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RESUMO

DANO AO DNA NO DIABETES TIPO 2 E SUA ASSOCIACAO COM
INFLAMACAO, ESTRESSE OXIDATIVO, DISFUNCAO ENDOTELIAL,
RESISTENCIA A INSULINA E A OCORRENCIA DE COMPLICACOES CRONICAS
MICROVASCULARES

AUTORA: Etiane Tatsch
ORIENTADOR: Prof. Dr. Rafael Noal Moresco
CO-ORIENTADOR: Prof. Dr. Rodrigo de Almeida Vaucher

Diversos mecanismos fisiopatologicos estdo associados ao Diabetes Mellitus (DM) tipo 2,
como glicotoxicidade, resisténcia a insulina, inflamacdo, estresse oxidativo e disfungédo
endotelial, podendo resultar em quebras nos filamentos de DNA e modificagGes nas bases
nitrogenadas. Desta maneira, biomarcadores de dano ao DNA podem ser Uteis na elucidacdo
da fisiopatologia do DM, bem como uma alternativa para a melhor avaliagdo de suas
complicacdes crénicas. No entanto, muitos destes mecanismos fisiopatologicos relacionados
ao aumento do dano ao DNA no diabetes precisam ser esclarecidos. Assim, 0 objetivo deste
estudo foi avaliar o dano ao DNA no DM tipo 2 e sua associacdo com inflamacéo, oxidacéo
proteica, disfuncdo endotelial, resisténcia a insulina e & ocorréncia de complicac@es cronicas
microvasculares. O dano ao DNA foi avaliado através do ensaio cometa e dos niveis de 8-
hidroxi-2'-desoxiguanosina (8-OHdG) urinario, o processo inflamatorio através dos niveis
séricos das interleucinas (IL) 1, 6 e 10 e do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) , a oxidagéo
proteica através dos niveis plasmaticos dos produtos proteicos de oxidacdo avancada
(AOPPs), a disfuncédo endotelial através dos niveis séricos de NOXx (nitrito/nitrato) e albumina
urinéria e a resisténcia insulinica através do indice HOMA-IR. O presente estudo foi
conduzido em duas fases. Na primeira fase 32 pacientes com DM tipo 2 e 30 controles
saudaveis foram investigados. Na segunda fase 54 pacientes com DM tipo 2 e 22 individuos
controle foram recrutados no Hospital Universitario de Santa Maria (HUSM). Neste estudo,
foi verificado que os pacientes com DM tipo 2 apresentaram aumento na fragmentacdo do
DNA, avaliado pelo ensaio cometa, e um maior dano oxidativo ao DNA, avaliado pelos niveis
urinarios de 8-OHdG, comparados com individuos controles saudaveis. Também foi
verificado no grupo DM tipo 2 com controle glicémico inadequado um maior dano ao DNA.
Quando foram analisadas as areas sob a curva ROC obtidas, verificamos que o 8-OHdG
urindrio apresentou uma maior capacidade diagndstica em identificar as complicacGes
crénicas microvasculares, quando comparada com a albumina urinaria no grupo DM tipo 2.
Além disso, foi demonstrado que os pacientes diabéticos tipo 2 com complicacGes
microvasculares apresentaram maiores niveis de dano oxidativo ao DNA, comparado aos
pacientes que ndo apresentavam estas complicagfes. Interessantemente, foi observado que 0s
pacientes DM tipo 2 com maior dano ao DNA apresentaram maiores niveis de citocinas pré-
inflamatorias, como IL-1, IL-6 e TNF-o, além de um decréscimo nos niveis de IL-10,
considerada um citocina anti-inflamatdria. Também foi verificada uma associagdo entre o
aumento do dano ao DNA no DM tipo 2 e o indice HOMA-IR, os niveis de AOPPs e o0s
niveis de NOx e albumina urinaria. Desta forma, nds especulamos que 0s pacientes com DM
tipo 2 apresentaram uma cascata de eventos como, resisténcia a insulina, processo
inflamatorio, disfuncdo endotelial e aumento da geragdo de espécies reativas, fatores que
podem contribuir diretamente para 0 aumento do dano ao DNA.

Palavras-chave: Diabetes tipo 2. Dano ao DNA. Inflamacdo. Oxidacdo Proteica. Disfuncao
Endotelial. Resisténcia Insulinica. Complica¢6es Microvasculares.



ABSTRACT

DNA DAMAGE IN TYPE 2 DIABETES AND ITS ASSOCIATION WITH
INFLAMMATION, OXIDATIVE STRESS, ENDOTHELIAL DYSFUNCTION,
INSULIN RESISTANCE AND THE OCCURRENCE OF MICROVASCULAR

CHRONIC COMPLICATIONS

AUTHOR: Etiane Tatsch
ADVISOR: Prof. Dr. Rafael Noal Moresco
CO-ADVISOR: Prof. Dr. Rodrigo de Almeida Vaucher

Several pathophysiological mechanisms are associated with type 2 diabetes mellitus (type 2
DM), such as glucotoxicity, insulin resistance, inflammation, oxidative stress and endothelial
dysfunction, which can result in DNA strand breakage and changes in the nitrogenous bases.
In this manner, DNA damage biomarkers may be useful in elucidating the pathophysiology of
diabetes, as well as serving as an alternative to better evaluate its chronic complications.
However, a great number of pathophysiological mechanisms related to increased DNA
damage in diabetes need to be clarified. Thus, the objective of this study was to evaluate DNA
damage in type 2 diabetes and its association with inflammation, oxidative stress, endothelial
dysfunction, resistance towards insulin and the occurrence of chronic microvascular
complications. The DNA damage was evaluated through the comet assay and the levels of 8-
hydroxy-2'-deoxyguanosine (8-OHdG) urinary, the inflammatory process through the serum
levels of interleukin (IL) 1, 6 and 10 and the alpha tumor necrosis factor (TNF-a), protein
oxidation through plasma levels of advanced oxidation protein products (AOPPs), endothelial
dysfunction by serum levels of NOx (nitrite/nitrate) and urinary albumin and insulin
resistance through the index HOMA-IR. The present study was carried out in two phases. In
the first phase, 32 patients with type 2 DM and 30 healthy individuals (control) were
investigated. In the second phase, 54 patients with type 2 DM and 22 healthy individuals
(control) were recruited from the University Hospital of Santa Maria (HUSM). This study
found that patients with type 2 diabetes showed increased DNA fragmentation, assessed by
comet assay, and increased oxidative DNA damage, assessed by 8-hydroxy-2'-
deoxyguanosine (8-OhdG) urinary levels, compared to healthy control subjects. Additionally,
increased DNA damage was observed in the type 2 DM group with inadequate glycemic
control. When the areas obtained under the ROC curve were analyzed, 8-OHdG urinary
presented higher diagnostic ability in identifying microvascular chronic complications
compared with urinary albumin in the type 2 DM group. Furthermore, it was demonstrated
that type 2 diabetic patients with microvascular complications had higher levels of oxidative
DNA damage compared to patients without such complications. Interestingly enough, it was
observed that type 2 diabetic patients with increased DNA damage had higher levels of
proinflammatory cytokines such as IL-1, IL-6 and TNF-a, and a decrease in IL-10 levels,
which is considered an anti-inflammatory cytokine. An association between increased DNA
damage in type 2 diabetes and the index HOMA-IR, AOPPs levels and NOx levels and
urinary albumin was also verified. Patients with type 2 diabetes exhibited factors that can
directly contribute to the increase of DNA damage, such as insulin resistance, inflammation,
endothelial dysfunction and increased generation of reactive species.

Keywords: Type 2 Diabetes. DNA Damage. Inflammation. Protein Oxidation. Endothelial
Dysfunction. Insulin Resistance. Microvascular Complications.
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1 APRESENTACAO

As secBes Materiais e Métodos, Resultados e Discussdo encontram-se nos ARTIGOS
CIENTIFICOS | e Il e representam a integra deste estudo. Os itens DISCUSSAO e
CONCLUSOES, encontrados no final desta tese, apresentam interpretacdes e comentarios
gerais sobre os artigos cientificos contidos neste trabalho. As REFERENCIAS
BIBLIOGRAFICAS referem-se somente as citagdes que aparecem nos itens
INTRODUCAO, DISCUSSAO e CONCLUSOES desta tese, uma vez que as referéncias

utilizadas para a elaboragédo dos artigos estdo mencionadas nos mesmos.
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2 INTRODUCAO

Segundo as Diretrizes da Sociedade Brasileira de Diabetes (2014-2015), uma epidemia
de diabetes esta em curso. Em 1985 estimava-se que existissem 30 milhGes de adultos com
diabetes mellitus (DM) no mundo; esse nimero cresceu para 135 milhGes em 2002, com
projecdo de chegar a 471 milhdes no ano de 2035. Atualmente, estima-se que a populacéo
mundial com diabetes é da ordem de 382 milhdes de pessoas. Destes, 175 milhes ndo tém
conhecimento da sua condi¢do e mais de 80% vivem em paises de baixa e média renda. A
cada seis segundos, uma pessoa vem a Obito por diabetes no mundo (IDF, 2015). Segundo a
Federacdo Internacional de Diabetes, na América do Sul e Central em 2015, 247.500 adultos
morreram em funcdo do DM (122.100 homens e 125.400 mulheres). Mais de 42,7% desses
Obitos ocorreram em pessoas com idade inferior a 60 anos. Mais da metade dos Obitos desta
regido (130.700) ocorreram no Brasil.

Cerca de 90% a 95% dos pacientes com diabetes tém diabetes mellitus tipo 2 (DM
tipo 2), assim este tipo de diabetes responde pela maior parte do aumento da prevaléncia desta
patologia (IDF, 2015). O Brasil € o quarto pais, dentre os dez principais paises com adultos
diabéticos (14,3 milhdes) (IDF, 2015). No nosso pais, segundo dados oficiais fornecidos pelo
Ministério da Saude, foram registrados 57.876 obitos por DM no ano de 2011 (Ministério da
Saude, 2011). Além disso, o Rio Grande do Sul (RS) € o oitavo estado com maior taxa de
mortalidade especifica por DM (33,0 6bitos por 100.000 habitantes) dentre as unidades
federativas do Brasil.

As complicacBes cronicas do DM incluem alteracBes micro e macrovasculares, que
acarretam alteracGes patoldgicas, principalmente nos rins, olhos, membros periféricos,
coragdo e vasos sanguineos (DIRETRIZES DA SOCIEDADE BRASILEIRA DE
DIABETES, 2014-2015). Estas complicacGes representam a maior causa de morbidade e
mortalidade em pacientes com DM a longo prazo, ocasionando custo aos sistemas de saude
(IDF, 2015). O exato mecanismo pelo qual o DM leva ao desenvolvimento destas
complicacdes é complexo e ndo esta ainda totalmente elucidado, mas envolve os efeitos
toxicos diretamente desencadeados pela hiperglicemia, juntamente com o aumento da pressao
arterial, anormalidades lipidicas, estresse oxidativo, doenca inflamatdria cronica, hipoxia e
isquemia (PU et al.,2006; LEBECHE et al., 2008; AKASH et al., 2013). A hiperglicemia
induz a formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) (RAINS e JAIN, 2011), e o
estresse oxidativo tem sido considerado um fator de risco no DM tipo 2 e em suas
complicagbes (BANSAL et al., 2013; SANTILLI et al., 2015). Alem disso, 0 processo
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inflamatorio, bem como a disfuncéo endotelial também estdo associados ao desenvolvimento
e progressdo do diabetes e de suas complicacGes cronicas (DONATH e SHOELSON, 2011;
AKASH et al., 2013; ZHAO et al., 2015).

Os processos fisiopatoldgicos no DM tipo 2 podem ativar diversos mecanismos que
resultam no aumento do dano ao DNA, bem como no desenvolvimento das complicacfes
cronicas do DM e/ou a uma evolugdo mais grave das mesmas (AL-AUBAIDY e JELINEK,
2010; SHIMIZU et al., 2014). Sabe-se que a hiperglicemia induz a formacao de radicais livres
através da ativacdo da via do poliol, glicacdo de proteinas e auto-oxidacdo da glicose,
podendo ocasionar danos em diversas macromoléculas, como proteinas, lipideos e &cidos
nucléicos. Como resultado, o DNA é frequentemente danificado, causando quebras nos seus
filamentos e modificacbes nas bases nitrogenadas (ARIF et al., 2010; YANG et al., 2011;
IL’YASOVA et al., 2012). Assim, biomarcadores de dano ao DNA podem ser Uteis na
elucidacédo da fisiopatologia no diabetes, bem como uma alternativa para a melhor avaliacéo
das suas complicacdes e comorbidades (BROEDBAEK et al., 2013). Estudos demonstram
que pacientes com DM tipo 2 apresentam aumento de dano do DNA (SLIWINSKA et al.,
2008; IBARRA-COSTILLA et al.,, 2010; BROEDBAEK et al., 2013), e que este dano
também é mais acentuado em pacientes com controle glicémico inadequado (XU et al., 2004;
LODOVICI et al., 2008). No entanto, ndo esta totalmente esclarecido se o aumento do dano
ao DNA no diabetes esta relacionado com o processo inflamatdrio, resisténcia insulinica e
disfuncdo endotelial. Assim, é de suma importancia a elucidacdo de mecanismos que possam
estar envolvidos no dano ao DNA nesta doenca.

Devido ao fato do DM tipo 2 ser uma patologia caracterizada pela oxidagéo proteica,
processo inflamatdrio, disfuncdo endotelial e resultante dano ao DNA, a investigacdo de
biomarcadores que atentem para tais estados torna-se importante. Para tanto, é de fundamental
relevancia o estudo de marcadores que possam auxiliar na avaliacdo da evolucdo do DM tipo
2 e suas complicacdes. Considerando que o DM tipo 2 € uma patologia degenerativa e
cronica, comprometendo a qualidade de vida, produtividade e sobrevida dos individuos, e que
muitos dos mecanismos envolvidos no desenvolvimento das complicacdes cronicas desta
doenca ainda ndo foram totalmente elucidados, este estudo visa avaliar o dano ao DNA e sua
associacdo com processos metabolicos, oxidativos, inflamatdrios e endoteliais e ocorréncia de

complicagdes cronicas microvasculares.
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2.1 DIABETES MELLITUS

O DM é um grupo de distarbios metabdlicos, de etiologia multipla, associado ao
metabolismo dos carboidratos no qual a glicose é subutilizada, produzindo hiperglicemia
(BURTIS et al., 2008). O principal defeito desta patologia é a falta relativa de insulina, o que
resulta na insuficiéncia da captacdo e armazenamento de glicose e utilizagdo desta para
finalidades energéticas (PASUPATHI et al., 2009). A deficiéncia relativa ou absoluta de
insulina afeta 0 metabolismo dos carboidratos, proteinas e lipidios (ADA, 2004; ADA, 2016).
A hiperglicemia caracteristica do DM pode ocorrer devido a producao deficiente de insulina
pelo pancreas ou devido a uma acdo ineficiente do horménio nos tecidos periféricos,
caracterizando um quadro de resisténcia a insulina. Esta resisténcia pode apresentar-se em
decorréncia de uma menor atividade dos receptores de insulina, por uma diminuicdo no
namero destes, por alteracdes estruturais que levam a uma deficiéncia da ligacao insulina-
receptor, ou ainda por uma diminui¢cdo da proteina transportadora de glicose (GLUT-4),
responsavel pelo transporte de glicose para o interior das células (SALTIEL e KAHN, 2001;
BURTIS et al., 2008).

Varios processos patogénicos estdo envolvidos no desenvolvimento do DM, sendo que
estes vdo desde a destruicdo auto-imune das células f do péncreas (com consequente
deficiéncia de insulina) até anormalidades que resultam em resisténcia a acdo da insulina. As
células B-pancredticas desempenham um papel importante na manutencdo da homeostase da
glicose, secretando insulina, um hormonio chave para a regulagdo do metabolismo da glicose.
Disfungdes das células B e/ou uma diminuicdo da massa de células B sdo associadas
estreitamente com a patogénese e fisiopatologia do DM (ADA, 2004).

Os sintomas de hiperglicemia acentuada incluem polidria, polidipsia, perda de peso e
algumas situagcbes com polifagia e visdo turva. O comprometimento do crescimento e
susceptibilidade a certas infec¢des também podem acompanhar a hiperglicemia cronica. Na
hiperglicemia aguda, uma das consequéncias fatais do DM néo controlado é a cetoacidose ou
a sindrome hiperosmolar ndo cetética (ADA, 2004; ADA, 2016). Fatores genéticos e
ambientais tém sido descritos como tendo grande importancia para o desenvolvimento do DM
(ALBERTI et al., 2007). Segundo a Sociedade Brasileira de Diabetes, os principais fatores
ambientais associados sdo obesidade, adiposidade abdominal, grande ingestdo calérica,
sedentarismo, tabagismo e idade (DIRETRIZES DA SOCIEDADE BRASILEIRA DE
DIABETES, 2014-2015).
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H& duas formas principais de apresentacdo desta sindrome: diabetes mellitus tipo 1
(DM tipo 1), que é caracterizado pela deficiéncia de secrecéo insulinica; e o DM tipo 2,
causada por alteracdes na secrecao insulinica e na sensibilidade dos tecidos alvos (BURTIS et
al., 2008). Tanto a resisténcia a insulina como a falha progressiva nas células-p pancreaticas
sdo a chave do mecanismo natural do DM tipo 2 (FONSECA, 2006). Este tipo de diabetes
caracteriza-se pela resisténcia a insulina, seguida por uma diminuicdo progressiva da fungéo
da células-B, resultando em uma deficiéncia relativa de insulina. No inicio do processo do DM
tipo 2, as células-B pancreaticas hipersecretam insulina para compensar a resisténcia
insulinica nos tecidos periféricos. Eventualmente, ocorre o esgotamento das células-p,
causando uma insuficiente secregéo de insulina para manter o controle glicémico (FONSECA,
2006).

Atualmente sdo trés os critérios aceitos e recomendados pela Sociedade Brasileira de

Diabetes para o diagnostico laboratorial de DM:

- Sintomas de polidria, polidipsia e perda ponderal acrescidos de glicemia casual acima de
200mg/dL (11,1 mmol/L). Compreende-se por glicemia casual aquela realizada a qualquer
hora do dia, independentemente do horario das refei¢cbes (ADA, 2004; ADA, 2016);

- Glicemia de jejum > 126mg/dL (7,0 mmol/L). Em caso de pequenas elevagdes da glicemia,
o0 diagnostico deve ser confirmado pela repeticdo do teste em outro dia (ADA, 2004; ADA,
2016);

- Glicemia de 2 horas pés sobrecarga de 75g de glicose acima de 200mg/dL (11,1 mmol/L)
(ADA, 2004; ADA, 2016).

Em 2010, a American Diabetes Association (ADA) endossou o uso da hemoglobina
glicada (HbA1.) no diagnostico do diabetes em pacientes com valores de HbA . > 6,5%, com
algumas vantagens frente a glicemia de jejum e a glicemia pds-prandial, tais como maior
conveniéncia aos pacientes (ndo requer jejum), grande estabilidade pré-analitica e menor
alteracdo dia a dia causadas por estresse ou doenca. No entanto, a Sociedade Brasileira de
Diabetes e de Endocrinologia ndo possuem um posicionamento claro sobre este marcador
para fins diagnosticos (DIRETRIZES DA SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES,
2014-2015).
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2.2 COMPLICACOES CRONICAS DO DIABETES MELLITUS

As complicagfes cronicas do DM sdo as principais responsaveis pela morbidade e
mortalidade dentre os pacientes diabéticos (IDF, 2015). Individuos com diabetes estdo em
maior risco de desenvolver uma série de problemas de salde fatais e incapacitantes do que 0s
individuos sem o diabetes (IDF, 2015). Pacientes com DM tipo 2 possuem maior risco de
ocorréncia de varias complicagdes cronicas, incluindo doenca cardiovascular, retinopatia,
doenca renal e neuropatia (AUNE e URSIN, 2009). Entre os fatores envolvidos na etiologia
das complicacbes crénicas do DM do tipo 2, destacam-se a hiperglicemia, a hipertensédo
arterial sisttmica, a dislipidemia e o tabagismo. Além destes, outros fatores de risco néao
convencionais tém sido descritos: disfuncdo endotelial, estado pré-trombdtico e inflamagéo
(SCHEFFEL et al., 2004). As vias envolvidas no desenvolvimento das complicacdes cronicas
do DM podem ser ativadas por agravos metabdlicos, resultando em ativacéo de citocinas pro-
inflamatorias e pro-fibrdticas, assim, ocasionando as caracteristicas patoldgicas e as
anormalidades clinicas (Figura 1) (RUSSELL e COOPER, 2015).

Figura 1- Mecanismos envolvidos no desenvolvimento das complica¢des cronicas do diabetes

com as respectivas alterac@es clinicas
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Fonte: Adaptado de Russell e Cooper, 2015. EROs, espécies reativas de oxigénio; AGEs,
produtos finais de glicacdo avangada; PKC, proteina quinase C; NF-kB, fator de transcri¢do nuclear
kapa B; TFG, taxa de filtragdo glomerular; DRD, doenca renal cronica.
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As complicagbes do DM sédo divididas em microvasculares e macrovasculares. As
microvasculares afetam pequenos vasos da retina, rins e nervos, com complicagdes resultantes
a partir do comprometimento da auto-regulacdo do fluxo sanguineo, alteracdo da
permeabilidade vascular, inflamacdo, acimulo da matriz extracelular, hipdxia, perda de
células, neovascularizacdo e fibrose. Ja as complicacbes macrovasculares resultam a partir de
uma disfungdo e inflamacdo do endotélio e dos musculos lisos, originando a aterosclerose,
com doengas coronarianas isquémicas, patologias cerebrovasculares e doencas vasculares
periféricas (RUSSEL e COOPER, 2015). O desenvolvimento e a progressdo das complicacfes
microvasculares correlacionam-se com a duracdo do DM e o controle glicémico. Embora
todas as células de um paciente diabético encontram-se expostas a niveis elevados de glicose,
0 dano hiperglicémico é limitado a alguns tipos celulares, como cristalino, retina, glomérulos
e nervos, cujo transporte de glicose ndo é mediado pela insulina e, assim, apresentam
hiperglicemia intracelular (BURTIS et al., 2008). Como consequéncia das complicacfes
microvasculares, o diabetes é uma das principais causas de cegueira, doenca renal crbnica
terminal e diversas neuropatias debilitantes (BROWNLEE, 2001).

