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RESUMO

Santos, G. S. Estudo sobre a expressao de genes/proteinas chaves com papel no
estresse oxidativo, inflamacdo e reparo do DNA em células mononucleares de
pacientes com diabetes mellitus do tipo 2. 2023, 69f. Dissertacéo de mestrado — Faculdade
de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2023.

O Diabetes Mellitus (DM) € uma doenca cronica multifatorial, que resulta em diversas
alteracbes metabdlicas e moleculares, levando a hiperglicemia, caracteristica
marcante no diabetes, ocorrendo como consequéncia da resisténcia a insulina ou
producao insuficiente da mesma. A resisténcia insulinica no diabetes do tipo 2 (DM2)
esta associada a uma produgao desregulada de insulina pelas células B-pancreaticas,
0 que pode prejudicéa-las e leva-las a morte. Nessa doenca, varias vias de sinalizacao
moleculares sdo alteradas, levando a um declinio metabdlico. Com o objetivo de
estudar o papel dessas vias no desenvolvimento do DM2, o presente estudo consistiu
em analisar a expressao de genes e proteinas chaves envolvidas na via da insulina,
bem como nas vias de resposta ao estresse oxidativo, reparo do DNA e vias
inflamatorias em PBMCs (Peripheral blood mononuclear cells) de amostras de sangue
de pacientes com DM2 (n = 12) em comparacdo ao grupo controle (n = 11). As
amostras foram coletadas no hospital das clinicas (FMRP/USP). A média de idade dos
pacientes com DM2 nao diferiu daquela do grupo controle, mas os niveis glicémicos,
o IMC e valores de Hemoglobina glicada (HbA1c) diferiram significativamente entre os
grupos. Os resultados das analises de expressdo proteica revelaram um aumento
significativo na expressdo da SOD2 (p < 0,05), sugerindo uma ativacédo da resposta
antioxidante mitocondrial no grupo de pacientes com DM2. Também foi observado um
aumento significativo (p < 0,05) na expressao da proteina PARP1 em pacientes com
DM2; como a PARP1 atua na iniciacdo de vias de reparo do DNA, os dados indicaram
uma maior necessidade de reparo em pacientes com DM2. No entanto, ndo foram
encontradas diferencas significativas entre os grupos avaliados quanto a proteina
TP53, da mesma forma que para as proteinas AKT total, pAKT e pPTEN, que atuam
na via da insulina. No entanto, foi observado um aumento significativo (p<0,05) na
expressdo de pNF-kP nos pacientes com DM2, indicando uma possivel ativacédo das
vias de inflamacéo. Além disso, ndo houve diferenca significativa entre os grupos em
relacdo a proteina pSAPK/JINK, que atua como sensor de estresse celular, recrutada
em condi¢cdes de estresse oxidativo. Nas andlises de expressdo génica ao nivel

transcricional, foi observada reducao significativa na expressao dos genes SOD1 e



MTOR em PBMCs dos pacientes com DM2, sugerindo alteracdes no sistema
antioxidante e na via de sinalizacdo do metabolismo celular. No entanto, os genes
essenciais da via da insulina (INSR, PI3K e AKT) nao apresentaram diferencas
significativas nos niveis de expressdo entre os grupos estudados. Desta forma, os
resultados obtidos das andlises realizadas em PBMCs indicaram um aumento na
expressdo relativa de proteinas envolvidas na resposta ao estresse oxidativo
mitocondrial (SODZ2), reparo de danos no DNA (PARP1) e modulacdo da resposta
inflamatoéria (pNF-kB) em pacientes com DM2. Além disso, a andlise da expressao
relativa de genes (SOD1 e mTOR) ao nivel transcricional sugeriram outras vias
alteradas em DM2, ligadas ao sistema antioxidante e metabolismo celular. Assim, os
resultados obtidos indicam a relevancia em aprofundar pesquisas ao nivel molecular
para uma melhor compreenséo dos elementos chaves da via da insulina e sua relagéo
com outras vias da cascata de sinalizacdo, cujas alteracdes levam ao

desenvolvimento e progressédo do DM2.

Palavras chave: Diabetes do tipo 2; Via da insulina; Sistema antioxidante; Reparo do

DNA; Inflamacéo; Resisténcia a insulina.



ABSTRACT

Santos, G. S. Study on the expression of key genes/proteins with a role in oxidative
stress, inflammation and DNA repair in mononuclear cells from patients with type 2
diabetes mellitus. 2023, 69f. Dissertacdo de mestrado — Faculdade de Medicina de Ribeirdo
Preto, Universidade de S&o Paulo, Ribeir&o Preto, 2023.

Diabetes Mellitus (DM) is a multifactorial chronic disease, which results in several
metabolic and molecular changes, leading to hyperglycemia, a hallmark of diabetes,
occurring as a result of insulin resistance or insufficient insulin production. Insulin
resistance in type 2 diabetes (T2DM) is associated to deregulation in insulin production
by pancreatic B cells, which can lead to B cell death. Several signaling pathways are
altered in this disease, leading to a metabolic decline. In this work, the objective was
to study the role of critical signaling pathways in T2DM development. The study
consisted of analyzing the expression of key genes and proteins involved in the insulin
pathway, as well as in cell responses to oxidative stress, DNA repair and inflammatory
pathways in PBMCs (Peripheral blood mononuclear cells) from blood samples of
T2DM patients (n = 12) compared to the control group (n = 11). Samples were collected
at the Clinic Hospital (FMRP/USP). The mean age of patients with T2DM did not differ
from that of the control group; however, glycemic levels, BMI and glycated hemoglobin
(HbAlc) values differed significantly between the two groups. The results of protein
expression assay revealed a significant increase in SOD2 expression (p < 0.05),
suggesting an activation of the mitochondrial antioxidant response in patients with
T2DM. A significant increase (p < 0.05) in PARP1 protein expression was also
observed in patients with T2DM; as PARP1 acts in the initiation of DNA repair
pathways, the data indicated a greater need for repair in patients with T2DM. However,
no significant differences were found between the evaluated groups regarding the
TP53 protein, as well as for the total AKT, pAKT and pPTEN proteins, which play roles
in the insulin pathway. Although, a significant increase (p<0.05) in pNF-k[3 expression
was observed in T2DM patients, indicating a possible activation of inflammation
pathways. Furthermore, there was no significant difference between the groups
regarding the expression of pPSAPK/JNK protein, which acts as a cellular stress sensor,
recruited under conditions of oxidative stress. The gene expression assay at the
transcriptional level revealed a significant reduction in the expression of SOD1 and
MTOR genes in PBMCs from patients with T2DM, suggesting alterations in the
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antioxidant system and in the signaling pathway related to cellular metabolism.
However, the essential genes participatin in the insulin pathway (INSR, PI3K and AKT)
did not show significant differences between the studied groups. Therefore, the results
obtained from the analyzes carried out on PBMCs indicated an increase in the relative
expression of proteins involved in the response to mitochondrial oxidative stress
(SOD2), DNA repair (PARP1) and modulation of the inflammatory response (pNF-k(3)
in patients with DM2. In addition, the analysis of the relative transcript expression of
SOD1 and mTOR genes suggested other altered pathways in T2DM, linked to the
antioxidant system and cellular metabolism. As a whole, the results obtained indicate
a need for further research at the molecular level for a better understanding of the key
elements participating in the insulin pathway, their relationship with other pathways
and implications of the molecular alterations in the development and progression of
DM2.

Keywords: Type 2 diabetes; Insulin pathway; Antioxidant system; DNA repair;

Inflammation; Insulin resistance.
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1. INTRODUCAO

1.1Diabetes mellitus

O Diabetes mellitus (DM) é uma doenca crbnica de elevada prevaléncia global.
No ano de 2021 foi estimado cerca de 537 milhdes de pessoas portadoras da doenca,
havendo 15,7 milhdes sO6 no Brasil. Estima-se que até o ano de 2045,
aproximadamente 783 milhdes de pessoas seréo afetadas com DM no mundo, sendo
que no Brasil esse numero pode chegar a 23,2 milhées (IDF, 2021). O DM é uma
fisiopatologia crénica, multifatorial e complexa, na qual fatores genéticos, ambientais
e o0 estilo de vida estdo envolvidos em diversas alteracbes metabdlicas que
contribuirdo para o estabelecimento da doenca (Oliveira et al., 2017; IDF, 2021).

A principal caracteristica do DM é a hiperglicemia, condicdo na qual o
organismo deixa de responder a insulina, um hormdnio produzido pelas células [3-
pancreaticas, responsavel por facilitar a entrada da glicose nas células, ou nao
consegue produzi-la de modo adequado (Boscariol et al., 2017). Dentre os tipos de
diabetes, os mais comuns sdo o Diabetes mellitus tipo 1 (DM1), tipo 2 (DM2) e
gestacional (DMG) (Colberg et al, 2016, IDF, 2021).

O DML1 representa cerca de 5 a 10% dos casos e € caracterizado pela
destruicdo autoimune das células [-pancredticas, inviabilizando a producédo
necessaria de insulina pelo pancreas (Katsarou et al., 2017). Essa condi¢cdo acomete
criancas com mais frequéncia, sendo necessario o uso diario de insulina para a
manutencdo de niveis adequados de glicemia (Maiese, 2015; IDF, 2021). O DM2 é a
forma mais prevalente da doenca, representando cerca de 90 a 95% dos casos totais.
E mais comum em adultos e idosos, caracterizado pelo aumento progressivo da
resisténcia a insulina, decorrente da dessensibilizacdo dos receptores de insulina a
presenca do horménio (IDF, 2021). Em consequéncia, a insulina se torna
progressivamente ineficaz, fazendo com que as células p-pancreéaticas aumentem a
producdo do hormdnio de maneira desregulada. Como resultado, a producéo
excessiva de insulina pode, ao longo do tempo, prejudicar e induzir a morte das células
B-pancreaticas (Leibowitz et al., 2008; Blake & Trounce, 2014, IDF, 2021).

Diferentemente do DM1 e do DM2, o DMG ocorre durante a gestacao, sendo
mais facilmente detectado no primeiro trimestre gestacional. Essa condi¢do tende a
ser transitoria, sendo encerrada ao final da gestacdo (Buchanan & Xiang, 2005). No

entanto, mulheres que apresentaram DMG durante a gestagao, apresentam um risco
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maior de apresentar esse mesmo quadro em uma gestacao futura, além de maiores
chances de desenvolver DM2 nos anos subsequentes (Buchanan & Xiang, 2005, IDF,
2021).

1.2 Equilibrio redox e via de sinalizacédo de reparo do DNA no DM2

Entre os diferentes tipos de DM, o DM2 é o0 mais prevalente na populacéo (IDF,
2021). O quadro hiperglicémico decorrente da doenga é capaz de provocar diversas
alteracbes moleculares no organismo, sendo as mitocondrias, as organelas mais
afetadas por esse quadro (Vezza et al., 2022). O funcionamento inadequado das
mitocdndrias esta atrelado ao desequilibrio do metabolismo da glicose, contribuindo
para o comprometimento da integridade celular, afetando, desse modo, as células (-
pancreéticas, favorecendo o avanco do DM2 (Hurrle et al., 2017).

