BARBARA SCORALICK VILLELA

Avaliagao da expressao génica em pacientes com Diabetes Mellitus tipo 2

Araraquara

2013



BARBARA SCORALICK VILLELA

Avaliacao da expressao génica em pacientes com Diabetes Mellitus tipo 2

Trabalho de Conclusdo de Curso
apresentado ao curso de Graduagdo em
Farmacia-Bioquimica da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara,
da Universidade Estadual Paulista, para
obtengcdo do grau de Farmacéutica-
bioquimica.

Orientadora: Prof? Dr?. Raquel Mantuaneli Scarel Caminaga

Araraquara

2013



Agradecimentos
Aos meus pais, Paulo e Rita, e irmaos, Artur e Guilherme

Eu ndo seria nada hoje sem o apoio de vocés que nunca deixaram de
acreditar em mim. Vocés sdo meus exemplos, minha inspiragédo, meu porto-seguro.

Obrigada por todo o amor e carinho.

A minha orientadora Profa. Dra. Raquel Mantuaneli Scarel Caminaga

Desde o primeiro dia em que entrei no laboratério sempre fui muito bem
acolhida e sua orientagao foi fundamental em todos estes anos de faculdade.
Agradeco por ser uma orientadora presente e sempre dedicada aos alunos e nossas

pesquisas.

A Profa. Dra. Silvana Regina Perez Orrico e a aluna Alliny de Souza Bastos

Pelo compartiihamento dos dados obtidos com os experimentos de seu
estudo. Obrigada pelos exemplos de competéncia e dedicagdo a Periodontia e a

pesquisa.

Aos amigos do Laboratério de Genética Molecular

A amiga Samia Cruz Tfaile Corbi por ter acompanhando todo meu Trabalho
de Conclusdo de Curso desde os primeiros dias até os momentos finais de escrita.

Este trabalho ndo seria possivel sem sua ajuda. A Suzane C. Pigossi que me



ensinou tudo do basico, desde meu primeiro dia. A aluna Livia S. Finoti que me
ajudou com todas as complicadas analises estatisticas bem como varios outros
aspectos do trabalho. Aos amigos Giovana Anovazzi, Cliscea Tereza Corso, Rafael
Nepomuceno, Rone Aparecido de Grandis, Débora Leite, Fernanda Coelho, Flavia
Cera, Larissa Polli e Profa. Dra. Ticiana Capote pelo contato e ajuda diaria no
laboratério. Mais importante € que estiveram presentes em todos os momentos,

bons ou ruins, me ajudando em tudo o que era necessario.

Aos meus amigos

Foram sempre meus exemplos e agradecgo por sempre acreditarem em mim e
me apoiarem em todas as idéias, por mais estranhas que fossem. Amigos de Juiz de
Fora. Amigos da turma 79. Amigos do PET, especialmente PET Farmacia e meu
tutor Jodo Aristeu da Rosa. Amigos da All Pharma Jr, especialmente da Diretoria da
Qualidade que sempre irao ficar no meu coragéo. Amigos farmacéuticos pelo mundo
afora (Viva la pharmacie!). Amigos da Universidade de Alberta, brasileiros ou néo,
que me ajudaram a fazer o ano no Canada ainda mais especial. Estes ultimos seis

anos nao teriam sido 0s mesmo sem vocés e sempre serao parte de mim.

Aos Pacientes

Aos pacientes que fizeram parte desta pesquisa, os quais foram receptivos e
tornaram possivel a realizagdo deste estudo. Muito obrigada pela paciéncia e

confianga.



Ao Apoio Financeiro recebido

A CAPES e FAPESP pelo apoio financeiro para realizar esta pesquisa.



Sumario

RESUMIO ... e e 7
Lista de HIUSIraGOES .....cccoieeeeeeeee e e 9
Lista de TabeIas ......uueieiiiiiiiiiieeee e 11
Lista de Abreviaturas € Siglas............ooooiiiiiiiiiiiiiiee e 12
1] (oo [¥ o7 o S EEEPPSSRRN 15
DeSeNVOIVIMENTO .......eiiiiiiiiiiiiieee e 25
CONCIUSAO ...t s 44
Referéncias Bibliograficas ... 45
Y 1o TR EEPPPPPPPPPIN 56



Resumo

Villela BS. Avaliagdo da expresséo génica em pacientes com Diabetes Mellitus tipo 2
[Trabalho de Conclusdo de Curso]. Araraquara: Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas da UNESP; 2013.

O Diabetes Mellitus caracteriza-se como um grupo de doengas metabdlicas,
marcado pela hiperglicemia resultante de defeitos na secregcédo de insulina, em sua
acao ou em ambos. O aparecimento da doenca esta relacionado a fatores de risco
genéticos, ambientais e comportamentais, com aumento da prevaléncia em todo o
mundo. Com relacdo a expressao génica e Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2),
informagdo muito limitada foi encontrada enfocando-se genes relacionados ao
sistema imune. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da descompensacao do
DM2 sobre a expressao de genes do sistema imune, tais como ILT0RB, IL10RA,
IL10, JAK1, STAT3, SOCSS3, IP10 e ICAM1. A amostra foi constituida por 60
pacientes divididos em 2 grupos: Grupo 1 (DM2 Compensado metabolicamente) e
Grupo 2 (DM2 Descompensado metabolicamente). Toda a amostra foi submetida a
exame fisico e avaliagdo laboratorial para verificagdo da glicemia de jejum,
hemoglobina glicada (HbA1c), insulina e proteina C-reativa. De cada paciente foi
coletado sangue em tubo com EDTA, sendo separados os leucocitos para investigar
a expressao génica. Apds a extracdo de RNA total do sangue dos pacientes de
ambos os Grupos, foi confeccionado o cDNA e a expresséo génica foi avaliada por
gPCR (Reagao em Cadeia da Polimerase em Tempo Real, ou quantitativo). Como
resultado da expressdo génica comparando os Grupos 1 e 2, obtiveram-se
diferencas significantes para os genes IL10RA, JAK1, STAT3, SOCS3 e ICAM1.

Todos esses genes se mostraram mais expressos no Grupo 2 (DM2



Descompensado metabolicamente) do que no Grupo 1 (DM2 Compensado
metabolicamente). Portanto, a descompensagao metabdlica do DM2 provavelmente
pode interferir na cascata da via de sinalizacdo da IL70 contribuindo possivelmente
com a indugao significativa da expressao de citocinas inflamatérias e/ou interagéo

com outras moléculas que favorecem a descompensagao metabdlica.

