos telémeros (T/S relativo), segundo o IMC, nos diabéticos tipo 2 e
controles com tolerancia normal a glicose. Cont: grupo controle; DM2: diabéticos tipo 2; E: eutréfico; SP:

sobrepeso; OB: obesidade.
N&o foi observada, nos dois grupos, diferenca do T/S relativo de acordo com o

nivel de escolaridade.
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6.3.3 Comprimento relativo dos teldmeros em diabéticos tipo 2 e variaveis clinicas
e bioquimicas

O comprimento relativo dos teldbmeros, no grupo de diabéticos tipo 2, foi
comparado entre o subgrupo com fundoscopia alterada (retinopatia diabética) e

fundoscopia normal. N&o foi observada diferenca entre os grupos (Figura 21).
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Figura 21 Comprimento relativo dos telémeros (T/S relativo), segundo a presenca de retinopatia
diabética. Teste de Mann-Whitney.

Foi também avaliada a correlacdo entre o comprimento relativo dos telémeros e
variaveis clinicas, bioquimicas relacionadas ao controle metabdlico e a EO, incluindo
idade, tempo de diagnostico do DM2, PAS, PAD, IMC, CA, glicemia de jejum, glicemia
pos-prandial, hemoglobina glicada, colesterol total, colesterol LDL, colesterol HDL,
triglicerideo, PCR ultra-sensivel, ureia, creatinina, enzimas hepéticas, concentracédo
sérica de TBARS e capacidade antioxidante total.

Observou-se a correlagcdo negativa entre 0 comprimento relativo dos telémeros e
o tempo de diagnostico do DM2 (Figura 22), o valor da glicemia de jejum (Figura 23A), 0

valor da hemoglobina glicada (Figura 23B) e a capacidade antioxidante total (Figura



98

24A). Foi observada correlacao positiva entre o comprimento relativo dos telomeros e a

concentracdo sérica de TBARS (Figura 24B).

T/S relativo

0 10 20 30
Tempo de diagnostco (anos)

Figura 22 Correlagéo entre o comprimento relativo dos teldmeros e o tempo de diagnéstico de DM2, nos
diabéticos tipo 2 (r* Spearman -0,25, p = 0,0015).
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Figura 23 Correlacédo entre o comprimento relativo dos teldmeros e (A) a glicemia de jejum (r*
Spearman -0,26, p = 0,0004) e (B) a hemoglobina glicada (r* Spearman -0,35, p < 0,0001), nos
diabéticos tipo 2.



99

A B
Ly 57
-, - .
4 L] 1 L
g E .
- e - L ]
o 3 * .
® ® ‘dar
W . 29 L]
= - E
TN -. 1=
- * l
T T 1 0 T e 1
15 20 25 ] 100 200 300 400
TBARS (nmoal/L) FRAP (UM equivalente tralox/L)

Figura 24 Correlagédo entre o comprimento relativo dos teldmeros e (A) a concentracdo sérica
de TBARS (r? Spearman +0,19, p = 0,02) e (B) a capacidade antioxidante total no soro (r?
Spearman -0,28, p < 0,0002), nos diabéticos tipo 2.

6.3.3 Comprimento relativo dos teldmeros em individuos com tolerancia normal a
glicose e variaveis clinicas

Entre os sujeitos do grupo controle, foi avaliada a correlagdo entre o
comprimento relativo dos teldmeros e a idade, IMC, PAS e PAD. Foi observada
correlacdo negativa entre o comprimento relativo dos teldmeros e a idade (Figura 25),
em contraste com os diabéticos tipo 2, em que nao foi verificada correlacdo entre a
idade e o comprimento dos teldmeros.

A correlacao entre o comprimento relativo dos telébmeros e a concentragéo sérica
de TBARS ou capacidade antioxidante total no soro ndo foi analisada porque os

sujeitos que compuseram as duas investigacées nao foram os mesmos.
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Figura 25 Correlagao entre o comprimento relativo dos teldomeros e a idade nos diabéticos tipo 2 (r2
Spearman -0,05, p = 0,53) e nos sujeitos do grupo controle (r2 Spearman -0,51 e p < 0,0001).
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7.0 DISCUSSAO

Os estudos prévios que investigaram a associacdo entre o comprimento dos
teldomeros dos leucdcitos do sangue periférico e o DM2, em sua maioria, sugerem que a
doenca esteja associada a menor comprimento dos telémeros e atribuem este achado,
entre outros fatores, a idade e ao EO. Este, por sua vez, € atribuido a varias
anormalidades, incluindo hiperglicemia, resisténcia a insulina, hiperinsulinemia e
dislipidemia (45, 126, 288). Cada um destes fatores contribui para aumento da
producdo de superoxido mitocondrial em células endoteliais e no miocéardio, além de
inflamacgéo tecidual. Somados a outros fatores, como polimorfismos em proteinas de
desacoplamento mitocondriais (UCP) e polimorfismos de genes cujos produtos estédo
envolvidos na regulacdo do comprimento dos teldbmeros, estes aspectos poderiam
contribuir para as alteracdes do comprimento dos telémeros relacionada ao DM2 (289).

A faixa etaria dos diabéticos tipo 2 estudados foi de 43 a 55, semelhante a de
estudos prévios (290). Houve, ainda, predominio do sexo feminino (75,8%) e baixo grau
de escolaridade. No caso do DM2, cujo tratamento que envolve mudancas no estilo de
vida e educacao a respeito da doenca, a escolaridade é aspecto importante para o
tratamento e também para o0 acesso as informacdes e atencdo com a saude (291).

A maioria dos pacientes apresentou diagnéstico recente do DM2, entre 1 e 5
anos. A frequéncia de complicacdes do diabetes e também de comorbidades aumenta
ao longo dos anos, em especial das complicacbes vasculares cronicas (77, 292).
Embora neste estudo o tempo de diagnéstico tenha sido pequeno, foi possivel observar
a presenca de algumas comorbidades mas e também de EO. Estudos indicam que
grandes variacdes da glicemia estdo associadas ao desenvolvimento de EO que, por
sua vez, desempenha papel fundamental na progressao e desenvolvimento do DM e de
e suas complicacdes (293) como foi descrito por Morsi e colaboradores (2016) (294) e
Tiwari (2013) (295). As complicagbes agudas incluem a hipoglicemia, o estado
hiperglicémico hiperosmolar e a cetoacidose diabética. As crbnicas sdo a retinopatia,
nefropatia, neuropatia, cardiopatia isquémica, doenca cerebrovascular e vascular
periférica (56, 296, 297)
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Existem varias caracteristicas que podem influenciar o comprimento dos
teldmeros, incluindo idade, estado nutricional, nivel de escolaridade, estresse oxidativo,
depresséo, fatores relacionados ao estilo de vida e fatores genéticos, e no nosso
estudo o pareamento foi realizado somente com relacdo a idade. Entretanto, ndo foi
observada diferenca do CT em relacdo ao sexo, estado nutricional ou nivel de
escolaridade nos dois grupos, sugerindo que estes aspectos, diferentes entre diabéticos
e controles, ndo tenham contribuido para a diferenca encontrada.

O tratamento do DM2 pode ser realizado com diferentes classes de
medicamentos. No presente estudo, observou-se que o0 medicamento mais
frequentemente utilizado foi a biguanida metformina, seguida dos secretagogos
sulfonilureias e da insulina. De acordo com a Sociedade Brasileira de Diabetes, a
metformina € o medicamento de escolha na fase inicial do DM2, considerando o0s
mecanismos fisiopatoldégicos da doenca, em especial a resisténcia a insulina, e
caracteristicas frequentes do paciente, como obesidade e hiperglicemia menos
acentuada, quando comparada a outra forma mais prevalente da doenca, o DM1 (SBD.
2015). E possivel que o tipo de tratamento do DM2 possa influenciar o CT é tratamento
do diabetes. A maioria dos diabéticos incluidos no nosso estudo utilizava a metformina,
e um estudo prévio mostrou que o tratamento de diabéticos tipo 2 recém diagnosticados
com metformina durante dois meses também resultou em aumento do CT (298). Du e
cols (2013) (22) constataram que houve aumento do CT em resposta ao tratamento,
durante 2 meses, com outro anti-hiperglicemiante, a sitagliptina, em pré-diabéticos.