Além disso, na presenca de elevadas taxas de glicose, a mitocéndria pode
sofrer importantes alteracbes de modo a se adaptar ao elevado aporte de glicose e
ser capaz de metabolizar o excedente dessa molécula (Rolo et al., 2006; Vezza et al.,
2022). Em decorréncia das elevadas taxas de metabolizacdo da glicose, ha uma maior
ativacdo da cadeia transportadora de elétrons mitocondrial, que por sua vez, induz
uma maior producdo de ROS (do inglés: Reactive Oxygen Species) via fosforilacédo
oxidativa, tais como peroxido de hidrogénio (H2032), radical hidroxila (OH), &nion
superoxido (O2), entre outras (Figura 1) (Sims-Robinson et al., 2010; Bosco et al.,
2011; Hurrle et al., 2017).

Em condi¢des glicémicas normais, a producdo de ROS pela mitocondria via
fosforilacdo oxidativa é fisiologica e normalmente compensada pelo sistema
antioxidante, que inclui enzimas como catalase, glutationa peroxidase, SOD1 (do
inglés: Superoxide Dismutase 1) e SOD2 (do inglés: Superoxide dismutase 2) (Ma et
al., 2012; Aguer et al., 2013). Contudo, nas condi¢cdes hiperglicémicas, o0 aumento na
producdo de ROS pode resultar em um desequilibrio entre as taxas de producéo e
eliminacao das ROS, favorecendo o estado pro-oxidante das células e provocando o
estresse oxidativo, o qual constitui uma condicdo em que o sistema antioxidante nédo
€ capaz de metabolizar o excesso de ROS produzido (Grindel et al., 2016; Cucak et
al., 2019).

Além da hiperglicemia cronica sobrecarregar a cadeia transportadora de
elétrons, elevando a producdo de ROS, a condicao hiperglicEmica contribui também

para o aumento da quantidade de reacdes de glicagdo ndo enzimaticas, afetando



20

proteinas, lipidios e as moléculas de DNA, contribuindo para a formacado dos AGEs
(do inglés: Advanced glycation endproducts) (Biemel et al., 2002; Lin et al., 2012). A
interacdo dos AGEs com seu receptor, RAGEs (do inglés: Receptor of AGES) também
contribui para aumentar a geracdo de ROS, além da ativacao de proteinas ligadas a
vias inflamatorias, tal como a proteina NF-kB (do inglés: Nuclear Factor k), que
modula a expresséo de citocinas pro-inflamatdrias, acentuando o estresse oxidativo
(Zhou et al., 2016; Byun et al., 2017). O nivel aumentado de citocinas pro-inflamatérias
associado a condicdo de estresse oxidativo esta relacionado ao aumento de danos no
DNA (Tatsch, et al., 2012). Além disso, a maior ativacdo da proteina NF-k3 tem o
potencial de comprometer a via de sinalizacdo da insulina por meio de uma
fosforilacdo aberrante da proteina IRS (do inglés: Insulin receptor substrate) (Blaser
2016; Asadipooya et al., 2019).

A proteina IRS é responsavel por dar continuidade a via da insulina e alteracdes
na fosforilagdo dessa proteina podem contribuir para o aumento da resisténcia a
insulina (Abu-Farha et al., 2015). Uma das proteinas responsaveis pela fosforilagéo
aberrante da proteina IRS € a proteina SAPK/JNK (do inglés: Stress-activated protein
kinases/ Jun N-terminal kinase), um indicador de estresse celular que reage as
alteracdes do meio. Devido ao aumento do estresse oxidativo e do aumento do perfil
inflamatério no DM2, a proteina SAPK/IJNK passa a ser recrutada com maior
frequéncia, levando ao aumento da fosforilacdo da proteina IRS (Kaneto et al., 2005).
Além disso, a maior ativacao da proteina SAPK/INK também contribui para a inibicdo
da sintese de insulina pelas células B-pancreaticas, contribuindo para a progressao
do DM2 (Choudhury et al., 2015).

A condigéo hiperglicémica associada ao estresse oxidativo contribui ainda para
a degradacao dos receptores de insulina (IRs) responsaveis por reconhecer a
presenca da insulina e por contribuir para a ativacdo da via da insulina e subsequente
captacao de glicose (Mayer & Belsham, 2010; Yuasa et al., 2014). A degradacgao dos
IRs resulta em hiperinsulinemia, agravando ainda mais o estado de hiperglicemia
(Hancer et al., 2014).

No estado homeostatico, o excesso de glicose circulante, normalmente
metabolizada pela via da glicélise, € armazenado na forma de glicogénio no figado e
no musculo, bem como na forma de acidos graxos nos adipécitos. Contudo, em casos
de hiperglicemia crénica, como ocorre no DM2, ha um aumento da ativagao da via do

Poliol, uma via de sinalizacdo na qual a glicose € convertida em frutose via consumo
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de NAD™" e producdo de NADH (Aslan & Beydemir, 2017; Yan, 2018). Com isso, ha
uma queda nos niveis celulares de NAD*, o que contribui para o desequilibrio redox
na célula e o excedente de NADH contribui para uma maior producdo de ROS
mitocondrial ao sobrecarregar o complexo | da mitocondria (Yan, 2018).

As ROS sdo moléculas altamente instaveis que tém o potencial de causar
danos celulares ao DNA e outras macromoléculas (Wlodarczyk & Nowicka, 2019). O
aumento na inducdo de danos no DNA promove a ativacao da proteina PARP1 (do
inglés: Poly (ADP-ribose) polimerase 1), que atua como sensor de danos ao DNA
(Figura 1) (Aleksandrov et al., 2018). A proteina PARP1, por meio do consumo de
NAD*, participa da iniciacdo dos varios mecanismos de reparo do DNA, incluindo o
reparo por excisdo de bases (BER), reparo por excisdo de nucleotideos (NER) e
reparo por recombinacdo homoéloga (HRR) (Giansanti et al., 2010; Jangra et al., 2013;
Aleksandrov et al., 2018). Desse modo, a maior ativacdo de PARP1 contribui,
juntamente a via do Poliol, para a deplecdo de NAD®. Esse desequilibrio do
metabolismo energético da célula compromete o seu funcionamento adequado e pode
induzir morte celular (Huang et al., 2008; Yan, 2018).

Além da atuacao da proteina PARP1, a proteina TP53 também possui um papel
essencial na regulacéo do ciclo celular e vias de reparo do DNA, pois atua bloqueando
a progressao do ciclo celular, possibilitando a sinalizacdo para o reparo do DNA
(Huang., 2008; Turacli et al., 2018; Aleksandrov et al., 2018). Em pacientes com DM2,
0 estresse oxidativo é um fator critico no desenvolvimento de complicacbes
relacionadas a doenca; alguns estudos sugerem que a ativacao excessiva da proteina
TP53 em virtude do estresse oxidativo pode estar relacionada ao aumento da
resisténcia a insulina e da condi¢&o inflamatéria, o que contribui para um agravamento
da doenca nos pacientes (Shimizu et al., 2012; Beyfuss & Hood, 2018). Desse modo,
por reagirem ao estresse fisiolégico provocado pelo desenvolvimento do DM2 a
proteina PARPL1 e a proteina TP53 se mostram importantes indicadores celulares no

contexto do DM2, embora os mecanismos moleculares ainda requeiram investigacao.
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Figura 1: Sobrecarga mitocondrial em virtude da hiperglicemia e seus impactos na célula. O

estado hiperglicémico sobrecarrega a mitocondria, induzindo um aumento na producdo de ROS e, em
resposta, 0 organismo recruta as enzimas antioxidantes SOD1 e SOD2 para metabolizar o excesso de
ROS. Danos ao DNA podem ocorrer pelo excesso de ROS mitocondrial produzido em virtude da
hiperglicemia (Hurrle et al., 2017; Aleksandrov et al., 2018).

1.3 Via de sinalizacdo da insulina

A ativacdo da via de sinalizacdo da insulina € imprescindivel para a
manutenc¢do da homeostase relativa ao metabolismo da glicose (Huang et al., 2018).
De modo geral, para a captacéo de glicose, a insulina precisa primeiramente se ligar
e ser reconhecida pelo IR. Essa ligacéo induz a fosforilagdo do IRS, uma proteina
acoplada na porcéo intracelular do IR (Belfiore, et al, 2017; Huang, et al, 2018). Ap6s
sofrer fosforilagdo, a proteina IRS fosforila e ativa a proteina PI3K (do inglés:
Phosphoinositide 3-kinase), uma quinase responsavel pela conversdo de PIP2 (do
inglés:  Phosphatidylinositol-3,  4-bisphosphate) em PIP3 (do inglés:
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Phosphatidylinositol-3, 4, 5-triphosphate). PIP3, por sua vez, catalisa a ativacdo de
AKT (do inglés: Serine/threonine protein kinase) e, uma vez ativada, a AKT fosforila a
AS160 (do inglés: AKT substrate of 160 kDa). A fosforilagdo de AS160 € importante
para o processo de translocacdo de GLUT4 (do inglés: Glucose transporter 4) do
citoplasma para a membrana plasmatica, o qual sera responsavel pela captacédo da
glicose circulante (Figura 2) (Osorio-Fuentealba et al, 2012; Huang, et al, 2018).

A principal funcéo do IR é reconhecer a presenca da insulina (Escribano et al.,
2017). Quando o IR perde a sua funcdo e deixa de responder adequadamente a
insulina, pode ocorrer um comprometimento da sinalizacéo da via PI3K/AKT, podendo
levar a uma significativa reducéo da translocacdo de GLUT4 para a superficie da
célula, prejudicando a captacdo da glicose e, consequentemente, contribuindo para a
hiperglicemia (Schultze et al., 2012). Desta forma, qualquer alteracdo na homeostase
dessa via pode afetar de modo severo o metabolismo da glicose, bem como o
metabolismo de lipidios e de proteinas, alterando de maneira significativa o
metabolismo energético, o que contribui para agravar o estado de saude do individuo
(Escribano et al., 2017).