Palavras-Chave: Diabetes mellitus tipo 2; expressao génica; citocinas
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Introducgao

Diabetes Mellitus

O Diabetes Mellitus (DM) vem sendo reconhecido como um problema mundial
de saude publica em decorréncia dos gastos envolvidos no seu tratamento bem
como seus altos indices de morbidade e mortalidade (ORTIZ; ZANETTI, 2000). E
caracterizado como um grupo de doengas metabdlicas marcada pela hiperglicemia
crbnica resultante de defeitos na secrecdo de insulina, em sua agao ou em ambos
alterando o metabolismo de carboidratos, lipideos e proteinas (ALBERTI, 1998).

Atualmente, os tipos mais comuns de DM sao tipo 1 (DM1), em que as células
beta do pancreas sao destruidas por autoimunidade, levando a uma deficiéncia
absoluta de insulina, e o tipo 2 (DM2), onde ha graus variados de diminuicdo de
secrecdo e resisténcia a insulina (ALBERTI, 1998). Existem outros tipos mais
especificos de DM, como por exemplo, os de defeitos genéticos da fungado da célula
B, defeitos genéticos da acgdo da insulina, doengas do pancreas exocrino,
endocrinopatias, indugcdo por drogas ou produtos quimicos (diabetes
medicamentosa), relacionada as infecgbes, formas incomuns de diabetes imuno-
mediado e diabetes gestacional (GROSS et al., 2002). Um tipo mais especifico que
tem sido alvo de pesquisa € o MODY (Maturity Onset Diabetes of the Young) em que
os pacientes apresentam um defeito de secrecdo de insulina relacionado a
mutagbes em genes especificos, chamada, portanto de forma monogénica do DM
(REIS; VELHO, 2002). Acredita-se que exista uma possivel interagao genética entre
os dois tipos principais da DM, pois estudos recentes descrevem uma prevaléncia
duas vezes maior de DM1 em familias com DM2 (HAIYAN, 2001). Seus efeitos, caso

nao seja tratado, incluem disfuncdo ou faléncias de multiplos 6rgaos como olhos,
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rins, nervos, coragao e vasos sanguineos. Como resultado direto da hiperglicemia, o
paciente pode apresentar poliuria, polidipsia, polifagia, perda de peso e visao turva,
bem como complicagbes mais graves como cetoacidose diabética, em pacientes que
apresentam o DM do tipo 1, e a sindrome hiperosmolar hiperglicémica nao cetdtica,
em pacientes que apresentam o DM do tipo 2 (ALBERTI, 1998; FOSS-FREITAS,
2003). Essa situagcdo € problematica, uma vez que 50% dos portadores
desconhecem o diagnoéstico (GROSS et al., 2002). Este estado pode levar a coma,
fungdes neuroldgicas prejudicada e doenga oclusiva vascular e é caracterizado pela
marcada hiperglicemia com hiperosmolaridade, desidratacdo e falta relativa de
insulina (MAGEE; BHATT, 2001). A deficiéncia na secregéo e/ou na agao da insulina
levam entdo a anormalidades metabdlicas no DM2 incluindo hiperglicemia como
resultado da falha da absorgédo de glicose pela estimulagdo da insulina e produgao
hepatica descontrolada de glicose, bem como a dislipidemia (MUOIO; NEWGARD,
2008). Esse aumento de lipideos e glicose circulantes podem prejudicar ainda mais
a secrecao de insulina causando mais danos aos tecidos (MUOIO; NEWGARD,

2008).

Diversos processos patogénicos estdo envolvidos com o desenvolvimento do
DM e o aparecimento da doenca esta relacionado a fatores de risco genéticos,
ambientais e comportamentais (KING et al., 1994). Como mencionado, no DM1 a
destruicdo das células B do pancreas ocorre por processos auto-imunes (tipo 1A) ou
por causa desconhecida (tipo 1B). Na forma 1A ocorre um processo de insulite
(processo inflamatdrio das ilhotas pancreaticas) no qual as ilhotas de Langerhans
presentes no pancreas tornam-se infiltradas por células mononucleares levando a

um processo inflamatério (SAI, 1997). A presenga de auto-anticorpos (como anti-



17
insulina e anti-ilhotas) induz a uma instalagdo abrupta do quadro citado
anteriormente (insulite). Este processo leva a destruigao das células B do pancreas
levando a uma deficiéncia completa de insulina. Ja na forma 1B, nao ha insulite nem
a presenca de auto-anticorpos, sendo por isso uma forma idiopatica da doenca

(GROSS et al., 2002).

O DM2, a forma mais frequente, € caracterizado por problemas na acéo e/ou
na secrec¢ao da insulina e sua etiologia ndo esta completamente definida, mas sabe-
se que nao esta relacionado com o processo auto-imune descrito anteriormente
(GROSS et al., 2002). A maioria dos individuos com DM2 é obesa, sendo que a
obesidade é causada ou agravada pela resisténcia a insulina. O risco para o
desenvolvimento do DM2 aumenta conforme a idade (inicio geralmente em torno
dos 40 anos), com a presenga da obesidade e auséncia da pratica de exercicios
fisicos. No entanto, o DM2 também esta associado a fatores genéticos ainda nao
bem definidos (SARTORELLI; FRANCO; CARDOSO, 2006). Pacientes com DM2
geralmente apresentam caracteristicas da sindrome metabdlica, isto &, resisténcia a

insulina, hipertensao e hipertrigliceridemia (REAVEN, 1988).

Nos pacientes com DM2, o excesso de glicose no sangue interage de forma
nao-enzimatica com proteinas, lipidios e acidos nucleicos, ocorrendo a formacgao de
produtos finais da glicacdo avancada (AGE- advanced glycation end-products)
(BROWNLEE, 1991). Macrofagos, mondcitos e células endoteliais possuem
receptores especificos para AGE, chamados RAGE, que quando interagem entre si
geram tipos celulares hiper-responsivos, havendo maior secregdo de citocinas pro-
inflamatdrias, dentre elas a interleucina 18 (IL-1B) e o fator de necrose tumoral a

(TNF-a) (YAN et al, 1994).
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Estudos mostram que na DM2 os neutréfilos apresentam-se com deficiéncia

de aderéncia, quimiotaxia e fagocitose (GULOB, 1982; UETA, 1993). Devido a acao
de AGEs, os macrofagos e mondcitos podem expressar um fendotipo com carater
destrutivo, por meio de um aumento na produgao de espécies reativas de oxigénio
(ROS-Reactive Oxygen Species); aumento na sintese de citocinas e mediadores
pré-inflamatérios; além de uma inibicao da liberacdo de citocinas anti-inflamatérias
associadas ao reparo tecidual (BROWNLEE, 1991; LACOPINO, 1995; SALVI,

1997).