Entre as comorbidades, a hipertensédo arterial sistémica foi a mais frequente,
seguida da dislipidemia. A maioria dos pacientes referiu ser sedentaria, em
concordancia com os resultados de outros estudos envolvendo pacientes com DM2
(255, 299, 300). De acordo com a Sociedade Brasileira de Diabetes, e também com
dados de outros estudos, a grande parte dos portadores de DM2 apresenta obesidade,
hipertenséo arterial e dislipidemia, e é sedentaria (59, 126, 301). Embora a frequéncia
de hipertenséo arterial nos pacientes estudados tenha sido elevada, a mediana da PAS
e da PAD foi normal, sugerindo bom controle da doengca. A maioria dos pacientes
apresentou estado nutricional compativel com sobrepeso e obesidade graul, em

concordancia com o que é descrito na literatura (59, 301, 302).
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Com relacdo aos dados de depressédo pessoal e familiar apenas 8,38% dos
pacientes com DM2 foram diagnosticados e seguem tratamento com uso de Fluoxetina.
De acordo com Barbé-Tuana FM e cols (2016) telomeros mais curtos foram associados
com a presenca de desordem bipolar embora estudos adicionais usando desenhos
longitudinais a possibilidade de incluir parentes que ndo apresentam a doenca permitira
xxplorar outros tracos hereditarios. Em um estudo recente Wium-Andersen e cols(2016)
(303) mostramram que teldbmeros mais curtos estdo associados com a depressao
transversalmente e ndo de forma prospectiva assim como em pacientes com
esquizofrenia, indicam que um perfil de envelhecimento acelerado patolégico poderia
estar presente embora estudos adicionais sejamo necessarios para confirmar o
tamanho do telomero como endofenétipo potencial, especialmente em populacdo de
risco (304)

No presente estudo, as medianas da glicemia de jejum e poés-prandial foram
discretamente superiores as metas de controle glicémico para o paciente diabético (<
100 mg/dL para a glicemia de jejum e < 140 mg/dL para glicemia pés-prandial) e a
mediana da hemoglobina glicada foi indicativa de controle glicémico adequado (5, 57,
59, 305). O resultado das variaveis relacionadas ao perfil lipidico, no entanto, indicou
aumento da concentracao sérica de LDL e triglicerideo, acima das metas de controle de
colesterol LDL (< 100 mg/dL) e triglicerideo (meta < 150mg/dL) (306, 307). Estes dois
aspectos, além da diminuicdo da lipoproteina de alta densidade (HDL), hipertensdo
arterial sistémica e excesso de peso, contribuem para o EO, disfuncdo endotelial e
aumento do risco cardiovascular. Estas alteracdes bioquimicas sdo apontadas como
fatores prévios no desenvolvimento de complicagcbes tanto micro quanto
macrovasculares do DM (59, 92, 126, 308, 309).

Considera-se que a normalizacdo da atividade dos marcadores de EO, como
enzimas, substancias reativas do &acido tiobarbitirico (TBARS) e radicais livres
representa forma eficaz de reduzir os efeitos nocivos das ERO (121, 254, 310). Os
subprodutos da peroxidacdo de lipideos, tais como dienos conjugados e de
malondialdeido (MDA), sdo aumentadas em pacientes com obesidade, sindrome
metabolica e DM2. Carboidratos, lipideos, proteinas e DNA sdo os alvos de

biomoléculas de modificacdo de estresse oxidativo em geral como o principal de dano
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celular induzida ROS (311). Ha evidéncia clinica e experimental do aumento do EO em
ambos os tipos de diabetes, DM1 e DM2, inclusive em suas fases precoces (168, 169).
Conforme estudos de D"Souza (2016) (312), Palem (2015) (140) e Tiwari (295, 313).

A concentracdo sérica de TBARS, no presente estudo, foi significativamente
maior nos pacientes com DM2, em relacdo ao grupo controle, o que corrobora com
outras investigacdes (172, 314, 315). O aumento da concentragdo sérica de TBARS se
manteve entre homens e mulheres, quando comparados aos sujeitos do mesmo sexo,
no grupo controle, também em concordancia com estudos prévios (166, 294, 316). A
capacidade antioxidante total, avaliada pelo FRAP, foi significativamente menor nos
pacientes diabéticos tipo 2, em comparacdo com o0s controles. Em concordancia, foi
observada reducéo da relacdo FRAP/TBARS nos diabéticos, em relacédo aos controles.

A diferenca da capacidade antioxidante total no soro, entre diabéticos e
controles, se manteve quando foram considerados separadamente os sexos feminino e
masculino. Em investigacdo realizada em populacdo do norte da india, os resultados
foram semelhantes aos do presente estudo (173), assim como descrito por Rizvi (2007)
e Pandley (2010) (166, 317), sem diferenca de sexo(166).

O EO, nos pacientes com DM2, é atribuido a diversas alteragdes, incluindo
aumento da concentracao plasmatica de glicose e acidos graxos e resposta inflamatoria
sistémica (311, 318). O EO resulta em danos celulares que estdo associados ao carater
progressivo do DM2 e reduc¢ao das funcdes celulares (319, 320).

A andlise da concentracdo sérica de TBARS de acordo com o IMC, no
presente estudo, indicou que ndo houve variacdo do TBARS com relacao ao IMC. Além
disso, em cada categoria de estado nutricional, a diferenca entre os diabéticos e os
controles tenha se mantido. Entretanto, de acordo com a literatura, o EO e IMC estéo
correlacionados, uma vez que individuos com sobrepeso e obesidade apresentaram
elevacdo da concentracdo sérica de marcadores inflamatorios e de EO, além de
indicadores de defesa antioxidante mais baixo quando comparados a individuos
eutréficos (321, 322). Também néo foi observada alteragdo da concentragéo sérica de
TBARS segundo o estado nutricional nos sujeitos do grupo controle.

Entre os diabéticos tipo 2, houve correlacdo positiva entre a capacidade
antioxidante total e o tempo de diagndstico de DM2, a idade, o valor da hemoglobina
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glicada e concentrac@o sérica de triglicerideo. A relacdo entre capacidade antioxidante
total, EO e idade ainda ndo é bem definida (109, 323, 324). Nossos resultados indicam
que o a presenca de DM2, idade avancada e aumento da concentracdo sérica de
triglicerideos poderia sugerir diminuicdo da capacidade antioxidante total e aumento da
lipoperoxidacao.

Entre os sujeitos do grupo controle, ndo foi observada correlacdo da
concentracdo sérica de TBARS em nenhuma das variaveis testadas. Estudos recentes
indicam que os valores do FRAP foram associados com elevacdo da concentracdo de
glicose em jejum, sugerindo associacdo de nivel mais elevado de defesa antioxidante
com hiperglicemia, como compensac¢ao e posterior producdo de da producdo de ROS
(325).

Supervisionar as defesas antioxidantes pode ser importante na pratica clinica.
Uma vez que o aumento da defesa antioxidante pode aliviar o EO, a suplementacéo
com antioxidantes tem sido considerada terapia atrativa. Esta abordagem foi avaliada
em numerosos ensaios clinicos que avaliaram o efeito da suplementacdo com
antioxidantes sobre o risco de diabetes, controle glicémico e o desenvolvimento de
complicagBes cronicas. No entanto, os resultados destes estudos sao contraditérios e
nao permitem tirar conclusdes consistentes (325-327).

Estudos recentes sugerem a associacao entre DM2, EO e comprimento dos
teldbmeros. Para realizar a medida do tamanho médio dos teldbmeros, varias técnicas
foram desenvolvidas. O “padrao ouro” para a obtencdo dessa medida ainda continua
sendo o TRF. De acordo com Cawthon (2002), a técnica de PCR quantitativa relativa é
adequada para estudos epidemioldgicos, sendo reprodutivel e com alta credibilidade
(260, 264, 328). De fato, € uma das mais frequentemente utilizadas (12, 30, 45, 245,
255). A PCR quantitativa relativa para a medida do comprimento dos teldmeros foi
escolhida por ser amplamente utilizada em diversos estudos principalmente na
pesquisa clinica e por detectar especificamente a regido telomérica (a sequéncia de
nucleotideos- TTAGGG) (263, 328).