Além disso, a AKT também modula a acdo da proteina CK2 (do inglés: Protein
kinase 2) e da proteina mTOR (do ingés: mammalian Target of Rapamycin) (Ma et al.,
2014; Vatseba et al., 2020). A CK2 atua modulando o metabolismo da glicose e a via
de sinalizacao da insulina, via fosforilacdo da prépria AKT e da proteina PTEN (do
inglés: Phosphatase and tensin homologue), ativando a primeira e inibindo a acao da
segunda. PTEN é um importante regulador negativo da via PI3K/AKT, atuando na
conversédo de PIP3 em PIP2, impedindo a ativacdo da proteina AKT (Figura 2) (Borgo
et al., 2017). A auséncia de regulacdo de PTEN pode resultar em uma ativagao
inadequada da via da insulina, desse modo, a proteina CK2 é também crucial para o

adequado funcionamento da via da insulina (Ma et al., 2014).
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Ja a proteina mTOR atua na regulacdo do metabolismo celular e, sendo ativada
pela proteina AKT, contribui para a manutencéao do crescimento e da proliferacdo da
célula (Vatseba et al.,, 2020). Contudo, com o estabelecimento da resisténcia a
insulina a proteina AKT, que ativa mTOR, passa a ser menos recrutada resultando em
menor ativacdo de mTOR. A reducdo na atividade de mTOR pode comprometer a
secrecdo de insulina, o que contribui para o agravo do DM2 (Paris et al., 2003; Kleinert
et al., 2014; Weichhart et al., 2015). Além disso, a ativacdo de mTOR, através da
fosforilacdo aberrante dessa proteina, tem o potencial de inibir a proteina IRS
impedindo a ativacdo da proteina PI3K e, consequentemente, da via da insulina,
contribuindo para a progressao do DM2, o que torna a proteina mTOR um alvo de

extensivos estudos (Park et al., 2009).
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Figura 2: Via de sinalizac¢é@o da insulina. Ao reconhecer a insulina, o IR induz uma fosforilagédo
na proteina IRS, que tem como func¢do ativar a PI3K para que esta possar converter PIP2 em PIP3. A
PIP3 induz a ativagdo de AKT que possui acdo em diferentes vias, tais como a ativagdo de mTOR e
CK2, porém a principal fungdo de AKT na via da insulina é induzir a translocacdo de GLUT para
captacdo de glicose. PTEN atua como antagonista da via da insulina, inibindo a ativacdo desta. CK2,
ativado pela AKT, atua inibindo a PTEN. JNK pode impedir a ativagdo da via da insulina também

impedindo a fosforilagdo da IRS (Huang, et al, 2018).
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Conforme dados da literatura, a compreensao dos mecanismos envolvidos na
resisténcia a insulina é crucial para compreender a etiofisiopatologia do DM2 e o
desenvolvimento de terapias mais eficazes para o tratamento dos pacientes (Tahrani,
2017; Kobyliak et al., 2018; Wu & Bellantyne, 2020). De acordo com DeFronzo e
colaboradores (2015), a regulacdo anormal da via da insulina tem sido associada a
uma ampla gama de fatores, incluindo mudancas no metabolismo, inflamacéo,
estresse oxidativo e modificacbes na expressao génica e proteica. Entretanto, os
mecanismos moleculares envolvendo essa intrincada sinalizagcdo ainda necessitam
de uma ampla investigacao. Dessa forma, é importante continuar investigando a via
da insulina e seus componentes para melhor compreender o papel que estes

desempenham no estabelecimento e no desenvolvimento do DM2.

HIPOTESE
A hipotese deste trabalho é que pacientes com DM2 apresentam alteracdes no

padrdo de expressdo de genes e proteinas em células mononucleares de sangue
periférico (PBMCs, do inglés: Peripheral blood mononuclear cells), responsaveis por
desequilibrar o padrdo de expressdo de genes e proteinas de varias vias de
sinalizacado, tais como a via da insulina, de respostas ao estresse oxidativo e de

resposta a danos ao DNA.
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2. OBJETIVO
2.1 Objetivo geral

O presente trabalho tem por objetivo avaliar os perfis de expresséo de proteinas
envolvidas na sinalizagéo de processos ligados ao estresse oxidativo, danos ao DNA
e inflamacdo, bem como os perfis de expressdo génica, ao nivel transcricional, de
componentes chaves da via da insulina, analisados em PBMCs de pacientes com
DM2, visando a comparacéo entre os diferentes grupos: pacientes com DM2 (Grupo-
02) e o grupo controle, composto por individuos sadios (Grupo-01).

2.2 Objetivos especificos

e Analisar e comparar o perfil de expressdo de genes da via da
insulina (INSR, PIK3R1, AKT2 e CSNK2A1), sinalizacao de resposta
ao estresse oxidativo (SOD1) e metabolismo celular (MTOR) em
PBMCs de pacientes com DM2 (Grupo-02) e individuos sadios
(Grupo-01, Controle).

e Mensurar e comparar o0s niveis de expressao de proteinas da via da
insulina (AKT, pAKT e pPTEN), sinalizacéo de resposta ao estresse
oxidativo (SOD1 e SOD?2), de resposta a danos ao DNA (TP53 e
PARP-1), ao perfil inflamatério (NF-kB) e estresse celular
(SAPK/INK), em PBMCs de pacientes com DM2 (Grupo-02) e

individuos sadios (Grupo-01, Controle).
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Casuistica

O presente trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o
Paulo (HC-FMRP/USP, processo n° 747/2018 — APENDICE- A). Foram selecionados
pacientes com DM2 (Grupo-02; n=12) e individuos sadios (Grupo-01; n=11) que
aceitaram participar da pesquisa e assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (APENDICE - B e APENDICE- C), que contém informacdes a respeito da
pesquisa, destino de suas amostras, sigilo das informacdes pessoais e telefone para
contato em caso de duvidas. O diagndstico de DM2 (Grupo-02) foi realizado pela
equipe médica do departamento de Clinica Médica do HC-FMRP/USP, setor de
Endocrinologia e Metabologia. Segundo a Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD)
(2022), é considerado portador de DM2 aquele individuo que apresenta niveis
glicémicos em jejum (>126 mg/dL), porcentagem de hemoglobina glicada (HbAlc

>6,5%) e alteracdes no teste oral de toleréncia a glicose (OGTT) (>200 mg/dL).

3.2 Coleta e separacao de células mononucleares de sangue periférico
(PBMCs, do Inglés: peripheral blood mononuclear cells)

De cada individuo foram coletados aproximadamente 20 mL de sangue em
tubos Vacutainer (Beckton & Dickinson, EUA), contendo EDTA. Os tubos com EDTA
foram empregados para separacao de PBMCs e, a posteriori, a extracdo de RNA e
proteinas. A separacdo de PBMCs foi realizada com a homogeneizacdo do sangue
em solucédo salina na proporc¢éo de 1:1, sendo em seguida transferida para um tubo
contendo Histopaque 1077 (Sigma Chemical Co, EUA), que foi submetido a
centrifugagéo a 447 x g por 20 min. Devido ao gradiente de densidade, foi formado
um anel de PBMCs entre o plasma e o reagente Histopaque, o qual foi extraido e
transferido a outro tubo, com o auxilio de uma pipeta descartavel, para ser diluido em
solugéo salina e centrifugado a 112 x g por 5 min. para lavagem das PBMCs. O
sobrenadante foi descartado e o pellet formado foi homogeneizado para os ensaios

subsequentes.

3.3 Extracéao, quantificacdo e avaliacdo da integridade de RNA
Para a extracdo de RNA, primeiramente foram adicionados 2 mL de Trizol

(Invitrogen) ao pellet de PBMCs. Apos a homogeneizagdo completa das PBMCs com
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o Trizol, foi acrescido 200 pL de salina DEPC e 200 uL de cloroférmio para cada 1 mL
de Trizol utilizado, seguido de agitacédo intensa por 15 seg. e repouso por 5 min. As
amostras foram centrifugadas a 12000 x g por 15 min. a 4°C, a fase aquosa foi
cuidadosamente retirada e transferida para outro tubo. Neste ultimo, a fase aquosa foi
homogeneizada com 800 pL de isopropanol para cada 1 mL de Trizol e foi
armazenado sob refrigeracdo a -20°C overnight.

No dia seguinte, as amostras foram centrifugadas a 12000 x g por 10 min. a
4°C, o sobrenadante foi descartado, sendo adicionado 1 mL de etanol 75% DEPC
para cada 1 mL de Trizol. Posteriormente as amostras foram levadas ao vortex por 1
minuto e meio e centrifugadas por trés vezes a 4°C, 7500 x g por 5 min. O etanol foi
retirado e as amostras foram secadas em temperatura ambiente. Em seguida, o pellet
foi eluido em cerca de 15 pyL de agua nuclease free e, por fim, as amostras foram
guantificadas em um espectrofotdbmetro NanoDrop ND-1000 (Uniscience). As razdes
de proteina (260/230) e fenol (260/280) foram verificadas para todas as amostras e
somente as que apresentaram valores de razdo entre 1,8-2,2 e 1,8-2,0,
respectivamente, foram utilizadas. A integridade do RNA foi avaliada por meio do kit
RNA 6000 Nano (Agilent) utilizando o bioanalisador 2100 (Agilent), onde as amostras
foram aplicadas em chips e analisadas segundo um valor de RIN (RNA Integrity
Number), no qual somente as amostras que apresentaram valores de RIN>7,0 foram

utilizadas.

3.4 Avaliacdo da expressdao proteica através de Western blotting
3.4.1 Isolamento e quantificacdo de proteinas

Durante a fase de extracdo de RNA com o Trizol ocorre a formacdo de uma
fase inferior, a fase organica, que contém as proteinas. Apos a transferéncia e
armazenamento do RNA, foi removida toda a fase aquosa remanescente, sendo em
seguida, adicionados 0,3 mL de etanol 100% para cada 1 mL de Trizol utilizado. As
amostras foram homogeneizadas vagarosamente por inverséo do tubo e deixadas em
repouso por cerca de 3 min. e centrifugadas por 5 min. a 2000 x g a 4°C para
precipitacdo do DNA remanescente. Apos a centrifugacédo, somente o sobrenadante
de fenol-etanol foi transferido cuidadosamente para um novo tubo e mantido a -80°C
até o momento de extragdo das proteinas.

Trés aliquotas contendo 500 pL de cada amostra foram transferidas para trés

microtubos. Posteriormente, foi adicionada acetona em uma proporcédo de 3:1 em
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cada um dos microtubos sendo a amostra homogeneizada por inversao por cerca de
15 seg. e deixada em repouso por 10 min. em temperatura ambiente. ApGs o periodo
de incubacéo, as amostras foram centrifugadas a 12000 x g a 4°C para precipitacéo
do pellet das proteinas. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e foram
adicionados 500 pL de Protein wash 1 (300mM de cloreto de guanidina em etanol 95%
+ 2,5% de glicerol) aos pellets, que foram cuidadosamente ressuspendidos. Ao final
do processo, mais 500 pL de Protein wash 1 foram adicionados em cada uma das trés
amostras, que foram mantidas em repouso por 10 min. em temperatura ambiente. As
proteinas foram novamente sedimentadas via centrifugacao a 8000 x g por 5 min. e o
sobrenadante foi descartado.

Em seguida, foram realizadas duas lavagens das amostras com a adicao de 1
mL de Protein wash 1 em cada um dos microtubos para ressuspensao do pellet e
remocao de fenol residual. Apds incubacéo por 10 min. em temperatura ambiente, as
amostras foram centrifugadas a 8000 x g por 5 min. e tiveram 0s respectivos
sobrenadantes descartados. Posteriormente, foram adicionados 1 ml de Protein wash
2 (etanol 100% contendo 2,5% de glicerol) nas amostras, as quais foram incubadas
por 10 min. e entdo centrifugadas a 8000 x g por 5 min. a 4°C. O sobrenadante foi
descartado e os pellets foram deixados em temperatura ambiente secando por cerca
de 10 min. Em seguida, 120 pL de dodecil sulfato de sédio (SDS) 1% (50 mg de SDS
+ 5 mL de agua MilliQ) foram adicionados em um dos trés pellets, seguindo uma
homogeneizacdo seriada e armazenamento a -20°C. As proteinas foram
guantificadas utilizando o kit BSA (Pierce), no qual as amostras foram comparadas
com a curva padrdo (controle), obtida com a albumina de soro bovino, sendo a

absorbancia das amostras lida em um espectrofotometro Epoch (BioTek).