Existem evidéncias que sugerem que a adogao de um estilo de vida saudavel
representa um efeito protetor contra o desenvolvimento do DM2. Um estudo mostrou
que auséncia de tabagismo, a pratica diaria de atividades fisicas, a manutencéo do
peso e alimentagdo rica em fibras e acidos graxos polinsaturados, pobre em gordura
saturada e acido graxos trans, reduz em 91% o risco de desenvolver este tipo de DM

(SARTORELLI; FRANCO; CARDOSO, 2006).

DM2 e a Genética Humana

A influéncia genética no DM2 pode ser percebida na medida em que ha uma
alta prevaléncia em certas populagcdes e entre familiares de primeiro grau de
pacientes que apresentam DM2, bem como uma concordancia na ocorréncia da
doenga de 50 a 80% entre gémeos monozigoticos (REIS; VELHO, 2002). Alguns
genes ja foram relacionados com a susceptibilidade ao DM2, como por exemplo

(WINBLAD, 2005; SAXENA et al., 2007; JIN & LIU, 2008):
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* Desidrogenase glicerofosfato mitocondrial (glycerol-3-phosphate
dehydrogenase 2 mitochondrial, GPD2) o qual catalisa a conversao de

glicerol-3-fosfato para fosfato de di-hidroxiacetona);

* Gene fator de crescimento semelhante a insulina 2 proteina ligante ao mRNA
(insulin-like growth factor 2 mRNA-binding protein 2, IGF2BP2) o qual regula o
fator de crescimento 2 semelhante a insulina (/IGF2) e liga a por¢édo 5" UTR do

mesmo;

* Gene fator de transcrigdo 7-tipo 2 (transcription factor 7-like 2, TCF7L2), o

qual age como fator de transcrigao.

Quando o DM2 acomete individuos com idade mais avangada fica evidente a
interagdo entre fatores ambientais e genéticos, uma vez que o estilo de vida
sedentario e a alimentagcdo desbalanceada sao importantes fatores no
desenvolvimento da doengca (GROSS et al., 2002). Os genes relacionados ao
desenvolvimento do DM2 s&o expressos em diversos tipos celulares como do
figado, adipédcitos, células B do pancreas, entre outros. A transmissao dos alelos
desses genes ndo segue o padrdao mendeliano e estes atuam em fendtipos
intermediarios do DM que irdo influenciar a massa gordurosa, a sensibilidade a
insulina e o padrao secretério da insulina (REIS; VELHO, 2002). Cada gene gera,
portanto, um pequeno efeito, mas se os alelos relacionados ao risco ao DM forem
transmitidos a um mesmo paciente, estes efeitos podem ser mais expressivos
clinicamente (REIS; VELHO, 2002). Entretanto, ndo se pode deixar de citar a
importancia dos fatores ambientais no desenvolvimento do DM2. Ja para subtipos

mais raros de DM, como a forma monogénica desta, a influéncia genética torna-se
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mais expressiva em comparacgado aos fatores ambientais que pouco interferem no

quadro (REIS; VELHO, 2002).

DM2 e o Sistema Imune

Cada molécula que compde o sistema imune é regulada por uma complexa
rede de sinalizacdo entre citocinas, por isto, podem ocorrer diferentes padrbes de
ativacao e inibicao de citocinas e enzimas durante a evolu¢gao do DM (FUJIHASHI et

al., 1993).

A IL-10 é uma importante citocina anti-inflamatoéria, produzida sobretudo por
macrofagos, que atua principalmente na inibicdo de macréfagos ativos, sendo assim
um excelente regulador de feedback negativo. Os macrofagos secretam citocinas
como TNF-a que aumentam a ativagédo de células T. Como a IL-10 inibe a funcéo
dos macrofagos ativados, ela colabora para o retorno do sistema imune ao estado
de repouso (ABBAS; LICHTMAN; POBER, 2005). Ao mesmo tempo, a IL-10 atua
como ativadora de linfécitos B, estimulando sua proliferacdo e diferenciagcéo
(FUJIHASHI et al., 1993; YAMAMOTO et al, 1997).

Estudos mostraram dados interessantes a respeito da relagédo de IL-10 e
DM2. YAGHINI et al. (2011) demonstraram uma diferenca significativa na dosagem
de IL-10 em soro de pacientes com e sem DM2, concluindo que baixas quantidades
de IL-10 em soro de pacientes seria um fator de risco para o desenvolvimento do
DM2. No entanto, GACKA et al. (2010) analisaram a expressao génica de /IL10 em
pacientes com DM2 e pacientes controle, ndo encontrando expressao diferenciada

significativa na comparagado entre os grupos de estudo. Notou-se que apesar da
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importancia do papel biologico da IL-10 no sistema imune, ha pouquissimos estudos
investigando a relagdo de genes desta via com o DM2.

A resposta imune ocorre mediante a ligagdo das citocinas aos seus
receptores na superficie das células e por este motivo é importante investigar
também a expressao dos receptores da IL-10. O gene IL10 possui dois receptores:
IL10R-a (IL10R1) e IL10R-B (/L10R2) (REBOUL et al, 1999). Ao se ligar a estes
receptores, forma-se um complexo entre IL-10 e os dois receptores levando a
transducdo do sinal que ativam respostas especificas nas células-alvo. Esta
transducdo é mediada pela via JAK-STAT, ou seja, envolve as enzimas Janus-
quinase 1 (JAK-1) e o Transdutor de Sinal e Ativador de Transcricdo 3 (STAT-3)

(ABBAS; LICHTMAN; POBER, 2005).