Atualmente o PCR digital (dPCR) vem sendo bastante utilizado para testar as
sequencias dos iniciadores sendo possivel prever erros e dimeros. Esta tecnica utiliza

estatisticas de Poisson para quantificar o DNA e permite: a deteccao de alelos raros, a
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verificagdo dos niveis relativos de expressado, a identificacdo de CNVs(variagdo do
namero de cépias)e a andlise quantitativa de produtos de PCR(329, 330),

Alguns estudos ndo encontraram associacao entre o comprimento dos telémeros
e 0 DM2 (22, 244, 331-333). No presente estudo o comprimento relativo dos telémeros
(T/S relativo) foi significativamente superior no grupo de diabéticos tipo 2 em relacdo ao
grupo controle em primeira analise. Em andlise posterior, em que foram excluidos os
pacientes com valores discrepantes (outliers) de T/S relativo, ndo foi observada
diferenca entre o grupo de diabéticos tipo 2 e o controle. Em estudo populacional
realizado na China, ndo foi encontrada nenhuma relagao entre tamanho do telémero e o
DM2 ou sua duragédo duracdo do DM2 (240). Em estudo tipo caso-controle aninhado,
realizado a partir de dados do estudo multiétnico observacional de Coorte Iniciativa em
Saude da Mulher (Women’s Health Initiative Observational Study Cohort, WHI-OS),
conduzido nos Estados Unidos da Ameérica (46, 334), e em estudo envolvendo a
populacdo finlandesa analisada no Estudo de Prevencdo em Diabetes (Diabetes
Prevention Study) (47), também nao foi encontrada associacdo entre o comprimento
relativo dos telomeros e o DM2.

Entretanto, diversos estudos tém relatado associagcdo positiva entre o
comprimento dos teldmeros e o DM2, conforme descrito por Shen e Cols (2012) (240)
e Ma (2013) (24). Teldmeros mais curtos tém sido demonstrados em pacientes com
DM2 e este achado tem sido correlacionado com o a duracdo da doenca (335-337).

No presente estudo, foi realizada analise entre o comprimento relativo dos
telomeros e IMC, grau de escolaridade e sexo para ambos os grupos. Nado houve
diferenca significativa do T/S relativo, ndo tendo sido observadas diferengas.
Entretanto, Ma e cols (2013)(24) mostraram associacdo significativa entre a presenca
de DM2 e razéo T/S ajustada para idade, sexo, IMC, e tabagismo.

No presente estudo, foi avaliada a correlagédo entre o comprimento relativo dos
teldomeros e variaveis clinicas, bioguimicas e antropometricas relacionadas ao controle
metabdlico e a EO, incluindo idade, tempo de diagndstico do DM2, PAS, PAD, IMC, CA,
glicemia de jejum, glicemia pés-prandial, hemoglobina glicada, colesterol total,
colesterol LDL, colesterol HDL, triglicerideo, PCR ultra-sensivel, ureia, creatinina,
enzimas hepaticas, concentracédo sérica de TBARS e capacidade antioxidante total. Foi
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observada correlacdo positiva entre o comprimento relativo dos telébmeros e a
concentracdo sérica de TBARS e antioxidante total. Para as demais variaveis citadas
anteriormente, ndo houve diferenca significativa para o T/S relativo. Estudos prévios
(145) também encontraram correlacdo positiva entre o comprimento relativo dos
teldmeros e a concentragdo sérica de TBARS. Em um estudo similiar, Monickaraj e
colaboradores (52) observaram que o comprimento dos teldbmeros foi positivamente
correlacionado com adiponectina, HDL e DNAmt. Na analise de regressdo, os autores
observaram que teldbmeros mais curtos mostraram associacdo significativa com a
presenca de DM2, apés o ajuste para a circunferéncia abdominal, resisténcia a insulina,
triglicerideos, HDL, adiponectina, DNAmMt e TBARS.

O comprimento dos teldmeros foi associado, em estudos preliminares, ao
prognéstico de pacientes com DM2. Em uma investigacdo recente envolvendo 568
pacientes com DM2, foi observado que o tempo de duracdo da doenca e o
comprimento dos telémeros de leucécitos do sangue periférico, correlacionou-se com o
risco de mortalidade. A Idade, sexo, creatinina, duracdo do diabetes e o tamanho dos
telomeros foram significativamente diferentes entre os pacientes com DM2 que estavam
no seguimento. Na andlise de regressdo de Cox ajustada para as variaveis o tamanho
do teldmero foi mais curto com os pacientes de idade mais avancada e maior duracao
da doenca aumentaram significativamente o risco de mortalidade (45).

Em outros estudos, no entanto, a associacao entre comprimento dos telébmeros e
presenca de DM2 ou seu progndéstico ndo foi observada. No presente estudo, néo foi
observada associacdo entre o comprimento dos teldmeros e leucécitos do sangue
periférico e a retinopatia diabética, uma das principais complicacbes crbénicas da
doenca. Embora tenham sido observadas algumas cormobidades (HAS, Dislipidemia e
Hipotireoidismo)e por apresentarem tempo de doenca relativamente curto, glicemia e
hemoglobina glicada sob controle, n&o foi possivel observar caracteristicas fenotipicas
de cronicidade, ndo apresentando os teldomeros menores como previsto em alguns
estudos.

Além disso, é possivel que a ocorréncia de resultados contraditérios com a
literatura deva-se a diferentes métodos empregados para a determinacdo do

comprimento dos teldmeros tais como: numero de individuos participantes, tempo de
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diagnostico, pareamento e ajuste por idade e sexo, grupo populacional, caracteristicas
clinicas e bioquimicas dos grupos observados, tratamento da doenca, estilo de vida,
estado nutricional e metodologia para a medida dos teldmeros.

Nos estudos prospectivos realizados por You e cols (2012)(238) e Hovatta e cols
(244)(2012), prospectivos, nao foi observada associacdo do CT e risco de
desenvolvimento de DM2. Hovatta e cols(2012)(244), por exemplo, verificaram aumento
do CT em diabéticos e nédo diabéticos, apdés seguimento médio de 4,5 anos,
independentemente da intervencdo a que o0 sujeito foi submetido, ndo houve
associacao CT e risco de desenvolvimento de DM2. Nossos resultados, assim como 0s
dos estudos que nao observaram a associacdo, podem refletir a complexidade da
dindmica dos teldmeros e os varios fatores capazes de influencia-lo (338). Por esses
aspectos, pode ser dificil estabelecer com seguranca o CT com uma medida em um
Unico ponto no tempo.

Este estudo apresentou algumas limitagbes que poderiam influenciar o
comprimento dos teldmeros e desta forma ter influenciado nossos resultados foram:
tempo de coleta, diferenca entre o niumero dos participantes com relacdo ao sexo,. e
caracteristicas clinicas ndo disponiveis dos sujeitos considerados controles. Embora a
doacdo de sangue requeira bom estado de saude, € possivel que estes individuos
apresentassem alteracdes metabolicas leves, ndo consideradas proibitivas para a
doacédo e nao identificadas na avaliacdo do doador e a padroniza¢ado da técnica.

O comprimento dos teldmeros esta relacionado com o tempo de vida e tem sido
proposto como biomarcador de envelhecimento e a importancia potencial da biologia
dos teldomeros em DM2 (339, 340). Entretanto, a complexa dinamica do comprimento
dos telébmeros e a varidade de fatores que podem influéncia-la, limita a interpretacao de

estudos em que estas variaveis ndo séo consideradas na andlise dos resultados.
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8.0 CONCLUSOES

Com base nos resultados do presente estudo, foi possivel concluir que:

Os diabéticos tipo 2 estudados, em comparacdo com o0s controles com tolerancia
normal a glicose, apresentaram aumento da concentracdo sérica de TBARS e
reducdo da capacidade antioxidante total no soro, independentemente do sexo e do
estado nutricional segundo o IMC.

Nos diabéticos tipo 2, foi observada correlagéo positiva entre a concentracao sérica
de TBARS e a concentragdo sérica de colesterol LDL.