3.4.2 Preparo das amostras e eletroforese de proteinas

A eletroforese foi realizada a 100 V por 1 hora na cuba (XCell SureLock™ Mini-
Cell — Invitrogen) com o auxilio do gel NUPAGE Bis-Tris Gels (Invitrogen) com cada
amostra contendo 20 pg de proteinas previamente desnaturadas a 90°C por 5 min.
para, por fim, serem aplicadas no gel de eletroforese. Foram aplicados também 10 pL
do marcador de peso molecular (Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladder —
Thermo Fisher Scientific). Posteriormente, foi realizada a transferéncia das proteinas
contidas no gel para a membrana Invitrolon PVDF (Invitrogen) com o auxilio do
sistema XCell II™ Blot Module (Invitrogen) com emprego de 30 V por cerca de 5 horas
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para transferéncia completa. Por fim, a membrana foi lavada com agua MilliQ e

armazenada.

3.4.3 Imunodeteccéao e analise das proteinas

A imunodeteccéo foi realizada com o kit Western Breeze Chromatic (invitrogen).
Primeiramente, foi realizado o blogueio da membrana com 8 mL de solugcéo de
bloqueio e foi incubada por 60 min. em um agitador rotatorio. Em seguida, a membrana
foi lavada por duas vezes com 5 mL de agua MilliQ por 5 min. e incubada com 4 mL
do anticorpo primario overnight. A posteriori, foram feitas quatro lavagens de 5 min.
com 5 mL de solugéo de lavagem Wash Solution (Invitrogen) e, ao final das lavagens,
0 excesso de solucéo foi retirado com auxilio de 10 mL de agua MilliQ por 5 min. para
gue a membrana pudesse ser incubada com 4 mL de solucdo de anticorpo secundario
anti-rabbit ou anti-mouse (Invitrogen) por 30 min. Novamente, a membrana foi lavada
com solucao de lavagem mais quatro vezes por 5 min., e logo em seguida, com agua
MilliQ por 5 min. para que as membranas fossem armazenadas para posterior
marcacdo. Foram utilizados os seguintes anticorpos: Anti-rabbit -Actina (proporcao
1:1000 - Cell Signaling Technology); Anti-rabbit SOD1 (propor¢cdo 1:1000 - Cell
Signaling Technology); Anti-rabbit SOD2 (propor¢céo 1:5000 - Abcam); Anti-rabbit
fosfo-NF-kBpes) (propor¢do 1:1000 - Cell Signaling Technology); Anti-rabbit TP53
(proporcédo 1:500 — Cell Signaling Technology); Anti-rabbit AKT (proporcdo 1:1000 -
Cell Signaling Technology); Anti-rabbit fosfo-AKT(sa7s) (propor¢cdo 1:1000 - Cell
Signaling Technology); Anti-rabbit fosfo-PTENs3so/r3s2/r3ss) (proporgéo 1:1000 - Cell
Signaling Technology); Anti-rabbit SAPK/IJNK (proporcdo 1:1000 - Cell Signaling
Technology); Anti-rabbit PARP (propor¢cdo 1:1000 - Cell Signaling Technology). A
andlise dos resultados foi realizada por escaneamento em um fotodocumentador
ImageQuant LAS 500 (GE Healthcare Life Sciences) e a quantificacdo das bandas de
proteinas foram realizadas pelo programa Image Studio Lite Ver 5.0 (Lite Software).
Todos os valores de expressao relativa obtidos foram normalizados com o auxilio da

proteina enddégena (B-Actina.

3.5 Avaliacéo da expressao génica através da PCR em real time
3.5.1 Reacgéo de transcricao reversa
Inicialmente, 1 ug de RNA de cada amostra do grupo controle (Grupo-01; n=11)

e do grupo dos pacientes com DM2 (Grupo-02; n=12) foi tratado com o Kit
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Deoxyribonuclease | Amplification Grade (Invitrogen) para a remocdo de DNA
gendmico por 15 min., sendo adicionados 1 pL de tampéao de reacédo 10x DNAse l e 1
pL de DNAse | Amplification Grade (1 U/uL) para cada 1 pug de RNA compondo um
volume total de 10 pL. Apds 15 min., foi adicionado 1 pL de EDTA em cada amostra
para inativacdo da DNAse e em seguida as amostras foram levadas ao termociclador
por 10 min. a 65°C. Para proceder com a transcri¢cao reversa das amostras foi utilizado
o kit Transcriptase Reversa High Capacity (Thermo Fisher Scientific), do qual foram
adicionados 2 pL de tampéao de reacao 10x RT buffer, 0,8 pL de 25x dNTP Mix (100
mM), 2 pL de 10x RT Random Primers, 1 pL da enzima Multiscribe Reverse
Tanscriptase e 4,2 UL de 4gua nuclease free para cada amostra, totalizando 20 yL de
solugdo. Desse modo, as amostras foram submetidas ao termociclador em um
processo de trés etapas, sendo um ciclo de 10 min. a 25°C; um ciclo de 120 min. a

37°C e um ciclo de 5 min. a 85°C. As amostras foram armazenadas a -20°C.

3.5.2 Delineamento para construcao de primers

Inicialmente, os genes de interesse foram selecionados no banco de dados
gene ensemble (http://www.ensembl.org/), e a sequéncia dos éxons dos transcritos

foram utilizados para gerar diferentes primers in silico através do software Primer-
BLAST (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). Ainda no Primer-BLAST,

verificou-se a correspondéncia entre os primers gerados e 0s respectivos genes. No
caso em que a sequéncia do primer pré-selecionado ndo correspondeu ao gene de
interesse, foi considerado que o primer pode ser inespecifico e, desse modo, o
procedimento acima foi repetido em busca de um primer especifico.

Para a selecéo dos primers foram utilizados os seguintes parametros: 1) um
amplicon entre 80 e 150 pares de bases; 2) apresentar uma proporc¢ao entre 50 a 60%
de guanina e citosina; 3) ter uma temperatura de melting (Tm) entre 58 e 60°C com
uma variagdo menor que 4°C entre os primers forward e reverse; 4) priorizar a
presenca de guanina e citosina nas extremidades dos primers; 5) evitar repeticdes de
guatro ou mais nucleotideos iguais em sequéncia; 6) priorizar um comprimento entre
18 e 23 nucleotideos; e 7) evitar que a auto complementariedade entre 0s
nucleotideos do primer seja maior ou igual a 5.

Apos a selecao dos primers foi avaliado a presenca de estruturas secundarias

(hairpin loops, dimers, bulge loops, internal loops, match sites) no software


http://www.ensembl.org/
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34

Generunner ver 6.5.52. Quando presentes, a Tm das estruturas secundarias deveriam
estar abaixo de 0°C. No caso da Tm ser positiva os primers foram redesenhados. Em
seguida, os primers foram submetidos a uma andlise das estruturas secundéarias com
o software Oligo Analyzer (https://www.idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer). Nessa
analise, foram escolhidos os primers que apresentaram estruturas secundarias com
uma Tm inferior as temperaturas da reacédo da PCR. Outro aspecto analisado das
estruturas secundarias foi o valor de AG, no qual foi priorizado um valor mais proximo
de zero. Os primers foram redesenhados caso o valor de AG fosse igual ou menor
que -9, sendo a especificidade destes analisada pelo Homo sapiens

(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqgi). Para isso, foram selecionados os primers que

apresentaram uma compatibilidade com o Homo sapiens de 100% e uma diferenca
para o préximo organismo menor ou igual a 60%.

A validacédo dos primers foi realizada através da reacdo de PCR em tempo real,
no qual foram verificadas a auséncia de dimeros de primers ou amplificacdes
inespecificas por meio da analise da curva de melting, o qual gerou apenas um Unico
pico. O produto da reacéo foi submetido a uma eletroforese em gel de agarose a 3%
para verificar se o tamanho do produto correspondeu ao tamanho esperado do
amplicon e checar a presenca de uma Unica banda. Para analise do tamanho do

produto foi empregado o O’rangeruler 50bp DNA ladder (Sinapse).

3.5.3 Avaliacéo da expresséo génica via PCR em tempo real

A analise da expressao de genes envolvidos na via de sinalizacdo da insulina
e da via PI3K/AKT foi realizada em triplicata para cada amostra do grupo controle
(Grupo-01; n=11) e do grupo dos pacientes com DM2 (Grupo-02; n=12). Os genes
endogenos utilizados foram o0 HPRT e o B2M e os genes de interesse selecionados
foram: INSR, PIK3R1 (PI3K), AKT2, CSNK2A1 (CK2), SOD1 e mTOR; as sequéncias
de primers sé@o apresentadas na tabela 1. Inicialmente, um mix foi preparado para
cada gene, no qual foram adicionados 7,5 pL de Sybr Green, 0,75 pL de Primer
Forward (750 nM) e de Primer Reverse (750 nM), 3 pL de agua nuclease free,
totalizando um volume final de 12 pL. O mix foi homogeneizado com o auxilio do vortex
e as amostras foram centrifugadas. 12 pL do mix previamente preparado foram
adicionados a cada um dos pocos da placa MicroAmp ™ Optical 96-well Reaction Plate
(Thermo Fisher) e, em seguida, foram adicionados 3 puL de cDNA (30 ng) de cada

amostra, compondo um volume final de 15 pyL. ApGs a adicdo do mix e das amostras,


https://www.idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer
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a placa foi selada com MicroAmp® Optical Adhesive Film, centrifugada a 699 x g por
1 min. Por fim, a placa foi submetida ao termociclador QuantStudio 3 (Applied
Biosystems) no qual as amostras passaram por 1 ciclo a 50°C por 2 min., 1 ciclo a
95°C por 2 min., 40 ciclos a 95°C por 1 seg. e 60°C por 30 seg. Para a curva de
melting, a reacao ocorreu por 1 ciclo a 95°C por 15 seg., 1 ciclo a 60°C por 1 min. e,
por ultimo, 1 ciclo a 95°C por 15 seqg.

Os genes endogenos HPRT e B2M foram utilizados para a normalizagéo da
expressdo génica e o programa Relative Quantification app (Thermo Fisher) foi
empregado para o célculo de normalizacdo e quantificacdo da expressdo génica

relativa.