2.3  COMPLICACOES MICROVASCULARES

2.3.1 Retinopatia Diabética

A Organizacdo Mundial da Saude refere a retinopatia diabética (RD) como resultado
do dano cumulativo nos pequenos vasos, sendo uma das importantes causas de cegueira. Apds
15 anos de diabetes, cerca de 10% dos individuos desenvolvem importante prejuizo visual e
aproximadamente 2% tornam-se cegos (WHO, 2006). A maioria dos casos de cegueira (90%)
esta relacionada a RD e pode ser evitada através de medidas adequadas, que incluem, além do
controle da glicemia e da pressao arterial, a realizacdo do diagnéstico em uma fase inicial e
passivel de intervencdo (GROSS e NEHME et al., 1999). As anormalidades retinianas no DM
tém como ponto de partida a toxicidade que a hiperglicemia exerce sobre as células
endoteliais interferindo na integridade da barreira hemato-retiniana, o que provoca o acumulo
de células inflamatdrias e 0 aumento da expressdo de fatores de crescimento e citocinas pro-
inflamatdrias (AGROIYA et al., 2013). Em pacientes com DM tipo 2, o estudo United
Kingdom Prospective Diabetes Study (UKPDS) demonstrou a importancia do controle
intensivo da pressdo arterial. Apds nove anos de acompanhamento e controle pressorico,

reduziu-se o risco de progressdo da retinopatia em 47%. A analise do UKPDS evidenciou que,
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para cada decréscimo de 10 mmHg da pressdo arterial sistolica, havia uma reducao de 13% do
risco de evolucdo para qualquer complicagdo microvascular (UKPDS, 1998).

2.3.2 Neuropatia Diabética

A neuropatia diabética (NRD), uma das principais complicacdes que aparece com 0
tempo de evolucédo crénica do DM (PARTANEN et al., 1995), é caracterizada por uma leséo
neuroldgica envolvendo amplamente todo o sistema nervoso periférico nos seus componentes
sensorio-motor e autondmico (cardiovascular, respiratério, digestivo e geniturinario)
(DIRETRIZES DA SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2014-2015). Esta
complicacdo afeta até cerca de 50% dos individuos com diabetes, sendo seus principais
sintomas, dorméncia, dor ou fraqueza nos pés ou mdos. Combinado com problemas
circulatérios, a NRD aumenta o risco de ulceracdes nos pés, podendo levar a necessidade de

amputacdo, em casos mais complicados (WHO, 2006).

A etiologia da NRD é complexa; no entanto, estudos demonstram que um fluxo
sanguineo alterado, hiperglicemia, um desequilibrio oxidativo, bem como uma resposta pro-
inflamatoria estdo envolvidos (DOWNS e FAULKNER, 2015). Além disso, uma reduc¢édo do
fluxo sanguineo resulta em hipoxia neuronal, fato este suficiente em comprometer a funcéo
nervosa e iniciar uma neurodegeneracdo. Este efeito também foi descrito em ganglios
auténomos, ganglio da raiz dorsal e no hipocampo (CAMERON e COTTER, 2001; DOWNS
e FAULKNER, 2015).

2.3.3 Doenca Renal do Diabetes

A doenca renal do diabetes (DRD), tradicionalmente denominada de nefropatia
diabética (ND), ¢ uma complicacdo cronica do DM que acomete cerca de 20-40% dos
pacientes (ADA, 2016). A DRD é a principal doenca renal crénica em pacientes diabéticos e é
considerada a segunda complicacio de maior custo. E classicamente identificada pela
presenca de proteindria superior a 0,5 g/24h (GROSS et al., 2005). Esta complicacdo é
caracterizada por lesbes glomerulares, tubulares, intersticiais e vasculares (BURTIS et al.,
2008). Ha varias formas de se classificar a DRD, baseando-se, por exemplo, na filtracdo
glomerular, levando-se em consideracdo os niveis de creatinina plasmatica. No entanto, para a
DRD, utiliza-se comumente a classificacdo com base nos valores de excre¢do urinaria de
albumina, sendo que a presenga de pequenas quantidades deste marcador na urina representa

0 estagio inicial da DRD, também chamado de microalbumindria ou nefropatia incipiente; ja
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0 estagio mais avancado da DRD denomina-se macroalbumindria, proteinudria ou nefropatia
instalada (GROSS et al., 2005).

A taxa de complicacBes crbnicas relacionadas ao DM diminuiu drasticamente nas
ultimas duas décadas, tendo ocorrido uma reducdo aproximada de 28% na DRD, em sua fase
mais avancada (doenca renal terminal). Entretanto, ainda € muito grande o numero de
pacientes afetados pela DRD, pois a incidéncia de DM continua aumentando (GREGG et al.,
2014). Por este motivo, a DRD continua sendo a principal causa de doenca renal crénica
(DRC) em pacientes que ingressam em programas de dialise (ADA, 2016), inclusive no Brasil
(LUGON, 2009). A DRC é uma comorbidade comum em pacientes com DM tipo 2, sendo
que sua gravidade pode influenciar significativamente o prognostico da doenca (THOMAS et
al., 2015). O desenvolvimento da DRD € multifatorial, sendo que um conjunto de mecanismos
leva ao desenvolvimento da lesdo renal e a consequente perda de proteina na urina, bem como
a reducdo gradual da funcgdo renal. A lesdo renal se caracteriza tanto na DRD, como em outras
doengas renais, por estar presente em diferentes sitios do néfron, principalmente no glomérulo
e nos tubulos renais (MATHESON et al.,, 2010; MORESCO et al., 2013). A adocdo de
intervencdes multiplas, tendo como prioridade o tratamento da hipertensdo arterial e incluindo
a utilizacdo de agentes com efeito renoprotetor especifico, pode reduzir a progressdo da
doenca renal (SBD 2014-2015).

2.4  COMPLICACOES MACROVASCULARES

2.4.1 Doencas Cardiovasculares

A doenca cardiovascular (DCV) é a complicacdo que demanda maior custo nos
sistemas de saude, sendo a principal responsavel pela reducdo da sobrevida dos pacientes e a
causa mais frequente de mortalidade. Em todos os pacientes com diabetes, os fatores de risco
cardiovascular devem ser avaliados sistematicamente, pelo menos anualmente. Estes fatores
de risco incluem a dislipidemia, a hipertensdo, tabagismo, histéria familiar de doenca
coronaria prematura, bem como a presenc¢a de albumindria (ADA, 2016). No entanto, € a
presenca ou auséncia de albumindria e DRD que prediz mortalidade no DM tipo 1 e tipo 2
(PU et al., 2006; GERSTEIN et al., 2012). A doenca cardiaca em pacientes diabéticos é
usualmente atribuida a isquemia miocardica decorrente de um processo aterosclerético
coronario acelerado e mais extenso. Pacientes diabéticos sdo mais predispostos a

desenvolverem insuficiéncia cardiaca congestiva, independentemente da presenca de
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hipertensdo arterial ou de doenca coronariana (GROSS et al., 2007). A resisténcia a insulina e
a hiperinsulinemia sdo considerados fatores de risco para DCV, independente da glicemia
(GERSTEIN et al., 2012).

Homens e mulheres com DM tipo 1 e 2, com idades respectivamente superiores a 40 e
50 anos geralmente apresentam risco de eventos coronarianos maior que 2% ao ano (BAX et
al., 2007). O risco de evento cardiovascular ou morte sera extremamente elevado quando
houver diagnostico clinico de DCV, ou seja, ja ter ocorrido infarto do miocéardio, acidente
vascular cerebral ou ataque isquémico transitério, angina do peito, dispneia de origem
iIsquémica, claudicagéo intermitente ou doenga da aorta (SBD 2014-2015). Neste contexto, o
estudo de Framingham desenvolveu um algoritmo para predicdo de eventos cardiovasculares
em individuos assintomaticos que pode ser aplicado para pacientes diabéticos (D’
AGOSTINO et al., 2008). Este escore de risco global é importante, pois aumenta o poder
preditivo para outras doencas graves, além da doenca arterial coronariana (DAC), que
frequentemente afeta individuos com diabetes. Outra ferramenta para se avaliar o risco de
DAC em diabéticos tipo 2 € 0 UKPDS, que considera ndo somente idade, lipideos, tabagismo
e pressao arterial, como também utiliza a duracdo do diabetes e seu controle por meio da
HbA. e presenca ou ndo de proteindria (STEVENS et al., 2001).

2.5 MECANISMOS FISIOPATOLOGICOS ASSOCIADOS AO DIABETES MELLITUS
TIPO 2 E SUAS COMPLICACOES CRONICAS

Existe diversas propostas e hipoteses descritas sobre a fisiopatologia do DM tipo 2 e
suas complicacdes, como obesidade, envelhecimento, sedentarismo, acumulacdo lipidica
tecidual, disfungdo da célula B pancredtica, processo inflamatorio, estresse do reticulo
endoplasmatico e estresse oxidativo (Figura 2) (AKASH et al., 2013). Dentre estes fatores, 0
estresse oxidativo na patogénese do DM tipo 2 tem recebido destaque, pois ndo causa somente
danos em proteinas e lipidios, mas também afeta significativamente o DNA (DINCER et al.,
2002; PALM et al., 2003; BROEDBAEK et al., 2011).
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Figura 2 — Processos envolvidos na fisiopatologia do diabetes tipo 2
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Fonte: Adaptado de Akash et al., 2013.

As EROs e as espécies reativas de nitrogénio (ERNSs) sdo produtos do metabolismo
celular normal e podem produzir efeitos benéficos ou nocivos. Os efeitos benéficos destas
espécies ocorrem em baixas concentracdes e envolvem papéis fisioldgicos no mecanismo de
defesa e em alguns sistemas de sinalizacdo celular. Os efeitos nocivos destas espécies sdo 0s
resultados do desequilibrio do estado pro-oxidante contra o antioxidante (FATEHI-
HASSANABAD et al., 2010). Os radicais livres gerados pelos tecidos dos organismos vivos
tém sido associados a danos no DNA, proteinas e lipideos (CAl e HARRISON, 2000). As
principais EROs distribuem-se em dois grupos, as radicalares: hidroxila (OH"), superéxido
(O2), peroxila (ROO") e alcoxila (RO"); e as ndo-radicalares: oxigénio, peréxido de
hidrogénio (H.0,) e acido hipocloroso (HOCI). Dentre as ERNs incluem-se o éxido nitrico
(NO), 6xido nitroso (N2O3), &cido nitroso (HNO,) e peroxinitrito (OONQO") (ROBERTS e
SINDHU, 2009). Os radicais livres também podem ser provenientes de outras fontes,

principalmente dos multiplos sistemas enzimaticos, incluindo ciclooxigenase, lipoxigenase,
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xantina oxidase, mieloperoxidase (MPO), éxido nitrico sintase (NOS) e nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato (NADPH) oxidase (GEISZT e LETO, 2004). Na tentativa de impedir a
acao toxica das EROs e ERNSs, as células dispdem de sistemas antioxidantes que as inibem e
protegem o0s sistemas biologicos contra os efeitos lesivos da oxidacdo excessiva
(HALLIWELL, 2006). As defesas antioxidantes inerentes a uma célula incluem defesas
enzimaticas e ndo-enzimaticas. As principais defesas enziméticas de que uma célula dispde
incluem a glutationa peroxidase (GPx), a catalase (CAT) e a superoxido dismutase (SOD)
(HALLIWELL e GUTTERRIDGE, 2000). Ja as defesas ndo-enzimaticas sdo constituidas
pelas vitaminas C e E, B-caroteno e antioxidantes tidlicos como a glutationa reduzida (GSH)
(VALKO et al.,, 2007). A presenca de espécies reativas pode ocasionar uma inadequada
oxidacdo de biomoléculas levando a um dano celular durante o estresse oxidativo, tendo como
consequéncias: adaptacdo das células através de uma maior regulacdo, lesdo celular ou morte
celular por apoptose ou necrose (BEHL e MOOSMANN, 2002; HALLIWELL e
WHITEMAN, 2004).

A hiperglicemia induz a formacdo de EROs (PALM et al., 2003; RAINS e JAIN,
2011), e o estresse oxidativo tem sido considerado um fator associado ao DM e as suas
complicagdes (BATHIA et al., 2003; DONNE et al., 2006). Estas espécies sdo produzidas em
diversos tecidos em condicGes hiperglicémicas e estdo envolvidas na progresséo e disfungéo
das células P pancredticas e na resisténcia insulinica encontrada no DM tipo 2
(BROEDBAEK et al.,, 2011). Existem quatro vias metabdlicas que explicam como a
hiperglicemia resulta nestas complicacdes. Sdo elas: aumento no fluxo da via dos poliois,
aumento na formacdo dos produtos finais de glicacdo avangada (AGEs), ativacdo das
isoformas da proteina quinase C (PKC) e aumento da atividade da via da hexosamina
(BAYNES e THORPE, 1999; BROWNLEE, 2001). A hiperglicemia permite a conversao de
glicose em sorbitol pela via dos polidis, juntamente com a diminui¢cdo de NADPH e GSH.
Posteriormente, o sorbitol é metabolizado a frutose pela sorbital desidrogenase e, dessa forma,
aumenta a razdo NADH/NAD", o que aumentaria a sintese de diacilglicerol (DAG), principal
ativador biologico da PKC. A familia das PKC compreende varias isoformas que, quando
ativadas, resultam no aumento da producdo de NO, vasodilatacdo reduzida e baixa liberagédo
de endotelina (agente vasoconstritor) (DARLEY-USMAR et al., 1995; AVOGARO et al.,
2006).

Os AGEs sdo importantes na etiopatogenia do DM tipo 2 pois modificam proteinas
intracelulares de matriz celular e proteinas circulantes (BROWNLEE et al., 2005). Os AGEs

se formam intracelularmente e extracelularmente e sdo os principais responsaveis pela RD,
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NRD e DRD (AHMED, 2005). Os efeitos destas substancias quimicas podem ser
classificados como dependentes ou independentes de receptores, podendo atuar de maneira
intracelular ou através de ligacdo com superficie celular por intermédio de receptores, como
0s receptores para produtos finais de glicacdo avancada (RAGE) (GOH e COOPER, 2008).
Ao interagir com seu receptor, os AGEs ativam a via secundaria de transdugdo de sinais,
como a PKC. Além disso, esta glicagdo também pode induzir a producdo de EROs, ativando o
fator de transcrigcdo nuclear kapa B (NF-kB), aumentando a expressao de citocinas e fatores de
crescimento (GOLDIN et al., 2006). Ja a via da hexosamina converte a frutose-6-fosfato, que
é transformada em N-acetilglicosamina-6-fosfato, sendo considerada uma via adicional do
metabolismo da glicose, podendo mediar alguns efeitos toxicos desta. Posteriormente, a N-
acetilglicosamina-6-fosfato é convertida em UDP-N-acetilglicosamina, que modula a
expressao de proteinas, as quais funcionam como fatores de transcricao, estimulando a via da
aldose redutase, ocorrendo a potencializacdo do consumo de NADPH e diminuicdo da
regeneragdo de GSH (BROWNLEE, 2001; NEGRE-SALVAYRE et al., 2009) (Figura 3).

Figura 3 — Mecanismos propostos para explicar o dano celular induzido pela hiperglicemia e o

estresse oxidativo como via final comum as quatro vias metabodlicas ativadas
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Fonte: Reproduzido por Correa-Giannella e Vieira, 2007.
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Como descrito anteriormente, alteracdes relacionadas ao estresse oxidativo tém sido
observadas no DM (PIWOWAR et al.,, 2007, RAINS e JAIN, 2011), e o estudo de
biomarcadores associados a este processo pode apresentar potencialidade para o
monitoramento e diminuicdo das complicacbes provocadas pela doenca. Dentre esses
marcadores, os produtos proteicos de oxidagdo avancada (AOPPs) e o NOx (nitrito/nitrato)
podem constituir importantes ferramentas para a investigacdo do DM. O estresse oxidativo
pode ser mensurado através da quantificacdo de varias moléculas, algumas das quais podem
servir como biomarcadores. Os biomarcadores sao indicadores de processos fisiologicos ou
patoldgicos. E considerado um marcador ideal o que possui um aumento especifico,
facilmente mensuravel e que oriente o clinico para um diagndstico ou progndstico, bem como
a terapia farmacoldgica. Com estes marcadores € possivel identificar moléculas relacionadas a
geracdo de radicais livres, bem como moléculas modificadas através da interacdo com essas
espécies (SANTILLI et al., 2015).

As proteinas sdo consideradas o principal alvo para o dano oxidativo, uma vez que estas
sd0 0s maiores componentes dos sistemas bioldgicos e podem neutralizar 50-75% dos radicais
livres. As modificacGes oxidativas de proteinas sdo resultantes de alteracGes covalentes que
podem ser induzidas diretamente pelas EROs ou de maneira indireta através de reacdes com
produtos secundarios do estresse oxidativo (DALLE-DONE et al., 2006). Muitos fatores
determinam o grau de oxidacdo proteica, incluindo a localizacdo da proteina, a estrutura
proteica, bem como a concentragdo de oxidantes e antioxidantes (HOHN et al., 2014). O dano
oxidativo proteico in vivo pode prejudicar o funcionamento de receptores, transportadores e
enzimas, afetando processos celulares essenciais. Além disso, proteinas oxidadas podem ser
identificadas como moléculas estranhas, podendo ser identificadas como antigenos e estimular
a formacéo de anticorpos (PENG et al., 1997).

Os AOPPs sdo uma familia heterogénea de compostos proteicos modificados
estruturalmente, provenientes do estresse oxidativo, principalmente a partir da acdo do HOCI
sintetizado pela MPO, uma enzima amplamente expressa em células do sistema imunoldgico.
Em algumas situacdes clinicas nas quais ha um quadro inflamatério envolvido, esta enzima
pode estar constantemente ativa, levando a um aumento da produgdo de HOCI e ao acimulo
de AOPPs na circulacdo. Posteriormente, foi demonstrado que, alem de ser um marcador
resultante do estresse oxidativo, o0s AOPPs também desempenham um importante papel no
processo inflamatério, visto que este marcador é capaz de ativar células inflamatorias, como
monocitos e neutréfilos, induzindo e amplificando o estado pré-inflamatério (WITKO-

SARSAT et al., 2003). Por esta razdo, os AOPPs diferenciam-se dos demais marcadores
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usualmente mensurados com a finalidade de refletir o estado de estresse oxidativo, uma vez
que, além de ser um novo biomarcador de estresse oxidativo, ha evidéncias de que os AOPPs
participam como mediadores em diferentes processos fisiopatologicos (WITKO-SARSAT et
al., 2003). Os AOPPs sdo compostos de proteinas oxidadas de baixo peso molecular,
representado pela albumina oxidada, e alto peso molecular, representado por agregados de
albumina formados através de ligacdes dissulfeto e/ou ligagbes cruzadas contendo ditirosina
(CAPEILLERE-BLANDIN et al., 2004). Sua concentracdo esta diretamente relacionada a
oxidagdo da albumina, mas também de fibrinogénio e lipoproteinas (CAPEILLERE-
BLANDIN et al., 2004). Além disso, recentemente foi relatado que os AOPPs também podem
ser formados a partir do fibrinogénio e do coldgeno (TORBITZ et al., 2015; BOCHI et al.,
2016).

O actmulo de AOPPs foi primeiramente descrito em pacientes com insuficiéncia renal
cronica submetidos a hemodialise (WITKO-SARSAT et al., 1996). Atualmente, sabe-se que
outras condices clinicas relacionadas com o estresse oxidativo também estdo associadas com
0 aumento dos niveis de AOPPs, tais como o DM. A Figura 4 apresenta a associacdo do
aumento dos niveis de AOPPs no DM tipo 2 com o desequilibrio oxidativo, bem como sua
relagdo com as complicagOes cronicas do DM (PIWOWAR et al., 2007; PANDEY et al.,
2010; BANSAL et al., 2013).
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Figura 4 — Relacéo entre a formagéo de AOPPs e o diabetes tipo 2
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Fonte: Adaptado de Pandey et al., 2010.

Piwowar et al. (2007) reportaram que os niveis plasméaticos de AOPPs apresentaram-se
elevados em pacientes com DM tipo 2 quando comparados com individuos saudaveis. Além
disso, também verificaram que os pacientes diabéticos com macroangiopatias e 0s pacientes
diabéticos obesos (com o indice de massa corpdrea maior que 30) eram 0s que apresentaram
0s maiores niveis de AOPPs. Pandey et al. (2010) também investigaram os niveis de AOPPs
em pacientes com DM tipo 2 e demonstraram que, além destes pacientes apresentarem niveis
elevados deste marcador de oxidacdo proteica, também obtiveram niveis plasmaticos
reduzidos de grupos tiois (-SH). Além disso, foi observada uma forte correlacdo negativa
entre os niveis séricos de albumina e de HbA;:. e uma correlagdo positiva entre 0s niveis
séricos de AOPPs e a concentracdo de HbA. nestes pacientes. Estes achados demonstram que
ha uma intima relagdo entre a oxidagdo proteica e a glicacdo nestes pacientes diabéticos
(CAKATAY, 2005). Estes resultados confirmam a ideia de que o DM €é uma desordem
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metabolica complexa com distdrbios entre a formacdo de EROs e as defesas antioxidantes, e
que a obesidade também é uma condicdo que esta relacionada com o estresse oxidativo, bem
como com a oxidacdo de proteinas (CAKATAY, 2005; PIWOWAR et al., 2007; PANDEY et
al., 2010).

Os niveis de AOPPs também se encontram aumentados em pacientes com DRD
comparados com aqueles pacientes diabéticos tipo 2 sem esta complicacdo (PAN et al., 2010).
Piwowar et al. (2008) demonstraram que os niveis de AOPPs aumentaram progressivamente
de acordo com o aumento da albumina urinaria em pacientes com DM tipo 2, ou seja,
pacientes macroalbumindricos apresentaram maiores niveis plasmaticos de AOPPs quando
comparados com 0s microalbumindricos e normoalbuminuricos. Estes achados corroboram
com estudos anteriores que demonstram que estes compostos podem acumular-se nos rins de
pacientes diabéticos tipo 2 com DRD (LEHMANN e SCHLEICHNER, 2000; VAN DIJK e
BERL, 2004). Shi et al. (2008) relataram que os AOPPs podem promover uma inflamagéo
renal em pacientes diabéticos através da acdo da enzima NADPH oxidase. Sabe-se que 0s
AOPPs sdo estruturalmente analogos aos AGEs e também apresentam atividades bioldgicas
similares, como inducdo de citocinas pro-inflamatérias e moléculas de adesdo (WITKO-
SARSAT et al., 1996). Neste sentido, Bansal et al. (2013) demonstraram uma correlacéo
significativamente positiva entre os AGEs e os niveis de AOPPs. Este achado explica o
possivel envolvimento do aumento da formacdo de AGESs na geracdo do estresse oxidativo
(BANSAL et al., 2013). Outro estudo recente demonstrou em pacientes com DM tipo 2 uma
correlacdo significativa entre os AOPPs e o indice de resisténcia insulinica (HOMA-IR), LDL
oxidado e NOx. Este resultado demonstra que os AOPPs em combinag¢do com LDL oxidado e
NOx poderiam ser biomarcadores importantes para avaliar a associacdo entre 0 DM e
distarbios ateroscleréticos (GRADINARU et al., 2013).