Nos diabéticos tipo 2, foi observada correlacdo positiva entre a capacidade
antioxidante total e o tempo de diagnéstico do DM2, hemoglobina glicada e
concentracédo sérica de triglicerideos.

Nos controles com tolerancia normal a glicose, foi observada correlagdo positiva
entre a capacidade antioxidante total e a idade.

A mediana do comprimento relativo dos telémeros (T/S relativo) foi superior nos
diabéticos tipo 2, em relacdo ao controle, porém néo foi observada diferenca quando
excluidos os valores discrepantes (outliers) no grupo de diabéticos. Em ambos os
grupos, nao houve variagcdo do comprimento relativo dos teldmeros de acordo com o
peso, estado nutricional segundo o IMC ou nivel de escolaridade.

Nos diabéticos tipo 2, ndo foi observada associacdo entre o comprimento relativo
dos teldmeros e a presenca de retinopatia diabética.

Nos diabéticos tipo 2, foi observada correlacdo negativa entre o comprimento
relativo dos teldmeros e o tempo de diagnéstico do DM2, glicemia de jejum,
hemoglobina glicada e capacidade antioxidante total no soro, e correlagdo negativa
com a concentragdo sérica de TBARS.

Nos controles com toleréncia normal a glicose, foi observada correlagédo negativa

entre o comprimento relativo dos telébmeros e a idade.
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DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Investigacéo da associacéo entre o comprimento dos teldomeros de leucocitos do
sangue periférico e a presenca de diabetes mellitus tipo 2 e de suas complicacdes
cronicas entre pacientes acompanhados no Hospital Universitario de Brasilia.

Pesquisador: Angélica Amorim Amato

Area Tematica: Area 1. Genética Humana.
(Trata-se de pesquisa envolvendo genética humana ndo contemplada acima.);

Versao: 1

CAAE: 13686213.1.0000.0030

Instituicao Proponente: Faculdade de Ciéncias da Saulde da Universidade de Brasilia
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 392.623
Data da Relatoria: 10/09/2013

Apresentacdo do Projeto:

Trata-se de projeto de pesquisa apresentado pela prof. Angélica Amorim Amato professora Adjunta do
Departamento de Farmacia da UnB como projeto de doutorado junto a FS em nome da equipe do
Laboratorio de Farmacologia Molecular da FS, composta por Michella Soares Coelho Aradjo (pesquisadora
colaboradora, programa de Pés-Graduacéo em Ciéncias da Saude, UnB), Erica Carine Campos Caldas
Silva Rosa (aluna de doutorado em Ciéncias da Saudde, UnB) e Luis Fernando Amarante (aluno de
graduacédo em Medicina, UnB).

Objetivo da Pesquisa:

Investigar a associacdo entre o comprimento dos teldmeros e a presenca de DM2 entre pacientes
acompanhados no ambulatorio de Endocrinologia do HUB.

Objetivos especificos: Comparar o comprimento de teldmeros entre portadores de DM2 e individuos
controles com tolerancia normal a glicose (TNG), Comparar o comprimento de teldmeros entre portadores
de DM2 e individuos controles com TNG, de acordo com a presenca e indice de massa corporal (IMC)
normal ou elevado.
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Correlacionar o comprimento dos teldmeros de portadores de DM2 com indicadores de controle metabdlico
do diabetes; Correlacionar o comprimento dos telémeros de portadores de DM2 a presenca de
complicacbes crbnicas da doenca.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

A participacéo dos sujeitos de pesquisa envolvera a coleta de 08 mL de sangue venoso para a extracéo de
DNA e avaliacdo do comprimento dos telémeros por reacéo em cadeia de polimerase em tempo real. A
coleta sera feita com matenal totalmente descartavel, sem necessidade de prepare prévio. Os riscos e
desconfortos relacionados a coleta de sangue venoso sdao minimos. Pode ocorrer dor leve ou formacéo de
pequeno hematoma no local da coleta. O hematoma, se ocorrer, € reabsorvido espontaneamente, e néo
necessita de tratamento. Nao ha rnisco de contaminacao nem de transmisséo de doencas, uma vez que todo
material utilizado e descartavel, e a coleta sera feita sob condicoes de assepsia. Os beneficios do projeto de
pesquisa envolvem a ampliacdo dos conhecimentos a respeito da fisiopatologia do DM2 e de suas
complicaces. Embora os resultados gerados néo possam ser traduzidos em beneficios imediatos para os
participantes da pesquisa, é possivel que permitam elaborar estratégias futuras de evitar ou retardar o
aparecimento das doencas e de suas complicacfes. A identificacfo do comprimento dos telémeros como
marcador de risco de complicacées crinicas, por exemplo, poderia representar uma ferramenta no
seguimento de pacientes com a doenca.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Seréo recrutados 200 pacientes portadores de DM2, com idade superior a 45 anos, acompanhado no
ambulatdrio de Endocrinologia do HUB. Seréo selecionados também 400 individuos com tolerancia normal a
glicose (200 com IMC normal e 200 com IMC elevado), da mesma faixa etaria, a partir do quadro de
funcionarios da Universidade de Brasilia e de voluntarios doadores de sangue no Hemocentro da cidade,
que constituirdo o grupo controle.

Os sujeitos serdo convidados a responder a um questionario contendo dados de identificacéo,
demograficos, socioecondmicos e clinicos (anexo Ill). Serdo ainda consultados os prontuarios médicos dos
pacientes diabéticos, para obtencéo de informacdes relativas ao seu seguimento (anexo Il). Todos os
sujeitos serdo submetidos a coleta de 8 mL de sangue venoso periférico, em tubo contendo EDTA. Serédo
isolados os leucocitos do sangue periférico e extraido seu DNA pelo metodo de precipitacéo de sal, para
determinacdo do comprimento de seus telomeros por PCR quantitativa em tempo real, utilizando kit
especifico.

Os pacientes diabéticos e os individuos com tolerancia normal serdo comparados com relacéo ao
comprimento de seus telomeros. Nos dois grupos, o comprimento dos telomeros sera

Endereco: Faculdade de Ciéncias da Saude - Campus Darcy Ribeiro

Bairro: Asa Norte CEP: 70.910-900
UF: DF Municipio: BRASILIA
Telefone: (61)3107-1947 Fax: (61)3307-3799 E-mail: cepfs@unb.br

Pigina 02 de 04

142



FACULDADE DE CIENCIAS DA
SAUDE DA UNIVERSIDADE DE S QBracey o™
BRASILIA - CEP/FS-UNB

Continuagio do Parecer: 392.623

correlacionado com fatores demograficos, socioecondmicos e clinicos. No grupo de pacientes diabéticos,
esses dados seréo ainda correlacionados com o resultado de pardmetros bioquimicos indicativos de
controle metabdlico e com a presenca de complicacdes cronicas da doenca.

Para avaliar as diferencas entre as médias dos resultados obtidos nos diversos grupos experimentais os
resultados serdo analisados por ANOVA seguida do pos-teste Newman-Keuls.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagdo obrigatéria:

O projeto apresenta carta de apresentacéo e folha de rosto devidamente assinada pela direcio daFS e
preenchida corretamente, onde consta um n de 600 sujeitos. Foram apresentados o termo de concordancia
da Fundac&o Hemocentro de Brasilia assinado pelo diretor executivo José Antonio de Farias Vilaca e chefia
da unidade clinica e o termo de ciéncia institucional co-participante do HUB e da COREME.

O cronograma apesar de estar em formato anual no projeto foi apresentado por data no projeto da
plataforma e esta atualizado. Foi apresentado orcamento detalhado, constando que o Laboratorio de
Farmacologia Molecular da Universidade de Brasilia, onde a pesquisa sera conduzida, dispde de toda a
infraestrutura e material de

custeio necessarios a realizac&o do projeto de pesquisa. O TCLE foi redigido adequadamente de acordo
com Resolucdo CONEP 466/12 e foi explicitado ainda que /O DNA que néo for utilizado com essa
finalidade ficara armazenado, SOMENTE APOS A SUA AUTORIZACAOQ, no laboratério de Farmacologia
Molecular da UnB, e sera eventualmente utilizado com outra finalidade somente (i) apds autorizacéo do
Comité de Etica em Pesquisa E, PRINCIPALMENTE (ji) apds o seu consentimento esclarecidag,. Junto ao
projeto foi encaminhado o Regimento Interno para Operacionalizacdo de Coleta, Armazenamento e
Processamento de Amostras do Grupo de Pesquisa em Endocrinologia da Universidade de Brasilia - Linha
de pesquisa em Avaliacdo de Mecanismos de Resisténcia Insulinica e Diabetes Mellitus.