Tabela 1: Sequéncias dos primers para a realizagdo da PCR em tempo real

5’ — Reverse - 3
TGA GTG ATG GTGAGG TTG TG

Primers 5 - Forward - 3’
INSR AAC TACTCCTTC TAT GCCTTG G

PIK3R1 GAT ACA GCAGAC GGG ACCTT AGG TTA ATG GGT CAG AGA AGC
AKT2 CCA AAC TGT CCT CAC CCT AT TGG AAG GAA GCC CTA GTA AG
CSNK2A1 TGA AGG ACC AGG CTC GAA TG GCACTG AAG AAATCCCTGACAT
SOD1 GGG CCT CAG ACT ACATCC AA GGC AAA GGT GGA AAT GAA GA
MTOR GGA CCA CAG TGC CAG AAT CT CAT GAG AGA AGT CCC GAC CA
HPRT TGG ACAGGACTG AACGTCTT GAG CAC ACA GAG GGC TAC AA
B2M AGG CTATCC AGC GTACTCCA TCA ATG TCG GAT GGA TGA AA

3.6 Anédlise estatistica

Os dados de expressao proteica ou transcricional, os quais foram obtidos para
as amostras analisadas de ambos os grupos de individuos, pacientes com DM2 e
controles, foram apresentados como média * erro padrdo (EP). A normalidade foi
testada pelo teste de Shapiro-Wilk e para as variaveis com distribuicdo normal, a
analise empregada foi o teste paramétrico, teste-t; para analises com distribuicdo
assimétrica, aplicou-se o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney, considerando um
nivel de significancia de 5% para ambos os métodos. Todas as andlises foram

realizadas utilizando o software Prism v. 5.0 (GraphPad Software).
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4. RESULTADOS
4.1 Caracterizacédo dos grupos estudados

Inicialmente, foram realizadas comparacdes entre 0s grupos com relacao a
idade, glicemia, IMC (indice de massa corporal) e HbAlc para a caracterizagéo dos
portadores de DM2 (Grupo-02) e individuos controles (Grupo-01). Nao houve
diferenca significativa entre a idade média dos pacientes com DM2 (58 + 5 anos)
comparada com a apresentada pelos individuos do grupo controle (57 £ 7 anos).
Foram observadas diferencas significativas quanto aos valores médios da glicemia
(188 £ 75, p<0,01), IMC (27 £ 2, p <0,001) e HbAlc (9 £ 2, p < 0,0001) dos pacientes
com DM2 quando comparados ao grupo controle (glicemia: 101 + 13; IMC: 23 + 2; e
HbAlc: 5+ 0,3) (Tabela 2, 3 e 4).

Tabela 2: Comparacgéo das caracteristicas clinicas (médias) e idade dos individuos do grupo controle
(Grupo-01; n=11) e de pacientes com DM2 (Grupo-02; n=12)

Variaveis Controle Pacientes com DM2 p-valor
Idade 57,0+£5,0 58,0+5,0 N.S.

IMC (Kg/m?) 23,0£2,0 27,0+ 2,0* 0,0005

Glicemia (mg/dL) 101,0 £ 13,0 188,0 + 75,0* 0,0017

Hb1Ac (%) 50+0,3 9,0 £ 2,0%** <0,0001

IMC: Indice de massa corporal; Hb1Ac: Hemoglobina glicada; N.S.: N&o significativo. * p < 0,05; ** p <

0,01 e *** p < 0,0001 indicam diferencas significativas quando comparados ao grupo controle.

Tabela 3: Caracteristicas clinicas do grupo controle (Grupo-01)

Individuo Sexo (Igr?gse) IMC (?rl]%%nl_'? H?(;;)?C
C-01 M 50 23,4 80,0 4,7
C-02 M 59 27,8 85,0 4,8
C-03 F 56 22,1 N.E.* 50
C-04 F 67 22,5 99,0 5,6
C-05 M 63 22,1 99,0 55
C-06 F 63 25,5 126,0 5,6
C-07 M 48 N.E.* 88,0 50
C-08 M 56 22,2 102,0 53
C-09 F 57 22,2 89,0 55
C-10 F 47 21,8 104,0 50
C-11 M 59 18,5 95,0 54

*N.E.: N&o especificado; IMC: indice de massa corporal; Hb1Ac: Hemoglobina glicada.
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Tabela 4: Caracteristicas clinicas dos pacientes com DM2 (Grupo-02)

Individuo Sexo (I;jr?gs) IMC (E’rL']‘;‘ig‘l_'? Ht(’%‘c
DM2-01 F 56 26,6 359,5 11,6
DM2-02 F 64 26,6 146,0 7.8
DM2-03 F 54 29,9 245,0 10,1
DM2-04 M 54 29,9 240,0 9,4
DM2-05 F 53 24,9 193,0 13,4
DM2-06 M 54 28,6 168,0 8,5
DM2-07 M 62 28,7 107,0 8,1
DM2-08 F 55 28,1 245,0 10,7
DM2-09 M 62 25,9 139,6 7.8
DM2-10 M 52 26,9 147,7 7.7
DM2-11 M 67 23,4 189,9 9,4
DM2-12 M 62 29,1 87,0 6,9

*N.E.: N&o especificado; IMC: indice de massa corporal; Hb1Ac: Hemoglobina glicada.

4.2 Avaliacdo dos niveis de expresséao proteica

Os seguintes resultados foram obtidos quanto as andlises dos niveis de
expressdo de proteinas envolvidas no sistema antioxidante (SOD1 e SOD2; Figura
3), vias de resposta a danos ao DNA (PARP1 e TP53; Figura 4), via da insulina (AKT,
pPAKT; Figura 5 e pPTEN; Figura 6), via de inflamacgéo (NF-k@3; Figura 6) e via de
estresse celular (SAPK/JINK; Figura 7).

Foi observado um aumento significativo na expresséo de SOD2 (~24%, Figura
3 e Tabela 5, p < 0,05) nos pacientes com DM2 em relacdo aos individuos sadios. O
aumento de expressao de SOD2 mostra que os pacientes com DM2 apresentaram
um aumento na resposta antioxidante mitocondrial. No entanto, apesar de uma
tendéncia de aumento da SOD1 (p = 0,08), proteina antioxidante presente no citosol
da célula, esta ndo apresentou uma diferenca significativa entre os dois grupos

estudados (Figura-3).
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Figura 3: Expressao proteica avaliada em PBMCs do grupo de pacientes com DM2 (n=12) e
grupo controle (n=11) analisada por Western Blotting e posteriormente quantificada pelo software
Image Studio Lite ver 5.0 (Lite Software). Expressdo de SOD1 (~18 kDa) e SOD2 (~25 kDa). Para as
analises estatisticas foi utilizado o Teste t. *p < 0,05. C: Individuos do grupo Controle; DM2: Pacientes
com DM2; 01: Representa o nimero dos individuos dentro de cada grupo.

Foi também avaliada a expresséo de proteinas envolvidas nas vias de resposta
a danos no DNA, sendo observado um aumento significativo na expresséo de PARP1
(~385%, Figura 4, p < 0,05) nos pacientes com DM2 em relacdo aos individuos
sadios. Esse resultado indica um maior recrutamento de PARP1 (proteina que atua
na iniciacdo de vias de reparo do DNA) em pacientes com DM2, podendo indicar a
necessidade de reparo de danos no DNA. Porém, ndo foram observadas diferencas
significativas entre os grupos avaliados quanto a proteina TP53 (Figura 4 e Tabela
5), que atua blogueando a progresséao do ciclo celular. Entretanto, houve uma grande
variacao nos valores de expressao entre 0s pacientes com DM2, sendo que 50% deles

apresentaram niveis mais elevados.
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Figura 4: Expressao proteica avaliada em PBMCs do grupo de pacientes com DM2 (n=12) e
grupo controle (n=11) analisada por Western Blotting e posteriormente quantificada pelo software
Image Studio Lite ver 5.0 (Lite Software). Expressédo de PARP1 (~116 kDa) e TP53 (~53 kDa). Para as
andlises estatisticas foi utilizado o Teste t. *p < 0,05. C: Individuos do grupo Controle; DM2: Pacientes
com DM2; 01: Representa o numero dos individuos dentro de cada grupo.

Para as proteinas AKT total, que atuam na via da insulina, e para a proteina

pAKT, forma ativa da proteina AKT, ndo foram observadas diferencas significativas

entre 0os grupos avaliados (Figura 5 e Tabela 5), havendo uma grande variacéo de

expressao entre individuos, em ambos 0s grupos.
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Figura 5: Expressao proteica avaliada em PBMCs do grupo de pacientes com DM2 (n=12) e
grupo controle (n=11) analisada por Western Blotting e posteriormente quantificada pelo software
Image Studio Lite ver 5.0 (Lite Software). Expressdo de AKT (~60 kDa) e Fosfo-AKTsa73) (~60 kDa).
Para as analises estatisticas foi utilizado o Teste t. *p < 0,05. C: Individuos do grupo Controle; DMZ2:
Pacientes com DM2; 01: Representa o nimero dos individuos dentro de cada grupo.

Ainda, ndo foram observadas diferencas significativas entre 0os grupos

avaliados quanto a proteina pPTEN (Figura 6 e Tabela 5), principal antagonista da

via da insulina e que atua impedindo a sua ativacdao. No entanto, foi observado um

aumento significativo (cerca de 4 vezes) na expressdo de fosfo-NF-kf3 (Figura 6 e

Tabela 5) nos pacientes com DM2 em relagdo aos individuos sadios. O aumento na

expressdo de fosfo-NF-kB pode indicar maior ativacdo de vias de inflamacg&o nos

pacientes com DM2. Nota-se que para os individuos controles, houve pouca variacao

interindividual, ao contrario dos pacientes com DM2.
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Figura 6: Expressao proteica avaliada em PBMCs do grupo de pacientes com DM2 (n=12) e
grupo controle (n=11) analisada por Western Blotting e posteriormente quantificada pelo software
Image Studio Lite ver 5.0 (Lite Software). Expressdo de Fosfo-PTEN(s3soras2ir3ss) (~54 kDa) e Fosfo-
NF-kBpes) (~65 kDa). Para as analises estatisticas foi utilizado o Teste t. *p < 0,05. C: Individuos do
grupo Controle; DM2: Pacientes com DM2; 01: Representa o numero dos individuos dentro de cada

grupo.

Por fim, ndo foram observadas diferencas significativas entre os grupos

avaliados quanto a proteina pSAPK/INK (Figura 7 e Tabela 5), que atua como sensor

de estresse celular, sendo recrutada em condi¢cdes de estresse oxidativo.
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Figura 7: Expressao proteica avaliada em PBMCs do grupo de pacientes com DM2 (n=12) e
grupo controle (n=11) analisada por Western Blotting e posteriormente quantificada pelo software
Image Studio Lite ver 5.0 (Lite Software). Expresséo de Fosfo-SAPK/INK (~54 kDa). Para as analises
estatisticas foi utilizado o Teste t. *p < 0,05. C: Individuos do grupo Controle; DM2: Pacientes com DM2;
01: Representa o numero dos individuos dentro de cada grupo.

Tabela 5: Valores de expresséao proteica em PBMCs de individuos do grupo controle (Grupo-
01; n=11) e de pacientes com DM2 (Grupo-02; n=12)

Valores de expresséo proteica relativa normalizados com a

proteina endégena B-Actina

Proteinas Controle Pacientes com DM2
SOD1 0,80 + 0,20 2,26 £ 0,92
SOD2 0,13+ 0,04 0,16 + 0,03*
PARP1 0,20 + 0,04 1,04 +0,34*
TP53 2,49 +1,02 7,22 +2,62

AKT 2,94 + 0,50 4,49 + 0,49
pAKT 0,23 + 0,06 0,26 + 0,07
pPTEN 0,89+0,19 1,24 £ 0,22
pNF-kB 0,48 £ 0,18 2,63 +0,84*
pSAPK/INK 0,54 +0,12 0,39 + 0,08

*p<0,05, indica diferenga significativa quando comparados ao grupo controle. Valores representados

em média + erro padréo.
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4.3 Avaliacao da expresséo génica transcricional

A expressdo de genes ao nivel transcricional foi avaliada para genes
participantes de vias de resposta ao estresse oxidativo (SOD1), da via da insulina
(INSR, PI3K, AKT e CK2) e do metabolismo celular (nTOR) (Figura 4 e Tabela 6).
Os valores médios da expressdo dos genes enddgenos, o HPRT e o B2M, foram
utilizados para a normalizagédo dos dados e na obtengcado do valor de ACt, que é

necessario para posterior quantificacao relativa da expresséo dos genes de interesse.