Apos a formacdo do complexo, ocorre entdo a fosforilacdo do JAK-1 e
consequentemente a fosforilagdo de residuos especificos de tirosina (Y) no dominio
intracelular do receptor IL10R-a que servirdo como sitios de ancoragem para o
STAT-3. Este processo ativa a proteina STAT-3 a qual se dissocia do receptor IL10R-
a e liga-se a outra STAT-3. Esse dimero migra para o nucleo celular e se liga ao
DNA nas regides promotoras de genes responsivos a IL-10, ativando a transcri¢ao
dos mesmos (Figura 1). Um exemplo de gene responsivo a IL-10 é o SOCSS3, o qual
produz a proteina SOCS-3 que inibe a sinalizacdo dependente de JAK/STAT, por
inibir a fosforilagdo do STAT (DONNELLY; DICKENSHEETS; FINBLOOM, 1999). A
habilidade da IL-10 em rapidamente induzir a expressao de SOCS3 pode explicar,
ao menos em parte, como esta interleucina inibe a expressdo de muitos genes de
citocinas pro-inflamatérias, como a IL-18 e TNF-a, em mondcitos e macréfagos

(DONNELLY et al., 1999; ABBAS et al., 2005; WONG et al., 2006).
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Figura 1. Sinalizagdo da citocina IL-10 pela via JAK/STAT. A citocina IL-10 se liga ao
receptor IL10R1 dando inicio a cascata de eventos de transdugdo de sinal que inclui a
fosforilagdo de JAK-1 e consequente fosforilagdo dos residuos de tirosina (Y) no receptor
IL10R1 que servem como sitios de ancoragem para o STAT-3 que torna-se ativada e se
dissocia do receptor IL10R1 ligando-se a outra molécula STAT-3. Os dimeros STAT-3
migram para o nucleo da célula e se ligam as sequencias de DNA nas regides promotoras
de genes responsivos a IL-10, e ativam a transcrigdo desse gene; que neste exemplo é o
SOCS3, gene que inibe a expressdo de ICAM1 e IP10 (figura baseada no artigo de
DONNELLY, DICKENSHEETS e FINBLOOM (1999)).

Dois genes cuja expressdo sdo inibidas pela IL-10 sdo os genes das
proteinas Molécula de Adesao Intercelular 1 (ICAM1) e Proteina 10 Induzida por
Interferon Gamma (/P70 ou CXCL10), pois estes genes, induzidos pelos interferons
a ey, utilizam a STAT-1 como molécula transdutora de sinal ao nucleo. Como a IL-10
atua na supressao da fosforilagdo da STAT-1 e esta fosforilagdo seria necessaria
para ativar a indugédo dos genes das proteinas citadas, podemos entdo supor que a

IL-10 inibe a expresséo destes genes (HILTON et al., 1998; ITO et al., 1999). IP-10 e
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ICAM-1 sdo proteinas cuja expressdo é aumentada em resposta a citocinas pro-

inflamatdrias (SLIGH et al, 1993; ABBAS; LICHTMAN; POBER, 2005)

O ICAM-1 é uma proteina presente na superficie de células que apresentam
um papel importante na migragcdo transendotelial de leucdcitos através da sua
expressdo em tecido vascular endotelial e da sua ligagdo com integrinas. A forma
soluvel de ICAM-1 ja foi relacionada na literatura com o desenvolvimento de DM e

suas complicagées (WANG et al., 2013).

DM2 e a Expressao Génica

Com relagédo a expressdo génica e DM2, apesar de exaustiva pesquisa
bibliografica, informacdo muito limitada foi encontrada enfocando-se genes

relacionados ao sistema imune (principalmente da via da /L10).

Um estudo mostrou uma possivel relacdo entre a tolerancia a glicose e
concentragbes plasmaticas elevadas de HLA-G (human leukocyte antigen-G),
ressaltando também a relagcédo entre IL-6 e HLA-G. O HLA-G ja foi associada com
diferentes doencas auto-imunes e, apesar de DM2 e obesidade ndo serem exemplos
desse tipo de doenga, também foram associados com o antigeno em quest&o
(SOLINI et al., 2010).

Ao analisar o gene IL10, um estudo também mostrou que ha uma correlagao
entre pacientes com sindrome metabdlica, DM2 e aterosclerose e genes pro-
inflamatorios e anti-inflamatérios. A expressao dos genes IL10, IL1RA (interleucina 1
receptor antagonista) e IL1( (interleucina 1B) encontrava-se aumentada no tecido

adiposo epicardico destes pacientes (SACKS et al., 2011).
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Até o momento ndo foi encontrada na literatura nenhuma pesquisa
investigando expressao diferencial dos genes IL10, seus receptores e outros genes
de sinalizagao intracelular dessa via, em individuos com DM2 compensados e
descompensados metabolicamente. Desta forma, este trabalho podera contribuir
para o melhor entendimento de como essa patologia pode influenciar a expressao
de importantes genes do sistema imune no contexto da compensacgéao/
descompensacgao metabdlica.

Portanto, o objetivo do presente estudo é avaliar o efeito da descompensagao
do Diabetes Mellitus tipo 2 sobre a expressao de genes relacionados ao sistema
imune (IL10, IL10RA, IL10RB, JAK1, STAT3, SOCS3, IP10 e ICAM1) em pacientes
que apresentam Diabetes Mellitus tipo 2 compensados e descompensados

metabolicamente.
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Desenvolvimento

Descricdo da amostra

Cada paciente incluido neste presente estudo foi envolvido em outros estudos
desenvolvidos previamente pelo presente grupo de pesquisa (Processos FAPESP
2007/08362-8; 2009/16233-9 e 2010/10882-2), que contaram com a aprovagao do

Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da FOAr-UNESP (n° 50/06).

ApOs esclarecimento da natureza e objetivos da pesquisa, os pacientes que
aceitaram participar do estudo assinaram o termo de Consentimento Livre e
Esclarecido. Nos estudos anteriores foi realizado o exame clinico periodontal e as
coletas de sangue para as devidas analises. Foi realizado um calculo amostral
tomando por base dados de experimentos anteriores do presente grupo de
pesquisa, em que uma vez observando a deteccdo de uma diferenga de 3 unidades
na concentragdo de uma determinada citocina inflamatoria no plasma e utilizando
um desvio padrao de 2.4 unidades entre os grupos, foi possivel verificar que com 30
pacientes em cada grupo seria possivel obter 80% de poder com 5% de significancia

para as analises.