O NO constitui uma das menores e mais simples moléculas biossintetizadas, possuindo
um importante papel em quase todos os sistemas bioldgicos (ASL et al., 2008). E um radical
livre, gasoso, inorganico, incolor, e sua molécula possui um elétron ndo pareado, reagindo
facilmente com o oxigénio, radical superdxido, ou metais de transicdo como ferro, cobalto,
manganés ou cobre (KIECHLE e MARLINSKI, 1993). A biossintese do NO no organismo
ocorre via oxidacao da L-arginina, sendo catalisada pela enzima NOS, com a participacdo da
forma reduzida de NADPH como um doador de elétrons. Esta biossintese ¢é dividida em duas
etapas, sendo que na primeira fase ocorre a hidroxilagéo da L-arginina, formando NC-hidroxi-
L-arginina através da utilizagdo de uma molécula de oxigénio e duas de NADPH.

Posteriormente, com um elétron proveniente do NADPH e outro da molécula de oxigénio,
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NG-hidroxi-L-arginina é convertido a L-citrulina e NO (GANZ e VITA, 2003; GIULIVI,
2003). As trés isoformas humanas da NOS, a NOS neuronal (nNOS ou NOS-1), a NOS
induzida ou inflamatoria (iNOS ou NOS-2) e a NOS endotelial (eNOS ou NOS-3) sao
encontradas nos cromossomos humanos 7, 12 e 17, respectivamente, e assim foram nomeadas
com base nos tecidos nos quais foram primeiramente clonadas e caracterizadas
(FORSTERMANN e SESSA, 2012). Sabe-se que o NO proveniente da eNOS é um potente
vasodilatador, sendo fundamental para a protecdo dos vasos sanguineos, uma vez que ele
mantém o ténus vascular, regula a pressao sanguinea, previne a agregacdo plaquetéaria, inibe
adesdo de mondcitos e neutréfilos ao endotélio vascular e tem efeito antiproliferativo das
celulas da camada vascular (PACHER et al., 2007; ZHAO et al., 2015).

O NO ¢ uma importante molécula de sinalizacdo presente em diversos tecidos, e esta
envolvido em muitos processos fisioldgicos, tais como neurotransmissdo, resposta imune,
atuando na defesa inespecifica do hospedeiro e até mesmo na regulacéo da pressdo sanguinea,
promovendo a homeostasia vascular (BRYAN e GRISHAM, 2007; PACHER et al., 2007;
ZHAO et al., 2015). Um aspecto marcante desta molécula é a sua capacidade de ser benéfica
ou potencialmente toxica, conforme a sua concentracdo ou depuracdo tecidual
(YAMAGUCHI et al., 2006). Sendo uma espécie radicalar, o NO é capaz de reagir
rapidamente com outros radicais importantes do ponto de vista bioldgico, tais como oxigénio
molecular e 0 O,". O significado quimico e bioldgico da oxidacdo do NO pela molécula de
oxigénio é objeto de numerosas investigacdes, e € certo que tais reaces sdo importantes para
a sua toxicologia e fisiologia. Uma das mais significantes reacdes do NO é com 0 Oy, sendo 0
OONQO', o produto desta reacdo (TUTEJA et al., 2004; TODA et al., 2010). Defeitos na via do
NO podem levar ao desenvolvimento de muitas patologias, como hipertensdo arterial,
acidente vascular cerebral, insuficiéncia cardiaca, desordem no sistema nervoso central,
aterosclerose, hipercolesterolemia, DM, entre outras (TAHA, 2003).

A complexidade das manifestacGes vasculares associadas ao DM é resultado da
disfungdo de mdaltiplos componentes da fisiologia vascular, principalmente o endotélio,
células musculares lisas e plaquetas (CAPELLINI et al., 2010; SANTILLI et al., 2015). A
hiperglicemia provoca disfuncdo endotelial em diferentes células da parede vascular. Os
mecanismos que ocasionam este dano séo diversos e incluem: aumento do fluxo de glicose e
outros acgucares, através da via do poliol; aumento da formacdo intracelular de AGEs e
expressdo de seus receptores; ativacdo da PKC; e ativacdo da via da hexosamina
(BROWLEE, 2005). Os efeitos nocivos destes mecanismos sdo 0 aumento do estresse
oxidativo, apoptose e permeabilidade vascular (ROBERTS e PORTER, 2013). O principal
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mecanismo pelo qual o estresse oxidativo leva a disfungdo endotelial € a reducdo da
biodisponibilidade do NO endotelial (NISHIKAWA et al., 2000; BECKMAN et al., 2001;
ZHANG, 2008; ZHAO et al., 2015). O principal evento celular que reduz a biodisponibilidade
do NO é o aumento do O, pela mitocéndria, cuja atividade esta aumentada na hiperglicemia.
Este anion inativa o NO para formar OONO’, que é um potente oxidante. Além disso, OONO"
pode oxidar o tetrahidrobiopterina (BH,4), levando a um fendmeno conhecido como
“desacoplamento da enzima NOS”, resultando na sintese de O,’, em vez da producdo de NO
pela NOS. No DM, a exposicao prolongada a hiperglicemia pode resultar em um desequilibrio
na homeostase vascular devido ao aumento da vasoconstri¢do e prejuizo no vasorelaxamento
que, por sua vez, pode promover a disfuncdo endotelial no DM tipo 2 (Figura 5) (CAPELLINI
etal., 2010;).

Figura 5 — Fatores envolvidos na associagdo entre hiperglicemia e disfuncdo endotelial no
diabetes tipo 2
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Fonte: Adaptado de Sena et al., 2013. EROs, espécies reativas de oxigénio; ERNSs, espécies reativas de
nitrogénio, eNOS, 6xido-nitrico-sintase endotelial; AGEs, produtos finais de glicacdo avancada; PKC,
proteina quinase C; NF-xB, fator de transcri¢do nuclear kapa B; NO, 6xido nitrico.
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Além disso, a resisténcia insulinica que ocorre no diabetes estd associada a disfuncéo
endotelial, ocorrendo uma perda da biossintese e atividade bioldgica do NO (TESSARI et al.,
2010). A disfuncéo endotelial causada pela resisténcia insulinica também pode ser devido a
ativacdo da via de proteinas quinases ativadas por mitdgenos (MAPK), via esta responsavel
pela sinalizacdo da insulina (SENA et al., 2013). A resisténcia a insulina também reduz a
atividade da eNOS, bem como da prostaciclina arterial sintase através do aumento da
oxidacdo de acidos graxos endoteliais (SANTILLI et al., 2015). A producdo mitocondrial de
O, também aumenta a producdo intracelular dos AGEs (SENA et al., 2013). Estas proteinas
glicadas acumulam-se nas paredes dos vasos expostos a hiperglicemia, alteram a integridade
estrutural da parede vascular e neutralizam o NO, afetando substancialmente a funcéo
endotelial (AHMED, 2005; CHILTON et al., 2011; SENA et al., 2013). Outra maneira que
leva a diminuicdo da biodisponibilidade do NO é o LDL colesterol, que pode reagir com o
NO presente no endotélio, antes que ele atinja as células vasculares e, portanto, reduzir a
vasodilatacdo mediada pelo NO (SENA et al., 2013). A producdo de AGEs também ¢é
responsavel pela diminuicdo da expressdo da eNOS, bem como pela inflamacdo mediada por
macrofagos nas paredes dos vasos (SANTILLI et al., 2015). Os AGEs também aumentam a
expressao da endotelina-1 em células endoteliais. Assim, ha uma alteracdo no equilibrio entre
os niveis de NO e endotelina-1, favorecendo a vasoconstricdo e disfuncdo endotelial
(ROBERTS e PORTER, 2013; SENA et al., 2013).

Outra hipdtese responsavel pela alteracdo vascular no diabetes é a via da PKC
(TESSARI et al., 2010). A ativacdo da PKC pela hiperglicemia promove a inibicdo da eNOS,
vasodilatacdo reduzida e baixa liberacdo da endotelina-1 (AVOGARO et al., 2006). Além
disso, a insulina também é responsavel em modular a atividade da eNOS no interior da célula
endotelial. Este hormonio exerce sua atividade vasodilatadora através da via fosfatidilinositol-
3-quinase/serina-treonina quinase (PI3K/Akt) (SENA et al., 2013). Assim, € demonstrado que
individuos que apresentam uma diminuicdo na expressdo da eNOS, estdo mais propensos a
desenvolver resisténcia insulinica (DUPLAIN et al.,, 2001; CAPELLINI et al., 2010).
Aparentemente, a modulacdo da fosforilacdo da eNOS em camundongos é suficiente para
afetar a sensibilidade da insulina sistémica, indicando que fosforilagcdo nesta enzima pode ser
um novo alvo terapéutico para o tratamento da resisténcia insulinica (KASHIWAGI et al.,
2013). Além disso, foi demonstrado no diabetes que o aumento da expressdo de caveolina-1
no endotélio ocasiona uma diminuicdo da atividade da eNOS (BUCCI et al., 2004).

Em relacdo as complicagdes do diabetes, o desenvolvimento de microalbumindria no

DM caracteriza-se por um progressivo grau de comprometimento endotelial, ocasionado por
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uma reducgdo da atividade do NO (TESSARI et al., 2010; OTT et al., 2011). Além disso, a
DRD esta associada a uma reducdo da producdo de NO renal (PRABHAKAR et al., 2007).
Em pacientes com DM tipo 2, o aumento dos niveis plasmaticos de glicose per se podem
inibir a atividade da eNOS nos glomérulos, atraves do mecanismo da PKC (CHU e BOHLEN,
2004). Em um estudo recente, Bo et al. (2015) demonstraram em um modelo experimental
utilizando células endoteliais da veia umbilical humana, que elevadas concentragdes de HbA¢
inibiram a producdo de NO e aumentaram a producdo de EROs. Desta maneira, a incubacéo
com crescentes concentracGes de HbA;. demonstrou regular negativamente a expressao do
MRNA da eNOS, além de diminuir a expressdo desta enzima. Estes resultados fornecem
evidéncias diretas de que a HbA;. estd envolvida no desenvolvimento e progressdo das
complicacdes cardiovasculares do diabetes. J& Sharma et al. (2015) evidenciaram que a
diminuicdo de NO pode ser, em parte, responsavel pelo desenvolvimento das complicacdes
renais, cardiacas e hipertensivas do DM tipo 2. Além do NO, a albumina urinéria também é
considerada um marcador de disfuncdo endotelial (AKSUN et al., 2003), e estd associada a
um aumento da morbidade e mortalidade cardiovascular em pacientes diabéticos (FU et al.,
2009). Aliado a isso, a disfuncdo endotelial € um possivel mecanismo para explicar a
associagdo entre a aterosclerose e doenca renal (PARK et al., 2014). Harmer et al. (2014)
demonstraram que a albumindria estd associada com a fungdo do musculo liso arterial
comprometida em pacientes com DM tipo 2.

Outro fator responsavel pelo o inicio, progressdo e complicagdes do DM tipo 2 é o
processo inflamatério (DONATH e SHOELSON, 2011; AKASH et al., 2013). Inflamacéo é
definida como uma cascata de fendmenos induzida em resposta a diferentes estimulos
patoldgicos e lesdo tecidual (ZOZULINSKA e WIERUSZ-WYSOCKA, 2006). A resposta
inflamatdria consiste basicamente de dois componentes principais: uma rea¢do vascular e uma
reacdo celular/tecidual. A reacdo vascular caracteriza-se pelo aumento do suprimento
sanguineo para as areas afetadas, além do aumento da permeabilidade capilar que permite que
moléculas de grande peso molecular, tais como anticorpos, possam atravessar o endotélio
(LAWRENCE e GILROY, 2007). O evento celular caracteriza-se pela migracéo de diferentes
tipos celulares. As células circulantes incluem os neutréfilos, mondcitos, eosinéfilos,
linfdcitos, basofilos e plaquetas, além das células do tecido conjuntivo, incluindo mastécitos,
fibroblastos e macréfagos locais (GRUYS et al., 2005).

As caracteristicas fisioldgicas do processo inflamatorio sdo iniciadas e reguladas por
substancias denominadas mediadores inflamatdrios. Na maioria das vezes, os mediadores

inflamatorios agem localmente no sentido de restringir a extenséo do dano tecidual. Neste
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caso, o processo inflamatério tem apenas repercussdes locais. No entanto, quando esta
capacidade homeostética local € superada, seja pela magnitude do estimulo agressor ou pela
insuficiéncia dos mecanismos reguladores, a resposta inflamatéria pode se manifestar de
modo sistémico em todo o organismo, gerando graves consequéncias (KARIN et al., 2006).
Os mediadores inflamatdrios incluem proteases, constituintes do sistema complemento,
sistema fibrinolitico e sistema de coagulacdo, mediadores liberados por fosfolipidios, e outros
mediadores como, histamina, serotonina, fatores de transcrigdo, NO, proteina C reativa (PCR)
e MPO, além das citocinas (EISERICH et al., 2002; LAWRENCE e GILROY, 2007).

Citocina é um termo funcionalmente genérico que é aplicado a mediadores proteicos
ou polipeptidicos sintetizados e liberados por células do sistema imunoldgico durante a
inflamacdo, sendo extremamente importantes para a coordenacdo geral da resposta
inflamatdria. As citocinas atuam localmente por mecanismos autdcrinos ou paracrinos, e
apresentam um peso molecular que varia de 8 a 40.000 kDa. Sua sintese € acentuadamente
suprarregulada durante episodios de inflamacdo e elas geralmente exercem suas acdes em
concentragdes muito baixas (STANLEY e LACY et al., 2010; RANG e DALE, 2011). Na
célula-alvo, as citocinas ligam-se e ativam receptores especificos de alta afinidade que, na
maioria dos casos, tambem s&o suprarregulados durante a inflamagdo (RANG e DALE, 2011).
Além de suas préprias acles diretas sobre as células, algumas citocinas amplificam a
inflamagdo por inducdo da formacdo de outros mediadores inflamatorios. Mais de cem
citocinas foram identificadas e divididas em quatro grupos principais, denominados
interleucinas, quimiocinas, interferons e fatores estimuladores de coldnias (RANG e DALE,
2011).

Os mediadores da inflamagao estdo associados com a histéria natural do DM tipo 2,
sendo que pacientes com esta patologia recém diagnosticados apresentam elevados valores de
proteinas de fase aguda e citocinas pré-inflamatorias comparados com pacientes nao-
diabéticos (ZOZULINSKA e WIERUSZ-WYSOCKA, 2006; DONATH e SHOELSON,
2011; AKASH et al., 2013). Além disso, o estresse oxidativo, a glicolipotoxicidade, a
resisténcia insulinica, além das anormalidades metabolicas, podem provocar uma inflamacéo
tecidual especifica, fato este que apresenta um papel crucial na patogénese do DM tipo 2
(AKASH et al.,, 2013). No DM tipo 2, a inflamagdo pode contribuir para o “burst
respiratorio”, com subsequente producao de dano ao DNA (COOKE et al., 2006; SHIMIZU et
al., 2014). O processo inflamatorio, e mais especificamente as citocinas pré-inflamatorias,
desempenham uma fungdo importante no desenvolvimento das complicagdes crénicas do
diabetes (NAVARRO e MORA, 2005). E importante compreender que a inflamagc&o
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subclinica e cronica ndo pode ser considerada como a Unica ou principal causa do DM tipo 2,
na auséncia de outros fatores de risco. No entanto, este processo inflamatdrio representa um
importante mecanismo que serve como um elo entre as principais causas desta patologia e
suas manifestacbes (HERDER et al., 2013). Além disso, os marcadores inflamatorios
permitem a diferenciacdo entre as fases pré-clinica e clinica precoces do DM tipo 2, das suas
complicacdes, além da sua progressdo (GROSSMANN et al., 2015).

Estudos relatam que o DM tipo 2 estd associado com aumento das concentragdes
sanguineas de proteinas de fase aguda, como a PCR. As proteinas de fase aguda séo
sintetizadas no figado e estimuladas pelas citocinas, como a interleucina-1 (IL-1),
interleucina-6 (IL-6) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a)) (CHOI et al., 2004; DONATH et
al.; 2010). A PCR é produzida por células do figado, sendo considerado um marcador muito
sensivel de inflamacédo (FU et al., 2009). A PCR ultra-sensivel é considerada um marcador de
risco cardiovascular e também estd correlacionada com a resisténcia insulinica. Os niveis
deste marcador estdo aumentados em individuos obesos que também sdo resistentes a
insulina, e estes niveis diminuem com a perda de peso e a melhora da sensibilidade a insulina
(SHOELSON et al., 2007). Este marcador também é considerado um preditor de mortalidade
em individuos com DM tipo 2 ao longo de um periodo de 5 a 7 anos (JAGER et al., 1999).

Interleucinas sdo um grupo de citocinas (proteinas secretadas/ moléculas de
sinalizacdo) expressas pelos leucécitos, sendo responsaveis pela mediacdo da resposta imune,
apresentando um papel crucial na patogénese do DM tipo 2 (MUSA et al., 2010; SAXENA et
al., 2013). Desta maneira, € bem definido que citocinas pro-inflamatérias, como a IL-1, IL-6 e
0 TNF-a possuem diversas atividades metabolicas, sendo responsaveis pela progressao do
diabetes, enquanto que as citocinas anti-inflamatorias, como a interleucina-10 (IL-10)
concedem protecdo ao organismo (SAXENA et al., 2013). Diversos estudos clinicos e
experimentais tém estabelecido que o tecido adiposo, figado, musculos e pancreas sdo sitios
de inflamacéo na presenca de diabetes. Sendo assim, uma infiltragdo de macréfagos nestes
tecidos € observada em modelos animais de obesidade e diabetes, bem como em individuos
com sindrome metabdlica ou DM tipo 2 (SHOELSON et al., 2006; CHAWLA et al., 2011,
ESSER et al., 2014). Assim, estas celulas sdo cruciais para a produgdo de citocinas pro-
inflamatdrias, incluindo TNF- o, IL-6 e IL-1 (CHAWLA et al., 2011). No DM tipo 2, diversos
estressores como o colesterol total, glicotoxicidade, lipotoxicidade, resisténcia insulinica e
citocinas inflamatorias podem induzir um estresse celular nas células B pancreaticas através

do estresse oxidativo e também devido a ativacdo de vias que possam interferir na sinalizacéo
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da insulina. Todos estes processos podem ativar varias cascatas inflamatdrias que contribuem
para 0 agravamento do processo inflamatorio (Figura 6) (MONTANE et al., 2014).

Figura 6 — Fatores envolvidos no processo inflamatdrio e sua relacdo com o diabetes tipo 2
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Colesterol Total Lipotoxicidade
Resisténcia
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Fonte: Adaptado de Montane et al., 2014. NF-«B, fator de transcricdo kB; JNK, proteina quinase c-
JUN N-terminal; EROs, espécies reativas de oxigénio; IL-1, interleucina-1; IL-6, interleucina-6; IL-
10, interleucina-10; TNF-o, fator de necrose tumoral alfa.

As interleucinas atuam por mecanismos autOcrinos e paracrinos para promover a
resisténcia insulinica, interferindo na sinalizacdo da insulina nos tecidos periféricos atraves da
ativacdo das vias quinase c-JUN N-terminal (JNK) e NF-kB. Estas vias possuem um papel
central no processo inflamatério tecidual (ESSER et al., 2014). Neste sentido, a Ikapa B
quinase (IKK) catalisa a fosforilagdo de IkBa levando a degradagdo do complexo proteico
citoplasmatico e a liberacdo do NF-xB, que se transloca do citoplasma para o nucleo onde

ativa a transcricdo de varios genes relacionados a inflamacdo, como as citocinas pro-
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inflamatorias (SHOELSON et al., 2007). Muitos estimulos podem ativar as vias JNK e
IKK/NF-kB como as citocinas pro-inflamatorias TNF-a ¢ IL-1B, que podem ativar essas vias
através de mecanismos mediados pela interacdo com seus receptores classicos e
retroalimentam a producdo de novos marcadores inflamatorios (MCNELIS e OLEFSKY,
2014). Receptores de reconhecimento padrdo como o receptor tipo Toll-like e RAGE também
podem ativar as vias JNK e IKK/NF-«kB (GAO et al., 2002). Estudos demonstram que a via
JNK apresenta um papel crucial na apoptose mediada por citocinas nas células , como
sugerido através da prevencdo da apoptose devido a inibicao desta via (AMMENDRUP et al.,
2000; BONNY et al., 2001).

A IL-6 e a principal citocina pré-inflamatdria que induz resposta de fase aguda, e
também é a principal citocina pro-coagulante que estimula a producdo de fibrinogénio no
figado (ASO et al., 2003). Esta citocina estimula o figado a aumentar a producéo de proteinas
de fase aguda, como a PCR (LIBBY, 2000; ROCHA e FOLCO, 2011). Além disso, a IL-6
também promove eventos inflamatérios através da expansdo e ativacdo das células T e a
diferenciacdo de células B (EL-KADRE e TINOCO, 2013). Desta maneira, tem a sua sintese
a partir de linfocitos T e macrofagos, podendo também ser produzida a partir do tecido
adiposo. Também pode ser produzida a partir de células endoteliais vasculares e fibroblastos
(MOHAMED-ALI et al., 1997).