Nos pacientes com DM2 foi observada uma reducao significativa nos niveis de
expressao génica transcricional do gene SOD1 (p < 0,05, Fold-change = 0,597, Figura
4E e Tabela 6), que codifica a SOD1, a qual atua no sistema antioxidante. O nivel de
expressdo do gene mTOR também revelou uma reducéo significativa (p < 0,05, Fold-
change = 0,553, Figura 4F e Tabela 6) nos niveis de expressao génica, comparada
ao grupo controle, indicando uma possivel alteracdo na via de sinalizacdo do
metabolismo celular de pacientes com DMZ2. Contudo, as analises dos genes
essenciais para a via da insulina, INSR, PI3K e AKT, ndo mostraram alteracdes

significativas nos niveis de expresséo génica entre os grupos analisados.
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Figura 8: Expressao génica transcricional relativa avaliada em PBMCs de pacientes com grupo
DM2 (n=12) e o grupo controle (n=11) e analisadas por qRT-PCR e pelo programa Relative
Quantification app (Thermo Fisher). (A) Expressédo génica de INSR (Insulin Receptor), (B) PI3K
(Phosphoinositide 3-kinase) (C) AKT (Protein Kinase B) (D) CK2 (Casein Kinase 2) (E) SOD1
(Superoxide Dismutase 1) (F) mTOR (mammalian Target of Rapamycin). Os valores de expressao
foram normalizados de acordo com a expressao dos genes endégenos HPRT e B2M. Para as analises
estatisticas foi utilizado o Teste t. *p < 0,05.

Tabela 6: Valores de expressdo génica transcricional em PBMCs de individuos do grupo
controle (Grupo-01; n=11) e de pacientes com DM2 (Grupo-02; n=12)

Valores de expressao génicarelativa normalizados com os genes

HPRT e B2M
Gene Nome Log2 (FC)
INSR Insulin receptor 0,75
PI3K Phosphoinositide 3-kinase 0,65
AKT Serin/threonine protein kinase 0,75
CK2 Casein kinase I 0,95
SOD1 Superoxide dismutase type 1 0,60*
mTOR Mammalian target of rapamycin 0,55*

*p < 0,05, indica diferenca significativa em comparacdo ao grupo controle. Valores representados em
log? — Fold-Change (FC).
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5. DISCUSSAO

A maior prevaléncia de DM2 ocorre entre 50 e 70 anos de idade dos pacientes,
sendo essa faixa etaria mais critica para o desenvolvimento da doenca (IDF, 2021).

Os individuos com DM2 que ndo conseguem controlar os niveis glicémicos
apresentam a condic&o de hiperglicemia crénica ao longo dos anos (Huang, 2018), o
qgue contribui progressivamente para o aumento na producédo de ROS e de citocinas
pro-inflamatérias, que estdo envolvidas com a maior ocorréncia de danos ao DNA
(Rolo et al., 2006). O estado hiperglicémico junto ao declinio metabdlico, a reducéo
das defesas antioxidantes e de reparo no DNA, e 0 avanco progressivo da idade,
tornam os portadores de DM2 mais suscetiveis ao acumulo de danos moleculares e
celulares, ocorrendo inevitavelmente a progressao da doenca ao longo dos anos
(Hancer et al., 2014).

Nesse estudo, foram avaliadas amostras de sangue de 12 individuos com
de DM2 e 11 individuos controles. Utilizando a técnica de Western blotting, o qual
detecta a presenca de niveis relativos de proteinas especificas, e PCR em tempo real,
que detecta os niveis relativos de expressao génica, buscamos possiveis alteracbes
nos niveis de expressao de proteinas e genes da via da insulina, do sistema de reparo
do DNA e do sistema antioxidante em PBMCs de pacientes com DM2 e controles.

E conhecido na literatura cientifica que em pacientes com DM2 os niveis de pro
oxidantes, tais como o anion superoéxido (O2’) e a hidroxila (OH), sédo mais elevados
(Aguer et al., 2013; Cucak et al., 2019). Em niveis aumentados, estes sdo capazes de
provocar estresse oxidativo, condicdo na qual o estado pré oxidante ultrapassa a
capacidade antioxidante do organismo (Wlodarczyk & Nowicka, 2019). O estresse
oxidativo tem como consequéncia a inducao de danos oxidativos no DNA, além de
contribuir para um aumento da condicao inflamatéria do paciente (Zhou et al., 2016).
Desse modo, torna-se pertinente analisar o papel de algumas proteinas antioxidantes
em pacientes com DM2

Neste estudo foi observado que os pacientes com DM2 apresentaram um
aumento significativo na expressédo da proteina SOD2, a qual faz parte do sistema
antioxidante e é responsavel por catalisar a reacdo do anion superéxido em peréxido
de hidrogénio (H20:2) e oxigénio (O2) (Jabeen et al., 2012). O aumento na expressao
de proteinas do sistema antioxidante € condizente com o estado de hiperglicemia
cronica, uma vez que um maior fluxo de glicose circulante tem o potencial de induzir

bY

a disfuncdo mitocondrial (Ma et al., 2012), condicdo que estd atrelada a maior
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producado de ROS pela mitocondria, principalmente de anion superoxido. Desse modo,
€ possivel que o aumento da expressdo de SOD2 nos pacientes com DM2 tenha
ocorrido em consequéncia da geracdo aumentada de ROS na mitocondria. Outros
autores observaram aumento na expressdo do gene SOD2 em células epiteliais
(Takematsu et al., 2020) e em PBMCs (Lima et al., 2019) de pacientes com DM2,
enquanto em outros estudos nenhuma variacdo significativa na expresséo
transcricional do gene SOD2 foi encontrada em adipdcitos cultivados in vitro
(Michurina et al., 2020) e em PBMCs (Xavier et al., 2015) de pacientes com DM2.
Essas informacdes também ressaltam a necessidade de verificar o mesmo marcador
em diferentes tecidos e tipos celulares de pacientes com DM2.

Ao avaliar a presenca de anion superdxido, Seyyedebrahimi et al. (2018)
observaram maiores niveis em PBMCs de pacientes com DM2 em relacdo aos
controles. Sendo assim, niveis aumentados de SOD2, que catalisa a conversao de
superéxido em peroxido de hidrogénio, em pacientes com DM2 pode indicar uma
ativacado da resposta antioxidante nos pacientes.

Ainda, ao analisar o nivel relativo da expressédo da proteina SOD1, enzima
antioxidante encontrada principalmente no citosol das células, curiosamente esta nédo
apresentou diferenca significativa entre os grupos estudados. Contudo, foi observada
uma reducéo significativa no nivel de expressao do gene que codifica essa proteina.
Semelhante ao que foi encontrado neste estudo, Suri et al. (2021) também
observaram uma reducao significativa da expressao do gene SOD1 em sangue total
de pacientes com DM2. Além disso, Michurina et al. (2020) e Xavier et al. (2015) ndo
detectaram diferencas significativas no nivel de expressao transcricional do gene
SOD1 em adipdcitos cultivados in vitro e em PBMCs, respectivamente, de pacientes
com DM2. A reducéo da expressao da proteina SOD1 em pacientes com DM2 tem o
potencial de contribuir para a intolerancia a glicose ao nao catalisar adequadamente
0s pré-oxidantes (Muscogiuri et al., 2013). Desse modo, é possivel que a menor
expressdo de SOD1 possa contribuir para a progressao da doenca. Para isso, um
maior numero amostral € essencial para melhor compreender o papel da SOD1 no
DM2.

Ressalta-se que poucos estudos avaliaram as isoformas da proteina SOD
(SOD1 e SOD2) no DM2 (Mozzini et al., 2015; EI-Gharbawy et al., 2016; Grindel et al.,
2016; Sindhu et al., 2018; Sireesh et al., 2018; Liu et al., 2019) tal como foi realizado

neste estudo. Ambas as isoformas de SOD estéo localizadas em regibes celulares
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diferentes; enquanto a SOD1 esta presente no citosol da célula, a SOD2 se localiza
especificamente no interior da mitocéndria, uma organela amplamente afetada pelo
DM2, o que ressalta a necessidade de SOD1 e SOD2 serem avaliadas de forma
distinta.

Ha um amplo corpo de informacdes na literatura que demonstram que elevados
niveis de ROS tém o potencial de provocar danos as macromoléculas, como o DNA,
lipidios e proteinas (Rolo et al., 2006; Wlodarczyk & Nowicka, 2019). Nesse contexto,
destaca-se a proteina PARP1, que € conhecida por atuar como um sensor de danos
ao DNA e por participar da ativacao das vias de reparo por excisédo de nucleotideos e
de bases, bem como do reparo de quebras simples e duplas (Chaitanya et al., 2010;
Aleksandrov et al., 2018). Neste trabalho, os pacientes com DM2 apresentaram niveis
aumentados da expressao da proteina PARP1 quando comparados aos controles.
Similarmente, outros autores também observaram elevada expressao do gene PARP1
em PBMCs de pacientes com DM2 (Tempera et al., 2005; Adaikalakoteswari et al.,
2007).

Alguns estudos relataram que a atividade enzimatica de PARPL1 foi reduzida
em pacientes com DM2 (Tempera et al., 2005; Tarquini et al., 2013), indicando uma
possivel reducao da ativacdo das vias de reparo do DNA em pacientes. Sendo assim,
a expressao aumentada dessa proteina em pacientes com DM2 pode ser um indicador
de danos frequentes ao DNA, quadro condizente com maiores niveis de ROS
presentes em pacientes com DM2 (Jabeen et al., 2012). De fato, ja foi observado que
pacientes com DM2 apresentam niveis aumentados de danos no DNA, incluindo
danos por lesdes oxidativas (Xavier et al., 2014; 2015). H& evidéncias de que a via de
reparo por excisdo de bases é a via mais ativa para o reparo de lesdes de bases
oxidadas em pacientes com DM2 (Merecz et al., 2015), o que explicaria uma maior
ativacdo de PARPL1.

Alguns estudos relatam uma reducao significativa de TP53 em PBMCs de
pacientes portadores de DM2 (Turacli et al., 2018; Dubayee et al., 2020). Entretanto,
ao avaliar os niveis de expressdo da proteina TP53 no presente estudo néo foram
observadas diferencas significativas entre os grupos de pacientes com DM2 e
controles, de modo semelhante ao que foi visto por Lima et al. (2019). A proteina TP53
€ conhecida por atuar no bloqueio do ciclo celular em resposta ao estresse celular
para permitir a atividade de reparo de danos ao DNA (Huang., 2008; Turacli et al.,

2018). Além disso, TP53 pode também atuar em vias pré-apoptéticas, auxiliando na
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inducdo de morte da célula a depender dos niveis de estresse celular (Shimizu et al.,
2012). A ativacao de NF-k3 € capaz de reduzir a atividade de TP53 (Dubayee et al.,
2020). No presente estudo, foi observado um aumento significativo da proteina NF-kf3
fosforilada, sugerindo que a mesma possa estar relacionada a acdo de TP53, mas a
interacdo entre NF-k3 e TP53 ainda requer estudos adicionais.