Para o presente estudo, com enfoque na avaliagdo da expressao génica, o
tamanho amostral de cada grupo ja formado foi compativel, ou até supera o
observado na literatura (GOMES et al., 2006; DUATE et al., 2007; O’'CONNELL et

al., 2008; DUARTE et al., 2012; GARCIA-HERNANDEZ et al., 2012).
Grupos

Os pacientes foram selecionados dentre os que buscaram atendimento

odontoldgico na Faculdade de Odontologia de Araraquara (FOAr) e os que foram
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encaminhados pelas Unidades Basicas de Saude. Os pacientes portadores de
Diabetes, quando necessario, foram encaminhados a um endocrinologista para

acompanhamento e eventual tratamento da condicdo metabdlica.

Critérios de Inclusao

*  Ambos os sexos

» |dade de 35 a 60 anos

Critérios de Exclusdo

* (Gestacao e lactacao
* Uso de anticoncepcional ou qualquer outra forma de horménio
* Tabagismo
* Presenca de anemia
Para os individuos de ambos os grupos (portadores de diabetes), foi realizado
exame laboratorial para avaliagdo da HbA1¢ e, a partir deste resultado, o paciente foi
alocado no grupo 1 (compensado metabolicamente) ou no grupo 2 (descompensado

metabolicamente).

O critério de HbAic = 8,0%, no grupo de pacientes metabolicamente
descompensados, foi escolhido para evitar a inclusdo de pacientes com
descompensagao metabdlica transitéria e foi baseado em estudos prospectivos e
randomizados (OKUDA; MURAKAMI, 1998) que definem o limite de 7% da HbA1c
como controle metabdlico aceitavel. Assim, a inclusdo de pacientes com 1% acima
do limite superior elimina a interferéncia de possiveis alteracbes metabdlicas

transitorias.
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Sendo assim, amostra foi composta por 60 individuos, divididos em dois

grupos:

r 1 (n= — Individuos portadores de diabetes mellitus tipo 2,
compensados metabolicamente (HbA1c < 8,0%).
Grupo 2 (n=30) — Individuos portadores de diabetes mellitus tipo 2,

descompensados metabolicamente (HbA1c = 8,0%).

Procedimentos Clinicos

Anamnese

Todos os pacientes foram submetidos a anamnese completa e foram
avaliados quanto a histéria pregressa da doenga por meio de ficha elaborada

especialmente para a Clinica de Pacientes Portadores de Diabetes.

Exame Fisico

Os pacientes foram submetidos a um exame fisico no qual foram avaliados:
circunferéncia abdominal, proporgao cintura/quadril e peso e altura para obtengao do

indice de massa corporal (IMC) de cada individuo.

Pr imen L ratoriai

Analise laboratorial do controle metabdlico
Os pacientes foram encaminhados a um Laboratério de Analises Clinicas para

coleta do sangue por pungao venosa. Foi utilizado o equipamento COBAS MIRA
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plus para realizagdo dos exames: Hemograma (ABX Micros 60), Insulina (método
quimioluminescéncia), Glicemia de Jejum (método Bondar e Mead modificado) (Kit
Labtest), HbA1c (método de imunoensaio de inibicdo turbidimétrica) (Kit Roche) e

Proteina C-reativa ultrasensivel (método nefelometria).

| mostr lasm nguin
Foi coletado de cada paciente no mesmo Laboratério de Analises Clinicas,
por meio de pungdo venosa, sangue em tubo Vacutainer contendo EDTA para

posterior analise da expressao génica.

Separagdao de leucécitos para analise da expressao génica

Os tubos Vacutainer contendo o sangue dos pacientes selecionados para os 2
grupos foram mantidos em gelo e os leucdcitos do sangue foram separados
imediatamente por meio de centrifugagdes com Ficoll Paque Plus (GE Healthcare) e
consecutivas lavagens com Salina (NaCl 0,9%). Uma vez que os pellets de
leucécitos foram obtidos, foi realizada sua ressuspensdo em TRIzol® (Invitrogen,
Carlsbad, CA), e estes entdo foram armazenados a -80°C para posterior extragdo do

RNA.

Analise da Expressdo Génica

Extracao e quantificacao de RNA

A extragcdo do RNA total de todas as amostras foi realizada por meio do

TRIzol® (Invitrogen, Carlsbad, CA) segundo o protocolo recomendado pelo
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fabricante. A purificacdo das amostras foi realizada pelo kit RNeasy Protection Mini
Kit (Qiagen). A concentracdo do RNA extraido de cada amostra foi mensurada por
densidade optica por espectroscopia (NanoVue Spectrophotometer, GE Healthcare
Life Sciences, Oslo, Noruega) e a qualidade do RNA foi checada por eletroforese em
gel de agarose a 1%. Foram utilizadas amostras de RNA com razdo 260/280 e
260/230 entre 1,8 a 2,2. Todas as amostras de RNA extraidos foram armazenadas a

-80°C.

Reacgées de Transcricao Reversa

Foi sintetizado o DNA complementar (cDNA) de todas as sequéncias génicas
expressas por meio do RT-PCR utilizando o Oligo dT0) com o kit SuperScript |l
First-Strand Synthesis Super Mix (Invitrogen), de acordo com as instrugdes do
fabricante. Em um microtubo de 0,2 ml o volume de RNA correspondente a
concentrac&o de cerca de 460 ng foi acrescido de 1 ul de Oligo dT, 1 yl de Annealing
Buffer e agua-DEPC ate o volume final de 8 pl. A reacgao foi incubada a 65°C por 5
minutos. Em seguida, o microtubo foi mantido em gelo por 1 minuto, onde foi
acrescentado 10 pl do Mix da Reacao First-Strand e 2 yl do Mix das enzimas
SuperScript 1ll/ RNAseOUT. A reacgao foi incubada a 50°C por 50 minutos, seguido
por 85°C por 5 minutos. Assim foi obtido um volume final de 20 ul de cDNA que foi
armazenado em freezer -80°C ate sua utilizacdo para as reacbes de amplificagao

por PCR (reacdo em cadeia da polimerase).
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Reacoées de PCR quantitativo em Tempo Real (QRT-PCR)
A expressao quantitativa dos genes foi analisada por meio de reacgbes de
PCR em Tempo Real, utilizando-se o sistema SYBR® Green (Applied Biosystems,
Foster City). Esse sistema realiza as reagbes de amplificagdo e deteccdo e
quantifica as amostras através da fluorescéncia do SYBR Green que € emitida
quando este esta ligado a fita dupla do DNA. O DNA complementar sintetizado a
partir do RNA mensageiro foi utilizado juntamente com o SYBR Green Mix, como
determinado pelo fabricante. Para controle enddgeno da reagao foi escolhido [B-
actina para normalizar a expressao dos genes de interesse nas diferentes amostras.
Os genes de interesse analisados neste estudo foram: IL10, IL10RA, IL10RB, JAK1,
STAT1, STAT3, SOCSS3, ICAM1, IP10 (Tabela 1). Foi realizada a validagao do
sistema gene de interesse/controle enddgeno, a fim de verificar se as eficiéncias de

amplificagdo de ambos os genes s&o semelhantes e proximas a 100% (Figura 2).

Tabela 1. Primers especificos para cada gene (Via de sinalizagdo do gene /L10)

Primer Produto | Tm (°C)
Numero de
Genes
Acesso
Compriment
Tipo Sequéncia odo
Amplicon
5" AAGCCACCCCACTTCTCTCTAA 3
B-Actina | NM_001101.3 R |5 AATTTACACGAAAGCAATGCTATCA 88 58
3!
1L10 NM_000572 F 5" GCCAGGGCACCCAGTCT 3 74 58
R 5 TCGGAGA TCTCGAAGCATGTT 3’
E 5 CGCTCCTGAGGTATGGAATAGAG
I110RA NM_001558 3 115 58
R 5 GCCCGGTAGCCATTGCT 3
F |5 AATGGAGTGAGCCTGTCTGTGA 3
IL10RB NM_000628 90 58
R 5 TGAAGACCGAGGCCATGAG &
F |5 GTCACAACCTCTTTGCCCTGTAT 3’
IANL1 NINA NNDNDNDT7 a1 RQ
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vt e R |5 CGGAGGGACATCTTGTCATCA 3’ 7! v
F |5 TGCTGAAATCATCATGGGCTATA 3’
STAT3 NM_139276 R | 5 TCCTTGGGAATGTCAGGATAGAG 90 58
3!
F 5 TCCCCCCAGAAGAGCCTATT 3
SOCS3 | NM 003955 90 58
- R |5 GTCTTCCGACAGAGA TGCTGAA 3’
F 5 ACTGCCCTTCTCATTTGGAAAC
P10 NM_001504 100 58
R 5 CCTGGGCTGTGGCTTCAT 3
F |5 GAAAATTCCCAGCAGACTCCAA 3
ICAM1 NM_000201 94 59
- R 5 CGA TGGGCAGTGGGAAAGT 3’
Standard Curve
25,00
2475
24,50
2425
24,00
23,75
23,50
23,25
— 23,00
(&)
2275
22,50
22,25
22,00 4
2175
21,50
2125
21,00
2075 +————r——r——— T ——
1 2 3 4 5 10 2 X0 100 20 1000
Quantity
Slope: -3,292 Y-Inter: 27,532 32; 1 Eff%: 101,264 :

Figura 2. Curva padrao para o gene IL10 para verificagcao da eficiéncia de amplificagao por
PCR em Tempo Real. A eficiéncia de amplificacdo é determinada pela fung¢ao: Efic = 10 (-1/
slope) -1.

Para a quantificagao relativa do gene selecionado, as reagbes de RT-qPCR
foram realizadas em duplicata a partir de: 12,5uL de SYBR® Green Universal PCR

Master Mix 2x, 5,0uL da solucédo de primers (500nM cada), 2,5uL de agua Milli-Q e
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5uL de cDNA (3ng). As condi¢des de ciclagem utilizadas foram: 50°C por 2 minutos,
95°C por 10 minutos e 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto
(Figura 3). Um ciclo final com temperatura crescente de 60 a 95°C (2°C/min), sendo
a fluorescéncia medida a cada 15 segundos, foi empregado para a obtengdo de uma
curva de dissociagcdo dos produtos da reacgdo, utilizada para a analise da
especificidade de amplificagdo (Figura 4). Os valores da expressao génica relativa
foram obtidos de todas as placas pela analise dos resultados no programa 7500
System SDS Software (Applied Biosystems®, Foster City) e Expression Suite
(Applied Biosystems®, Foster City). Os softwares utilizam o método comparativo Ct
e possibilitou quantificar com precisdo a expressado génica relativa dos genes
analisados. Apds normalizagao pela expressao do gene controle endégeno, foram
obtidos os valores de expresséo para cada gene alvo (ACt). A média dos valores de
ACt de cada gene de interesse (alvo) referente a cada comparagao entre os grupos

foram comparados entre si.

Holding Stage Holding Stage Cycling Stage

A(
Starting Cycle: 1

m

r Legend

zri.J Data Collection On Data Collection Off A AutoDelta On A AutoDelta Off

Figura 3. Ciclo térmico da reacdo de gPCR a qual as amostras foram submetidas.
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Anadlise estatistica

Os dados obtidos foram tabulados e a analise estatistica foi realizada
utilizando o programa GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Inc., USA). A normalidade dos
dados foi verificada por meio do teste D’Agostino-Pearson e, entdo, aplicados os
testes paramétricos (teste t-student) ou ndo paramétricos (Mann-Whitney), para a
comparagao das meédias obtidas entre os dois grupos. O nivel de significancia

estabelecido foi 5%. A hipotese de nulidade foi rejeitada se p<0.05.
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Resultados

a) Caracteristicas demograficas e dados relacionados ao Diabetes Mellitus

tipo 2

As caracteristicas demograficas da amostra selecionada estdo descritas na
Tabela 2, sendo constatado que os dois grupos encontram-se pareados para género

e idade.

Tabela 2. Caracteristicas Demograficas

GRUPO 1 (DM GRUPO 2 (DM

Comp) Descomp)
n=30 n=30
Género (F / M)+ 20/10 18/12
Idade * (Média + DP) 50.3 (+ 6.7) 48.0 (+ 7.6)
Etnia
(brancalparda/negra) 15/11/4 13/10/7

* ns-diferenga nao significativa (Teste Mann-Whitney; a=5%)

Na avaliacado dos dados relativos ao diabetes, podemos observar na Tabela 3
que nao ha diferencga entre os grupos quanto ao tempo de diagndstico e ao numero
de internacgdes devido a doenga. No entanto, o grupo DM descompensado (Grupo 2)
apresentou maior numero de complicagdes relacionadas ao diabetes em relagdo ao
grupo DM compensado (Grupo 1), sendo a retinopatia a mais prevalente, seguida
pela nefropatia. Em ambos os grupos, os hipoglicemiantes foram os medicamentos

mais utilizados para controle do diabetes.
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Tabela 3. Dados relativos ao Diabetes

GRUPO 1 GRUPO 2
n=30 n=30
Tempo de diagnéstico (anos) (Média+DP) 5.2 (+ 6.6) 6.2 (+4.2)
Presenga de Complicagdo associada ao DM 12 19+
Presencga de uma complicacao 09 09
Presencga de mais de uma complicagéo 03 10
Numero de internagdes 4 6
Medicamentos para controle:
Hipoglicemiante 15 20
Insulina
Hipoglicemiante/ Insulina 5 8
Nenhum

**p< 0.01 (Teste Mann Whitney; a=5%); DP = desvio-padréao

b) Caracteristicas fisicas e laboratoriais (bioquimicas)

As caracteristicas fisicas e laboratoriais dos pacientes estdo descritas nas
Tabelas 4 e 5. Quanto aos dados do exame fisico, todos os parametros avaliados
(peso (Kg); altura (m); IMC (m/kg2); proporgéo cintura/quadril (cm) e circunferéncia
abdominal (cm)) ndo apresentaram diferenga significante entre o grupo 1 (DM

compensado) e o grupo 2 (DM descompensado) (Tabela 4).
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Tabela 4. Média (+ Desvio-Padrdo) dos dados relativos ao
Exame Fisico

GRUPO 1 GRUPO 2
n=30 n=30
Peso (kg) 83.2 (+ 12.3) 79.8 (+ 16.2)
Altura (m) 1.6 (+0.1) 1.6 (+0.1)
2

IMC (m/kg®) 31.4 (+ 4.1) 30.5 (+ 5.2)
Proporgdo Cintura/
Quadril (em) 1.0 (+ 0.1) 1.0 (+ 0.1)

Circunferéncia
Abdominal (cm) 109.3(£10.8)  104.3 (+ 14.6)

(Teste Mann-Whitney; a=5%); DP = desvio-padrao

Os resultados dos parametros laboratoriais sdo descritos na Tabela 5. Em
relacdo a Glicemia de jejum e a Hemoglobina glicada pode-se observar diferenca
estatisticamente significante entre os grupos DM compensado (Grupo 1) e DM
descompensado (Grupo 2). A avaliagdo da Insulina e da proteina C-reativa Ultra
Sensivel ndo demonstraram resultados estatisticamente diferentes para os grupos

avaliados quando da sua comparacéao (Tabela 5).

Tabela 5. Média (£ Desvio-Padrao) para Parametros Laboratoriais

GRUPO 1 GRUPO 2
n=30 n=30

Glicemia de Jejum 137.5 (+41.4)  226.6 (+74.2) 2

HbA1c 6.6 (+ 0.9) 10.4 (+ 1.9)°
Insulina 21.1 (£ 21.5) 19.7 (+ 20.9)
Proteina C-Reativa US 0.7 (+ 0.6) 0.5 (+ 0.5)

a p<0.01 em relagédo ao grupo 1; ® p< 0.0001 em relagdo aos grupos 1; (Teste de
Mann-Whitney; a=5%); DP = desvio-padrao
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c) Avaliagado da Expressao Génica

Pode-se observar por meio da Figura 4, que mostra um unico pico na curva
de Melting (ou dissociagdo), que todos os primers empregados neste estudo
promoveram a amplificacdo especifica do gene alvo. Apds a analise estatistica da
expressdo génica dos genes de interesse normalizados para a B-Actina, os

resultados foram organizados em graficos de coluna.
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Figura 4. Curvas de dissociacao dos genes alvo mostrando um unico pico referente ao Tm

(temperatura de melting) do respectivo amplicon, o que comprova a especificidade de cada
par de primers (via de sinalizacdo do gene IL10).

Os genes que apresentaram diferenca significante de expressao génica entre

os grupos DM compensado (Grupo 1) e DM descompensado (Grupo 2) foram

38
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IL10RA, JAK1, STAT3, SOCS3 e ICAM1. Todos os genes mencionados acima se
mostraram mais expressos no grupo DM descompensado (Grupo 2) em comparagao
ao outro grupo de interesse. Os demais genes (IL10RB, IL10 e IP10) néo
apresentaram diferenga significante em suas expressées na comparagédo entre os

grupos (Figura 5).

B Grupo 1 (DM2 Compensado)

154 1 Grupo 2 (DM2 Descompensado)

-
o
1

Expressao Génica
(Relac. g-Actina)

Figura 5. Expressdo dos genes IL10RB, IL10RA, IL10, JAK1, STAT3, SOCS3, IP10 e
ICAM1 nos Grupos 1 e 2. Todos os valores foram normalizados para (B-Actina. Dados
representam a média+DP. * p<0.05 em relagdo ao grupo 1; # p<0.0001 em relagéo ao grupo
1; (Teste Mann Whitney; a=5%).
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Discussao

Como ja mencionado, esse € um estudo inédito investigando a expresséo de
genes da via /IL10 em pacientes com DM2 compensados e pacientes
descompensados metabolicamente. O intuito € compreender melhor as diferengas
na expressao genética que possam ocorrer pelo estado de descompensagao,

servindo futuramente como possiveis alvos para intervengéo farmacolégica.

Apesar de poucos dados estarem presentes na literatura para possibilitar a
discussao dos resultados obtidos neste estudo, as informacdes mis interessantes
prospectadas da literatura que tém relacdo com nosso trabalho sdo apresentadas a
seguir. Nossos resultados mostraram um aumento na expressdao de SOCS3 em
pacientes com DM2 descompensado quando comparado a pacientes com DM2
compensado metabolicamente. Dentre os efeitos da descompensacido citados
acima, o aumento da producado hepatica de glicose pode ser influenciado pela
auséncia ou resisténcia a leptina (SCHWARTZ; PORTE, 2005), a qual esta
associada com o aumento da expressao de SOCS3 (BJORBAEK et al., 1998). A
leptina esta relacionada com o controle da ingestdo de alimentos por meio de sua
atuagao no sistema nervoso central (ROMERO; ZANESCO, 2006). Um estudo
mostrou que a resisténcia a insulina em camundongos lipodistréficos pode ser
superada pela infusdo continua e sistematica de baixas doses de leptina
(SHIMOMURA et al., 1999). Defeitos em apenas uma via de sinalizagéo bioquimica
(como por exemplo nas vias IRS-PI3K ou SOCS3) pode causar resisténcia as agdes
neuronais centrais de insulina e leptina levando a hiperfagia, aumento de peso,
resisténcia hepatica a insulina e intolerancia a glicose (SCHWARTZ; PORTE, 2005).

Um estudo mostrou que a administragdo de leptina em camundongos ob/ob
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(obesos) resultou em uma rapida indugao da expressdao de SOCS3 no hipotalamo.
Além disso, a indugdo da expressao de SOCS3 bloqueou a transducado do sinal
mediado por receptores em linhas celulares de mamiferos (BJORBAEK et al., 1998).
Camundongos com deficiéncia de expressdo de SOCS3 se mostraram resistentes
ao aumento de peso mediado por uma dieta rica em gordura e a sensibilidade a
insulina permaneceu (MORI et al., 2004). Outro estudo mostrou que camundongos
com deficiéncia de expressdo de SOCS3 apresentavam melhor sensibilidade a

insulina e apresentavam melhor homeostase de glicose (KIEVIT et al., 2006).

Considerando a via de sinalizagdo da /L1710, ativa-se a via JAK-STAT (e
consequentemente € induzida a expressao de SOCS3) de duas formas: por meio do
receptor ILT0RA ou IL10RB. O receptor IL10RA esta associado a JAK-1 e o receptor
IL10RB a JAK-2 (DONNELLY; DICKENSHEETS; FINBLOOMB, 1999). A sugestéo de
que o SOCS3 faga parte de um loop de feedback negativo intracelular (BJORBAEK
et al., 1998) indicaria uma diminuicdo na expressao de JAKT elou JAKZ e
consequentemente STAT3. No entanto, existem evidéncia de que o SOCSS3
apresente certa especificidade para JAK2 (BJORBAEK et al., 1998) inibindo
portanto, somente esta parte da via de sinalizagdo. Nossos resultados mostram um
aumento na expressao de IL10RA, JAK1 e STAT3 mas nao de IL10RB, sendo

portanto, coerente com esta teoria.

Uma possibilidade de acdo de SOCS-3 € a de inibir a sinalizacdo de
receptores de insulina (SCHWARTZ; PORTE, 2005) como o IRS-1 (substrato do
receptor de insulina 1), o IRS-2 (substrato do receptor de insulina 2) (UEKI; KONDO;
KAHN, 2004) e o IGF-1 (fator de crescimento semelhante a insulina 1) (KREBS;

HILTON, 2003), sendo fator adicional para explicar a relagdo entre resisténcia a
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insulina e a leptina. A via JAK-STAT também esta relacionada ao receptor de leptina

em que o SOCS-3 se liga a JAK-2, inibindo-a (PAZ-FILHO et al., 2012).

Nossos resultados mostraram também um aumento na expressédo de ICAM1
no grupo dos individuos com DM2 descompensado metabolicamente. O ICAM1 é
um gene cuja inibicao esta relacionada com a expressdo de SOCS3 (DONNELLY;
DICKENSHEETS; FINBLOOMB, 1999), a qual neste estudo também encontra-se
elevada. Uma possivel explicagado para este achado é que altas concentracbdes de
leptina levem a um aumento na expressao de /ICAM1 (MANUEL-APOLINAR et al.,
2013) o qual foi associado, em acgado conjunta com B7-1 (grupamento de
diferenciagao 80), com a destruigdo de células 3 do pancreas e ao desenvolvimento
de DM (CAMACHO et al., 2001). No entanto, MANUEL-APOLINAR (2013) sugere
que este aumento na expressao de ICAM1 seja devido a ativagcédo de receptores de
leptina. Caso haja resisténcia a leptina, essa ativagdo nao poderia ocorrer pelos

receptores de leptina diretamente.

Todavia, a hiperglicemia foi associada com a indugao da expressao de ICAM1
sendo possivel que esta seja uma consequéncia da dislipidemia (PARK et al., 2000).
Quando comparamos hiperglicemia constante ou periddica, um estudo mostrou que
uma alta concentracdo de glicose periodicamente leva a aumentos maiores na
expressao de ICAM1 em células endoteliais de artérias coronarias humanas (LIU et
al.,, 2013). O ICAM-1 também esta associado com um dos efeitos da
descompensacao, a retinopatia diabética, uma complicacdo que acomete cerca de
60% dos pacientes com DM2 (ESTEVES et al., 2008). Dois estudos mostraram uma
relacédo positiva entre ICAM1 e a complicagdo do DM2 (LIU et al, 2006; KAMIUCHI

et al, 2002). O aumento de ICAM-1 soluvel se torna importante uma vez que a
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adesdo de mondcitos circulantes € necessaria para o inicio do processo de lesdes

ateroscleroticas precoces (LIU et al., 2013).

Constatamos que até o presente momento ndo ha nenhum estudo que
investigou a expressdo dos genes [L710, seus receptores e outros genes de
sinalizagao intracelular dessa via em individuos com DM2 descompensados e
compensados metabolicamente. Assim, mais estudos sdo necessarios para buscar
reproduzir os resultados aqui apresentados. Consideramos a avaliacdo dos niveis de
leptina e da expressdo génica de JAK-2, bem como a verificagcbes dos niveis de
expressao génica dos genes de uma via de uma citocina pro-inflamatéria, essenciais

para ajudar a avaliar as sugestdes apresentadas.

Em continuidade a este estudo, pretende-se verificar se ha correlagcéo entre
os niveis de expressao génica observados com as caracteristicas fisicas e
laboratoriais dos pacientes. Idealmente, seria interessante avaliar maior numero de
pacientes e inclusive de outras etnias, apresentando diferentes complicacdes
advindas do DM2, para tentar melhorar o entendimento de como essa patologia
pode influenciar a expresséao de importantes genes do sistema imune no contexto da
compensacgao/descompensacao metabdlica. Esse conhecimento pode abrir portas
para a identificacdo de possiveis novos alvos farmacéuticos para o controle do DM2

ou diminuic&do dos seus efeitos danosos no organismo.
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Conclusao

De acordo com o objetivo proposto e os resultados encontrados foram obtidas

as seguintes conclusoes:

Os genes IL10RA, JAK1, STAT3, SOCS3 e ICAM1 apresentaram uma maior
expressdo génica no grupo de individuos com DM2 descompensado

metabolicamente;

Os genes IL10RB, IL10 e IP10 ndo apresentaram uma diferenca de
expressao significativa entre pacientes com DM2 compensado e

descompensado metabolicamente.
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