As concentragdes plasmaticas da IL-6 encontram-se elevadas em pacientes com DM
tipo 2, especialmente aqueles com caracteristicas de sindrome da resisténcia insulinica (ASO
et al., 2003; DONATH e SHOELSON, 2011; SAXENA et al., 2013). O papel da IL-6 no DM
tipo 2 é considerado complexo e controverso. No entanto, varios estudos experimentais tém
confirmado que esta citocina induz resisténcia insulinica em tecidos periféricos (FEVE e
BASTARD, 2009; AKASH et al., 2013), apoptose em ilhotas pancreaticas juntamente com a
participacdo de outras citocinas inflamatorias (PRADHAN et al., 2001; AKASH et al., 2013),
além de estimular a inibicdo de proteinas sinalizadoras de citocinas (PRADHAN et al., 2001).
Assim, através destes efeitos deletérios, a IL-6 é considerado um fator de risco independente,
além de agir como um preditor e marcador patogénico para a resisténcia insulinica e
progressdo do DM tipo 2 (TILG e MOSCHEN, 2008). Esta citocina também desempenha uma
funcdo importante no processo de ruptura ou erosdo da placa de aterosclerose e tem seus
valores séricos aumentados nestes eventos (ONG et al., 2015). No contexto da DRD, foi
demonstrado que a IL-6 afeta a dindmica da matriz extracelular em poddcitos e células
mesengiais. Também estimula a proliferagdo de células mesengiais, aumenta a expressao de
fibronectina e também aumenta a permeabilidade endotelial (DALLA VESTRA et al., 2005).
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E estimado que aproximadamente um terco dos niveis circulatorios totais da IL-6 seja
produzido pelo tecido adiposo (FRIED et al., 1998). Desta forma, é possivel que o aumento da
secrecdo da IL-6 em certas condi¢OGes de obesidade contribua para o desenvolvimento de
disfuncdo metabdlica, como ocorre no diabetes (OUCHI et al., 2011).

O TNF-o ¢é considerada uma citocina inflamatoria pleiotrépica, produzida
principalmente pelos mondcitos, macrofagos e células T (TILG e MOSCHEN, 2008). O TNF-
a exerce os seus efeitos bioldgicos sobre os tecidos através de sua ligacao a dois receptores de
superficie celular denominados receptor 1 do TNF-o (TNFR1) e receptor 2 do TNF-a
(TNFR2). Esta citocina e ambos seus receptores podem ser clivados proteolicamente para que
ocorra a liberacdo de sua forma soltvel (STNFR). Esta forma sollvel pode estar envolvida na
neutralizacdo e excre¢do do TNF-a, podendo assim modular temporariamente a sua atividade
(GATANAGA et al.,, 1990). O TNF-o exerce fungdes na regulagdo da diferenciacdo,
proliferacdo e morte celular, bem como na resposta imune inata e adaptativa (QIDWAI e
KHAN, 2011). Esta citocina regula negativamente a atividade da tirosina quinase nos
receptores de insulina, podendo levar ao aumento da resisténcia a insulina no diabetes
(MISHIMA et al., 2001; TILG e MOSCHEN, 2008). Deste modo, uma producdo acentuada
de TNF-a no tecido adiposo leva a resisténcia insulinica nos tecidos periféricos, através da
inducdo do processo inflamatério e morte das celulas-B nas ilhotas pancreaticas
(HOTAMISLIGIL, 2006). No tecido adiposo, 0 TNF-o aciona vias de sinalizagdo pro-
inflamatdrias levando a ativacdo de NF-kB e da cascata da MAPK, sendo estas vias
consideradas as principais no desequilibrio metabolico ocorrido no diabetes (CAWTHORN e
SETHI, 2008).

No contexto da DRD, foi demonstrado por Gupta e colaboradores (2013), que 0s
niveis elevados de TNF-o sdo citotoxicos para as células renais, podendo levar ao
desenvolvimento desta complicacdo do diabetes. Além disso, foi demonstrado que as
concentracfes de TNF-a estdo aumentadas em células tubulares glomerulares e proximais de
ratos diabéticos. Deste modo, fica evidenciado o papel desta citocina no desenvolvimento da
hipertrofia e hiperfuncdo renal, duas principais alteracdes no estagio inicial da DRD
(NAVARRO e MORA, 2005). Também foi observado que concentracfes aumentadas de
TNF-a ¢ PCR podem ser considerados fatores de risco para a DRC no DM tipo 2 (YEO et al.,
2010). Satoh e colaboradores (2003) demonstraram que a producdo de TNF-a encontra-se
aumentada em tecidos neurais e microvasculares, podendo assim sofrer um aumento da
permeabilidade microvascular, hipercoagulabilidade e danos nos nervos. Estes eventos podem

desencadear o desenvolvimento de lesdes caracteristicas da NDR.
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A IL-1 compreende uma familia de trés citocinas composta de dois agonistas (pré-
inflamatorios), IL-1a e IL-1P e, também, um antagonista endégeno do receptor da IL-1, IL-
1ra (anti-inflamatoria) (RANG e DALE, 2011). Os efeitos sistémicos da IL-1 compreendem
regulacdo dos niveis de glicose sanguinea, da pressdo sanguinea e do metabolismo do ferro,
além de atuar na remodelacdo 6ssea (DINARELLO, 1996; BANERJEE e SAXENA, 2012).
Além disso, esta citocina apresenta um papel de conexdo entre 0s sistemas imune e
neuroendocrino, através de funcbes chaves em processos como regulacdo termostatica,
percepcdo da dor e apetite. A IL-1 promove adesdo de neutréfilos e outras células através do
aumento de moléculas de adesdo, como a molécula de adesdo intercelular-1 (ICAM-1),
molécula de adesdo celular-vascular-1 (VCAM-1) e L-selectina (DINARELLO, 1996;
BANERJEE e SAXENA, 2012). A IL-1 é liberada por diversos tipos celulares, devido a
inducdo de varios estimulos inflamatdrios, como produtos bacterianos, citocinas e lipidios
bioativos (BANERJEE e SAXENA, 2012).

A IL-1p, uma das principais citocinas pro-inflamatérias produzidas pelos macréfagos,
tem sido demonstrado ser um dos principais contribuintes para a patogénese do DM tipo 2
(ESSER et al., 2014). A sinalizacdo de IL-1p ocorre através do receptor IL-1ra, induzindo a
ativacdo da via NF-kB e a geracdo de outros mediadores inflamatorios, tais como TNF-a,
iniciando assim uma rede de citocinas auto amplificadoras (DINARELLO, 2009). O controle
da producdo de IL-1pB ¢ rigidamente controlado e depende de dois sinais. A expressdo e a
liberacdo de IL-1p estdo aumentados nas ilhotas pancredticas de individuos com DM tipo 2.
Estudos relatam que esta citocina possui um efeito principal na regulacdo do processo
inflamatorio nas ilhotas pancreaticas no DM tipo 2, através do aumento da expressdo local de
outras citocinas pro-inflamatérias e quimiocinas (MAEDLER et al., 2002; DINARELLO,
2009). Este fato leva ao recrutamento de células imunes nestas ilhotas, sendo que esta
inflamacéo local pode vir a reduzir a secrecdo de insulina, além de desencadear apoptose das
células-p, levando a diminuigdo da massa das ilhotas, sendo estes eventos criticos na
progresséo do diabetes (DONATH et al., 2010; BANERJEE e SAXENA, 2012; ESSER et al.,
2014).

Além disso, a estimulacdo de células-f para produzir IL-1B também aumenta a
producéo de NO, levando a reducédo da concentracdo de ATP, podendo ocasionar a disfuncéo
nas células B pancreaticas e reducdo na secrecao de insulina (YANG et al., 2010; AKASH et
al., 2013). Sabe-se que a hiperglicemia e a producdo acentuada de IL-1B nas células B
pancredticas ativam a via NF-kB. Entretanto, o bloqueio da ativagdo da via NF-kB pelo IL-1ra

protege as células-p de varios efeitos deletérios, através do bloqueio da atividade desta via e
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da JNK, assim, diminuindo o processo inflamatério (AKASH et al., 2013). Deste modo, um
equilibrio entre IL1-ra e IL-1p pode melhorar a fungdo das células B, bem como o controle
glicémico em pacientes com DM tipo 2 (LARSEN et al., 2009). No contexto da DRD, foi
demonstrado que a IL-1 aumenta a permeabilidade vascular e endotelial, estando também
envolvida na proliferacdo de células mesangiais e na sintese da matriz, bem como no
desenvolvimento das anormalidades microcirculatorias intraglomerulares (NAVARRO e
MORA, 2005).

Outro fator responsavel pelo processo inflamatério no DM tipo 2 é a falha no
mecanismo anti-inflamatério (DONATH e SHOELSON, 2011). Neste sentido, citocinas pro-
inflamato6rias podem causar resisténcia insulinica, e citocinas anti-inflamatérias podem conter
estes efeitos negativos, sugerindo que um desequilibrio entre citocinas pré-inflamatorias
versus anti-inflamatorias pode apresentar um papel chave na patogénese do DM tipo 2
(SCARPELLI et al., 2006). A IL-10 é uma citocina anti-inflamatéria que desempenha uma
funcgdo crucial na regulacdo do sistema imune inato. Esta citocina € liberada por células T,
células B, mondcitos e macréfagos, agindo sobre a maioria dos tipos de células
hematopoiéticas (VAN EXEL et al., 2002; MO e FLAVELL, 2008; HERDER et al., 2013).
Apresenta propriedades de desativacdo sobre a resposta inflamatoria, além de inibicdo de
citocinas pro-inflamatérias, como a IL-6 e TNF-o (VAN EXEL et al., 2002). Neste contexto,
niveis elevados de IL-10 ocasionam uma acentuada regulacdo da atividade da tirosina quinase
dos receptores de insulina, diminuindo os efeitos da IL-6 e TNF-a (VAN EXEL et al., 2002).

Hong e colaboradores (2009) demonstraram que a expressao acentuada de IL-10 em
musculos esqueléticos de ratos submetidos a uma dieta pobre em gordura, reduziu a expressdo
de citocinas pro-inflamatérias, bem como o aumento da sensibilidade a insulina em
comparagdo com ratos submetidos a uma dieta rica em gordura. Este fato indica que a IL-10
pode apresentar um importante papel na protecdo ao diabetes. Em outro estudo in vivo,
realizado em humanos, foi demonstrado que a diminuicdo nas concentracdes de IL-10
estavam associados com maiores niveis de HbA;., glicose plasmatica e dislipidemia, bem
como maior prevaléncia de DM tipo 2 (VAN EXEL et al., 2002). Também foi demonstrado
por Bluher e colaboradores (2005), que a concentracdo de IL-10 foi inversamente
correlacionada com o indice de massa corporea (IMC) e a gordura corporal. Seus niveis
também se encontravam diminuidos em pacientes DM tipo 2, comparados com individuos
saudaveis. Segundo Nishida e colaboradores (2007), a IL-10 também apresenta um efeito
protetor contra a aterogénese. Foi demonstrado na literatura que a adiponectina, uma

importante adipocina anti-inflamatoria, induz a expressédo de 1L-10 em macrofagos humanos.
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Aparentemente, parte dos efeitos anti-aterogénicos da adiponectina sdo mediados pela IL-10
(CHOI et al., 2007; NISHIDA et al., 2007).

O DM tipo 2 é uma patologia associada com a obesidade, que geralmente esta
relacionada com os niveis de adipocitocinas, como a adiponectina, resistina e leptina
(CHAKRABORTI, 2015). A adiponectina € um horménio proteico que modula varios
processos metabolicos, incluindo a regulagdo da glicemia e o catabolismo de &cidos graxos
(DIEZ e IGLESIAS, 2003). Também apresenta como funcdes a melhora da sensibilidade a
insulina nos principais tecidos alvo da insulina, bem como modulacdo da resposta
inflamatoria (WAN et al., 2014; RUAN e DONG, 2016). Neste contexto, a reducdo dos seus
niveis esta associada a resisténcia insulinica no DM tipo 2 e a progressdao das complicacfes
crénicas do diabetes, incluindo vasculares e cardiacas (CHAKRABORTI, 2015;
RODRIGUEZ et al., 2016; RUAN e DONG, 2016). A resistina, considerada uma citocina
pré-inflamatoria, é produzida pelos mondcitos, macrofagos, além dos adipdcitos (STEPPAN
et al., 2001; KUSMINSKI et al., 2005). Ao contrario da adiponectina, este polipeptideo
apresenta um baixo nivel circulatorio, onde seus niveis encontram-se aumentados em
pacientes com DM tipo 2 resistentes a insulina (STEPPAN et al., 2001; CHAKRABORTI,
2015). A leptina € um hormdnio peptidico produzido principalmente pelos adipdcitos e sua
concentragéo varia de acordo com a quantidade de tecido adiposo (PAZ-FILHO et al., 2012).
Na obesidade e no DM tipo 2 os niveis de leptina estdo aumentados (HAVEL, 2004;
GOLDSTEIN et al., 2009), bem como no desenvolvimento das complicacdes microvasculares
do DM (RODRIGUEZ et al., 2016). Este horménio apresenta como funcées o controle do
apetite e controle da massa corporal, bem como inflamagdo vascular, aumento do estresse
oxidativo e disfuncio endotelial (PAZ-FILHO et al., 2012; RODRIGUEZ et al., 2016).

2.6 ACIDO DESOXIRRIBONUCLEICO

O écido desoxirribonucleico (DNA) é um polimero de nucleotideos ou bases que
carrega toda a informacdo genética, sendo transmitida aos seus descendentes, portanto, de
extrema importancia a manutencdo de sua integridade. Essa informacdo genética €
reproduzida de células-maes para células-filhas durante a divisdo celular pelo processo de
replicacdo de DNA. Quando 0s genes sdo expressos, a sequéncia de DNA é transcrita em
acido ribonucleico (RNA) (BURTIS, 2008). A molécula de DNA € constituida por uma
sequéncia de nucleotideos, formados por trés diferentes tipos de moléculas: um acucar

pentose; um grupo fosfato e uma base nitrogenada. As bases nitrogenadas séo derivadas de
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compostos heterociclicos que sdo as purinas, representadas pela adenina e guanina (A e G) e
as pirimidinas, representadas pela citosina e timina (C e T) (ZAHA et al., 2014). A orientagéo
das ligacGes entre as trés moléculas constituintes dos nucleotideos € essencial para se
determinar o sentido da dupla fita de DNA. Esta consiste de duas cadeias helicoidais,
enroladas ao longo de um mesmo eixo, o que forma uma dupla hélice, com sentido rotacional
a direita, estando as duas fitas de DNA em direcGes opostas, ou seja, sdo antiparalelas.
Baseado nestas estruturas demonstrou-se que todos 0s genes apresentam a mesma forma
tridimensional e que as diferencas entre dois genes encontram-se na ordem e no numero de
seus quatro nucleotideos construtores ao longo das fitas complementares (WATSON et al.,
2006).

O modelo de dupla hélice do DNA foi proposto inicialmente por Watson e Crick em
1953, considerando trés conceitos: 0 DNA possuia a forma de uma hélice regular,
apresentando uma volta completa a cada 34 A e com didmetro de aproximadamente 20 A. A
densidade do DNA sugere que a hélice pode ser explicada se as bases em cadeia estiverem
voltadas para o interior e restrinjam-se de tal forma que uma purina esteja sempre em
oposicdo a uma pirimidina, evitando dessa maneira 0 pareamento de purina-purina e
pirimidina-pirimidina. Independente das quantidades absolutas de cada base, a proporcéo de
G é sempre igual a de C, enquanto a de A é sempre igual a de T (LEWIN, 2009). Assim, as
duas fitas de DNA que atendem a esses requerimentos sdo chamados de complementares.
Devido ao pareamento de bases e a conformacdo dupla-hélice, 0 DNA dupla-fita (dsSDNA) é
uma molécula excepcionalmente estdvel (BURTIS, 2008). Essas propriedades também
garantem a propriedade de replicacdo de cadeias longas de DNA e a transmissdo de
informacdo genética as proteinas, via transcricdo (Figura 7) (ZAHA et al., 2014).
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Figura 7 — Estrutura do DNA dupla-hélice
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Fonte: Da Silva et al., 2011.

2.7 DANO AO DNA E SUAS CARACTERISTICAS

Estima-se que cada uma das 10" células do corpo humano sofrem milhares de lesdes
no DNA por dia (LINDAHL e BARNES, 2000). Estas lesdes podem bloquear a transcrigédo e
replicacdo do genoma, e se ndo reparadas ou reparadas incorretamente, pode haver mutagoes
ou aberracbes do genoma humano em larga escala, ameacando a viabilidade da célula ou do
organismo (JACKSON e BARTEK, 2009; DELANEY et al., 2012). Assim, se a lesdo
blogueia parcial ou completamente a replicacdo, esta lesdo ¢ denominada toxica. Ja se a
replicacdo ocorre, mas a base incorporada esta incorreta, esta lesdo € chamada de mutagénica
(DELANEY et al., 2012). Em outras palavras, as mutacGes alteram o contetdo informacional
de uma molécula de DNA, enquanto que os danos modificam a estrutura da molécula de DNA
(FREITAS e MAGALHAES, 2011). Para combater as ameagcas representadas por danos no
DNA, as células desenvolveram coletivamente mecanismos para este dano, denominados
resposta ao dano no DNA, a fim de detectar lesdes de DNA, sinalizar a sua presenca e
promover o seu reparo (HARPER e ELLEDGE, 2007). Células defeituosas nesses
mecanismos de reparo geralmente exibem sensibilidade para com os agentes que danificam o
DNA, podendo levar a diversas doencas (JACKSON e BARTEK, 2009). Como existe uma
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diversidade de tipos de dano ao DNA, ha também uma variedade de mecanismos de reparo
(JACKSON e BARTEK, 2009), como recombinacdo homologa, recombinacdo nao-
homologa, reparo de excisdo de bases e reparo de excisdo de nucleotideos (LOMBARD et al.,
2005).

Durante 0 metabolismo normal da molécula de DNA podem ocorrer alteracdes
espontaneas, comprometendo o seu bom funcionamento, como por exemplo
desemparelhamento de bases, perda do grupo amino, perda das bases gerando sitios abasicos.
E durante a replicacdo pode ocorrer insercdo incorreta de nucleotideo, quebra da fita de DNA,
entre outros (FRIEDBERG, 2003). O dano ao DNA pode ser causado por diversos estressores
enddgenos e exogenos, incluindo estresse oxidativo, encurtamento dos telémeros, mutacoes
oncogeénicas, estresse genotoxico e metabdlico (LOPEZ-OTIN et al., 2013; SHIMIZU et al.,
2014). Neste contexto, a nivel de estresse oxidativo, um desequilibrio entre a producéo de
EROs e a defesa antioxidante pode levar a danos oxidativos em lipidios, proteinas e DNA
(Figura 8) (SLIWINSKA et al., 2008).

Figura 8 — Esquema demonstrando os alvos das espécies reativas de oxigénio: as proteinas,
lipideos e 0 DNA.
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O estresse oxidativo ndo causa somente danos em proteinas, mas também afeta
significativamente 0 DNA (DINCER et al., 2002). O dano ao DNA é reconhecido como a
maior causa de morte celular e mutagbes em todos os organismos aerobicos, sendo que as
EROs representam a classe de radicais mais importante gerada nos seres vivos. Desta forma, o
dano ao DNA pode ser relacionado com o desenvolvimento do cancer, doencas degenerativas,
envelhecimento (BJELLAND e SEEBERG, 2003; VALKO et al., 2004), bem como o DM
(SHIMIZU et al., 2014). A formacdo de OH’, assim como outras EROs préximos ao DNA,
pode levar a uma série de danos que incluem modificacbes de bases, quebras simples e
duplas, assim como crosslinks de proteinas, caracterizando estas espécies como potentes
agentes genotdxicos (DIZDAROGLU et al., 2012). Embora as quebras duplas de DNA néo
ocorram com tanta frequéncia como as outras lesdes listadas anteriormente, elas sdo dificeis
de reparar, além de serem extremamente tdxicas (KHANNA e JACKSON, 2001). Além disso,
0 DNA danificado pode levar a aneuploidia e/ou instabilidade cromossomica, que se acredita
ser um importante contribuinte para a progressao de tumores (EROL, 2010).

2.8 PRINCIPAIS TIPOS DE DANO AO DNA

2.8.1 Sitios abésicos, depurinacédo e depirimidinacéo

As bases podem ser perdidas pelo DNA pela clivagem da ligacdo glicosidica
conduzindo ao aparecimento de sitios abasicos (FRIEDBERG, 2003). Sitios abéasicos sdo
potencialmente mutagénicos e podem ser produzidos por depurinacdo espontanea e por
reacOes de depirimidinacdo. A depurinacdo envolve a perda de bases purinicas a partir do
DNA. Em reacOes que a depurinagdo ocorre espontaneamente, a ligacdo N-glicosil a
deoxiribose é quebrada por hidrdlise, deixando a cadeia acUcar-fosfato do DNA intacta,
produzindo um sitio abasico. A depirimidinacdo envolve a perda de bases pirimidicas a partir
do DNA. E muito menos comum que a depurinagio, uma vez que a ligacdo N-glicosil entre a
base pirimidica e a deoxiribose é mais estavel do que a ligacdo correspondente para bases de
purina (LINDAHL, 1993). Os sitios abasicos também podem ser produzidos pelas EROs
(NAKAMURA e SWENBERG, 1999), bem como produzidos pela via de reparo por excisdo
de bases (FREITAS e MAGALHAES, 2011).
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2.8.2 Deaminacao

O processo de deaminacdo envolve a perda de grupos amino a partir de bases de DNA.
Quase todas as bases de DNA sofrem deaminagdo em reacOes espontaneas, com excecao da
timina, que ndo possui grupo amino. A maioria dos tipos de deaminagéo produz uma base que
ndo ocorre naturalmente no DNA (a Unica excecdo é a deaminacao da 5-metilcitosina), e isto
facilita a identificacdo e excisdo da base desaminada pela enzima DNA glicosilase. O tipo
mais comum de deaminacdo em células é a deaminacdo da citosina em uracil. Este evento
ocorre a uma taxa de cerca de 100-500 bases por célula e por dia em mamiferos
(FRIEDBERG, 2003; FREITAS e MAGALHAES, 2011).

2.8.3 Quebras nas cadeias de DNA

Algumas rupturas nas cadeias sdo produzidas em etapas intermediarias de reagdes
naturais. No entanto, algumas quebras dos filamentos sdo formas graves de dano ao DNA,
inibindo a replicacdo desta molécula, levando a ativacdo de mecanismos de reparo do DNA
(ENGELS et al., 2007). Quebras nas cadeias de DNA podem ser causadas pelo dano oxidativo
ao DNA ou por radiacéo ionizante (FRIEDBERG, 2003). Quebras de cadeia dupla podem
também resultar do bloqueio ou pausa da replicacdo do DNA (ENGELS et al., 2007;
FREITAS e MAGALHAES, 2011).

2.9 FORMAS DE AVALIACAO DO DANO AO DNA

2.9.1 Ensaio Cometa

O ensaio cometa, também conhecido como eletroforese em gel de célula Unica ou
eletroforese em microgel, foi introduzido por Ostling e Johanson como uma forma simples de
detectar quebras de DNA. Desde o seu desenvolvimento, varias modificacdes na técnica
foram propostas (HARTMANN et al., 2003; ARALDI et al., 2015). No entanto, 0 método
alcalino, desenvolvido por Singh et al. (1995), que permite a desnaturagdo do DNA, bem
como a deteccdo de sitios alcali-labeis, tornou-se o mais utilizado e recomendado, devido a
sua vasta gama de deteccdo de danos no DNA. E um dos mais importantes e bem aplicados
métodos in vitro em estudos de genotoxicologia e danos a0 DNA. E considerado um método
rapido, simples e sensivel para medir diretamente os efeitos genotoxicos de agentes fisicos e
quimicos, bem como a cinética de reparo de DNA em células individuais. As lesdes
detectadas sdo passiveis de correcdo (COLLINS et al.,, 1995; CHOI et al., 2005;
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VANDGHANOONI e ESKANDANI, 2011). Enquanto no passado pensava-se que esses
“cometas” representavam células mortas (apoptose/necrose), hoje em dia sabe-se que eles
simplesmente representam células com altos niveis de dano (mas ainda potencialmente
reparaveis, e com viabilidade) (LORENZO et al., 2013). O ensaio cometa apresenta diversas
aplicacbes, como em testes de genotoxicidade, biomonitorizagdo  humana,
ecogenotoxicologia, bem como pesquisa sobre o dano e reparo do DNA (COLLINS, 2014).
Além disso, uma modificacdo simples no ensaio cometa, incorporando uma fase de digestdo
do DNA com uma endonuclease, faz com que seja possivel mensurar o dano no DNA a nivel
de bases (COLLINS, 2014).

E um método in situ de células que sdo incorporadas na base de agarose, sendo lisadas
e submetidas a eletroforese em condi¢es alcalinas (DUSINSKA e COLLINS, 2008). Através
desta técnica, o dano de DNA ¢é visualizado individualmente na célula sob a forma de um
aumento na migracdo de material genético a partir do ntcleo (“cauda” do cometa). O
mecanismo da técnica relaciona-se com a organizagdo super-helicoidal do DNA, a qual se
torna relaxada em funcdo de processos de quebras, podendo formar estruturas alongadas a
partir da eletroforese (LIAO et al., 2009). Apds a eletroforese, o material é neutralizado,
fixado e corado. As laminas s&o analisadas em microscopia de fluorescéncia ou microscopia
Optica (AZQUETA e COLLINS, 2013). A imagem visual obtida com esta técnica parece um
“cometa” com uma cabega distinta que consiste em DNA intacto (nucleoide), € uma cauda,
incluindo partes danificadas ou quebradas de DNA (DUSINSKA e COLLINS, 2008). Os
nucleoides podem ser analisados por meio de métodos automaticos ou por contagem visual e
classificacdo. Os métodos automaticos sdo baseados nos parametros de densitometria. Eles
identificam a intensidade de fluorescéncia emitida e aspectos geométricos dos nucleoides, tais
como, comprimento da cauda, diametro da cabeca e area de cometa. O método visual consiste
em analisar 100 nucleoides por lamina, que sdo classificados de 0-4, onde nucleoides sem
danos ao DNA sao classificados em 0 e, aqueles com dano méximo em 4 (Figura 9)
(AZQUETA e COLLINS, 2013; GODSCHALK et al., 2013).
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Figura 9 — Esquema de classificagdo visual do ensaio cometa
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Fonte: Reproduzido de Garcia et al., 2004. Classificacdo de 0-4, onde nucleoides sem danos ao DNA
sdo classificados em 0 e, aqueles com dano maximo em 4.

O método visual apresenta vantagens em compara¢do com o0 automatizado, pois
muitas vezes os nucleoides podem estar sobrepostos nas laminas, e 0 método automatizado
classifica como um Unico cometa. Outro problema associado ao sistema automatizado é o
reconhecimento de cometas hedgehog (“ouri¢o”, ou seja, cometas com uma grande cauda em
forma de leque e pequenas cabecas). Neste tipo de células, os programas computadorizados
podem classificar erroneamente este tipo de cometa como classe 0 (AZQUETA e COLLINS,
2013). Ja Bocker et al. (1999) demonstraram que as medidas dos cometas realizadas
visualmente sdo imprecisas devido a subjetividade do observador. Em consequéncia, tém
menor uniformidade e baixa reprodutibilidade em diferentes laboratérios. A variabilidade
relativamente alta dessas medidas impede a deteccdo de pequenos efeitos genotoxicos. Para
evitar esta limitagdo, hd necessidade de amostras celulares mais numerosas (AZQUETA e
COLLINS, 2013). Com base nestes dados, 0 método visual é o mais utilizado pela maioria
dos laboratorios (COLLINS et al., 2008; ARALDI et al., 2015).
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Em comparagdo com outros testes de genotoxicidade, as vantagens mais importantes
do ensaio cometa sdo: capacidade do ensaio para identificar danos no DNA ao nivel de uma
unica célula; sensibilidade para a deteccdo de baixos niveis de danos no DNA; exigéncia de
um namero pequeno de células; facilidade de aplicacdo; baixo custo; flexibilidade, uma vez
que pode ser utilizado para avaliar varios tipos de danos no DNA (quebras de fita simples e
duplas, lesbes de sitios alcalinos labeis, locais de reparos incompletos e crosslinks); adaptagédo
a uma variedade de condicOes experimentais; e curto periodo de tempo para a realizacdo do
ensaio (LIAO et al., 2009; VANDGHANOONI e ESKANDANI, 2011). As quebras de fita
simples e duplas sdo associadas com aberragdes cromossomais e instabilidade gendmica,
sendo esta Ultima diretamente associada a malignidade (PFEIFFER et al., 2000; ARALDI et
al., 2015). Embora o ensaio cometa tenha sido utilizado para predizer a apoptose
(CHOUCROUN et al., 2001; ARALDI et al., 2015), a presen¢a de cometas “ouri¢o”, ndo é
considerado um indicador de apoptose de acordo com alguns autores (HARTMANN et al.,
2003; COLLINS et al., 2008; AZQUETA e COLLINS, 2013).

Células do sangue periférico sdo frequentemente utilizados para o ensaio cometa,
enguanto amostras de urina e soro sdo utilizados para a quantificacdo dos niveis de 8-hidroxi-
2'-desoxiguanosina (8-OHdAG) (IL’YASOVA et al., 2012; GUNASEKARANA et al., 2015).
Para saber se os resultados das amostras de células de sangue periférico refletem os niveis de
danos no DNA em outros tecidos do corpo, Kushwaha et al. (2011) compararam os niveis da
quebra de cadeia do DNA em linfécitos, células do pulmao, figado, coracdo, aorta, rins e
pancreas de ratos diabéticos e de controles saudaveis. Com este estudo, eles descobriram que
a quebra de cadeia de DNA de ratos diabéticos estava aumentado em todos os tecidos
testados. Com isso, sugere-se que a quebra de cadeia de DNA em linfdcitos pode ser um

marcador adequado para indicar dano no DNA em 6rgdos internos.

2.9.2 8-hidroxi-2'-desoxiguanosina

Bjelland e colaboradores (2003) demonstraram que o dano oxidativo ao DNA néo
ocorre somente nas quebras de cadeia do DNA, mas também a nivel de bases. Todas as quatro
bases podem ser suscetiveis a oxidagdo, com varias modificagdes ja documentadas
(BJELLAND et al., 2003). Entre todas as bases purinicas e pirimidicas, a guanina é a mais
propensa & oxidacdo e apresenta 0 menor potencial de redugdo. Apo6s a oxidacdo, ocorre a
incorporacgdo de um OH' no carbono oito da molécula, formando o 8-OHdG (DIZDAROGLU
e JARUGA, 2012; IL’YASOVA et al., 2012). Durante o processo de duplicagdo do DNA, a

molécula de guanina normal pareia-se com a citosina (G-C). Contudo, caso ocorra a formagédo
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de 8-OHdG, por um fenémeno conhecido como transversdo de bases, a guanina oxidada
pareia-se, de forma errbnea, com a molécula de timina (G-C — G-T) (Figura 10) (RIBEIRO
et al., 2008). Desta forma, quando o DNA danificado é reparado, este biomarcador produzido

é excretado na urina, sem a ocorréncia de metabolismo adicional (XU et al., 2004).

Figura 10 — Esquema da formagé&o do 8-hidroxi-2'-deoxiguanosina
0

0 0

HN N\ ® HN N HN N
SRR,

N " J\ ) J\
H:N N . HN \N T HN \N T
dR dR

dR=2-deoxyribose

C8 OH adduct radical 8 OHdG

Fonte: Reproduzido de Serdar et al., 2012.

O DNA nuclear e mitocondrial de tecidos e linfocitos é, geralmente, o local
preferencial do dano oxidativo (WU et al., 2004). Embora o 8-OHdG seja identificado em
tecidos bioldgicos, geralmente é mensurado na urina devido a facilidade da coleta da amostra
(XU et al., 2004). Assim, 0 8-OHdG urinario é amplamente utilizado como um biomarcador
sensivel do dano oxidativo ao DNA e do estresse oxidativo sistémico total in vivo (XU et al.,
2004). No geral, é descrito que as lesdes oxidativas ao DNA séo fracamente mutagénicas, por
exemplo, o 8-OHdG apresenta frequéncia de mutacdo entre 2,5 a 4,8% em células de
mamiferos. No entanto, a formac&o, persisténcia e acumulagdo desta lesdo in vivo pode dar a
este valor maior significancia (COOKE et al., 2006). Assim, a hidroxilacdo oxidativa da
guanina na posicdo oito é a mais frequente e mutagénica lesdo no DNA nuclear (WU et al.,
2004). E bem estabelecido que a presenca de 8-OHdG na urina pode afetar os processos de
replicacdo e transcricdo (COOKE et al., 2006). Por este motivo, estudos demonstram a
importéncia clinica da avaliagdo do dano ao DNA oxidativo em diversas patologias como,
cancer, doencas cardiovasculares, doencas neuroldgicas e o DM. Neste sentido, 0 8-OHdG é
um dos mais utilizados marcadores de dano oxidativo ao DNA (WU et al., 2004; XU et al.,
2004; IL’YASOVA et al., 2012).

Existem varios métodos analiticos para a dosagem dos niveis de 8-OHdG no soro e

urina, demonstrando a importancia da investigacdo do dano oxidativo ao DNA nas diversas
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patologias existentes (COOKE et al., 2006). As técnicas utilizadas empregam metodologias
complexas como a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massa (CG-MS). Apesar de serem técnicas altamente sensiveis,
estes metodos possuem alguns inconvenientes como, custos elevados, ensaios demorados,
necessidade de varios reagentes para a realizacdo das técnicas, bem como preparo das
amostras antes de seus procedimentos (DIZDAROGLU, 1994; SHIGENAGA et al., 1994).
Outro método para mensurar as concentracdes de 8-OHdG sdo 0s imunoensaios, como 0
Enzyme-linked Immunosorbant Assay (ELISA). Esta é uma técnica mais rapida e de melhor
custo-beneficio comparada com os métodos citados anteriormente (YIN et al., 1995). Além
disso, os resultados com ELISA tém mostrado uma boa correlacdo com as técnicas
cromatograficas (COOKE et al., 2006). Embora os niveis de 8-OHdG podem ser dosados em
diversas amostras bioldgicas, ele € geralmente mensurado na urina, pois os niveis de 8-OHdG
urinario tém sido muito utilizado como um biomarcador sensivel de lesdes oxidativas do
DNA, além de indicar o estresse oxidativo sistémico total (XU et al., 2004; SERDAR et al.,
2012). Também é considerado um marcador que reflete o equilibrio entre o dano oxidativo e a
taxa de reparo (WU et al., 2004; WEIMANN et al., 2012).

2.9.3 Outros ensaios

Existem diversas metodologias que mensuram o dano ao DNA, sendo as mais
utilizadas o ensaio cometa e 0 8-OHdG. As outras metodologias ja referenciadas para a
deteccdo de dano ao DNA em diversos organismos sdo: reacdo em cadeia da polimerase
(PCR), ensaio de apoptose por meétodo fluorimétrico (TUNEL), ensaio de microndcleo,
ensaios fluorescentes, entre outros (KUMARI et al., 2008). Além disso, tem se destacado a
aplicacdo de métodos de protedbmica para o estudo de dano ao DNA (DU PUCH et al., 2013).

O ensaio de micronudcleo é um importante biomarcador in vivo e in vitro, o qual é
utilizado na epidemiologia e para a avaliacdo do dano citogenético em populacdes expostas a
agentes genotdxicos. O termo microndcleo foi introduzido em 1951, associando 0s
fragmentos acéntricos expulsos do ndcleo principal nas fases tardias da anafase. Os
micronucleos podem ser formados por meio de dois mecanismos: quebra cromossémica ou
rompimento do aparelho mitético (KRISHNA e HAYASHI, 2000; SAMANTA e DEY,
2012). Sédo considerados corpusculos contendo DNA sem qualquer conexdo estrutural com o
nacleo principal. Os microndcleos sdo facilmente detectados em células interfasicas como
corpusculos intracitoplasmaticos livres. Estes corpusculos sdo pequenos, arredondados a

ovais, encontrados no citoplasma, normalmente ao lado do nucleo principal (FENECH et al.,
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1999). Em humanos, a analise pode ser feita em linfocitos do sangue periférico, fibroblastos e
células epiteliais esfoliadas (FENECH et al., 1999; NORPPA e FALCK, 2003).

O ensaio de micronucleo é rapido e simples, e possui algumas vantagens sobre o
ensaio cometa, como: 0 ensaio de micronucleo apresenta um maior poder estatistico, uma vez
que analisa mais de 1000 células, sendo que o ensaio cometa analisa somente 100 células; o
ensaio de micronucleo considera somente dano genético em celulas mitdticas, enquanto o
ensaio cometa detecta dano ao DNA em células mitdticas e interfase (MILLER e POTTER-
LOCHER, 1998). A associacao destes dois ensaios pode ser considerada como padrao-ouro
entre os testes mutagénicos, porque ambos apresentam alta sensibilidade, poder estatistico,
sendo simples, versateis, de baixo custo e rapidos (ARALDI et al., 2015). No entanto, o teste
de micronucleo também apresenta desvantagens como: a formacdo do microndcleo requer,
pelo menos, uma divisdo celular; nem todos os fragmentos acéntricos formam micronudcleo na
primeira diviséo celular (NORPPA e FALCK, 2003).

Um dos testes utilizados para a avaliacdo de danos na cromatina é o Terminal
deoxyribonucleotidyltransferase Mediated Deoxyuridine Triphosphate Nick end Labeling
assay (TUNEL). Este ensaio se baseia na incorporacdo de nucleotideos marcados com
isoticionato de fluoresceina nas regides 3’OH livres da quebra de fita simples ou duplas de
DNA. Essa reacdo € catalisada pela enzima nucleotidil transferase que polimeriza os
nucleotideos modificados nas regiGes de quebra do DNA. A incorporacdo dos nucleotideos
marcados amplificados pode ser detectada por microscopia de fluorescéncia e por citometria
de fluxo (PULKKANEN et al., 2000; KUMARI et al., 2008). Este ensaio também é utilizado
para a verificacdo de apoptose (BRUGGEMAN et al., 1997). Apresenta limitagdes quanto a
sensibilidade e especificidade. Na célula apoptotica, a condensacdo de DNA e o ambiente
proteico de DNA podem interferir na progressdo deste ensaio (GOLD et al., 1994).

Georgiou et al. (2009) desenvolveram um protocolo em que a analise da quantidade de
DNA é medida por fluorimetria. Nesta metodologia, corantes ultrassensiveis como o DNA
PicoGreen® ligam-se apenas ao DNA que esta em dupla fita. Portanto, se 0 DNA apresentar
algum tipo de fragmentacdo por fatores enddgenos ou exdgenos a fluorescéncia emitida vai
diminuir e, assim, pode ser avaliado efeito genotoxico. Este método apresenta como vantagem
a sensibilidade, pois detecta dsSDNA em uma quantidade minima de 25 pg/mL. Neste
contexto, ¢ sugerido a utilizacdo do ensaio de quantificacdo do DNA utilizando o PicoGreen®
em complementacdo com o ensaio cometa. A PCR é uma das mais utilizadas e confidveis
técnicas para a deteccdo de danos no DNA. Embora ensaios baseados em PCR sejam

altamente sensiveis e faceis de avaliar o dano ao DNA especifico do gene, com esse método
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ndo é possivel o reconhecimento do tipo de dano (KUMARI et al., 2008). Além destes
métodos, sensores eletroquimicos também tém sido aplicados para a verificacdo de dano ao
DNA. Estas técnicas apresentam uma alta seletividade e sensibilidade (PALECEK e
BARTOSIK, 2012).

2.10 DANO AO DNA E DIABETES TIPO 2

Existem evidéncias que danos cumulativos ao DNA contribuam para o aparecimento
do DM, bem como para a progressao das suas complicacdes cronicas (XU et al., 2004;
LODOVICI et al., 2008). No DM tipo 2, o aumento do dano ao DNA pode ser causado por
diversos estresses end0genos e exdgenos como o estresse oxidativo, genotdxico, metabolico,
mutacBes oncogénicas, processo inflamatério e reducdo da taxa de reparo do DNA (Figura
11) (SHIMIZU et al., 2014).

Figura 11 — Mecanismos responsaveis pelo dano ao DNA no diabetes tipo 2
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Fonte: Adaptado de Shimizu et al., 2014.
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Estudos revelam que individuos com DM tipo 2 possuem maior dano no DNA,
verificado pelo ensaio cometa (SLIWINSKA et al., 2008; IBARRA-COSTILLA et al., 2010),
contribuindo para o aparecimento e/ou agravamento das complicacbes diabéticas
(KOMOSINSKA-VASSEYV et al., 2005). Arif et al. (2010) observaram através do ensaio
cometa que o grupo controle apresentavam o DNA compacto, mantido a forma circular de um
nacleo normal, ou seja, sem evidéncias de formacdo de “cometa”. Em contrapartida, as
células do grupo com DM tipo 2 apresentaram uma aparéncia distorcida, indicando danos
substanciais no DNA. Este aumento do dano no DNA pode ser devido ao estresse oxidativo,
pois foi positivamente correlacionado com os niveis do &cido tiobarbitdrico (TBARS) e
proteinas carbonil, além de estar inversamente correlacionado com a atividade da SOD e os
niveis de tidis. Além disso, uma correlacdo negativa entre 0 dano no DNA avaliado pelo
ensaio cometa e os niveis da GSH em pacientes com DM tipo 2 foram avaliados por Dinger et
al. (2002). J& Choi et al. (2005) encontraram uma correlagéo inversa entre dano no DNA e 0s
niveis de &cido ascorbico. Estes estudos demonstraram que uma diminuicdo do sistema
antioxidante das células pode ser um fator contribuinte para o aumento do dano no DNA no
diabetes (COLLINS et al., 2014).

Lodovici e colaboradores (2008) demonstraram que pacientes diabéticos com um
controle glicémico inadequado apresentam maior dano no DNA quando comparados com
diabéticos com nivel de HbA;. considerados normais. Por outro lado, Blasiak et al. (2004)
demonstraram, além do aumento do dano no DNA avaliado pelo ensaio cometa no DM tipo 2,
uma diminuicdo da eficiéncia de reparacdo destes danos induzidos por agentes oxidantes,
como o H,0,. Estes resultados sugerem que o DM pode estar associado ndo apenas com 0
maior dano no DNA, mas também com o aumento da suscetibilidade aos agentes oxidantes
mutagénicos, bem como uma diminuicdo da eficiéncia do reparo do DNA (BLASIAK et al.,
2004).

Estudos sugerem que os marcadores urinarios de oxidacdo do DNA podem ser Uteis
como biomarcadores no DM tipo 2 e pré-diabetes, bem como na investigacdo da progressao
das complicacdes do diabetes (AL-AUBAIDY e JELINEK, 2010; BROEDBAEK et al.,
2013). Assim, a investigacdo de novos marcadores nesta doenga pode auxiliar no controle da
terapia e estratificagdo de risco, como alternativas para 0s marcadores usuais, COmo por
exemplo, a HbA;. e albumina urinaria (BROEDBAEK et al., 2011). No DM, os
biomarcadores atualmente disponiveis sdo de origem extracelular e sdo, acima de tudo,
"subprodutos” da doenca, ou seja, ndo fornecem informacGes sobre o meio ambiente

intracelular nas condi¢fes diabéticas. A identificacdo de novos biomarcadores que refletem os
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processos patolégicos intracelulares poderia melhorar a gestdo de cuidados com o diabetes
(BROEDBAEK et al., 2011).

Evidéncias demonstram que a excrecdo urinaria de 8-OHdG foi maior em pacientes
com DM tipo 2, quando comparado com individuos controles saudaveis (LEINONEN et al.,
1997; KANAUCHI, et al., 2002; XU et al., 2004), e os niveis urinarios deste marcador foi
correlacionado positivamente com os niveis de HbA;. (XU et al., 2004). Nishikawa e
colaboradores (2003) investigaram a relacdo entre a gravidade da DRD e os niveis urinarios
de 8-OHdG e observaram que os niveis deste biomarcador foram 1,9 vezes maiores nos
pacientes com albumindria do que naqueles sem DRD. Além disso, neste estudo também foi
demonstrado que o 8-OHdG urinéario é um marcador Util nas complicagdes macrovasculares,
pois foi correlacionado positivamente com a espessura da camada intima-média da parede da
carétida. Também foi relatado o aumento dos niveis urinarios de 8-OHdG em pacientes
diabéticos com macroalbuminuria, comparado com os diabéticos normoalbuminuricos. Neste
contexto, Kanauchi et al. (2002) tem reportado que o estresse oxidativo pode contribuir para a
progressdo do dano tubulointersticial em pacientes com DRD.

Dong et al. (2010) investigaram a relacdo entre as concentracGes urinarias do 8-OHdAG
e a severidade das lesOes da retina em pacientes com RD. Entre os pacientes com DM,
aqueles com RD proliferativa apresentaram niveis de 8-OHdG significativamente mais
elevados do que aqueles com RD n&o proliferativa ou sem RD. Entdo, neste estudo foi
proposto que este marcador pode auxiliar no diagndstico precoce e no tratamento de pacientes
com RD. Assim, é especulado que o aumento dos metabdlitos oxidativos pode contribuir para
0 dano nos vasos da retina e para uma pronunciada atividade proliferativa na RD (WU et al.,
2004). Além disso, o dano no DNA pode estar ligado com o processo de envelhecimento, bem
como com doencas relacionadas com a idade, como o DM (SHIMIZU et al., 2014). A
acumulacdo de lesdes pode, em parte, ser explicada pela descoberta de que a atividade de
reparo do DNA parece diminuir com a idade, permitindo a persisténcia de danos e assim um
aumento de erros de replicacdo (OSTEROD et al., 2001). Neste contexto, a progressdo destas
complicacdes do diabetes também pode ser explicada através de um possivel mecanismo,
onde é relatado que a senescéncia prejudicada pelo dano no DNA pode contribuir para o
estresse metabdlico, induzindo uma disfuncdo nos telémeros (ERUSALIMSKY, 2009;
SHIMIZU et al., 2014).