Em concordancia com este estudo, Cheng et al. (2022) também observaram
niveis aumentados de NF-kp fosforilada em PBMCs de pacientes com DM2, sendo
esta associada ao aumento da resisténcia a insulina devido a inibigcdo da proteina IRS
(Cheng et al., 2022). Tem sido relatado na literatura que a hiperglicemia cronica, bem
como o estresse oxidativo, tém o potencial de induzir o aumento da inflamacao por
meio da via de NF-kf (Huang, et al., 2008), indicando que niveis aumentados de NF-
KB observados em pacientes deste estudo possam estar relacionados com 0 processo
de inflamacdo em DM2.

Por outro lado, ha evidéncias de que a reducdo da geracdo de ROS
mitocondrial em PBMCs contribui para a reducéo da ativacao da proteina NF-kf (Dasu
et al., 2008; Kuzmicki et al., 2013), indicando que, ao contrario, 0 aumento de ROS
possa estar correlacionado a ativacdo de NF-kB. Ainda, foi demonstrado que a
interacao fisica da proteina PARP1 com NF-k, formando um complexo PARP1/NF-
KB, aumenta a afinidade desta uUltima com o DNA, modulando positivamente a
expressdo de algumas citocinas pré-inflamatérias (TNF-q, IL-1 e IL-6) (Huang, et al.,
2008; Giansanti, et al., 2010). Desse modo, € possivel inferir que a expressao
aumentada e interacdo entre NF-kp e PARP1 possam provavelmente contribuir para
o aumento do estado inflamatorio em pacientes com DM2.

A via da insulina é a mais afetada com o estabelecimento do DM2, sendo,
portanto, relevante o estudo dos principais componentes dessa via, as proteinas
INSR, PI3K, AKT e PTEN (Huang, et al., 2018), as quais foram analisadas neste
estudo. O adequado acoplamento da insulina em seu receptor € crucial para o
recrutamento da via da insulina. Neste estudo, ndo foram observadas diferencas
significativas quanto ao nivel de expressao do gene INSR, que codifica a proteina
INSR, entre os grupos de pacientes com DM2 e controles analisados. Por outro lado,
Modestino et al. (2018) observaram uma redug&o nos niveis de expressao da proteina
INSR em PBMCs de pacientes com DM2. Em andlises in vitro de células HepG2 foi
observada uma maior clivagem da proteina INSR quando as células foram expostas

a elevados niveis de glicose (Yuasa et al., 2014). E possivel que a expresséo reduzida
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da proteina INSR possa estar relacionada a uma menor expressao génica ao nivel
transcricional, cabendo futuras investigacoes.

Com relagéo ao estudo de expresséo transcricional, neste estudo nao foram
observadas diferencas significativas nos niveis de expressdo do gene PIK3R1, que
codifica a proteina PI3K, em PBMCs de pacientes com DM2. Por outro lado, Lu et al.
(2021) observaram uma reducéo significativa na expressdo do gene PIK3R1 em
PBMCs de pacientes com DM2, indicando uma possivel reducdo da atividade
transcricional desse gene em virtude da menor ativagdo da via da insulina no DM2.
Sua funcédo na via da insulina se da pela conversao da proteina PIP2 em PIP3 e, por
conseguinte, PIP3 fosforila e ativa AKT. Para uma melhor compreensao do papel da
expressao transcricional PIK3R1 se faz necessario um nimero amostral maior, uma
vez que este estudo ndo observou diferengas significativas entre os grupos estudados.

De modo semelhante a PI3K, a andlise ndo revelou diferenca significativa
guanto aos niveis proteicos de AKT2 e AKT2 fosforilada (pAKT) nos PBMCs dos
pacientes analisados. Alguns autores observaram uma reducdo da proteina AKT
(Lima-Cabello et al., 2016; Yin et al. 2018), embora alguns estudos apontem uma
maior expressdo da proteina pAKT (Wang et al., 2018), outros indicaram a falta de
alteracdes significativas em PBMCs de pacientes com DM2 (Pietrani et al., 2015;
Vatseba et al.,, 2020). Também nao foi observada diferenca significativa quanto a
expressdo do gene AKT2, que codifica a proteina AKT2. Lu et al. (2021) observaram
uma reducdo da expressao do gene AKT em PBMCs de pacientes. Ainda ndo ha
consenso na literatura em relacdo aos niveis de expressao da proteina AKT e pAKT.
Essas discrepancias entre os resultados obtidos por diferentes autores indicam a
necessidade de estudos mais especificos e aprofundados, usando outros métodos de
andlise, visando compreender o papel da proteina AKT no DM2.

A analise da proteina PTEN fosforilada (pPTEN) néo revelou diferengca quanto
aos niveis de expresséao proteica em PBMCs de pacientes com DM2 e controles, ao
contrario do observado por Yin et al. (2018); esses autores observaram aumento
significativo na expressao da proteina PTEN total em PBMCs de pacientes. Outros
autores (Su et al., 2015) relataram aumento na expressao transcricional de PTEN em
camundongos com DM2. A proteina PTEN possui um papel fundamental na regulacao
da via da insulina, atuando como antagonista da atividade da proteina PI3K,
impedindo a ativagdo da proteina AKT via conversao de PIP3 em PIP2. Com o

aumento da expressao de PTEN relatado por Yin et al. (2018) e do aumento da
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expressao transcricional observado por Su et al (2015), também era esperado um
provavel aumento na expressao de pPTEN, o que nao foi observado neste estudo.
Pode-se supor que algum mecanismo de regulacao possa estar atuando. Além disso,
0 gene CSNK2A1 (que codifica a proteina CK2, é responsavel por fosforilar e inativar
PTEN) (Miller et al., 2002) n&o apresentou diferencas quanto aos niveis de expressao
génica em PBMCs de pacientes com DM2 no presente estudo. Analises adicionais
sdo requeridas para melhor compreender a relacao entre a proteina PTEN e a proteina
CK2 relativas ao papel destas na via da insulina.

Os resultados do estudo de Borgo et al. (2017) mostram que a proteina CK2,
guando inibida in vitro em adipdécitos, hepatoécitos e tecido muscular esquelético de
camundongos, resulta na reducdo da atividade da proteina AKT e no aumento da
atividade da proteina PTEN. Existem dados na literatura que demonstram a relevancia
da proteina CK2 pela sua atuacdo direta na via da insulina, assim como por participar
do processo de deplecdo da proteina GLUT4, que atua na captacdo de glicose
extracelular, através da estimulacdo crénica da insulina in vitro em adipocitos da
linhagem 3T3-L1 (Ma et al., 2014; Borgo et al., 2017).

A proteina CK2 pode ser ativada pela citocina TNF-a, cuja expressao é
modulada por NF-kB, resultando na modulacdo da inflamacao via fosforilacdo da
proteina SIRT1, que inibe a atividade da proteina NF-kf3 in vivo em camundongos (Shu
etal., 2017). Desse modo, a atuacdo da proteina CK2 em vias que estao relacionadas
a via da insulina e, por conseguinte, ao DM2, ressalta a importancia da avaliacao
dessa proteina e de seu papel em humanos.

Neste trabalho, foi observada uma expressédo reduzida do gene mTOR, que
codifica a proteina mTOR, em PBMCs de pacientes com DM2. Por outro lado,
contrariamente, Alizadeh et al. (2018) observou um aumento nos niveis da proteina
MTOR fosforilada em PBMCs de pacientes com DM2. A proteina mTOR ¢é fosforilada
pela AKT; havendo um comprometimento da via da insulina no DM2, provavelmente
a proteina mTOR né&o seja adequadamente recrutada, o que € compativel com os
baixos niveis de expressao de mTOR. Além disso, a proteina mTOR participa de vias
celulares relacionadas a sintese proteica, proliferacdo, sobrevivéncia e senescéncia
celular. Sendo assim, é possivel sugerir que tais vias celulares estejam
comprometidas nos PBMCs de pacientes com DM2, sendo que de fato, o gene mTOR

apresentou niveis reduzidos de expresséo.
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Vale ressaltar que a proteina mTOR possui diferentes efeitos em diferentes
tecidos, incluindo a mitigagdo do desenvolvimento do diabetes. Alguns estudos
demonstraram que a ativacdo de mTOR nas células 3 pancreaticas estimula a
proliferacéo destas e auxilia na regulacao da secrec¢éo de insulina (Paris et al., 2003;
Kulkarn et al., 2012; Bartolome et al., 2014; Weichhart et al., 2015). Nas células do
sistema imune a ativacdo de mTOR exerce um potencial pro-inflamataorio, favorecendo
o desenvolvimento do DM2 frente a desregulacdo da modulagdo da proteina mTOR
(Poirot et al., 2004; Martinez et al., 2008; Richardson et al., 2009; Eguchi et al., 2013;
Cucak et al., 2014). Nesse sentido, pode-se questionar se o nivel de expressao do
gene mMTOR nas células B pancreaticas se assemelha ao nivel da expressao
observada neste estudo em PBMCs de pacientes com DM2, cabendo investigagbes
futuras.

A proteina SAPK/INK n&o apresentou diferenca significativa em PBMCs de
pacientes com DM2, o que vai de encontro aos achados de Vinué et al. (2019) em
PBMCs de pacientes com DM2. Outros autores também néo observaram diferencgas
nos niveis da proteina SAPK/JNK fosforilada in vitro em adipdcitos da linhagem 3T3-
L1 (Abu-Farha et al., 2015). Contudo, Ayala et al. (2019) observaram aumento nos
niveis da proteina SAPK/JNK fosforilada in vivo em macréfagos de camundongos com
DM2. A SAPK/IJNK é uma proteina que pode ser recrutada pelas células frente a
diferentes agentes causadores de estresse, incluindo a acdo de citocinas proé-
inflamatorias, estresse oxidativo e a hiperglicemia (Choudhury et al., 2015; Ahmad et
al., 2019). Quando ativa, a proteina SAPK/JNK tem o potencial de fosforilar a proteina
IRS1, comprometendo a continuidade da via da insulina. Tal acdo pode resultar do
aumento da resisténcia a insulina e de tolerancia a glicose (Kaneto et al., 2005;
Hassanin et al., 2018). Ou seja, € possivel que menores niveis de expressdo de
SAPK/INK possam contribuir para uma melhora na sensibilidade a insulina em
pacientes com DM2. Portanto, se faz necessario averiguar, ndo sé 0s niveis totais de
SAPK/JINK, mas também as subunidades fosforiladas, visando compreender o seu
papel no desenvolvimento do DM2.
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6. CONCLUSOES

As analises de expressédo de genes ou proteinas chaves realizadas em PBMCs
de pacientes com DM2 permitiram concluir que estes apresentaram um aumento na
expressao relativa de proteinas envolvidas na resposta ao estresse oxidativo
mitocondrial (SOD2), no reparo de danos no DNA (PARP1) e na modulacdo da
resposta inflamatoria (NF-k3). Além disso, os resultados da analise da expressao
relativa de genes ao nivel transcricional para amostras dos mesmos pacientes
mostraram uma reducao nos niveis de expressao dos genes SOD1 e mTOR. Entre as
proteinas analisadas, cinco delas (AKT, pAKT, pPTEN, pSAPK/IJNK e TP53) nao
demonstraram alteragfes em sua expressao relativa na comparacao entre 0 grupo
dos pacientes com DM2 e o grupo controle. De modo semelhante, trés genes (INSR,
PIBK e AKT2) analisados quantos aos perfis transcricionais ndo apresentaram
diferencas significativas na comparacao entre os grupos estudados.