A ficha de avaliac&o dos pacientes e controles foi apresentada onde constam dados de identificacéo,
demograficos e habitos de vida e doencas.

Recomendagodes:

Buscar termo de facil entendimento para facilitar a compreenséo de leigos (teldmeros), como por exemplo,
ponta do cromossomo.

Conclusoées ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Projeto adequado as normas da Resolucdo CONEP 466/2012 e sem pendéncias.
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DaMOS DO PROJETD DE PESQUISA

Tiulo ta Pesquisa: AsS0ciagao entre o comprimento de Teldmens e a presenca de Dlabetes Mellitus
Tipo 2 em padientes do Hoepital Unlvarsitang de Brasila.

Pesquisador: ERICA CARINE CAMPOS CALDAS ROGA

Araa Temathca:

Versdor 2

CAAE: 23433013.4 3001 0030

Inatttulgao Proponants: FUNDACAD HEMOCENTRO DE ERASILEA
Patrocinador Principal: Fnanciamento Praprio

DamOE DO PARECER

HOMmanD o0 Panscer: 604 757-0
Data 3 Relatoria: 12032014

Apreeantagie do Projeto;

Trata-s2 de projeto de pesquisa exploraiona que busca constatar a assoclagdo exlstente entre o
comprimento de Telimems & 3 presenga de Diabetes Melitus Tipo 2 em pacientes do Hosplial Unlversitio
tie Braslla & que ferd padentes do grupo de controle recrutados enfre doadores da Fundaco Hemocentm
g Braslla.

Objethvo da Pepquisa:

Objettvo Primare:

Irvestigar 3 assocacio antre o comprimento dos =MErDs & 3 presenga de DME enire pacentss
acompanhiados no ambuiaieno de Endocrinologla oo Hospital Unvensiano de Brasiia.

Objeitv Secundario:

1) COMPErar & COMONMEND B S2KIMErDs entre poradoms o DMZ & INdVIILDS CONtmies £Om ilranca
noeral 3 giicose (THG). 2) COMparar o comprimento de beidmens enire portadones de DM & Indviduos
conirles com THG, de 3coio com a pResenga & Indice de massa corporal [IMC)nonmal ou skevado. 3)
Comelasionar o Comprimento dics tEomems &8 portadorss de DMZ com indicadores de contole
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metabdlico do diabetes. 4) Correlacionar o comprimento dos teldmeros de portadores de DM2 a presenca de
complicacdes crénicas da doenca.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Como bem referido pelo relator da FEPECS, foi apresentado junto ao TCLE a analise de riscos e beneficios.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

O projeto de pesquisa busca verificar caracteristicas cromossdmicas correlacionando com uma condicéo
prévia em pacientes sob tratamento médico e utilizando grupo de controle de pacientes na Fundacéo
Hemocentro de Brasilia na forma do protocolo de pesquisa. A pesquisa inclui, além de entrevista obtencéo
de material biolégico para analise genética.

Consideragoes sobre os Termos de apresentacio obrigatéria:

Foram apresentados os seguintes documentos:

Folha de Rosto; Projeto de Pesquisa em Portugués; Termo de Consentimento Livre e Esclarecido; Critérios
de Inclusé@o e Exclusdo; Orcamento do Projeto de Pesquisa com financiador; Curricullum vital dos
pesquisadores; Termos de Concordancia

Recomendacodes:
Néo se aplica

Conclusdées ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Concordamos com o parecer consubstanciado da FEPECS.

Situacéo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:
Né&o

Consideracdes Finais a critério do CEP:

Enderego: Faculdade de Ciéncias da Salde - Campus Darcy Ribeiro

Bairro: Asa Norte CEP: 70.910-900
UF: DF Municipio: BRASILIA
Telefone: (61)3107-1947 Fax: (61)3307-3799 E-mail: cepfs@unb br
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FACULDADE DE CIENCIAS DA Platof
SAUDE DA UNIVERSIDADE DE asil -
BRASILIA - CEP/FS-UNB

Continuagdo do Parecer: 604.797-0

BRASILIA, 12 de Abril de 2014

Assinador por:
Natan Monsores de Sa
(Coordenador)

Este parecer reemitido substitui o parecer numero 604797 gerado na data 31/03/2014 16:06:23, onde
o nimero CAAE foi alterado de 23433013.4.0000.5553 para 23433013.4.3001.0030.
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ANEXO Ill - QUESTIONARIO DO DOADOR (FHB/SES-DF) PRE- TRIAGEM

- ‘ FUNDAGAO HEMOCENTRO DE
BRASILIA

et

FUNDAGADO

Hemocentro Questionario do Doador

DE BRASILIA

Identificagéo: Foto do Doador
em Fo

Numero do Doador: Status do doador: | Tipo de doacéo:
Endereco:
Data de Nascimento: Idade: Sexo:
Grupo Populacional Grau de Escolaridade:
Peso: Altura: IMC:
Presséao Arterial(mmHg) Hemoglobina : Hematacrito:
Temperatura Corporal: Pulso: Status do doador:
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ANEXO IV — QUESTIONARIO DO DOADOR (FHB/SES-DF) TRIAGEM CLINICA

FUNDAGCADO

Hemocentro

DEBRASILIA

Dados da
Doacao:

Caédigo:

Item

ok wNE

13.
14.
15.
16.

17.
18.
19.
20.
21.
22.

FUNDAGAO HEMOCENTRO DE
BRASILIA

Questionario do Doador

Triagem Clinica

Data: Senha do Dia:
Nome do doador: Nascimento:
Pergunta

Estd se sentindo bem?

Ja doou sangue alguma vez? Quando foi a ultima doacdo?
Teve algum problema apds?

Dormiu no minimo 6 horas na ultima noite?
Alimentou-se bem ontem?

Comeu alimentos gordurosos nas ultimas 4 horas? (pex:
frituras, linguica, miojo, churrasco, feijoada, estrogonofe,
etc)

Fumou nas ultimas 2 horas?

Ingeriu bebida alcodlica? Quanto ? Quando?

Fez esforco fisico nas ultimas 12 horas?

Perdeu peso nos ultimos meses?

Teve febre, gripe, diarreia ou outra infec¢do no ultimo més ?
Tomou algum medicamento nos Ultimos 3 meses para(acne,

queda de cabelo, préstata ?)

Hoje esta com corte, ferida ou dor ?

Fez tratamento dentdrio recente?

Tomou vacina nos ultimos meses?

Tem ou teve alguma doenga(coragdo, pulmao,
asma\bronquite, rins ,figado, reumatismo, alergias?)
Tem ou Teve diabetes ou doenca da tireoide?

Tem ou teve hanseniase ou tuberculose?

Tem ou teve epilepsia, convulsdo, desmaio ou tonturas?
Tem ou teve doengas de pele (herpes, cobreiro)?

Tem ou ja teve cancer ou doengas do sangue?

Esteve por mais de 6 meses consecutivos ou ndo, fora do

Data de
Registro:

Sexo:

Resposta
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23.
24.
25.
26.
27.
28.
29.
30.
31.
32.
33.
34.
35.
36.

37.

38.

39.

40.
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Brasil?(Vide POP GCD NTCO001,pags 66 e 67 para DCJ)

J4 esteve em regides onde ha maldria ou ja teve a
doenca?(Vide POP GCD NTCOO01 pg 63 para malaria)

Viajou no ultimo més ou morou fora de Brasilia?

Foi operado nos ultimos 6 meses ?

Ja teve contato com barbeiro?

Engravidou mais de 2 vezes?

Esta grdvida, amamentando, com atraso menstrual ou teve
algum aborto?

J4a fez teste para HIV?

Vocé tem parceiro sexual fixo(a) ? Ha quanto tempo?
Quando foi a primeira relagdo sexual com o (a) ultimo (a)
parceiro (a) sem preservativo?

Tem ou teve mais de um parceiro sexual nos ultimos 12
meses?

Vocé ou seu parceiro fez algum procedimento endoscdpico
nos ultimos 06 meses?

Vocé ou seu parceiro usa ou ja usou drogas anabolizantes?
Teve relagdes sexuais com parceiro do mesmo sexo?

Vocé ou seu parceiro teve hepatite ou receberam sangue nos
ultimos 12 meses?

Vocé ou seu parceiro tiveram algum acidente com material
perfuro cortante nos ultimos 12 meses?

Teve ou Teve relacdo sexual com pessoas desconhecidas,
suspeitas ou portadoras de HIV ou que fizeram hemodialise
nos ultimos 12 meses ?

Vocé ou seu parceiro tem ou tiveram doencas venéreas
(sifilis, gonorreia ,cancro, condiloma, herpes, HPV) ?

Vocé ou seu parceiro colocou pierceng? Onde? Em qual
cavidade ?, fez tatuagem, maquiagem definitiva ou
acupuntura nos ultimos 12 meses?

Vocé ou seu parceiro esteve internado em institui¢ao penal,
policial, de recuperagdo de drogados ou hospital
psiquiatrico?

Assinatura do Doador
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ANEXO V - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

UNIVERSIDADE DE BRASILIA
FACULDADE DE CIENCIAS DA SAUDE
UnB LABORATORIO DE FARMACOLOGIA MOLECULAR
CAMPUS UNIVERSITARIO DARCY RIBEIRO, BRASILIA - DF
TELEFONE (061) 3107-2000, E-mail: farmol@unb.br

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE
PACIENTES

Projeto: “Investigagdo da associagdo entre o comprimento dos teldmeros de leucécitos do sangue
periférico e a presenca do diabetes mellitus tipo 2 e de suas complicagdes cronicas entre pacientes
acompanhados no Hospital Universitario de Brasilia.”

Nome completo do paciente: Registro:

O(a) Senhor(a) esta sendo convidado(a) a participar de uma pesquisa, e este documento apresenta uma
descrigdo desta pesquisa e tem como objetivo ajuda-lo(a) a decidir se vocé deseja ou ndo participar dela.
Os membros da equipe da pesquisa esclarecerdo todas as suas duvidas sobre esta pesquisa e sobre a sua
participacdo nela, antes e no decorrer da pesquisa. O Comité de Etica em Pesquisa, que tem a
responsabilidade de avaliar todas as solicitagdes de realizacdo de pesquisas clinicas com voluntarios,
analisou e aprovou este estudo para ser conduzido nesta Instituicdo. VVocé pode entrar em contato com 0s
pesquisadores responsaveis por essa pesquisa antes, durante e ap6s o periodo de sua realizagdo. Os
pesquisadores responsaveis sio: (i) Erica Carine Campos Caldas Rosa, (ii) Luis Fernando Amarante e (iii)
Angélica Amorim Amato, e o0 nimero de telefone para contato é 31071748. VVocé pode ainda entrar em
contato com o Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias da Saude, cujo nimero de telefone
¢ 3107 1947 e email é cepfs@unb.br.

Informacdes sobre o estudo

O objetivo deste estudo € investigar a associagao entre o0 comprimento dos telémeros e a presenga
do diabetes mellitus tipo 2, por meio da comparagdo entre o comprimento dos teldmeros de portadores da
doenca e de ndo portadores. Entre os portadores de diabetes, pretende-se avaliar, ainda, se 0 comprimento
dos teldmeros se associa a presenca de complicacbes da doenca. Os telébmeros representam as
extremidades do material genético humano, armazenado na forma de cromossomos, e seu encurtamento é
associado ao envelhecimento e, mais recentemente, a doengas como o diabetes, em outras populagdes.

Exames do estudo, riscos e desconfortos

A sua participagdo envolverd a coleta de 08 mL de sangue venoso para a realizagdo dos exames
genéticos, em uma Unica vez, com material totalmente descartavel, e ndo é necessério nenhum preparo
para essa coleta, ou seja, ndao é necessario estar em jejum ou suspender o0 uso de qualquer medicamento. A
coleta serd realizada pelos pesquisadores envolvidos no estudo, no dia de sua consulta. Ou seja, a
participacdo do estudo ndo requer que o(a) senhor(a) altere sua rotina. A duracgéo aproximada da coleta de
sangue é de 10 minutos. Os riscos e desconfortos relacionados a coleta de sangue venoso sao minimos.
Pode ocorrer dor leve ou formacdo de pequeno hematoma no local da coleta. O hematoma, se ocorrer, é
reabsorvido espontaneamente, e ndo necessita de tratamento. N& h& risco de contamina¢do nem de
transmissdo de doengas, uma vez que todo material utilizado é descartavel, e a coleta sera feita sob
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condicbes de assepsia, ou seja, sob condicdes de auséncia de germes. A partir do sangue venoso coletado,
serd extraido o seu material genético, chamado também de DNA, e realizado um experimento para
determinar o comprimento dos telébmeros, ou das regides finais do DNA organizado nos cromossomos.
Este teste genético ndo terd nenhum custo para vocé. O resultado deste teste serd informado a vocé de
acordo com a sua vontade. Ou seja, se vocé quiser o resultado serd informado a vocé. Se ndo quiser, ndo
sera informado. Caso sua vontade seja de ter conhecimento do resultado, serdo fornecidas todas as
informagBes que os pesquisadores tiverem disponiveis, a partir da literatura cientifica, a respeito do
resultado. Nem todo o DNA extraido € necessario para a realizacdo desse teste genético. O DNA que nédo
for utilizado com essa finalidade ficara armazenado, SOMENTE APOS A SUA AUTORIZACAO, no
laboratério de Farmacologia Molecular da UnB, e serd eventualmente utilizado com outra finalidade
somente (i) ap6s autorizagdo do Comité de Etica em Pesquisa E, PRINCIPALMENTE (ii) ap6s o seu
consentimento esclarecido. O Laboratério de Farmacologia Molecular tem toda a infraestrutura para
armazenamento e protecdo adequados do DNA, e vocé podera solicitar para retirar esse material do
Laboratorio a qualquer momento, caso sua vontade seja de que o material ndo seja mais utilizado.

A participagdo envolverd também uma entrevista, realizada por um dos pesquisadores envolvidos
no trabalho. Assim, essa entrevista sera realizada enquanto vocé doa o sangue. Vocé pode se recusar a
responder a qualquer uma das perguntas realizadas durante essa entrevista, sem qualquer prejuizo ao seu
atendimento rotineiro. Esta entrevista tem o objetivo de pesquisar dados a respeito de seus habitos de vida
e outros eventuais problemas de saude. A duracdo esperada da realizagdo da entrevista serd de
aproximadamente 15 minutos. Algumas informacdes relacionadas ao seu acompanhamento serdo
consultadas em seu prontuario médico, como os medicamentos de que vocé esta em uso, a medida de sua
pressdo arterial, peso, circunferéncia abdominal e altura. Todos os procedimentos no seu acompanhamento
serdo realizados normalmente, independentemente da sua participa¢éo no estudo.
Beneficios do estudo

Este estudo ndo terd nenhum beneficio imediato para vocé. Entretanto, podera contribuir para
definir se, entre individuos brasileiros, 0 comprimento dos teldmeros poderia ser indicativo do risco de
desenvolvimento do diabetes ou entdo de suas complicagfes. Sua participacdo neste estudo é voluntaria.
Vocé pode optar por ndo participar ou pode deixar de participar a qualguer momento sem qualquer
penalidade ou alteracdo de seu acompanhamento rotineiro no Hospital Universitario de Brasilia.

Confidencialidade dos Reqistros

A menos que seja exigido por lei, apenas 0 médico do paciente e os pesquisadores envolvidos no
estudo saber&o de sua participagdo neste estudo, bem como do seu diagndstico. A assinatura deste termo
autoriza o acesso, pelos profissionais citados acima, as respostas fornecidas durante a entrevista. Sera
mantida rigorosa confidencialidade de seus dados por todos esses profissionais, com omissdo total de
quaisquer informagdes que permitam identifica-lo(a). Os dados obtidos a partir desse estudo serdo
apresentados em relatorios ou publicagbes cientificas, porém as informagdes que o identificam
individualmente ndo serdo divulgadas em nenhum relatério nem publicacdo. Ou seja, os resultados de seu
teste genético jamais serdo divulgados com seu nome e jamais serdo utilizados com outra finalidade além
de divulgagdo do conhecimento cientifico. Além disso, vocé terd total acesso a todas as informacdes
obtidas com estudo, se essa for sua vontade.

Custos da participacao

N&o se espera que vocé pague por nenhum dos procedimentos ou exames que sao exigidos como
parte deste estudo. Sua participacdo é voluntéria, isto é, ndo ha pagamento por sua colaboracéo.

TERMO DE PARTICIPACAO E ASSINATURAS
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Eu li as informagGes acima deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Eu entendi o0s
propdsitos do estudo, bem com os possiveis riscos e beneficios decorrentes de minha participacdo. Eu tive
a oportunidade de fazer perguntas e todas elas me foram respondidas de forma satisfatoria. Ao assinar este
termo eu fornego meu consentimento livre e esclarecido para participar deste estudo. Este documento
apresenta 2 paginas e todas elas deverdo ser rubricadas por mim, sujeito de pesquisa, e pelo pesquisador
responsavel. Eu autorizo os pesquisadores do estudo a coletar e processar meus dados, incluindo
informacdes sobre minha salde e a coletar meu sangue, extrair meu material genético, analisar o
comprimento dos teldmeros e armazenar meu material genético. Eu entendo que a participagdo neste
estudo é voluntaria, que posso recusar participar ou deixar de participar do estudo a qualquer momento,
sem que este fato possa afetar meus futuros cuidados médicos. Além disso, entendo que tenho total acesso
ao meu material genético armazenado, assim como o direito de retira-lo do local em que se encontra
armazenado, a qualquer momento. Esse Termo de Consentimento Livre e Esclarecido encontra-se
redigido em duas vias, e eu receberei uma cdpia assinada e datada deste Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido. A outra copia ficard em posse do pesquisador. Eu ndo estou desistindo de nenhum de meus
direitos legais pela assinatura deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Data

I/

Nome e Assinatura do sujeito de pesquisa

Eu, abaixo assinado, expliquei integralmente os detalhes relevantes deste estudo para a paciente acima
indicada e fornecerei a este paciente uma cépia deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
assinado e datado.

Data

[/

Nome e Assinatura do Investigador



ANEXO VI — FICHA DE AVALIAGCAO PACIENTES HUB

=
UnB

UNIVERSIDADE DE BRASILIA
FACULDADE DE CIENCIAS DA SAUDE
LABORATORIO DE FARMACOLOGIA MOLECULAR
CAMPUS UNIVERSITARIO DARCY RIBEIRO, BRASILIA - DF
TELEFONE (061) 3107-2000, E-mail: farmol@unb.br

FICHA DE AVALIACAO

Projeto: “Investigacdo da associagdo entre o comprimento dos telomeros de leucocitos do
sangue periférico e a presenca do diabetes mellitus tipo 2 e de suas complicacdes cronicas
entre pacientes acompanhados no Hospital Universitario de Brasilia”

Paciente nimero: Data:

Dados de identificacdo:
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Nome:

Data do Nascimento: Sexo: F [ | M[ ]

NUmero de registro no HUB:

Profissao: Telefone:

Enderego:

Grau de escolaridade:

Renda mensal do paciente:

Renda mensal da familia:

NUmero de pessoas na residéncia

Tabagismo :

Quantos cigarros\ dia: Quanto tempo fuma: Se parou, ha quanto tempo

Etilismo

Quanto consome\dia: Quanto tempo Tipo de bebida:

Atividade Fisica

Tipo: Frequéncia: Quanto tempo por dia

Diabetes

Diabetes

Tempo de doenga Data do Diagnostico

Complicagdes cronicas

Retinopatia [ | Nefropatia [ ] Neuropatia [ ]

Tratamentos anteriores

Historico Familiar de Diabetes

Habitos de
vida
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Diagnostico

Tempo de doenca

Tratamento

Medicamentos

Nome

Dose

Parametros clinicos

Pressdo Arterial

Peso

Altura

Circunferéncia abdominal (cm)

Circunferéncia do Quadril (cm)

IMC(Kg\m?)
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Doencas
coexistentes



Parametros bioquimicos

Data dos exames revisados:

Data dos ultimos exames

- Glicemia de jejum

- Glicemia pés-prandial

- Hemoglobina glicada

- Colesterol total

- Triglicérides

- HDL

- LDL

- Insulinemia

- PCR ultrassensivel

- Ureia

- Creatinina

- Microalbuminuria

- DCE - Depuragéo creatinina endégena

- Proteinuria

- FO - Fundo olho

- DOA - Dano em érgdo-alvo

Parametros ecogréaficos

Esteatose hepatica Sim[]

Nao |:|

Leve |:| Moderada |:| Acentuada |:|
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ANEXO VII - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO HEMOCENTRO

B _!@és ‘
UnB o :
UNIVERSIDADE DE BRASILIA Comité de Etica em Pesquisa da Secretaria de Estado de Saide do Distrito
FACULDADE DE CIENCIAS DA SAUDE Federal-CEP'\FEPECS
L"\BOR»’\TOVR'_O DE FARMACOLOGIA MOLECULAR FEPECS - Fundagio de Ensino e Pesquisa em Ciéncias da Saude. ; I D A A
CAMPUS UNIVERSITARIO DARCY RIBEIRO, BRASILIA - SMHN Quadra 03, conjunto A, Bloco 1 Edificio Fepecs - tel: (61)3325 4956 UNDAGE Y

DF TELEFONE (061) 3107-2000, E-mail; farmol@unb,br

E-mail: gab.fepecs@saude.df.gov.br Hemocentro
“Associacdo entre o comprimento de teldomeros e a presenca de Diabetes Mellitus tipo 2 em

pacientes do Hospital Universitario de Brasilia”.

TCLE-TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO- GRUPO
CONTROLE(DOADOR)

Vocé esta sendo convidado (a) a participar de uma pesquisa, e este documento apresenta uma descrigao
desta pesquisa e tem como objetivo ajuda-lo(a) a decidir se vocé deseja ou ndo participar dela. Os
membros da equipe da pesquisa esclarecerdo todas as suas dividas sobre esta pesquisa e sobre a sua
participacdo nela. O Comité de Etica em Pesquisa, que tem a responsabilidade de avaliar todas as
solicitacOes de realizacdo de pesquisas clinicas com voluntarios, analisou e aprovou este estudo para ser
conduzido nesta Instituicdo. VVocé pode entrar em contato com 0s pesquisadores responsaveis por essa
pesquisa antes, durante e ap6s o periodo de sua realizacdo em caso de duvidas. Os pesquisadores
responsaveis sdo: (i) Erica Carine Campos Caldas Rosa, (ii) Luis Fernando Amarante e (iii) Angélica
Amorim Amato, e 0 nimero de telefone para contato é 31071748. VVocé pode ainda entrar em contato com
o Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias da Salde, cujo nimero é 3107 1947. Os
resultados da pesquisa serdo divulgados na Instituicdo Universidade de Brasilia podendo ser publicados
posteriormente. Os dados e materiais utilizados na pesquisa ficardo sob a guarda do pesquisador por um
periodo de no minimo cinco anos, apds isso serdo destruidos ou mantidos na instituicdo. Este projeto foi
Aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Secretaria de Estado de Salde do Distrito Federal-
CEP\FEPECS. As davidas com relacdo a assinatura do TCLE ou os direitos do sujeito da pesquisa podem
ser obtidos através do telefone: (61) 3107-1947 ou do e-mail cepfs@unb.br. Este documento foi elaborado

em duas vias, uma ficard com o pesquisador responsavel e a outra com o sujeito da pesquisa.

Informacdes sobre o estudo

O objetivo deste estudo é investigar a associacao entre o comprimento dos telémeros e a presencga
do diabetes mellitus tipo 2, por meio da comparagdo entre o comprimento dos telémeros de portadores da
doenca e de nédo portadores. Entre os portadores de diabetes, pretende-se avaliar, ainda, se 0 comprimento

dos telémeros se associa a presenca de complicagcBes da doenca. Os telémeros representam as
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extremidades do material genético humano, armazenado na forma de cromossomos, e seu encurtamento é

associado ao envelhecimento e, mais recentemente, a doengas como o diabetes, em outras populacgdes.

Exames do estudo, riscos e desconfortos

Essa pesquisa destina-se a avaliar 200 individuos portadores de diabetes mellitus tipo 2 e 400
individuos com tolerancia normal a glicose (200 com indice de massa corporal normal e 200 com indice
de massa corporal elevado), da mesma faixa etéria. A participacdo envolvera a coleta de 12 mL de sangue
venoso para a realizagdo dos exames genéticos, em uma Unica vez, com material totalmente descartéavel, e
ndo é necessario nenhum preparo para essa coleta, ou seja, ndo é necessario estar em jejum ou suspender o
uso de qualquer medicamento. A coleta sera realizada pelos pesquisadores envolvidos no estudo. A
duracdo aproximada da coleta de sangue é de 10 minutos. Os riscos e desconfortos relacionados a coleta
de sangue venoso sdo minimos. Pode ocorrer dor leve ou formacdo de pequeno hematoma no local da
coleta. O hematoma, se ocorrer, é reabsorvido espontaneamente, e ndo necessita de tratamento. Nao ha
risco de contaminacdo nem de transmissdo de doencas, uma vez que todo material utilizado é descartavel,
e a coleta sera feita sob condicOes de assepsia, ou seja, sob condigdes de auséncia de germes. A partir do
sangue venoso coletado, sera extraido o seu material genético, chamado também de DNA, e realizado um
experimento para determinar o comprimento dos telémeros, ou das regides finais do DNA organizado nos
cromossomos. Este teste genético ndo tera nenhum custo para vocé. O resultado deste teste sera informado
a vocé de acordo com a sua vontade. Ou seja, se vocé quiser o resultado sera informado a vocé. Se ndo
quiser, ndo sera informado. Caso sua vontade seja de ter conhecimento do resultado, serdo fornecidas
todas as informagdes que os pesquisadores tiverem disponiveis, a partir da literatura cientifica, a respeito
do resultado. Nem todo o DNA extraido é necessario para a realizacdo desse teste genético. O DNA que
n&o for utilizado com essa finalidade ficara armazenado, SOMENTE APOS A SUA AUTORIZAGCAO,
no laboratdrio de Farmacologia Molecular da UnB, e serd eventualmente utilizado com outra finalidade
somente (i) ap6s autorizacdo do Comité de Etica em Pesquisa E, PRINCIPALMENTE (ii) ap6s o seu
consentimento esclarecido. O Laboratério de Farmacologia Molecular tem toda a infraestrutura para
armazenamento e protecdo adequados do DNA, e vocé podera solicitar para retirar esse material do
Laboratorio a qualquer momento, caso sua vontade seja de que o material ndo seja mais utilizado. A
participacdo envolverd uma entrevista, realizada por um dos pesquisadores envolvidos no trabalho. Assim,
essa entrevista serd realizada enquanto vocé doa o sangue. VVocé pode se recusar a responder a qualquer
uma das perguntas realizadas durante essa entrevista, sem qualquer prejuizo ao seu atendimento rotineiro.
Esta entrevista tem o objetivo de pesquisar seu estilo de vida, uso de medicamentos, indice de massa

corporal entre outros fatores. A duracéo esperada da realizacdo da entrevista serd de aproximadamente 15
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minutos. Todos o0s procedimentos no seu acompanhamento serdo realizados normalmente,

independentemente da sua participacéo no estudo.

Beneficios do estudo

Este estudo ndo terd nenhum beneficio imediato para vocé. Entretanto, podera contribuir para
definir se, entre individuos brasileiros, o comprimento dos teldmeros poderia ser indicativo do risco de
desenvolvimento do diabetes ou entdo de suas complicagfes. Sua participacdo neste estudo é voluntaria.
Vocé pode optar por ndo participar ou pode deixar de participar a qualquer momento sem qualquer
penalidade ou alteracdo de seu acompanhamento rotineiro no Hospital Universitario de Brasilia. Ndo ha

remuneracdo ou beneficio financeiro para as pacientes que participarem do estudo.

Confidencialidade dos Reqistros

A menos que seja exigido por lei, apenas 0 médico do paciente e os pesquisadores envolvidos no
estudo saberdo de sua participagdo neste estudo, bem como do seu diagnostico. A assinatura deste termo
autoriza o acesso, pelos profissionais citados acima, as respostas fornecidas durante a entrevista. Sera
mantida a confidencialidade de seus dados por todos esses profissionais. Os dados obtidos a partir desse
estudo serdo apresentados em relatérios ou publicagBes cientificas, porém as informacfes que o
identificam individualmente ndo serdo divulgadas em nenhum relatério nem publicacdo. Ou seja, 0s
resultados de seu teste genético jamais serdo divulgados com seu nome e jamais serdo utilizados com
outra finalidade além de divulgacdo do conhecimento cientifico. Além disso, vocé tera total acesso a todas

as informagdes obtidas com estudo, se essa for sua vontade.

Custos da participacao

N&o se espera que vocé pague por nenhum dos procedimentos ou exames que sao exigidos como

parte deste estudo.

TERMO DE PARTICIPACAO E ASSINATURAS

Eu li as informagGes acima deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Eu entendi o0s

propositos do estudo, bem com os possiveis riscos e beneficios decorrentes de minha participacdo. Eu tive
a oportunidade de fazer perguntas e todas elas me foram respondidas de forma satisfatoria. Ao assinar este
termo eu fornego meu consentimento livre e esclarecido para participar deste estudo. Eu autorizo os
pesquisadores do estudo a coletar e processar meus dados, incluindo informagGes sobre minha salde e a
coletar meu sangue, extrair meu material genético, analisar o comprimento dos telémeros e armazenar
meu material genético. Eu entendo que a participacdo neste estudo € voluntaria, que posso recusar

participar ou deixar de participar do estudo a qualquer momento, sem que este fato possa afetar meus
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futuros cuidados médicos. Além disso, entendo que tenho total acesso ao meu material genético
armazenado, assim como o direito de retira-lo do local em que se encontra armazenado, a qualquer
momento. Esse Termo de Consentimento Livre e Esclarecido encontra-se redigido em duas vias, e eu
receberei uma coOpia assinada e datada deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. A outra copia
ficara em posse do pesquisador. Eu ndo estou desistindo de nenhum de meus direitos legais pela assinatura
deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Data / /

Nome e Assinatura do paciente

N° de registro no HEMOCENTRO

Data / /

Nome e Assinatura da Testemunha
(Se Aplicavel)

Eu, abaixo assinado, expliquei integralmente os detalhes relevantes deste estudo para a paciente acima
indicada e fornecerei a este paciente uma copia deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
assinado e datado.

Data / /

Nome e Assinatura do Investigador
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DEBRASILIA

FICHA DE AVALIACAO DO GRUPO- CONTROLE(DOADOR)

Projeto: Associacdo entre o comprimento de telémeros e a presenca de Diabetes Mellitus
tipo 2 em pacientes do Hospital Universitario de Brasilia.

Doador nimero: Data:

Dados de identificacdo:

Nome:

Data de Nascimento: | Sexo: F ( ) M( )

Numero do doador(etiqueta da amostra):

Profissdo (se aposentado, anotar profissdo anterior):

Endereco:

Telefones de contato:

Dados demograficos

Grau de escolaridade (anotar até que ano ou série frequentou a escola):

Renda mensal estimada do paciente:

Renda mensal estimada da familia:

Numero de pessoas na residéncia:

Parametros clinicos e Bioquimicos

Pressdo Arterial (mmHg): HIV: Hemoglobina
glicada(HbAL1C)

Peso: Altura(m): IMC (kg/m°):
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