Indiretamente, o dano no DNA no diabetes também pode ocorrer através de vias de
sinalizacdo celular. Simone et al. (2008) demonstraram em um modelo experimental de

hiperglicemia uma associagdo entre a ativagéo e fosforilagdo da Akt, fosforilagéo da tuberina
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e aumento dos niveis de 8-OHdG. Assim, estes resultados indicaram que estas cascatas de
sinalizagdo podem ter um efeito significativo no dano oxidativo do DNA, em uma condig&o
hiperglicémica. Sabe-se que a via Akt esta ativada no diabetes, e existem evidéncias de que
esta ativacao é redox dependente (GORIN et al., 2001). Tanto a Akt como a tuberina possuem
importancia na regulagdo da expressdo de genes e no crescimento celular em resposta a
inimeros estimulos (LEE e CHAN, 2015).

O dano no DNA pode promover disfuncdo metabolica através de dois mecanismos, 0
de células autbnomas e os de células ndo autbnomas. Neste contexto, a regeneracéo de tecidos
é prejudicada pelo dano no DNA induzido pela senescéncia e/ou apoptose de células tronco e
somaticas, que conduzem a disfungdo metabolica, como por exemplo, a perda das células B-
pancreaticas. O dano nesta macromolécula também pode levar ao processo inflamatorio em
células ndo autdbnomas, através da inducdo de citocinas e quimiocinas, resultando em uma
interferéncia na sinalizacdo da insulina. Além disso, também pode ocorrer uma alteracdo na
homeostase metabdlica sistémica, através de influéncias no metabolismo celular e no sistema
enddcrino. Assim, a ativacao da resposta ao dano no DNA em determinados tecidos, poderia
influenciar na funcdo de 6rgdos metabdlicos, o que contribui para o desenvolvimento da
resisténcia insulinica (SHIMIZU et al., 2014). Tomados em conjunto, o dano no DNA
provocado pelo DM tipo 2 pode ser esclarecido através da ativagdo das vias inflamatorias,
contribuindo para o aumento da geracdo de EROs (KALOUSOVA et al., 2002). A resposta
inflamatdria pode levar ao recrutamento de leucécitos ativados, que podem, por sua vez,
contribuir para o "burst respiratorio”, com subsequente producdo de dano no DNA (COOKE
et al., 2006). Além disso, o dano no DNA oxidativo estd correlacionado com a ativacao de
vias de sinalizacdo intracelular, como por exemplo, MAPK, poli-(ADP-ribose) polimerase
(PARP) e NF-kB (ADAIKALAKOTESWARI et al., 2007).

Também foi demonstrado que a resposta celular ao dano no DNA esta envolvida em
processos que levam a insuficiéncia do metabolismo da glicose (SHIMIZU et al., 2014). Um
estudo recente demonstrou que a elevacdo do metabolismo da glicose pelas células B-
pancreaticas causa quebras em fitas duplas de DNA e ativacdo da p53, uma proteina
citoplasmatica responsavel pela codificagdo de uma proteina nuclear fosforilada com
propriedades de ligagdo ao DNA. Como resultado tem-se uma liberacdo insuficiente de
glicose pelas células B em ratos com DM tipo 2 (TORNOVSKI-BABEAY et al., 2014). E
reconhecido também que a p53 provoca a apoptose em resposta a danos no DNA (WANG et
al., 2015). Além disso, a hiperglicemia, os AGEs e os acidos graxos livres sdo fatores

patofisiologicos do diabetes que podem contribuir para 0 aumento do dano no DNA (LEE e
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CHAN, 2015). Esses fatores do diabetes tém sido demonstrados em causar dano no DNA in
vitro, podendo ser estes os fatores que podem explicar porque pacientes diabéticos possuem
aumentos nos niveis de dano no DNA in vivo (LEE e CHAN, 2015). A p53 afeta o
metabolismo da glicose atraves da regulacdo negativa da Akt, levando a reducédo da sintese da
glicolise dos acidos graxos, bem como o aumento da oxidacgdo de lipidios (SCRABLE et al.,
2009). Pacientes com DM tipo 2 também apresentam menor capacidade antioxidante, como a
reducdo da sintese da glutationa, outro fator que pode acarretar o dano no DNA (COLLINS et
al., 2014). Um estado de hiperglicemia pode reduzir o conteudo celular de glutationa e a
absorcdo de cistina, limitando a manutencéo dos niveis de glutationa (TACHI et al., 1998).
Embora haja evidéncias sobre o dano ao DNA e o DM tipo 2, ainda n&o se conhece
exatamente os mecanismos fisiopatoldgicos que estdo envolvidos no aumento do dano ao

DNA nesta patologia.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o dano ao DNA em pacientes com DM tipo 2 e sua associacdo com inflamacao,
oxidagdo proteica, disfuncdo endotelial, resisténcia a insulina e a ocorréncia de complicagdes
crénicas microvasculares, a fim de propiciar a melhor compreensdo do envolvimento destes

processos na fisiopatologia do DM tipo 2.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar o potencial diagnéstico do 8-OHdG urinério para a detecgdo das complicacGes
cronicas microvasculares nos pacientes com DM tipo 2;

- Investigar o perfil de biomarcadores oxidativo-inflamatérios e de disfuncdo endotelial
(AOPP, NOX, IL-1, IL-6, IL-10 e TNFa) nos pacientes do estudo;

- Avaliar o dano ao DNA, atraves do ensaio cometa e do marcador 8-OHdG urinério, nos
pacientes do estudo;

- Verificar a associacdo do dano ao DNA com as complicac¢fes crénicas microvasculares nos
pacientes com DM tipo 2;

- Investigar a associacdo do dano ao DNA com o processo inflamatorio, através da
mensuracao dos niveis de IL-1, IL-6, IL-10 e TNF-a nos pacientes do estudo;

- Determinar a associacdo do dano ao DNA com a disfuncdo endotelial, através da dosagem
dos niveis de NOx e albumina urinaria nos pacientes do estudo;

- Verificar a associacdo do dano ao DNA com a oxidacao proteica, através da mensuracdo dos
niveis de AOPPs nos pacientes do estudo;

- Investigar a associacdo do dano ao DNA com a resisténcia insulinica, através do indice
HOMA-IR;

- Avaliar a associa¢do do dano ao DNA com biomarcadores de alteragdes metabdlicas nos

pacientes do estudo.
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Abstract

Evidence has been presented recently that type 2 diabetes patients have an increased level of
DNA damage. This DNA damage could be associated with oxidative, inflammatory, and
endothelial biomarkers and could represent a possible indication of injury in the endothelium
and induction of inflammation in type 2 diabetes. To confirm this possible association, DNA
strand breakage was evaluated by use of the comet assay and its association with oxidative,
inflammatory, and endothelial biomarkers in type 2 diabetes patients. A case-control study
(30 healthy controls and 32 subjects with type 2 diabetes) was performed to evaluate the
association between DNA damage and NOx (nitrate/nitrite), interleukin-6 (IL-6), urinary
albumin, fasting glucose, and glycated hemoglobin (HbALc) levels. Type 2 diabetes patients
presented higher DNA damage than control subjects, higher levels of IL-6 and urinary
albumin, and lower NOx. Significant correlations between DNA damage and NOx (r=-0.303,
p =0.016), IL-6 (r= 0.845, p <0.001), urinary albumin (r= 0.496, p <0.001), fasting glucose
(r=0.449, p <0.001), and HbA;. (r= 0.575, p <0.001) were reported. Our findings showed an
increase of DNA damage in type 2 diabetes especially in those patients with poor glycemic

control and associations among NOX, IL-6 and urinary albumin levels with DNA damage.

Abbreviations: ROS, reactive oxygen species; NADPH, nicotinamide adenine dinucleotide
phosphatase; AGEs, advanced glycation end products; NO, nitric oxide; IL-6, interleukin-6;
BMI, body mass index; HbA;, glycated hemoglobin; NOX, nitrate/nitrite; PBS, phosphate
buffered saline.
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Introduction

Diabetes mellitus affects approximately 100 million people worldwide [1] and its
prevalence has been increasing [2]. Type 2 diabetes, characterized by the development of
insulin resistance, is the most common form of diabetes estimated to account for 80-90% of
the diabetes. The chronic hyperglycemia of diabetes is associated with long-term damage,
dysfunction, and chronic failure of different organs, especially eyes, kidneys, nerves, heart,
and blood vessels [3]. The mechanism by which diabetes leads to these complications is
complex, and not yet fully understood; however, it involves the direct toxic effects of high
glucose levels along with the impact of elevated blood pressure, abnormal lipid levels,
oxidative stress, chronic inflammatory condition, hypoxia, and ischemia [4,5,6].

Investigations suggest that oxidative stress plays a pivotal role in the pathogenesis,
progression, and complications of type 2 diabetes [7,8]. Oxidative stress has a systemic effect
which causes lipoperoxidation as well as important protein and DNA alterations leading to
cell dysfunctions. Moreover, it is strongly related to the increase of reactive oxygen species
(ROS) produced in various tissues under diabetic conditions. Several mechanisms, such as
non-enzymatic glycosylation reactions, electron transport chain in mitochondria, and
membrane-bound nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADPH) oxidase are
involved in diabetes ROS production [7].

Therefore, a crucial consequence of oxidative stress related to metabolic abnormalities
of diabetes is the mitochondrial superoxide overproduction in endothelial cells of both large
and small vessels as well as in the myocardium. This increased superoxide production causes
the activation of pathways involved in the pathogenesis of complications, such as polyol
pathway flux, increased formation of advanced glycation end products (AGEs), increased
expression of the receptor for AGEs and their activating ligands, activation of protein kinase
C isoforms, over activity of the hexosamine pathway, lesions in DNA including oxidized
bases, DNA strand breaks, and DNA-protein crosslink formation [9,10]. However, the role of
genotoxicity associated to the diabetic state needs to be investigated in more details. Although
previous studies described an association between DNA strand breaks using the DNA comet
assay test and type 2 diabetes [10-14], there is a need for studies investigating the association
between DNA strand breaks and oxidative, inflammatory and endothelial biomarkers in type 2
diabetes.

In addition, hyperglycemia has been shown to induce free radical release and reduce
free anti-oxidant defenses, both of which associated with endothelial dysfunction [15]. The

nitric oxide (NO) plays a central role in the pathogenesis of endothelial cell dysfunction when
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imbalanced [16]. Many of the metabolic derangements are known to occur in diabetes,
including hyperglycemia and insulin resistance, as well as to mediate abnormalities in
endothelial cell function by affecting the synthesis or degradation of NO [1]. The oxidative
stress is also responsible for the increase of the expression of proinflammatory cytokines,
chemokines and cell adhesion molecules [17], evidencing an inflammatory state. Interleukin-6
(IL-6) is a key regulator of the inflammatory response which stimulates the synthesis of
proteins of acute phase, such as C-reactive protein and fibrinogen [18]. Besides NO, the
urinary albumin is also a marker of endothelial dysfunction [19], and it is associated with an
increased cardiovascular morbidity and mortality in diabetic subjects [20]. Therefore, the
association between DNA damage and type 2 diabetes considering the influence of NO, IL-6,

urinary albumin, and other glycemic, lipid and biological biomarkers were investigated here.

Materials and methods
Study population

This case-control study included 62 volunteers enrolled in Santa Maria, Rio Grande do
Sul, Brazil. The subjects were divided into two groups: type 2 diabetic patients (n=32) and
healthy controls (n=30). Type 2 diabetes was diagnosed according to WHO criteria (FPG >
7.0mmol/L) [21]. Exclusion criteria to avoid unpredictable confounding were history of
malignancy, acute illness, fever, and infectious or liver diseases. This study protocol was
approved by the Local Research Ethics Committee (23081-018849/2007-67).

Clinical measurements

Anthropometric measurements with emphasis to clinical markers of adiposity were
obtained. Body mass index (BMI) was calculated by dividing the weight (kg) with height
(m?). Waist circumference (cm) was measured in average distance between the last rib and
iliac crest, around the navel. All patients answered to a clinical and epidemiological
assessment evaluating the practice of physical exercises, smoking, hypertension, and

treatment with statins and/or other drugs.

Laboratory assays

Blood samples were collected from all subjects after an overnight fast by venous
puncture technique into Vacutainer® (BD Diagnostics, Plymouth, UK) tubes with sodium
fluoride plus EDTA, EDTA or no anticoagulants. Specimens were routinely centrifuged at

2500 x g for 15 min at 4°C. Blood collected with sodium fluoride plus EDTA was used for
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measurement of fasting glucose. Plasma EDTA was used to assess DNA damage in comet
assay and glycated hemoglobin (HbA:.), while the serum was used to assess the levels of total
cholesterol, HDL cholesterol, triglycerides, creatinine, uric acid, IL-6, and nitrate/nitrite
(NOx). All subjects also collected an early morning urine sample for the assessment of
creatinine and urinary albumin. The results of urinary albumin were expressed as milligrams
of albumin per gram of creatinine as a tool to match the levels of albumin in accordance with
the concentration of urine [22]. Fasting glucose, total cholesterol, HDL cholesterol,
triglycerides, uric acid, creatinine, and urinary albumin were performed by use of standard
methods on Cobas MIRA® automated analyzer (Roche Diagnostics, Basel, Switzerland). LDL
cholesterol was estimated with the Friedewald equation [23]. Glomerular filtration rate (GFR)
was estimated by the Modification of Diet in Renal Disease (MDRD) equation [24]. For the
analysis of HbA;. the whole blood was used and its levels were measured by
immunoturbidimetric method on Cobas Integra 400 Plus® (Roche Diagnostics, Basel,
Switzerland). IL-6 was measured by capture ELISA according to the manufacturer
instructions (eBIOSCIENCE, San Diego, USA). Serum NOx was measured on Cobas MIRA®
by a method previously described and validated by Tatsch et al [25].

The comet assay has been developed as a means of detecting cellular DNA damage,
and it is generally used in a variety of fields, such as biological monitoring and genetic
toxicology [26]. The distance migrated by cellular DNA during electrophoresis directly
reflects the extent of DNA damage present. Therefore, we used this method to measure DNA
damage in lymphocytes isolated from control and type 2 diabetes patients. The alkaline comet
assay was performed as described by Singh et al [27] in accordance with the general
guidelines for use of the comet assay [28,29]. Lymphocytes were suspended in 0.7% low-
melting-point agarose and phosphate buffered saline (PBS) at 37°C and placed on
microscopic slides with a layer of 1% agarose. The slides were immersed in lysis solution at
4°C for 1h, and followed by electrophoresis at 25V, 300mA, for 40 min at steady temperature.
The slides were then silver-stained, as described by Nadin et al [30]. All steps, from sample
collection to electrophoresis, were conducted under yellow light to minimize the possibility of
cellular DNA damage. One hundred cells (50 cells from each of the two replicate slides) were
selected and analyzed. Cells were visually scored according to tail length and received scores
from O (no migration) to 4 (maximal migration). Therefore, the damage index for cells ranged
from O (all cells with no migration) to 400 (all cells with maximal migration). The comet
parameters analyzed were percentage of DNA in the comet tail and tail moment. The slides

were analyzed under blind conditions by at least two different individuals.
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Statistical analysis

Statistical analysis was performed using the SPSS statistical package, version 12.0
(SPSS, Inc., Chicago, IL). The continuous data were summarized as mean and standard
deviation (SD), and comparisons between groups were performed with Student’s t test. The
categorical data were summarized as percentages, and comparisons between groups were
performed with Chi-square test. Pearson correlation was assessed to evaluate the correlations
between the variables. Multivariate analysis was performed to investigate whether some
factors interfere in DNA tail damage by use of logistic regression analysis (Backward wald).
Statistical power calculation was performed for a significance level (alpha) of 0.05 (two-
tailed) and a statistical power >90% was observed. Statistical analyses were performed where

all p values were two-tailed, and p <0.05 was considered statistically significant.

Results

Baseline characteristics of study participants are described in Table 1. The mean
duration of diabetes in study patients was 10.7 + 6.6 years. Among diabetic patients, 9.4%
take insulin, 71.9% oral hypoglycemic agents, and 18.7% insulin plus oral hypoglycemic
agents. As expected, type 2 diabetes had significantly higher levels of fasting glucose and
HbA;. than control subjects. No significant differences were observed for total cholesterol,
HDL cholesterol, triglycerides, uric acid, and creatinine in the studied population. BMI, waist
circumference, LDL cholesterol, urinary albumin, and IL-6 were significantly higher in
subjects with type 2 diabetes, while NOx levels were significantly lower in this group.

As can be seen in Figure 1, type 2 diabetes group presented significantly higher DNA
damage than the control group. The percentile distribution of DNA damage was compared
between the two groups studied here (Figure 2). The 50 percentile of DNA tail damage in type
2 diabetes group was 72%, where 15 (46.9%) subjects had <70% of DNA tail damage and 17
(53.1%) had >70% DNA tail damage. However, no control subjects presented this percentage
of DNA tail damage. To evaluate which variables could be associated with higher DNA
damage in type 2 diabetes group, we performed an additional analysis considering two
categories, DNA tail damage <60% (n=08) and >60% (n=24). The 60% represents the 25
percentile of diabetic subjects were compared the potential association with glycemic,
anthropometric, lipid, oxidative, inflammatory, and endothelial biomarkers between the two

groups.
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The higher DNA tail damage presented a significant association with higher fasting
glucose levels (<60% = 6.3+1.9; >60% = 8.9+4.2 mmol/L, p=0.02) and total cholesterol
(<60% = 4.7+0.9; >60% = 5.6£1.4 mmol/L), p=0.05). Gender, smoking habit, insulin, and
statin treatment had no association with the higher DNA tail damage. In addition, significant
correlations were observed between DNA damage and fasting glucose, HbA;;, NOx, IL-6 and
urinary albumin in the studied population (Table 2). Multivariate analysis showed that the
association between DNA damage and type 2 diabetes was independent of gender, age and
smoking habit. However, this association was significantly influenced by other

cardiometabolic risk variables as obesity and dyslipidemia (Table 3).

Table 1
Table 2
Table 3
Figure 1
Figure 2

Discussion

The results of the present study indicated that DNA damage increased in patients with
type 2 diabetes, as shown previously [10,11,13]. However, this is the first report
demonstrating the association between DNA strand breakage in the comet assay with
oxidative, inflammatory, and endothelial biomarkers in patients with type 2 diabetes. The
comet assay possesses a number of advantages when compared to other DNA damage assays;
it is a relatively fast, simple and sensitive assay. In addition to the capability of this assay to
identify DNA damage at the single cell level, other significant advantages include its
sensitivity for detecting low levels of DNA damage, the requirement for only small numbers
of cells per sample, its ease of application and low cost, and the short time needed to perform
it. In addition, this assay is considered flexible since it can be used to evaluate various types
of DNA damage, and it is readily modifiable for adaptation to a variety of experimental
requirements [31].

Diabetes is characterized by chronic hyperglycemia; this condition is now recognized
as a major factor in the pathogenesis of diabetes complications [32]. An overproduction of
oxidants and/or a decrease in the defenses in type 2 diabetes are considered to cause oxidative
damage to lipids, proteins, and DNA. Chronic hyperglycemia is thought to induce generation

of free radicals by several mechanisms, such as glucose autoxidation, non-enzymatic
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glycation of proteins, activation of protein kinase C, increased polyol pathway, and
hexosamine pathway [33]. Oxidative stress not only damages cellular proteins, but also
significantly affects DNA and generates various base modifications [13]. Our results indicated
an association between type 2 diabetes and DNA damage, as previously reported [10]. The
comet analysis showed that the control group had the most compact DNA and maintained the
circular form of a normal nucleus, with no evidence of comet formation. In contrast, cells
from type 2 diabetes patients exhibited a distorted appearance, indicating substantial DNA
damage that may have been due to oxidative stress, according to our oxidative stress data and
those of another study [11], which revealed that patients with type 2 diabetes had higher
oxidative DNA damage than did control subjects.

Evidence has been presented that type 2 diabetes patients have an increased level of
oxidative DNA damage [33]; this fact was confirmed in our study, since the individuals with
type 2 diabetes had higher DNA damage than control subjects. According to our study, fasting
glucose is associated with DNA damage in patients with type 2 diabetes, as previous studies
[11,13], showing that lymphocyte DNA damage was significantly higher in type 2 diabetic
patients with poor glycemic. On the other hand, the variables gender, age, smoking habit,
insulin, and statin treatment are not associated with DNA damage in individuals with type 2
diabetes. We found significant positive correlations between DNA damage, fasting glucose
and HbA;.. Indeed, our data confirm the hypothesis that DNA damage may be among the
most important factors for the onset and/or further aggravation of diabetic complications in
poorly controlled diabetes [34].

Hyperglycemia promotes an increased oxidative stress and an imbalanced superoxide
which can also activate intracellular production of AGE precursors, leading to inflammation
and endothelial dysfunction [35]. In addition, endothelial dysfunction and accumulation of
modified LDL cholesterol promote an inflammatory vascular response may contribute
directly to DNA damage and, subsequently, the development of atherosclerosis [36]. In this
study, we observed higher levels of IL-6 and LDL cholesterol in type 2 diabetes patients,
which can reflect an atherosclerotic process. Moreover, we have shown a positive correlation
between DNA damage and IL-6. A higher quantity of circulating IL-6 induces insulin
resistance [37] and inflammatory mediators such IL-6 influence ROS production by NADPH
oxidase system. This system could be one of the mechanistic pathways linking inflammation
and impaired NO production, resulting in endothelial dysfunction [38]. Higher levels of
urinary albumin were found in type 2 diabetes patients. This finding may be due to the fact

that the acute deterioration of endothelial function, by reducing NO activity, causes an
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increase in urinary albumin [39], which is the possible cause of the DNA damage. We also
observed lower levels of NOx in type 2 diabetes patients and a significant negative correlation
between NOx and DNA damage. Therefore, it may be suggested that the lower bioavailability
of NO may contribute to an increase in DNA damage. During the oxidative stress, a large
amount of superoxide is produced in the vascular wall and it may inhibit NO-mediated
endothelial function by reacting with NO and producing peroxynitrite, a cytotoxic substance
[16].

In summary, we have shown an increase of DNA damage in type 2 diabetes, especially
in those patients with poor glycemic control. We also have demonstrated an association of
NOXx, IL-6 and urinary albumin levels with DNA damage, suggesting that type 2 diabetes
promotes the raise of oxidative stress, inflammation and endothelial dysfunction leading to
increased DNA damage in these individuals. However, further studies are required to

investigate this association in a larger population.
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Table 1. Characteristics baselines of the study patients

Parameters Control Type 2 diabetes p value
n 30 32 -

Age (years) 54.1+6.5 56.716.2 0.104
Male (%) 53.3 43.7 0.450
Hypertension (%) 0 65.6 <0.001
Smokers (%) 10.0 6.2 0.587
BMI (Kg/m?) 25.8+2.3 30.9+5.4 <0.001
Waist circumference (cm) 88.4+9.9 105.7+11.9 <0.001
Fasting glucose (mmol/L) 4.6£0.5 8.2+3.9 0.001
HbA¢ (%) 5.240.7 7.7£1.7 <0.001
Total cholesterol (mmol/L)  4.9+0.7 54+1.3 0.070
LDL cholesterol (mmol/L)  3.0+£0.7 3.6+1.1 0.014
HDL cholesterol (mmol/L) 1.2+0.4 1.0+0.3 0.080
Triglycerides (mmol/L) 1.4+0.5 1.5+0.5 0.517
Creatinine (umol/L) 88.9+£37.8 80.6£33.5 0.918
GFR (mL/min/1.73m?) 103.1+29.1 98.2+26.1 0.493
Uric acid (mmol/L) 0.24+0.08 0.26+0.01 0.253
Urinary albumin (mg/g 7.1+18.6 41.9£32.0 <0.001
creat)

IL-6 (pg/mL) 13.245.1 77.7+19.4 <0.001
NOXx (umol/L) 118.9451.3 80.9+39.4 0.002

Data are expressed as mean and SD or percentages. BMI, body mass index.
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Table 2. Pearson correlation coefficients between DNA damage and biological parameters in

type 2 diabetes

Parameters r p value
Fasting glucose 0.449 <0.001
HbA. 0.575 <0.001
Urinary Albumin 0.496 <0.001
NOx -0.303 0.016

IL-6 0.845 <0.001

Table 3. Multivariate analysis of DNA damage levels considering biologic and

cardiometabolic risk factors

Variables Wald p value
Analysis 1

DNA damage 4.434 0.035
Gender 0.155 0.694
Age 0.173 0.678
Smoking habit 0.000 0.983
Analysis 2

DNA damage 0.000 0.997
Hypertension 0.000 0.986
Obesity 3.118 0.070
Dyslipidemia 4.552 0.033

Analysis 1 included sex, age and smoking habit; Analysis 2 included hypertension, obesity
and dyslipidemia that are considered as metabolic syndrome parameters.
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Figure 1. DNA tail damage (%) comparison between control and diabetics subjects. (A)
Comet image of blood cells showing nucleus without damage, and the nucleus with different
damage levels. (B) DNA tail damage level(%); (C) DNA tail damage level 2 (%); (D) DNA
tail damage level 3 (%); (E) DNA tail damage level 4 (%). Student’s t test analysis showed
that diabetics presented significant higher DNA tail damage in all levels than control subjects.
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subjects. The 50 percentile in control group was 12% whereas in the diabetic group was 72%
of DNA tail damage.
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Abstract

Urinary markers of nucleic acid oxidation may be useful biomarkers in diabetes. It has been
demonstrated that T2DM patients have an increased level of oxidative DNA damage;
however, it is unclear whether increased DNA damage may be related to a greater degree of
inflammation and insulin resistance. Thus, the aim of this present study was to investigate the
relation of the impact of oxidative DNA damage, assessed by urinary 8-OHdG, on the levels
of inflammatory cytokines, as well as insulin resistance. In addition, we also investigated the
diagnostic ability of urinary 8-OHdG in the identification of microvascular complications in
T2DM.A case-control study, enrolling 22 healthy controls and 54 subjects with T2DM, was
performed to evaluate the relation between oxidative DNA damage and interleukin-6 (IL-6),
IL-1,tumor necrosis factor-alpha (TNF-a), IL-10, and Homeostasis Model Assessment
(HOMA-IR) index. T2DM patients presented higher urinary 8-OHdG, IL-6, IL-1, TNF-a
levels and HOMA-IR, and lower IL-10 levels than control subjects. Moreover, urinary 8-
OHAdG levels were significantly higher in the group T2DM with microvascular complications
when compared to the without complications. The areas under the curve for urinary 8-OHdG
and urinary albumin were, respectively, 0.836 (P<0.001) and 0.786 (P= 0.002). Thus, urinary
8-OHdG has a slightly higher ability to discriminate microvascular complications in T2DM
compared with urinary albumin. It was also demonstrated that T2DM patients with higher
median of urinary 8-OHdG had significantly elevated levels of IL-6, TNF-a and HOMA-IR,
and decreased IL-10 levels. Our findings showed that T2DM patients with higher urinary 8-
OHdG levels showed a greater inflammatory degree and higher insulin resistance. It is
possible to speculate that T2DM patients present a cascade of events as increasing metabolic
abnormalities such as insulin resistance and inflammatory activation, as well as increased

ROS generation factors that may contribute directly to greater oxidative DNA damage.

Keywords: Type 2 diabetes, DNA damage, inflammation, insulin resistance.
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1. Introduction

Type 2 diabetes mellitus (T2DM) is a prevalent metabolic disease, which often bring
with it a substantial impact on morbidity, mortality, and health care costs [1]. Hyperglycemia,
awell-recognized pathogenic factor of complications in diabetes mellitus (DM) [2], not only
gives rise to reactive oxygen species (ROS), but also induces an inflammatory process, with
immune dysregulation including altered levels of cytokines [3]. Therefore, oxidative stress
and tissue inflammation have been considered to be a common pathogenic factor for the
development of diabetic complications [4]. Excessive production of ROS may damage lipids,
proteins and nucleic acid, leading to apoptosis and cell mutations. As a result, the DNA is
frequently damaged and oxidatively modified [5]. In this context, ROS may cause strand
breaks in DNA and base modifications. This may include the oxidation of guanine residues to
8-hydroxydeoxyguanosine (8-OHdG), present in mitochondrial and nuclear DNA, which is
the most often measured DNA lesion [6]. Additionally, urinary 8-OHdG has been commonly
utilized as a sensitive biomarker of oxidative DNA damage and it indicates the total oxidative
stress in vivo [7]. Previous studies have suggested that urinary markers of DNA oxidation may
be useful biomarkers in T2DM and prediabetes, as well as for the investigation of progression
of diabetes complications [8,9]. Furthermore, urinary albumin is also associated with the
pathogenesis of diabetes and its complications, has been used to detect of kidney and vascular
damage [10,11]. However, limitations in the utilization of urinary albumin as a biomarker to
detect complications of DM should be taken into consideration [11]. Thus, structural
alterations in the glomerular basement membrane can appear before the detection of albumin
urinary [12]. In addition, it is known that the accumulation of 8-OHdG can lead to a
dysregulation of the immune system, due the excessive generation of free radicals [5]. Indeed,
the relation between the diabetes and DNA damage is evident, especially in those patients
with poor glycemic control, as reported previously by our team [13]. However, the influence
of genotoxicity on the inflammatory state in diabetes must be assessed in more detail, since it
is unclear whether increased DNA damage may be related to a greater degree of inflammation
and insulin resistance. Thus, it is important to investigate the relation between oxidative DNA
damage with key mechanisms enrolled in T2DM, such as the immune dysregulation and
insulin resistance.

There are several studies indicating that diabetic subjects show an increase in ROS
generation and oxidative stress biomarkers, as well as a decrease in antioxidant defenses
[2,3,14]. It is known that proteins are likely to be the main targets of ROS, possibly as a
consequenceof their high overall abundance in biological systems, and their rapid rates of
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reaction with many oxidants [15]. In this context, advanced oxidation protein products
(AOPP) are defined as dityrosine-containing cross-linked protein products and are considered
as reliable markers for the measurement of protein damage [16]. AOPP also play animportant
role in the pathophysiological process, since this biomarker may activate inflammatory cells
[17]. It is important to note that the ROS generation could be a possible consequence of the
production and release of interleukins, which have been known for their contribution in
inducing B-cell dysfunction causing to insulin resistance and dysregulation of the immune
system assigned in T2DM [14]. It is recognized that pro-inflammatory cytokines such as
interleukin-6 (IL-6), interleukin-1 (IL-1) and tumor necrosis factor-alpha (TNF-a) have
numerous metabolic activities and contribute for the development of diabetes complications,
whereas the anti-inflammatory cytokines such as interleukin-10 (IL-10) provide protection
against such pro-inflammatory events [18].

Considering that T2DM patients present DNA damage and an accentuated
inflammatory process, the aim of this present study was to investigate the association between
the oxidative DNA damage assessed by urinary 8-OHdG and the levels of pro and anti-
inflammatory cytokines, as well as insulin resistance. In addition, we also investigate the
diagnostic ability of urinary 8-OHdG in the identification of microvascular complications in
T2DM.

2. Materials and methods
2.1. Study population

This case—control study included 76 volunteers enrolled in Santa Maria, Rio Grande
do Sul, Brazil. The subjects were divided into two groups: T2DM (n = 54) and healthy
controls (n = 22). T2DM was diagnosed according to ADA criteria (FPG >7.0 mmol/L) [10].
Among the T2DM group, thirty had microvascular complications. Exclusion criteria to avoid
unpredictable confounding were a history of malignancy, acute illness, fever, and infectious
or liver diseases. This study protocol was approved by the Local Research Ethics Committee
(12303113.0.0000.5346).

2.2. Clinical measurements

Anthropometric measurements with emphasis on clinical markers of adiposity were
obtained. Body mass index (BMI) was calculated by dividing the weight (kg) by height (m?).
The clinical diagnosis of diabetic kidney disease (DKD) was based on the detection of urinary

albumin in a random urine sample of urinary albumin excretion of more than 30 mg/g of
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creatinine in two out of three random urine samples collected in within a six month period
[10]. Diabetic retinopathy (DR) was diagnosed through fundoscopic examination using an
ophthalmoscope [10]. Diabetic polyneuropathy (DPN) was assessed on light touch/pressure
perception using a 10 g monofilament and afterwards applied to the plantar surface of the
hallux and centrally at the heel of both feet. The filament was positioned perpendicular to the
skin and pressure was applied up to the point where the filament buckles with a contact time
of 2 sec. Patients we questioned with “yes or no” in order to identify if the monofilament
stimulus was perceived. The capacity to correctly detect the monofilament in six trials on both
locations was defined as normal, whereas the lack of perceiving the monofilament correctly in
one or more trials was defined as disturbed [10,19]. All patients answered to a clinical and
epidemiological assessment evaluating the practice of physical exercises, smoking,

hypertension, and treatment with statins and/or other drugs.

2.3. Laboratory assays

Blood samples were collected from all subjects after an overnight fast by venous
puncture technique into Vacutainer® (BD Diagnostics, Plymouth, UK) tubes with sodium
fluoride plus EDTA, EDTA or no anticoagulants. Each patient also provided an early morning
urine sample for biochemical analysis. Blood samples were routinely centrifuged at 2500 x g
for 15 minutes at 4°C. Blood collected with sodium fluoride plus EDTA was used for
measurement of fasting glucose. Plasma EDTA was used to assess AOPP levels, the total
blood was used to determine the concentrations glycated hemoglobin (HbA1.), while the
serum was used to evaluate the levels of insulin, total cholesterol, HDL cholesterol, LDL
cholesterol, triglycerides, urea, creatinine, albumin, uric acid, TNF-a, IL-1, IL-6, and IL-10.
Urine samples were used for the assessment of creatinine, urinary albumin and 8-OHdG.
Fasting glucose, insulin, total cholesterol, HDL cholesterol, LDL cholesterol, triglycerides,
uric acid, albumin, urea, creatinine, and urinary albumin were performed by use of standard
methods on Cobas MIRA® automated analyzer (Roche Diagnostics, Basel, Switzerland).
Urinary 8-OHdG was measured using ELISA kit (Trevigen®, Helgerman, Gaithersburg,
USA). Inflammatory cytokines quantification was assessed by ELISA using commercial Kits
for human TNF-a, IL-1, IL-6 and IL-10 (R&D Systems Inc®, Minneapolis, Minnesota, USA).
All assays were conducted according to the manufacturer’s instructions. HbA;. was measured
using chromatographic methods in D10® automated analyzer (BioRad, California,
USA).Insulin was determined using a Cobas 6000® automated analyzer (Roche Diagnostics,

Mannheim, Germany). AOPP levels were measured on Cobas MIRA® by a method
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previously described by Hanasand et al. [20]. The results of urinary albumin were expressed
as milligrams of albumin per gram of creatinine as a tool to match the levels of albumin in
accordance with the concentration of urine [21]. The glomerular filtration rate (GFR) was
estimated by the Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration (CKD-EPI) equation
[22]. To verify the insulin resistance, the Homeostasis Model Assessment (HOMA-IR) index
was calculated using the following formula: [fasting glucose (mmol/L)/fasting insulin
(mIU/L)/22.5] [23].

2.4. Statistical analysis

Distribution of variables was tested using the Kolmogorov-Smirnov test. Data are
presented as mean + standard deviation (SD) for parametric variables and median and
interquartile range (IQR) for nonparametric variables. Categorical data are summarized as
percentages, and comparisons between groups were performed with the chi-square test.
Statistical differences between groups were evaluated by the Mann-Whitney test or Student’s
t-test. The T2DM group was stratified according to the median urinary 8-OHdG in order to
assess the relationship of the DNA damage with other biomarkers. The receiver operating
characteristics (ROC) curve was performed to quantify the overall ability of urinary 8-OHdG
to discriminate between those T2DM patients with microvascular complications and those
without microvascular complications. The Z statistic was performed to compare the areas
under the ROC curve obtained for urinary albumin and urinary 8-OHdG. Multiple linear
regression was performed to investigate whether some factors interfere with oxidative DNA
damage. Statistical significance was assumed at P< 0.05. Data were analyzed using GraphPad
Prism® version 4.00 for Windows (GraphPad Software, San Diego, CA), Statistical Package
for Social Sciences®, version 17.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) and MedCalc® version
13.0.6.0 (MedCalc Software, Ostend, Belgium).

3. Results

The baseline characteristics and biochemical variables of study subjects are
summarized in Table 1. The mean duration of diabetes of study patients was 14.7 + 1.4
years. Among diabetic patients, 38.8% took insulin, 88.8% oral hypoglycemic agents, and
29.6% insulin plus oral hypoglycemic agents. Overall, thirty T2DM patients had
microvascular complications, 12.9% presented DKD, 24.0% had DPN, and 22.2% showed
DR. Fasting glucose, fasting insulin, HbA;;, HOMA-IR, HDL cholesterol, urinary albumin,
urinary 8-OHdG, AOPP, TNF-a, IL-1, and IL-6 were significantly higher in T2DM patients
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when compared to no diabetic subjects. The IL-10 and GFR were significantly lower in
T2DM patients compared with healthy controls. In addition, no statistically significant
differences for total cholesterol, LDL cholesterol, triglycerides, albumin, uric acid, or
creatinine were observed among the groups. No differences in BMI, age, gender, or
proportion of smokers were detected between the groups, except for the proportion of
hypertensive in T2DM compared to healthy controls.

In addition, areas under the curve for urinary 8-OHdG and urinary albumin were,
respectively, 0.836 (95% CI, 0.711 to 0.933, P<0.001) and 0.786 (95% CI, 0.608 to 0.864, P=
0.002).Thus, both urinary 8-OHdG and urinary albumin have the ability to discriminate
microvascular complications in T2DM. However, urinary 8-OHdG has a slightly higher
ability to discriminate microvascular complications in T2DM compared with urinary albumin,
as shown in Figure 1, although there is no difference between areas under the curve (Z
statistic = 0.631, P = 0.528). At a cut-off value of 20 ng/mL, urinary 8-OHdG demonstrated a
sensitivity of 90.0% and a specificity of 71.4% for the evaluation of microvascular
complications. At a cut-off value of 8.46 mg/g creatinine, urinary albumin demonstrated a
sensitivity of 70.0% and a specificity of 86.2%.

Moreover, the urinary 8-OHdG concentrations were significantly higher in the T2DM
group with microvascular complications when compared to the group without complications,
respectively (30.1 £ 1.8 vs. 20.7 £ 2.0 ng/mL; P= 0.001, Figure 2). Interestingly, when we
stratified the T2DM group according to the median of urinary 8-OHdG, diabetic patients with
higher median of this biomarker (>23.0 ng/mL) had significantly elevated levels of fasting
glucose, HbA;c, urinary albumin, HOMA-IR, AOPP, and inflammatory cytokines, such as
TNF-a and IL-6, while IL-10 levels were significantly lower in this group. However, although
the serum levels of IL-1 having given a tendency to increase in the group with higher median
urinary 8-OHdG, no significant difference was verified when compared with the group with
lowest median of urinary 8-OHdG (< 23.0 ng/mL) (Table 2). Multiple linear regression
showed that the association between oxidative DNA damage and T2DM was independent of
BMI, hypertension and HDL cholesterol (Table 3).

4. Discussion

The results of the present study indicated that oxidative DNA damage is increased in
T2DM, as shown previously [5-7,24]. However, the link between DNA damage, oxidative
stress and inflammation in the diabetes is still not totally clear [25]. Thus, to our knowledge,

there are no studies associating oxidative DNA damage, through the urinary 8-OHdG levels,
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with inflammatory biomarkers and insulin resistance in T2DM. In this context, studies are
important to confirm and clarify the relation of the role of genotoxicity and inflammatory
cytokines in diabetes. The importance of this study is to provide a better understanding of the
metabolic abnormalities of this pathology and relate to DNA damage and inflammation. In
this study, we demonstrated a strong relationship between the inflammatory system and
oxidative DNA damage in T2DM. Thus, we speculated that an inflammatory imbalance in the
organism can lead to an increase of this damage. Therefore, we hypothesized that modulation
of the inflammatory process may be a potential tool to counteract the DNA damage in
diabetes. In addition, the inflammatory process, increased ROS generation and, oxidative
DNA damage may be intrinsically linked with the incidence and the progression of diabetes,
and also provides an important role for diagnosing and monitoring diabetes. In this context,
we demonstrated that higher urinary 8-OHdG concentrations are associated with
microvascular events in T2DM, and that urinary 8-OHdG presented a satisfactory
performance in the ROC curve.

Hyperglycemia, often found in diabetic subjects, causes increased flux of glucose and
other sugars through the activation of polyol pathway, glycation of proteins and the
autoxidation of glucose. These processes accelerate the formation of free radicals and can
damage nucleic acids, as DNA [26]. ROS elevation enables the formation of purine and
pyrimidine-derived lesions in DNA [27]. In addition,some evidence demonstrated that urinary
markers of DNA oxidation could be potential biomarkers in T2DM [8]. Urinary excretion of
markers of oxidative stress, such 8-OHdG, has also been linked to T2DM and associated with
complications; however, the sensitivity and specificity of this biomarker needs to be
compared with urinary albumin [11]. It was observed in this study that both urinary 8-OHdG
and urinary albumin have the ability to discriminate microvascular complications, but urinary
8-OHdG demonstrated a slightly higher ability to distinguish microvascular complications in
T2DM compared with urinary albumin, although there is no difference between areas under
the curve. Thus, we are suggesting that the measurement of urinary 8-OHdG, combined with
urinary albumin, may contribute to the investigation of microvascular complications in
T2DM.

Our results indicated a relation between T2DM and oxidative DNA damage, as
previously reported [7,25,28]. Here, we showed that T2DM patients with microvascular
complications have increased urinary 8-OHdG levels compared with those without
complications. These data suggest that this biomarker is a useful marker of microvascular

complications in T2DM patients and that increased oxidative stress may indicate an important
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role in the progression of diabetic complications [25]. In this context, Serdar et al. evaluated
the urinary 8-OHdG levels in T2DM patients with and without DKD. No significant
difference was demonstrated in urinary 8-OHdG levels between these study groups. Thus,
urinary 8-OHdG is not an advantageous clinical marker, compared with urinary albumin, to
predict the development of DKD [29]. However, our study is in agreement with several other
studies, which demonstrate that 8-OHdG presents a diagnostic ability to discriminate DKD,
thereby, it is considered a sensitive and useful clinical biomarker [6,7]. Additionally, the
relationship between urinary 8-OHdG concentrations and the severity of the retinal lesions in
patients with DR was previously investigated. Among the patients with DM, those with
proliferative DR had significantly higher urinary 8-OHdG levels than those with
nonproliferative DR. Thus, it was proposed that this marker can help in the early diagnosis
and treatment of patients with DR [30]. On the other hand, Nishikawa et al. demonstrated that
8-OHdG is an advantageous biomarker of not only microvascular but also macrovascular
complications in T2DM patients [28]. The progression of these diabetic complications can be
explained through a possible mechanism, which lies in the fact that DNA damage-induced
senescence cells may contribute to metabolic stress, inducing to the telomere dysfunction [31-
33]. Furthermore, 8-OHdG present in the mitochondrial and nuclear DNA is released into the
blood and urine following its removal from DNA by the repair enzyme [6].

Diabetic patients, especially the ones with poor glycemic control, present increasing
amounts of ROS, which may cause oxidative DNA damage [5,34]. Recently, our team
showed that individuals with T2DM had higher DNA damage than control subjects, using the
comet assay [13]. Also, that fasting glucose levels and HbA;; was positively associated with
DNA damage. In the present study we showed that the fasting glucose and HbA are related
to oxidative DNA damage in patients with T2DM, as in previous studies [7,35], that showed
oxidative DNA damage was significantly higher in T2DM patients with poor glycemic
control. Indeed, our data confirm the hypothesis that DNA damage may be among the most
relevant causes of the progression of diabetic complications in uncontrolled diabetes [36]. On
the other hand, the variables gender, age, smoking habit, hypertension, statin treatment, and
BMI are not associated with oxidative DNA damage in individuals with T2DM.

Several hypotheses have established T2DM as an inflammatory disease [37]. T2DM is
associated with chronic activation of the innate immune system. In addition, inflammatory
and immune markers can distinguish the stages of diabetes (early preclinical and clinical
stages), as well as the complications and progression of this pathology [38]. It has been

proposed that besides inflammatory process, T2DM is also characterized by insulin resistance
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in pancreatic islets [39]. In the present study, we observed higher levels of HOMA-IR index
and pro-inflammatory cytokines such IL-6, IL-1, and TNF-o in T2DM patients, as well as
lower levels of the anti-inflammatory cytokine IL-10. Thus, our results corroborate previous
studies that showed that metabolic abnormalities and insulin resistance provoke tissue specific
inflammation in T2DM patients [18,40-43]. Under these circumstances, pro-inflammatory
cytokines may lead to insulin resistance in B-cell, while anti-inflammatory cytokines may
neutralize these deleterious effects. This suggests that an imbalance between these two classes
of cytokines may have an important function in T2DM [44].

Inflammatory events play an important role in the physiopathogenesis of T2DM. The
events initiating this inflammatory process remain unclear and could possibly include
different mechanisms that influence the activation of nuclear factor-kB (NF-kB) and N-
terminal kinase (JNK) pathways, cytokines release, and recruitment of immune system cells
[37], factors that may contribute directly to oxidative DNA damage. Interestingly, our study
showed that oxidative DNA damage has a relationship with the inflammatory process and
insulin resistance in T2DM. Thus, our results demonstrated that diabetic patients witha higher
median of urinary 8-OHdG have elevated levels of pro-inflammatory cytokines such as TNF-
a, IL-6, and IL-1 and also HOMA-IR index, while IL-10 levels were lower in this group. We
speculated that the increased urinary 8-OHdG in T2DM might have resulted not only from the
increased systemic oxidative stress, but also from the inflammatory process. In this context, it
was verified that TNF-a decreased the tyrosine kinase activity of the insulin receptor, thereby
increasing insulin resistance [45]. Associated to that, a higher quantity of circulating IL-6
induces insulin resistance [40], cellular death in B-cell together with other inflammatory
cytokines, such as IL-1 [14,43,46], which may be the cause of the DNA damage. Inversely,
the IL-10 plays a central anti-inflammatory activity by inhibiting the production of
inflammatory cytokines, including TNF-a and IL-6. Thus, decreased levels of IL-10 have
been linked to an inflammatory response in T2DM patients along with a reduced tyrosine
kinase activity of insulin receptors, processes which may be linked to higher oxidative DNA
damage [42,47]. Taken together, the DNA damage provoked in T2DM may be clarified by the
overactivation of the inflammatory pathways, contributing to increase of ROS generation
[48]. In addition, this study also demonstrated that diabetic patients with higher median of
urinary 8-OHdG have elevated levels of AOPP. AOPP are formed during oxidative stress by
the action of chlorinated oxidants, mainly hypochlorous acid (HOCI) and chloramines
produced by myeloperoxidase in activated neutrophils [17]. In particular, AOPP are also

considered as pro-inflammatory mediators [49]. Thus, in T2DM patients, myeloperoxidase
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can be continuously activated, leading to an increase of HOCI and the accumulation of
plasmatic AOPP [15,50,51], and may contribute directly to oxidative DNA damage.
Accordingly, the HOCI can damage all four nucleotides in vivo and provokes several of
molecular modifications [52].

In summary, we have shown that the urinary 8-OHdG is considered a reliable
biomarker for evaluating oxidative DNA damage in T2DM and can be utilized in the
diagnosis of microvascular complications in T2DM. We demonstrated that T2DM patients
with higher urinary 8-OHdG concentrations showed a greater degree of inflammation and
higher insulin resistance. It is possible to speculate that T2DM patients present a cascade of
events that include increasing metabolic abnormalities such insulin resistance and
inflammatory activation, as well as an increased ROS generation factors that may contribute
directly to greater oxidative DNA damage. However, further studies are required to

investigate this relationship in a larger population.
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Table 1. Baseline characteristics and biochemical parameters of the study population.
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Control T2DM P-value
Age (years) 61.5+2.3 599+1.8 0.628
Male (%) 36.3 33.3 0.796
Microvascular complications (%) 0 55.5 <0.001
Hypertension (%) 72.2 18.1 <0.001
Smokers (%) 4.5 14.8 0.271
BMI (Kg/m?) 28.0+1.1 32.9+1.2 0.014
Fasting glucose (mmol/L) 47x0.1 8505 <0.001
Fasting insulin (pmol/L) 43.4 (16.9-75.6) 81.6 (22.8-147.8) 0.034
HbA (%) 5.7 (4.6-5.9) 7.7 (6.2-9.1) <0.001
HbA;. (mmol/mol) 35.0 (26.2-37.2) 56.8 (40.4-72.6) <0.001
HOMA-IR 1.6 (1.0-2.2) 3.8(2.2-9.1) <0.001
Total cholesterol (mmol/L) 46+0.2 45+0.1 0.881
LDL cholesterol (mmol/L) 25%0.2 2.5+0.09 0.985
HDL cholesterol (mmol/L) 1.8+0.2 1.3+0.05 <0.001
Triglycerides (mmol/L) 1.7+0.1 16+0.1 0.773
Albumin (g/L) 37.8+8.38 3791238 0.915
Uric acid (mmol/L) 0.3(0.2-0.4) 0.3(0.1-0.4) 0.197
Creatinine (umol/L) 75.5 (54.8-92.3) 79.5 (53.0-101.7) 0.106
GFR (mL/min/1,73 m?) 93.6+4.8 78.8+3.1 0.025
Urinary albumin (mg/g creat) 3.9 (0.4-8.7) 7.8 (2.3-17.5) 0.026
Urinary 8-OHdG (ng/mL) 13.0+0.6 25.9+1.4 <0.001
AOPP (umol/L) 52.8+6.9 73.5+4.8 0.020
IL-10 (pg/mL) 81.5+6.0 63.6 4.2 0.018
TNF-a (pg/mL) 83.5 (70.0-212.0) 182.5(151.8-216.3) 0.019
IL-1 (pg/mL) 117.0 (52.0-185.0) 160.0(147.0-222.0) 0.026
IL-6 (pg/mL) 152.9+19.2 200.8 £13.0 0.049

Data are expressed as percentages, mean and SD or median and interquartile ranges.
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Table 2. Inflammatory, biological biomarkers and insulin resistance index according to the
median of urinary 8-OHdG in T2DM patients

8-OHdG 8-OHdG P-value
(£23.0 ng/mL) (> 23.0 ng/mL)
n 28 26
Fasting glucose (mmol/L) 6.7 (6.2-8.3) 8.2 (6.8-11.1) 0.035
HbA (%) 74+03 84+04 0.046
Urinary albumin (mg/g creat) 6.1 (4.7-7.8) 12.2 (6.5-21.1) 0.012
HOMA-IR 2.5 (1.6-6.2) 4.4 (3.6-14.3) 0.025
AOPP (umol/L) 61.5+19 88.8£10.2 <0.001
IL-1 (pg/mL) 150.2 £ 13.6 179.0 £ 14.3 0.151
IL-6 (pg/mL) 158.9 + 13.8 203.5+16.2 0.042
IL-10 (pg/mL) 95.1+11.1 66.4+7.0 0.036
TNF-o (pg/mL) 158.8+ 115 198.2 £ 155 0.047

Data are expressed as mean and SD or median and interquartile ranges.

Table 3. Multiple linear regression of oxidative DNA damage as a dependent variable

adjusting for BMI, hypertension and HDL cholesterol.

b SEy t P-value
T2DM (nolyes) 11.953 3.180 3.759 <0.001
Characteristics of the patients
BMI (Kg/m?) 0.018 0.155 0.116 0.908
Hypertension (no/yes) -0.701 2.886 -0.243 0.809
Lipids
HDL cholesterol (mmol/L) -1.398 1.776 -0.787 0.434

Regression coefficients (b), standard error of b (SEp), and t statistic with corresponding P-

value.
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Figure 1. ROC curves of urinary 8-OHdG and urinary albumin in the assessment of
microvascular complications. Areas under the curve for urinary 8-OHdG and urinary albumin
were 0.836 (95% CI, 0.711 to 0.933, P < 0.001) and 0.786 (95% CI, 0.608 to 0.864, P =
0.002), respectively. The difference between areas was 0.050 (Z statistic = 0.631, P = 0.528).
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Figure 2. Urinary 8-OHdG levels in T2DM patients with microvascular complications and
T2DM patients without complications. Data are presented as mean + standard deviation. *P =
0.001.
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5 DISCUSSAO

O DM tipo 2 é um disturbio metabdlico prevalente presente em cerca de 90% a 95%
dos pacientes com DM (ADA, 2016). Representa um dos mais importantes problemas de
salde puablica, uma vez que sua prevaléncia tem atingido proporcbes epidémicas e as
projecdes sdo preocupantes (IDF, 2015). Diversos mecanismos fisiopatoldgicos estdo
associados ao DM tipo 2, como glicotoxicidade, lipotoxicidade, estresse do reticulo
endoplasmatico, disfuncdo endotelial, estresse oxidativo e processo inflamatorio, podendo
resultar em danos em diversas macromoléculas, sendo o DNA o principal alvo (AKASH et
al., 2013). Estes mecanismos também estdo relacionados com o aparecimento e/ou evolugédo
das complicacdes cronicas desta patologia (BANSAL et al., 2013; SANTILLI et al., 2015).
No entanto, muitos destes mecanismos fisiopatoldgicos relacionados com o aumento do DNA
danificado no diabetes precisam ser elucidados. Por este motivo, primeiramente investigamos
a associacdo entre as quebras nos filamentos de DNA, através do ensaio cometa, com
biomarcadores oxidativos, inflamatdrios e endoteliais em pacientes com DM tipo 2. Para o
nosso conhecimento, este foi o primeiro estudo que avaliou nesta doenca a associa¢do da
ruptura dos filamentos do DNA com o desequilibrio oxidativo e inflamat6rio, bem como com
a disfuncédo endotelial.

No Artigo I, foi demonstrado que pacientes diabéticos tipo 2 apresentaram maior dano
ao DNA, detectado através do ensaio cometa, quando comparados com individuos controle
presumidamente saudaveis. Este ensaio apresenta vantagens em comparacdo com outros testes
que avaliam o dano ao DNA, como rapidez, simplicidade e sensibilidade, além de ser
considerado o padrdo-ouro em estudos de toxicogenética (LIMA et al., 2008; LIAO et al.,
2009). Também foi verificado nestes pacientes diabéticos uma correlacdo positiva entre o
dano no DNA e os niveis de HbA;., corroborando com estudos anteriores que reportaram que
no DM tipo 2 descompensado ha um aumento no dano ao DNA (LODOVICI et al., 2008;
SLIWINSKA et al., 2008; IBARRA-COSTILLA et al., 2010). Este aumento na fragmentacao
de DNA pode ser devido a hiperglicemia, que expde o organismo aos efeitos deletérios pro-
oxidativos (KOMOSINSKA-VASSEV et al., 2005; SLIWINSKA et al., 2008; IBARRA-
COSTILLA et al., 2010), através da ativacdo de vias principais e alternativas, como auto-
oxidacgéo da glicose, producdo de AGEs e via do poliol (YANG et al., 2011). Estes processos
aceleram a formacédo de EROs e, consequentemente, podem danificar o DNA (SLIWINSKA
et al., 2008).
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Também foi demonstrado neste estudo uma associacdo entre o dano ao DNA com
biomarcadores como NOX, IL-6 e albumina urinria em pacientes diabéticos tipo 2. Esta
associacdo pode ser decorrente do aumento do estresse oxidativo, inflamagédo e disfuncao
endotelial verificada no DM (BHATIA et al., 2003; DONNE et al., 2006; SAXENA et al.,
2013; SENA et al., 2013). Neste contexto, o estresse oxidativo pode ser o responsavel pela
disfuncdo endotelial, através da reducdo da biodisponibilidade do NO endotelial (ZHANG,
2008; ZHAO et al., 2015), além da ativacdo de varios mediadores inflamatorios, como a IL-6
(DONATH e SHOELSON, 2011). Além disso, a hiperglicemia promove um aumento do
estresse oxidativo e um desequilibrio no sistema antioxidante, além de uma ativacdo na
producdo de AGEs, levando a um processo inflamatorio e a disfuncdo endotelial, estando
estas vias envolvidas de forma importante na fragmentacdo do DNA (BROWNLEE, 2005).
Neste estudo, observamos gue os nhiveis de IL-6, albumina urinéria e LDL colesterol foram
significativamente maiores nos diabéticos tipo 2, enquanto que os niveis de NOx foram
significativamente menores neste grupo. Assim, podemos afirmar que a disfuncdo endotelial,
juntamente com moléculas de LDL colesterol, podem desencadear uma resposta vascular
inflamatdria, podendo contribuir para o aumento da fragmentacdo do DNA no DM através da
via NF-kB (ZOZULINSKA e WIERUSZ-WYSOCKA, 2006). Consequentemente, estes
fatores desempenham um importante papel no desenvolvimento da aterosclerose
(ANDREASSI e BOTTO, 2003; PARK et al., 2014). Além disso, a disfuncdo endotelial
devido principalmente a reducdo da atividade do NO pode estar associada com o aumento da
albumina urinaria (OTT et al., 2011; PARK et al., 2014), podendo contribuir para o aumento
do dano ao DNA no DM. Ainda em relacdo a disfuncdo endotelial, o0 O, produzido nas
paredes vasculares pode inibir a fungdo do NO que reage com o primeiro, formando OONO"
(ZOU et al., 2004). Esta substancia citotoxica produzida pode ser a responsavel pelo aumento
da fragmentacdo do DNA no diabetes. De acordo com 0s nossos resultados do Artigo I, o DM
tipo 2 é uma desordem caracterizada por um aumento no processo inflamatério, estresse
oxidativo, bem como uma disfuncdo endotelial, podendo ser estes 0s possiveis fatores
responsaveis pelo aumento na fragmentacdo do DNA.

No segundo estudo foi avaliada a associacdo entre o dano oxidativo ao DNA, através
dos niveis urinarios de 8-OHdG, com os niveis de citocinas pro-inflamatorias e anti-
inflamatoria, bem como com a resisténcia insulinica. Além disso, este estudo também se
propds a investigar a capacidade diagndstica do 8-OHdG urinério na identificacdo de
complicagdes crénicas microvasculares. Crescentes evidéncias demonstram que marcadores

da oxidacdo de &cidos nucléicos podem ser biomarcadores Uteis no DM, assim como na
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investigacdo e progressdo de suas complicacdes (BROEDBAEK et al., 2011; BROEDBAEK
et al., 2013). No entanto, este biomarcador ndo havia sido totalmente avaliado em relagéo as
suas caracteristicas diagnosticas (MATHESON et al., 2010). Sendo assim, a analise da
Receiver Operating Characteristic Curve (curva ROC) foi utilizada para determinar a
capacidade diagndstica do 8-OHdG urinario em identificar as complicacGes crbnicas
microvasculares em pacientes com DM tipo 2, comparado com a albumina urinéria. O 8-
OHdG apresentou uma maior capacidade diagnostica em identificar as complicacfes
microvasculares do que a albumina urinéria, apesar de ndo ter demonstrado diferenca
estatisticamente significativa entre as areas sob a curva. Estas observacbes comprovam o
potencial deste biomarcador na investigacdo das complicacbes microvasculares no DM tipo 2,
em conjunto com a albumina urinaria. Além disso, nossos resultados também demonstraram
que pacientes diabéticos tipo 2 com complicacbes microvasculares apresentaram maiores
niveis de 8-OHdAG urinario, comparado com os diabéticos sem complicac@es, corroborando
com outros estudos (NISHIKAWA et al., 2003; DONG et al., 2008; SERDAR et al., 2012).
Este dado evidencia o papel do estresse oxidativo na progressdo das complicacdes cronicas do
DM (BROEDBAEK et al., 2011). Neste contexto, a progressao destas complicacdes pode ser
explicada pelo fato de que a senescéncia prejudicada pelo dano no DNA pode contribuir para
0 estresse metabdlico, induzindo uma disfuncdo nos telémeros (ERUSALIMSKY, 2009;
SHIMIZU et al., 2014).

A formacdo de OH’, assim como outras EROs, pode levar a uma série de danos que
incluem, quebras simples e duplas na molécula de DNA, crosslinks de proteinas, bem como
modificagOes nas bases nitrogenadas (DIZDAROGLU et al., 2012). Assim, o aumento destas
espécies € capaz de formar lesGes nas bases purinicas, como a guanina, ocorrendo a oxidacao
do DNA, formando o 8-OHdG (WU et al., 2004; XU et al., 2004). Para 0 nosso
conhecimento, este foi o primeiro estudo que investigou a associa¢do entre a oxidacdo do
DNA com marcadores inflamatérios e de resisténcia insulinica. Portanto, a importancia deste
estudo foi confirmar e esclarecer a relacdo dos processos inflamatdrios e anormalidades
metabdlicas no aumento do dano oxidativo ao DNA.

Evidéncias sugerem que o processo inflamatério apresenta um importante papel no
desenvolvimento e progressdo do DM tipo 2, bem como na evolugdo das suas complicacoes
cronicas (DONATH e SHOELSON, 2011; GROSSMANN et al., 2015). Além do
desequilibrio inflamatério, o DM tipo 2 também é caracterizado por uma disfun¢do nas
células B pancreaticas, ocasionando a resisténcia insulinica (AKASH et al., 2013). Neste

estudo, observamos que 0s pacientes diabéticos tipo 2 apresentaram um aumento significativo
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do HOMA-IR, além dos niveis das citocinas pré-inflamatérias, como IL-1, IL-6 e TNF-a,
bem como um decréscimo significativo dos niveis da IL-10, considerada uma citocina anti-
inflamatdria. No diabetes, as citocinas pré-inflamatorias podem aumentar a sindrome da
resisténcia insulinica, enquanto as citocinas anti-inflamatorias podem conter seus efeitos
negativos (ZOZULINSKA e WIERUSZ-WYSOCKA, 2006; LI et al., 2013). De maneira
interessante, nds demonstramos que o0s pacientes diabéticos tipo 2 com maiores niveis de 8-
OHAG urinario (avaliado pela mediana) apresentaram niveis aumentados de IL-6, TNF-a e
HOMA-IR, bem como niveis diminuidos de IL-10. Assim, nos acreditamos que 0 processo
inflamatorio esta relacionado ao aumento do dano oxidativo ao DNA. Deste modo, sabe-se
gue 0 TNF-a possui a capacidade de inibir a sinaliza¢do da insulina, assim como prejudicar a
sua secrecao, através da diminuicao da atividade da tirosina quinase, aumentando o quadro de
resisténcia insulinica (SAXENA et al., 2013). Associado a isso, a elevacdo das concentracfes
de IL-6 e IL-1 induzem a resisténcia insulinica em tecidos periféricos e apoptose nas ilhotas
B-pancreéaticas (AKASH et al., 2013). Enquanto a IL-10 é considerada um potente mediador
anti-inflamatorio, pois pode reduzir a atividade da tirosina quinase nos receptores de insulina
(BANERJEE e SAXENA, 2012). Neste contexto, estes mecanismos relacionados a
inflamacéo podem estar conectados ao aumento do dano oxidativo ao DNA.

Neste estudo também foi demonstrado que os pacientes diabéticos tipo 2 com maiores
niveis de 8-OHdG, apresentaram maiores niveis de AOPPs, que além de ser considerado um
marcador de estresse oxidativo (PANDEY et al., 2010), também é um mediador proé-
inflamatério (PIWOWAR et al., 2007). Assim, no DM tipo 2 a enzima MPO pode estar
continuamente ativada, levando ao aumento de HOCI e, portanto, acimulo de AOPPs
(BANSAL et al., 2013), podendo aumentar o dano oxidativo ao DNA. De acordo com Asahi
et al. (2010), o HOCI pode danificar os nucleotideos in vivo, e com isso provocar diversas
modificagdes moleculares. Dessa forma, o artigo Il demonstrou que o DM tipo 2 apresenta
diversos eventos, como anormalidades metabdlicas e desequilibrio oxidativo e inflamatdrio,
sendo estes 0s possiveis responsaveis pelo aumenta do dano oxidativo ao DNA.

Baseado nos resultados encontrados nesse estudo, é possivel apresentar uma proposta de
conexdo entre diferentes mecanismos que podem estar associados ao aumento do dano ao

DNA no DM tipo 2, conforme apresentado na Figura 12.
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Figura 12 — Mecanismos propostos para o aumento do dano ao DNA no diabetes tipo 2
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6 CONCLUSOES

o Os pacientes DM tipo 2 apresentaram maior dano ao DNA,

o Os pacientes DM tipo 2 apresentaram aumento dos niveis de citocinas pro-
inflamatdrias, como IL-1, IL-6 e TNF-a, elevacdo dos niveis de AOPP, além de uma
diminuicdo dos niveis de citonas anti-inflamatérias, como a IL-10, e do marcador de
disfungéo endotelial NOX;

o O 8-OHdG urinario apresentou-se elevado em pacientes DM tipo 2 com complicacOes
crbnicas microvasculares, em comparagao com 0s pacientes diabéticos sem complicagoes.

o O 8-OHdG urinario apresentou potencial diagnéstico para as complicacbes cronicas
microvasculares em pacientes com DM tipo 2;

o Houve uma associacdo entre a fragmentacdo do DNA e a disfuncdo endotelial,
caracterizada pela diminuicdo dos niveis de NOx e aumento dos niveis de albumina urinéria
nos pacientes com DM tipo 2;

o Foi demonstrada uma associacao entre a oxidacdo e fragmentacdo do DNA e o processo
inflamatdrio, avaliada pelo aumento dos niveis de citocinas pro-inflamatérias, como a IL-6 e
TNF-0, além de um decréscimo dos niveis de citocinas anti-inflamatorias, como a IL-10 nos
pacientes diabéticos tipo 2;

o Houve uma associacdo entre a oxidacdo do DNA e a oxidacdo proteica, através do
aumento dos niveis de AOPPs nos pacientes com DM tipo 2;

o Foi verificada uma associacdo entre o dano oxidativo ao DNA e alteracdes metabolicos
no DM tipo 2, caracterizada pelo aumento niveis da glicose de jejum e HbAlc;

o Houve uma associacdo entre a oxidacdo do DNA e a resisténcia insulinica, avaliada pelo
indice HOMA-IR, nos pacientes diabéticos tipo 2;

o Em suma, os pacientes DM tipo 2 apresentaram uma associacao entre o dano ao DNA
com alteracBes relacionadas aos processos metabdlicos, oxidativos, inflamatorios e
vasculares, bem como a ocorréncia das complicacBes crénicas microvasculares. Desta
maneira, este estudo coopera para uma melhor compreensdo dos mecanismos envolvidos na

fisiopatologia do DM tipo 2, sendo estes envolvidos no aumento do dano ao DNA.
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