Foi interessante notar que somente algumas proteinas/genes de vias
adjacentes a via da insulina diferiram significativamente em termos de niveis de
expressdo. Nesse sentido, é importante ressaltar que os diferentes pacientes com
DM2 analisados neste estudo possuem diferentes graus de desenvolvimento da
doenca, havendo uma variacao interindividual importante a ser considerada, o que
reforca a necessidade de um maior nimero de individuos amostrados, visando
contornar o problema de heterogeneidade entre os pacientes. Apesar disso, 0S
resultados obtidos neste estudo séo relevantes e indicam a importancia de aprofundar
e ampliar as pesquisas em nivel molecular, visando uma melhor compreenséao do
papel de componentes chaves das vias da insulina e de resposta ao estresse e
inflamagé&o, entre outras vias correlacionadas, em PBMCs e outros tecidos de
pacientes com DM2.
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Apéndice A — Aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa do HCRP (Processo

747/2018)
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O tabaiho inbwlado “INFLUENCIA DA HIPERGLICEMIA
CRONICA NOS PERFIS DE EXPRESSAO GENICA £ ESTUDO DO ESTRESSE
OXIDATIVO EM PACIENTES COM DIABETES MELLITUS TIPO 2" - Projeto de
Pesquisa Versio 2 - 2302/2018, foi analisado pelo Comité de Etica em Pesquisa. em
sua 466" Reunido Oraindna realizada em 19/03/2018, ¢ enquadrado na categoria:
APROVADO, bem como o TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO —
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Apéndice B — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) — Pacientes DM2

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO — PARTICIPANTE DA
PESQUISA

NOME DA PESQUISA: INFLUENCIA DA HIPERGLICEMIA CRONICA NOS PERFIS DE EXPRESSAO
GENICAE ESTUDO DO ESTRESSE OXIDATIVOEMPACIENTES COMDIABETESMELLITUS
TIPO2.

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Jéssica Ellen Barbosa de Freitas Lima

ENDERECO PARA CONTATO: Av. Bandeirantes, 3900; CEP: 14049-900; Laboratorio de
Citogenética e Mutagénese, Bloco G

Departamento de Genética - Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Séo
Paulo (FMRP/USP).

Telefone: (16) 3315-3082

E-mail: jessicaellen.lima@usp.br

COMITE DE ETICA EM PESQUISA DO HCFMRP-USP: (16) 3602-2228

O(a) senhor(a) estd sendo convidado(a) para participar, como voluntario, de uma
pesquisa relacionada ao diabetes mellitus tipo 2 que esté sendo realizada pelo departamento de
Genética da FMRP/USP. O diabetes atinge cerca de 415 milhdes de pessoas em todo o mundo,
sendo uma doencga cuja caracteristica principal € o aumento do nivel do agucar no sangue. Em
condi¢cdes normais, 0 corpo é capaz de controlar os niveis de glicose (aglcar no sangue) por meio
da producgdo de um hormdnio chamado insulina. No entanto, em casos em gue 0 organismo nao
consegue produziraquantidade de horménio necessario para o controle da glicose, ou quando
0 corpo janao responde ainsulina, o diabetes se desenvolve.

Os altos valores de agucar no sangue durante um longo periodo de tempo podem
provocar uma série de modifica¢cdes no individuo, causando danos ao corpo. Portanto, a
presente pesquisa objetiva estudar as altera¢des e danos causados pelos altos valores de agucar
no sangue de pacientes com diabetes, buscando abordar varios aspectos da doenga, que em
conjunto com outros estudos pode levar a melhor compreenséo do diabetes bem como sua
prevencao e tratamento.

Caso concorde participar da pesquisa, sera necessario apenas acoleta de cerca de 20mL
de seu sangue (equivalente a duas colheres de sopa) utilizando uma seringa descartavel,
realizado por profissional qualificado e, portanto, com riscos minimos & sua saude. Havera

somente oincdémodo da dor da “picada” da agulha e ha um pequeno risco de formacao de um
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hematoma (marca “roxa” localizada na pele) devido a colheitado sangue. Acoleta serarealizada
apenas uma vez quando o(a) senhor(a) vier ao ambulatério do Hospital das Clinicas em
retorno de consultas agendadas. Sua participacdo ndo acarretara em nenhum custo e/ou
beneficio direto para o(a) senhor(a), e se desejar ndo participar da pesquisa, vocé ndo sera
penalizado de nenhuma forma, ndo tendo influéncia alguma em seu tratamento ou
acompanhamento da doenca. Quaisquer custos adicionais ocorrerdo por conta do pesquisador.
Alémdisso, casoocorradanodecorrente dapesquisa, 0 senhor(a) estaasseguradode acordo com
as leis de indenizagao vigentes no pais.

Sua privacidade e identidade serdo preservadas, e afim de evitar qualquer risco de quebra
de sigilo,todos os participantes serdoidentificados pelos pesquisadores atravésde codigos. Dessa
forma, oanonimato é garantido inclusive quando os resultados forem publicados emrevistas
cientificas.

Em qualquer momento, se desejar, o(a) senhor(a) podera entrar em contato com
0s pesquisadores por meio de telefone ou e-mail para esclarecer quaisquer davidas a
respeito dos procedimentos que serdo realizados. Asseguramos, ainda, que se for de sua
vontade, estaremos sempre a disposicdo para manter as informagbes acerca do estudo
atualizadas, mesmo que isso afete o0 seu desejo de participar da pesquisa. E se, assim o desejar,
poderaretirar o consentimento para uso de suaamostraem qualquer situacdo, sem que issotraga
prejuizos avocé ou aseutratamentonoHC.

Todo o material coletado sera armazenado apenas para a realizacdo dos
experimentos necessarios para o estudo do diabetes, sendo logo apds descartado em local
apropriado.

Este documento devera serassinado pelo pesquisador e participante em duas vias, sendo

gue uma delas ficard com o(a) senhor(a).

Tendo ciéncia do exposto acima, favor assinar abaixo.

Nome do pesquisador:

Assinatura; Data:

Nome do participante:

Assinatura; Data:
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Apéndice C — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) — Controles

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO — CONTROLES

NOME DA PESQUISA: INFLUENCIA DA HIPERGLICEMIA CRONICA NOS PERFIS DE EXPRESSAO
GENICAE ESTUDO DO ESTRESSE OXIDATIVOEMPACIENTES COMDIABETESMELLITUS
TIPO2.

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Jéssica Ellen Barbosa de Freitas Lima

ENDERECO PARA CONTATO: Av. Bandeirantes, 3900; CEP: 14049-900; Laboratério de
Citogenética e Mutagénese, Bloco G

Departamento de Genética - Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Séo
Paulo (FMRP/USP).

Telefone: (16) 3315-3082

E-mail: jessicaellen.lima@usp.br
COMITE DE ETICA EM PESQUISA DO HCFMRP-USP: (16) 3602-2228

O(a) senhor(a) estd sendo convidado(a) para participar, como voluntario, de uma
pesquisa relacionada ao diabetes mellitus tipo 2 que esté sendo realizada pelo departamento de
Genética da FMRP/USP. O diabetes atinge cerca de 415 milhdes de pessoas em todo o mundo,
sendo uma doenca cuja caracteristica principal € o aumento do nivel do acucar no sangue. Em
condi¢cdes normais, 0 corpo é capaz de controlar os niveis de glicose (agicar no sangue) por meio
da producgdo de um hormdnio chamado insulina. No entanto, em casos em gue 0 organismo nao
consegue produziraquantidade de horménio necessario para o controle da glicose, ou quando
o corpojanao responde ainsulina, o diabetes se desenvolve.

Os altos valores de agucar no sangue durante um longo periodo de tempo podem
provocar uma série de modifica¢cdes no individuo, causando danos ao corpo. Portanto, a
presente pesquisa objetiva estudar as alteragdes e danos causados pelos altos valores de agtcar
no sangue de pacientes com diabetes, buscando abordar varios aspectos da doenga, que em
conjunto com outros estudos pode levar a melhor compreenséo do diabetes bem como sua
prevencgdo e tratamento. No entanto, € necesséario que individuos sem o diabetes também
participem da pesquisa, para que os resultados possam ser comparados e atribuidos aos
niveis anormais de agucar que pacientes com diabetes possuem.

Caso concorde participar da pesquisa, serd necessario apenas a coleta de cercade 20mL
de seu sangue (equivalente a duas colheres de sopa) utilizando uma seringa descartavel,

realizado por profissional qualificado e, portanto, com riscos minimos a sua saude. Havera
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somente oincémodo da dor da “picada” daagulhae haum pequenorisco de hematoma (marca
“roxa” localizada na pele) devido a colheita do sangue. A coleta sera realizada apenas uma vez
guando o(a) senhor(a) vier ao ambulatério do Hospital das Clinicas, como acompanhante
de algum paciente do setor da Endocrinologia. Sua participacdo ndo acarretard em nenhum
custo e/ou beneficio direto para o(a) senhor(a), e se desejar ndo participar da pesquisa, vocé
nao sera penalizado de nenhumaforma. Quaisquer custos adicionais ocorrerdo por conta do
pesquisador. Além disso, caso ocorra dano decorrente da pesquisa, 0 senhor(a) esta
asseguradodeacordocomasleisdeindenizagaovigentesno pais.

Sua privacidade eidentidade serdo preservadas, e afim de evitar qualquer risco de quebra
de sigilo,todosos participantes serdoidentificados pelos pesquisadores através de codigos. Dessa
forma, oanonimato é garantido inclusive quando os resultados forem publicados emrevistas
cientificas.

Em qualguer momento, se desejar, o(a) senhor(a) podera entrar em contato com
0s pesquisadores por meio de telefone ou e-mail para esclarecer quaisquer davidas a
respeito dos procedimentos que serdo realizados. Asseguramos, ainda, que se for de sua
vontade, estaremos sempre a disposicdo para manter as informagBes acerca do estudo
atualizadas, mesmo que isso afete o0 seu desejo de participar da pesquisa. E se, assim o desejar,
poderaretirar o consentimento para uso de sua amostra em qualquer situagédo, sem que iSso
traga prejuizos avocé.

Todo o material coletado sera armazenado apenas para a realizagdo dos
experimentos necessarios para o estudo do diabetes, sendo logo apés descartado em local
apropriado.

Este documento deveraserassinado pelo pesquisador e participante em duas vias, sendo

gue uma delas ficard com o(a) senhor(a).

Tendo ciéncia do exposto acima, favor assinar abaixo.

Nome do pesquisador:

Assinatura; Data:

Nome do participante:

Assinatura; Data:




