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INTER-RELACAO DA MICROBIOTA INTESTINAL, MARCADORES
INFLAMATORIOS PLASMATICOS E IMUNOLOGICOS EM PACIENTES COM
DIABETES MELLITUS NA CIDADE DE JOINVILLE-SC

Resumo

O Diabetes Mellitus (DM) € uma doenca caracterizada por hiperglicemia,
decorrente de defeitos na secrecdo ou acao do hormonio insulina, que quadruplicou
nos ultimos 40 anos e € a sétima causa de morte no mundo. As causas do
desenvolvimento do DM estdo ligadas a fatores genéticos e ambientais, porém
estudos recentes buscam relacionar alteracdes da microbiota intestinal ao seu
desenvolvimento. A microbiota intestinal € naturalmente um grande reservatério de
lipopolissacarideos (LPS), componente abundante da parede bacteriana gram-
negativa, e a migragédo do LPS para a corrente sanguinea é chamada de endotoxemia,
gue esta relacionada a desregulacdo da glicose, obesidade, inflamacao do tecido
adiposo e beta pancreatico disfuncdo celular, além de correlacdo significativa do
aumento do LPS com biomarcadores inflamatérios como Proteina C Reativa (PCR),
ferritina e Interleucina 1  em pacientes com diabetes tipo 2. Portanto, o objetivo deste
estudo foi avaliar lipopolissacarideos e marcadores inflamatérios plasmaticos em
pacientes diabéticos na cidade de Joinville, Brasil. Métodos: Foram incluidos 67
individuos com idade entre 12 e 91 anos, divididos em ‘diabéticos’ e ‘nao diabéticos’
com base na glicemia ou hemoglobina glicada. A quantificacao de lipopolissacarideos
(LPS), interleucina 1, C5a e interleucina 10 foi realizada por ensaio imunoenzimatico.
A ferritina foi realizada por quimioluminescéncia e a proteina C Reativa (PCR) foi
guantificada por imunoturbidimetria. As médias foram comparadas pelo teste t de
Student com niveis de significancia fixados em p<0,05. Resultados: Observou-se
aumento significativo de lipopolissacarideos em pacientes diabéticos. A 'Proteina C
Reativa' plasmatica e a 'Ferritina’ também estavam significativamente aumentadas em
pacientes diabéticos. A quantificacdo de interleucina 1 B, IL-10 e fracdo C5a do
sistema complemento nado apresentou diferenca significativa entre 0s grupos
estudados. Conclusdées: Houve aumento significativo da concentracdo de
lipopolissacarideos plasmaticos, em pacientes diabéticos, marcador que esta
associado ao aumento da permeabilidade intestinal e marcadores inflamatérios
comumente utilizados na pratica clinica. A ferritina e a PCR também estdo elevadas.

Esses achados podem estar relacionados ao desenvolvimento de diabetes ou outras



patologias, além das complicacdes do DM, sendo necessarios mais estudos para

confirmagao.

Palavras-chave: Diabetes, Lipopolissacarideos, Marcador inflamatério



INTERRELATION OF THE INTESTINAL MICROBIOTA, INFLAMMATORY
PLASMATIC AND IMMUNOLOGICAL MARKERS IN PATIENTS WITH DIABETES
MELLITUS IN THE CITY OF JOINVILLE-SC

Abstract

Diabetes mellitus (DM) is a disease characterized by hyperglycemia, resulting
from defects in the secretion or action of the hormone insulin, which has quadrupled in
the last 40 years and is the seventh leading cause of death worldwide. DM
development causes are linked to genetic and environmental factors, but recent
studies seek to relate changes in the intestinal microbiota to its development. The
intestinal microbiota is naturally a large reservoir of lipopolysaccharides (LPS),
abundant component of the gram-negative bacterial wall, and the migration of LPS into
the bloodstream is called endotoxemia which is related to glucose dysregulation,
obesity, adipose tissue inflammation and pancreatic beta cell dysfunction, in addition
to a significant correlation of increased LPS with inflammatory biomarkers such as C-
Reactive Protein (CRP), ferritin and Interleukin 1 f in patients with type 2 diabetes.
Therefore, the aim of this study was to evaluate lipopolysaccharides and plasma
inflammatory markers in diabetic patients in the city of Joinville, Brazil. Methods: Sixty-
seven individuals aged between 12 and 91 years were included divided into ‘diabetics’
and ‘non-diabetics’ based on blood glucose or glycated hemoglobin. The quantification
of lipopolysaccharides (LPS), interleukin 1, C5a and interleukin 10 was performed by
enzyme-linked immunosorbent assay. Ferritin was performed by chemiluminescence,
and C-reactive protein (CRP) was quantified by immunoturbidimetry. Means were
compared by Student t test with significance levels set at p<0.05. Results: A significant
increase in lipopolysaccharides was observed in diabetic patients. Plasmatic 'C-
Reactive Protein' and 'Ferritin' were also significantly increased in diabetic patients.
The quantification of interleukin 1 B, IL-10 and the C5a fraction of the complement
system showed no significant difference between the studied groups. Conclusions:
There was a significant increase in the concentration of plasma lipopolysaccharides,
in diabetic patients, a marker that is associated with increased intestinal permeability
and inflammatory markers commonly used in clinical practice. Ferritin and CRP are

also elevated. These findings may be related to the development of diabetes or other



pathologies, in addition to DM complications, and further studies are needed for

confirmation.

Keywords: Diabetes; Lipopolysaccharides; Inflammatory Marker.



INTERRELACION DE LA MICROBIOTA INTESTINAL, MARCADORES
PLASMATICOS INFLAMATORIOS E INMUNOLOGICOS EN PACIENTES CON
DIABETES MELLITUS DE LA CIUDAD DE JOINVILLE-SC

Resumen

La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad caracterizada por
hiperglucemia, resultante de defectos en la secrecion o accion de la hormona insulina,
gue se ha cuadriplicado en los ultimos 40 afios y es la séptima causa de muerte a
nivel mundial. Las causas del desarrollo de la DM estan ligadas a factores genéticos
y ambientales, pero estudios recientes buscan reportar cambios en el microbiota
intestinal para su desarrollo. La microbiota intestinal es naturalmente un gran
reservorio de lipopolisacaridos (LPS), componente abundante de la pared bacteriana
gramnegativa, y la migracion de LPS al torrente sanguineo se denomina endotoxemia,
gue esta relacionada con la desregulacion de la glucosa, la obesidad, la inflamacion
del tejido adiposo y la beta pancreatica. disfuncién celular, ademas de una correlacion
significativa del aumento de LPS con biomarcadores inflamatorios como la Proteina C
Reactiva (PCR), la ferritina y la Interleucina 1  en pacientes con diabetes tipo 2. Por
lo tanto, el objetivo de este estudio fue evaluar lipopolisacaridos y marcadores
inflamatorios plasméaticos en pacientes diabéticos en la ciudad de Joinville, Brasil.
Métodos: Se incluyeron 67 individuos con edades entre 12 y 91 afios divididos en
‘diabéticos' y 'no diabéticos' en base a la glucemia o hemoglobina glicosilada. La
cuantificacion de lipopolisacéaridos (LPS), interleucina 13, C5a e interleucina 10 se
realiz6 mediante ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas. La ferritina se realiz6
por quimioluminiscencia y la proteina C reactiva (PCR) se cuantific6 por
inmunoturbidimetria. Las medias se compararon mediante la prueba t de Student con
niveles de significacion fijados en p<0,05. Resultados: Se observé un aumento
significativo de lipopolisacéridos en pacientes diabéticos. La ‘proteina C reactiva'y la
ferritina’ plasmaticas también aumentaron significativamente en pacientes diabéticos.
La cuantificacion de interleucina 1, IL-10 y la fraccion Cb5a del sistema del
complemento no mostrd diferencias significativas entre los grupos estudiados.
Conclusiones: Hubo un aumento significativo en la concentracion de lipopolisacéaridos

plasmaticos, en pacientes diabéticos, marcador que se asocia con aumento de la



permeabilidad intestinal y marcadores inflamatorios de uso comdn en la practica
clinica. La ferritina y la PCR también estan elevadas. Estos hallazgos pueden estar
relacionados con el desarrollo de diabetes u otras patologias, ademas de

complicaciones de la DM, siendo necesarios mas estudios para su confirmacion.

Palabras-clave: Diabetes, Lipopolisacaridos, Marcador inflamatorio.
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1 INTRODUCAO

Diabetes melittus € uma doenca caracterizada pela hiperglicemia, decorrente
de defeitos na secrecdo ou na acédo do hormonio insulina, produzida pelo pancreas e
responsavel por promover a entrada da glicose nas células do organismo
(MINISTERIO DA SAUDE, 2022). A doenga pode ser dividida em trés principais
subtipos, sendo o diabetes tipo 1 (DM1), relatada como a deficiéncia da producéo de
insulina, o diabetes tipo 2 (DM2), a mais comum delas, resultado da ineficiéncia do
organismo em utilizar a insulina e a diabetes gestacional (DG), caracterizada pela
hiperglicemia durante o periodo da gravidez (WHO, 2022).

As complicacdes decorrentes do diabetes sdo comuns e envolvem altas taxas
de morbidade e mortalidade, sendo divididas de maneira geral em microvasculares
(neuropatias, nefropatias e retinopatias) e macro vasculares (doencas
cardiovasculares, acidentes vasculares encefélicos e doencas arteriais periféricas),
além de pé diabético, doencas dentais, dificuldade de resposta imune as infec¢des e
complicagdes do nascimento (PAPATHEODOROU et al.,, 2018). O numero de
diabéticos no mundo quadruplicou nos ultimos 40 anos e em 2016, 1,6 milhdes de
pessoas morreram de causas diretamente a ele associados, sendo a sétima causa de
mortes no mundo (WHO, 2022).

As causas do desenvolvimento de DM estdo ligadas a fatores genéticos e
ambientais, entre eles exposicdo a produtos quimicos, virus e dieta, mas recentes
estudos buscam relacionar alteracdes da microbiota intestinal com o desenvolvimento
de diabetes (MOFFA, 2019). Observa-se que combina¢cdes de grupos microbianos
podem estimular linfocitos T auto-reativos por mecanismos de mimetismo molecular e
a exposicdo de células beta pancreaticas as citocinas pré-inflamatérias como IL-1,
IFN-c e interleucina 12 (IL-12) pode levar a DM1 (BIBBO et al., 2017; NEEDELL e
ZIPRIS, 2016; VAARALA, 2011). Além disso, a microbiota parece ter um efeito
relacionado a obesidade, que induz resisténcia a insulina e a inflamag&o metabdlica
(TILG e MOSCHEN, 2015). Considerando, que a obesidade aumenta o risco de DM2
e 80% destes pacientes sdo obesos, dietas ricas em gorduras, acucares e
industrializados podem alterar a microbiota intestinal, modificar o metabolismo lipidico,
provocar esteatose hepética e inflamacéo sistémica (EVERARD et al., 2013; GEURTS
et al., 2014).
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A microbiota intestinal parece ter um papel mais importante que a variagédo do
genoma do individuo na patogénese da obesidade, por conta da interacéo desta com
o ambiente (CARICILLI e SAAD, 2014). Ela é o conjunto dos microrganismos
associados atecidos ou 6rgdos, que colonizam sem produzir doencas (KIM;
COVINGTON; PAMER, 2017) e no intestino compreendem um ecossistema
predominantemente constituido de bactérias, com mais de 100 trilhGes, distribuidas
por centenas de espécies (KIM; COVINGTON; PAMER, 2017; TILG e MOSCHEN,
2015). A composicao da microbiota intestinal depende da historia do hospedeiro, da
sua genética e de fatores ambientais e pode ser afetada por varios parametros como
pH, niveis de oxigénio, disponibilidade de nutrientes e temperatura, permitindo que
diferentes popula¢des microbianas exercam papel critico na saude humana (MILANI
etal., 2017; DE LUCA e SHOENFELD, 2018).

A manutencéo de uma microbiota benéfica requer o equilibrio homeostatico da
comunidade microbiana, bem como da interface entre ela e o intestino do hospedeiro
e isso é essencial para a extracdo de energia de substancias digeridas, para o
desenvolvimento do sistema imune local e para a ndo-migragdo de patdégenos do
intestino para a circulacédo (SOMMER et al., 2017; KIM; COVINGTON; PAMER, 2017).
Destaca-se, que as células do epitélio intestinal exercem funcdes discrepantes, pois
devem ser uma barreira fisica impermeavel entre o hospedeiro e a microbiota ou
microrganismos patogénicos, mas precisam permitir a absor¢cdo dos nutrientes
(BELKAID e HARRISON, 2017).

As primeiras barreiras imunologicas intestinais sdo muco e peptideos
antimicrobianos produzidos pelas células de Goblet e Paneth, que formam um produto
gelatinoso de glicoproteinas capaz de separar 0s patdgenos comensais dos
enterécitos e ajudam a regular a permeabilidade intestinal (CANTORNA; SNYDER;
ARORA, 2019). Este muco, promove protecdo fisica, além de ser rico em
Imunoglobulinas A (IgA), diminuindo a capacidade invasiva dos microrganismos
(COATES et al., 2019).

Diferente da resposta imune inata sistémica, no intestino a ligacdo de
patdgenos aos receptores de reconhecimento de padrédo (PRR) néo leva a inflamacao
local, mas a uma reorganizagcdo e aumento das junc¢des de oclusdo dos enterdcitos,
criando uma maior resisténcia entre as células epiteliais, aumento da sua motilidade
e proliferacao celular (COATES et al., 2019; ZHOU, et al., 2020), além de induzir a
producdo de interleucina 10 (IL-10) pelos linfocitos T CD4+ (LTCD4+), promover a
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expanséo clonal e inducéo de células T reguladoras (T regs) e supressao de linfocitos
T helper 17 (Th17) (SPILJAR et al., 2017).

As préprias bactérias também contribuem para a imunidade da mucosa
intestinal, produzindo enzimas capazes de permitir a digestao de certos nutrientes em
formas absorviveis, incluindo os acidos graxos de cadeia curta (AGCC) como butirato,
acetato e propionato, que tem conhecidos efeitos imunomoduladores (BANDER, et
al., 2020; YOO et al., 2020).

A reducéo da diversidade microbiana ou alteracdes do conjunto microbiol6gico
levam ao desequilibrio da microbiota, também chamado de disbiose e esta
relacionada ao surgimento de varias patologias inflamatérias intestinais, doencas
cardiovasculares, canceres, desordens neuro inflamatorias, doencas autoimunes e
distirbios metabdlicos (FERNANDEZ et al., 2018; SHEN; OBIN; ZHAO, 2013;
MOREIRA et al., 2019; HUANG et al., 2019; TANG; KITAI; HAZEN, 2017; CARICILLI
e SAAD, 2014; EVERARD e CANI, 2013). Mudancas da microbiota intestinal podem
modular os niveis dos metabolitos derivados das bactérias, reduzir a apresentacao de
antigenos e ativagéo de linfécitos T e B, diminuir a producdo de muco intestinal, o que
culmina em aumento de permeabilidade, translocacdo de bactérias e inflamacao
(OLIVARES-VILLAGOMEZ e KAER, 2018; SPILJAR et al., 2017; WANG; ZHU; QIN,
2019).

Além, disso, a microbiota intestinal € naturalmente um grande reservatorio de
lipopolissacarideos (LPS), um componente abundante da parede bacteriana gram-
negativa e a migracao do LPS para a corrente sanguinea € chamado de endotoxemia,
evento que pode decorrer de dietas ricas em gordura, mas principalmente em
decorréncia do aumento da permeabilidade intestinal na disbiose (BARRA, et al.,
2021; CANDIDO; BRESSAN; ALFENAS, 2018). A endotoxemia esta relacionada com
desregulacédo da glicose, obesidade, inflamacéo do tecido adiposo e disfuncdo de
células beta pancreaticas (BANDER et al., 2020), além de haver uma significativa
correlacdo do aumento de LPS com biomarcadores inflamatorios como Proteina C
Reativa (PCR), Fator de Necrose Tumoral (TNF) e Interleucina 6 (IL-6) em pacientes
com diabetes tipo 2 (SALGUERDO, et al., 2019).

Niveis significativamente elevados de Proteina C reativa tém sido descritos ha
muito na literatura como um biomarcador inflamatorio associado a DM (MISRA e
SAHU, 2012, EL-MESALLAMY et al., 2007) e pode atualmente ser aplicado como

marcador de prognadstico e deciséo diante de complicacdes do diabetes (WANG et al.,
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2021). A elevagdo dos niveis de IL-1p em diabéticos foi apresentada em diversos
estudos (BAE et al., 2019; MARGARYAN et al., 2020; TONG et al., 2017), bem como
0 aumento de ferritina em pacientes com diabetes e complicacdes microvasculares
(METWALLEY et al., 2021), sendo a ferritina considerada um fator de risco
independente para o desenvolvimento da patologia (LIU et al., 2020; ZHANG et al.,
2021).

Varios autores descrevem a relacdo da microbiota intestinal e o diabetes mellitus
(DM) (NAVAB-MOGHADAM et al., 2017, MURNOZ-GARACH; DIAZ-PERDIGONES;
TINAHONES, 2016; VAARALA, 2011; ABDELLATIF e SARVETNICK, 2019; HAN et
al., 2018; BIBBO et al., 2017) e outros estabelecem a alteracdo de marcadores
inflamatorios plasmaticos em pacientes diabéticos, inclusive como fatores de risco
para a evolucdo da doenca (ALFADUL; SABVICO; AL-DAGHRI, 2022; LIU et al.,
2020). Dessa maneira, discute-se a possibilidade destes achados estarem
relacionados aos mecanismos de desenvolvimento do diabetes, sendo os mais
citados os efeitos da alteracdo de microbiota sobre a producdo de AGCC, resisténcia
insulinica mediada por LPS e aumento da inflamacao croénica sistémica (CARICILLI e
SAAD, 2014; FASSATOUI et al., 2019; MOFFA et al., 2019; NAVAB-MOGHADAM et
al., 2107; SALAMONE, 2021).

Diante do exposto, notou-se a importancia e necessidade de se investigar
marcadores inflamatorios e imunoldgicos plasmaticos em pacientes diabéticos na
cidade de Joinville e discutir possiveis alteracdes de microbiota e permeabilidade

intestinal como fatores para o desenvolvimento da doenca.

21



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar marcadores inflamatorios plasmaticos e imunoldgicos e suas inter-

relacbes com a microbiota intestinal de pacientes diabéticos na cidade de Joinville-

SC.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Quantificar os marcadores inflamatérios plasmaticos Proteina C Reativa,

Ferritina e Albumina em pacientes com e sem diabetes mellitus;

Quantificar a interleucina 1 beta (IL-1B) no soro de pacientes com e sem

diabetes;

Quantificar a interleucina 10 (IL-10) no soro de pacientes com e sem diabetes;

Quantificar a proteina ‘C5a’ do sistema complemento no soro de pacientes com

e sem diabetes:

Avaliar os marcadores imunolégicos ‘Fator Reumatoide’ e ‘Fator Antinuclear

(FAN) nos pacientes com e sem diabetes;

Quantificar os lipopolissacarideos plasmaticos de pacientes com e sem

diabetes:

Comparar e relacionar o perfil dos biomarcadores inflamatérios plasmaticos

entre pacientes diabéticos e os sem diabetes;

Relacionar os marcadores inflamatérios Proteina C reativa, Ferritina e IL-13

com os indices de massa corpérea (IMC) e Hemoglobina Alc (HbAlc)

Inter-relacionar os mediadores inflamatorios plasmaticos e marcadores

imunolégicos com os niveis de lipopolissacarideos dos pacientes estudados;
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 DIABETES MELLITUS

Diabetes Mellitus (DM) € um termo coletivo utilizado para desordens
metabolicas caracterizadas por niveis cronicamente elevados de glicose sanguinea
(PETERSMANN et al., 2019). Ela acomete cerca de 422 milhfes de pessoas
mundialmente e 1,6 milhdes de mortes anuais sdo diretamente atribuidas a essa
patologia (WHO, 2022).

Os pacientes portadores de diabetes apresentam ao diagndstico, sintomas
como fome e sede constantes, formigamento de pés e maos, polilria, frequentes
infeccOes de bexiga, rins e pele, cicatrizagao debilitada e visdo embacada e ao longo
dos anos esse disturbio metabdlico pode levar a complicagdes macro vasculares,
como doencas cardiovasculares, doencgas arteriais periféricas e acidentes vasculares
encefalicos, além de complicagcdes microvasculares, envolvendo neuropatias,
retinopatias e nefropatias, podendo haver desenvolvimento de pé diabético e
dificuldade de cicatrizagdo, bem como envolver altas taxas de morbidade e
mortalidade (FASSATOUI et al., 2019; PAPATHEODOROU et al., 2018).

A patologia possui trés subtipos: o diabetes do tipo 1 (DM1), caracterizada pela
deficiente producédo de insulina, o diabetes do tipo 2 (DM2) provocado pela
resisténcia a insulina e a diabetes gestacional (DG) que é condicionada ao aumento
da glicemia no periodo gestacional, sendo o tipo 2 o de maior prevaléncia mundial
(WHO, 2022).

O tratamento dessa condicdo varia com a necessidade de cada paciente,
podendo ser prescritos hipoglicemiantes orais, como inibidores de alfaglicosidase
(impedem a digestdo e absorcdo de carboidratos no intestino), sulfonilureias e
glinidas (estimulam a producdo pancreética de insulina) e/ou uso do horménio
insulina, além do encorajamento a habitos saudaveis, mantendo uma dieta diaria de
verduras, legumes e frutas, redu¢cdo do consumo de sal, agucares e gorduras
e pratica de exercicios fisicos com regularidade, para controle de peso (MINISTERIO
DA SAUDE, 2022).

O fisiopatogenia do DM1 é a destruicdo autoimune das células beta
pancreaticas, responsaveis pela producdo de insulina, o que a torna absolutamente

deficiente, entretanto o DM2 é considerado uma doenca multifatorial, associada a
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uma predisposicdo genética (PETERSMANN et al., 2019). O DM2, que acomete
majoritariamente adultos e é o subtipo mais comum, caracteriza-se pela
hiperglicemia pré e pos-prandial decorrente de insuficiéncia insulinica, seja pela
producao e secrec¢ao inadequada da insulina ou pelo desenvolvimento de resisténcia
pelo organismo (WHO, 2022; NOGUERA et al., 2020). Classicamente, o
desenvolvimento dessa patologia esta diretamente relacionado ao sobrepeso,
sindrome metabdlica, sedentarismo, habitos alimentares ndo saudaveis, elevacéo de
triglicerideos e hipertensdo (MINISTERIO DA SAUDE, 2022).

Além dos mecanismos fisiopatologicos classicos supracitados, nos ultimos anos
alteracbes de microbiota intestinal estdo sendo estudadas como parte do
desenvolvimento de diabetes (ABDELLATIF e SARVETNICK, 2019; BIBBO et al.,
2017; HAN et al., 2018).

3.2 MICROBIOTA INTESTINAL

O intestino humano possui uma imensa area de interface entre o meio
ambiente e microrganismos, com uma densidade estimada em 10! a 10*° células
bacterianas por mililitro de muco intestinal, estendida em uma area de 250 a 400m?
(RINNINELA et al.,, 2019; THURSBY e JUGE, 2017). A microbiota intestinal é
composta de diferentes espécies de microrganismos - majoritariamente bactérias - e
modulada desde o inicio da vida até a fase adulta, sofrendo varia¢cdes de acordo com
o tipo do nascimento, alimentacao na primeira infancia, fatores ambientais e genéticos
(RINNINELA et al., 2019). Esta composicao nativa permanece relativamente estavel
durante a vida adulta, mas difere dentre os individuos de acordo com a mucosa
intestinal, indice de massa corporea, estilo de vida, pratica de exercicios fisicos e
habitos alimentares culturais, sendo que um equilibrio saudavel entre o hospedeiro e
sua microbiota intestinal garante equilibrio metabdlico e boa performance do sistema
imunologico, prevenindo desenvolvimento de doencas (GENSOLLEN et al., 2016).

A microbiota intestinal € composta de fungos, virus e predominantemente de
bactérias, que taxonomicamente sdo classificadas de acordo com o filo, classe,
ordem, familia, género e espécie, sendo Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria,
Proteobacteria, Fusobacteria e Verrucomicrobia, os filos dominantes na microbiota
intestinal, com Firmicutes e Bacteroidetes representando 90% da composic¢éo total
(COSTEA et al., 2011). Estudos identificaram pelo menos 2.172 espécies de bactérias

24



isoladas de seres humanos, classificadas em 12 diferentes filos, com 93,5% delas
pertencentes a Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria e Bacteroidetes (THURSBY
e JUGE, 2017).

O filo Bacteroidetes é composto de bactérias gram-negativas em forma de
bastbes, aerdbias, anaerdbias e ndo-esporuladas que colonizam diferentes regides
intestinais e sdo conhecidas por digerirem polissacarideos complexos, 0s quais
resistem as enzimas digestivas do hospedeiro, produzindo acidos graxos volateis de
cadeia curta, como acetato, propionato e butirato, que sao reabsorvidos pelo
hospedeiro (KIM; COVINGTON; PAMER, 2017). Estes compostos tém sido discutidos
na regulacdo do crescimento do epitélio intestinal, bem como na diferenciacéo e
estimulacdo do sistema imune local (LEVY et al., 2015). Os Bacteroidetes contribuem
para a manutencao da boa relacéo entre hospedeiro, mucosa e fungées metabdlicas,
sendo que a maioria dos representantes deste filo ndo causam doencas, com excecao
ao Bacteroides fragillis enteropatogénico produtor de toxina capaz de causar colite e
estar associado a tumorigénese (SEARS, 2009).

Bactérias gram-positivas em sua maioria anaerdbias obrigatérias e facultativas
compdem mais de 200 espécies do filo Firmicutes, como Lactobacillus, Bacillus,
Clostridium, Enterococcus e Ruminicoccus (RINNINELLA et al., 2019). A classe
Clostridium representa 95% deste filo, mas € um grupo heterogéneo de bactérias,
sendo que os grupos XlIVa e IV representam a maioria dos organismos residentes no
trato gastrintestinal com papéis benéficos, promovendo homeostase imune e liberagcéo
de butirato e produtos final da fermentacéo - similares aos Bacteroidetes - , porém os
membros do grupo Xl, Clostridium tetani, Clostridium difficile e Clostridium perfringens
sao patégenos causadores de importantes doencas em humanos (KIM; COVINGTON,;
PAMER, 2017).

O filo Actinobacteria € composto de bactérias gram-positivas aerébias e
anaerdbias e Biffidobacteria spp. € o género com maior representatividade (RAJILIC-
STOJANOVIC e VOS, 2014). Certas espécies deste filo também sdo consideradas
probiéticos gerando protecdo contra patdgenos por competicdo de exclusao,
imunomodulacéo e habilidade de aderéncia no muco do epitélio intestinal (BUFFIE e
PAMER, 2013).

Proteobacteria € o filo composto de uma grande variedade de gram-negativos
anaerébios facultativos e normalmente estdo em baixa quantidade na microbiota

saudavel, com alguns estudos sugerindo que o aumento da prevaléncia de

25



Proteobacteria € comum em desequilibrios da microbiota e desenvolvimento de
doencas (KIM; COVINGTON; PAMER, 2017). A familia Enterobacteriacea, que inclui
Escherichia coli e Klebsiella spp. estd normalmente em baixa quantidade, porém
possui potencial para dominar durante processos de disbiose (TAUR e PAMER,
2013).

3.2.1 Fatores que influenciam na microbiota intestinal

Cada individuo é provido de uma microbiota intestinal Unica, que desempenha
funcbes especificas no metabolismo dos nutrientes, manutencdo e integridade da
mucosa, imunomodulacéo e protecao contra patégenos, sendo a genética apenas um
dos fatores que contribuem para esta formacéao particular (LIM, et al., 2017; RAJILIC-
STOJANOVIC e VOS, 2014).

A via de nascimento é um fator que interfere na microbiota, sendo que partos
normais estdo relacionados a composi¢cdes associadas a microrganismos de pele,
vaginal e fecal da mae, mas em cesareas ha maior relagcdo com a microbiota da pele
materna e do ambiente hospitalar (THURSBY e JUGE, 2017).

A idade gestacional ao nascimento € uma variavel da microbiota intestinal, pois
em bebés pré-termos ela é modificada pela imaturidade do tecido e componentes
ambientais, como uso de antibioticoterapia, internamento hospitalar e dieta entérica
mais frequente nestes recém-natos (ARBOLEYA et al., 2012).

Além das variaveis associadas a primeira infancia, outros fatores podem
influenciar na composi¢do da microbiota intestinal, como indice de massa corporal
(IMC), prética de exercicios fisicos, etnia, habitos de dieta e culturais (THURSBY e
JUGE, 2017). Diferencas de microbiota sao percebidas em diferentes idades e
géneros, 0 que pode estar relacionado com os varios eventos da vida como doencas,
mudancas e diferencas hormonais ou funcionalidade do sistema imunologico
(BANDER et al., 2020; ODAMAKI, et al.,, 2016). Haro e colaboradores (2016)
observaram que além das diferencas de composicdo de microbiota entre homens e
mulheres, indices de massa corporal mais elevados modificam o perfil da microbiota,
ainda que distintamente entre 0s sexos.

A antibioticoterapia, necessaria para combate de inUmeras patologias, altera a

composicédo e a fungao da microbiota intestinal e pode produzir efeitos de longo prazo,
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como resisténcia aos antibidticos, perda da diversidade de espécies da e alteracbes
da imunidade da mucosa intestinal (BECATINNI; TAUR; PAMER, 2016).

Além disso, estudos sugerem que a dieta exerce um efeito importante sobre a
microbiota. Férmulas infantis de leite estdo associadas a colonizacédo mais frequente
por Escherichia coli, Bacteroides e Clostridium difficile comparado ao aleitamento
materno, e criancas que sao alimentadas no peito geralmente tem uma maior
diversidade de Bifidobacterium (MILANI et al.,, 2017). Em adultos, dietas ricas em
fibras demostram reducéo de proteinas de fase aguda, LPS e IL-6 no plasma, reduzem
IMC e aumentam a abundancia relativa de Bifidobacterium (OJO et al., 2021). Por
outro lado, ha evidéncias cientificas que ocorre aumento da inducéo de disbiose e
endotoxemia metabdlica em dietas ricas em gorduras (CANDIDO; BRESSAN;
ALFENAS, 2018).

A rapida colonizacdo do trato gastrintestinal no neonato desempenha um
importante papel no desenvolvimento do sistema imune da mucosa intestinal, sendo
gue em estudos com animais sem microbiota, sua auséncia causa deficiéncia
imunoldgica significativa (ROMANOKEELER et al., 2014).

3.3 SISTEMA IMUNOLOGICO NA MUCOSA INTESTINAL

A primeira barreira fisica entre as bactérias e o organismo € o epitélio de células
intestinais, do qual fazem parte células enteroenddcrinas, células produtoras de muco
(Goblet), células absortivas, células que produzem peptideos antimicrobianos, entre
outras funcdes (COATES, et al., 2019; SODERHOLM e PERICORD, 2019).

Os enter6citos sao justapostos, apresentando juncdes de oclusdo e
desmossomos para garantir, que mesmo com a motilidade intestinal, a permeabilidade
entre células fiqgue preservada (Figura 1) e as principais constituintes da resposta
imune séo células dendriticas (CD), macrofagos, neutréfilos, eosindéfilos e mastocitos
(FARRE et al., 2020). Neste ponto, observa-se uma interacdo entre a microbiota e o
sistema imune: os patégenos estimulam receptores tipo-Toll (TLR) e NOD, através da
interacdo de seus PAMPS, melhorando as juncfes de oclusdo entre os enterocitos e
aumentando a producdo de peptideos antimicrobianos pelas células de Paneth
(HOOPER e MACPHERSON, 2010). Nf-KB é uma importante via de sinalizagao
destes receptores na manutencao da integridade epitelial intestinal, pois ela promove

diminuicdo na producao de citocinas pro-inflamatorias, induz fatores anti-apoptoticos,

27



além de proliferacdo e estabilizacdo das jungcbes de oclusdo (RAKOFF-NAHOUM;
HAO; MEDZHITOV, 2006).

Além disso, o muco recobre o epitélio intestinal, mantendo a separacdo
espacial e fisica entre as bactérias que colonizam o limen e a barreira epitelial
intestinal, e a preservacédo desta reduz a invasao dos patégenos, enquanto as células
imunes reparam eventuais danos a mucosa (KIM; COVINGTON; PAMER, 2017).

Figural—-0O muco e os peptideos antimicrobianos dificultam ainteragéo fisicaentre amicrobiota

intestinal e os enterécitos.
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Os antigenos comensais sao normalmente transportados, via endocitose pelas
células micropregas (Células M) aos tecidos linfoides e sdo apresentados pelas
células dendriticas (CD) aos linfécitos T (LT) e linfocitos B (LB) (WANG; ZHU; QIN,
2019). As células T CD4+ quando ativadas, tornam-se células efetoras chamadas de
T auxiliares/helper (Th) e dependendo do tipo de antigeno, o sitio de colonizagéo e

propriedades metabdlicas da microbiota intestinal, podera exprimir um fenétipo com

28



diferentes plasticidades funcionais: Th-1 induzidas por IL-13 e produtoras de IFN-y,
Th-2 induzidas por IL-10 e produtora de IL-4 e Th-17 induzida por IL-12 e produtora
de IL-17, cada qual com seu efeito sobre a imunidade da mucosa (FENG e ELSON,
2011). A producdo de imunoglobulinas A (IgA) pelos linfécitos B ativados apés
interacdo com o0s LT nos centros germinativos, serve como uma outra linha de defesa
no lumen intestinal, neutralizando as bactérias e prevenindo da invasdo de patégenos
e toxinas (DAILLERE et al., 2020).

A imunidade adaptativa da mucosa intestinal envolve os tecidos linfoides
associados a mucosa gastrica (GALT), linfécitos foliculares, linfocitos intraepiteliais e
uma série de moléculas reguladoras (citocinas, quimiocinas e imunoglobulinas), sendo
gue a homeostase intestinal depende de um equilibrio delicado entre os linfécitos T
efetores e os linfocitos T reguladores (T regs) (FARRE et al., 2020; WANG, ZHU, QIN,
2019). O ambiente anti-inflamatorio, mediado por substancias como AGCC e IL-10,
promove a transformacdo dos linfécitos T intestinais em T regs, além de gerar
tolerancia imune a microbiota intestinal (NGUYEN; ALJAMAEI; STADYK, 2021; YOO
etal., 2020; ZHOU et al., 2020). Na eubiose, existe maior proporc¢éo de citocinas anti-
inflamatérias, como IL-10 e T regs na mucosa intestinal e quando ocorre uma
migracdo para o perfil Thl7, sua excessiva ativacdo pode desencadear doencas
inflamatorias crénicas ou autoimunes, mediada por citocinas inflamatérias como I1-13,
IL-6 e TNF a (AMOROSO et al., 2020; WANG; ZHU; QIN, 2019). Dessa maneira, 0
desequilibrio da resposta imune intestinal resulta em varias desordens inflamatorias,

doencas infecciosas, patologias autoimunes e cancer (SUN; FU; ZHOU, 2017).

3.4 DESEQUILIBRIO DA MICROBIOTA INTESTINAL E O DESENVOLVIMENTO DE
DOENCAS

Existe uma certa dificuldade em definir uma eubiose ideal, ja que existe grande
variagdo entre microbiotas intestinais saudaveis dos individuos, mas disbiose é o
termo utilizado quando ha perda do balanco da microbiota com ocorréncia de perda
de funcéo ou composi¢do (HOOCKS e O'MALLEY, 2017).

O hospedeiro e a microbiota intestinal possuem uma relacdo de comensalismo
homeostatico, porém em situacdes de desequilibrio (disbiose), na qual ocorra
reducdo da diversidade ou alteragcdes na composicdo da microbiota, pode haver o

desenvolvimento indesejado de bactérias, alteracdes anormais e impedimento do
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crescimento de outras bactérias, permitindo o surgimento de patologias inflamatdrias
no intestino, doencas cardiovasculares, doencas autoimunes e outros distarbios
metabolitos (NAVAB-MOGHADAM et al., 2017; FASSATOUI et al., 2019;
FERNANDEZ et al., 2018; SHEN; OBIN; ZHAO, 2013; MOREIRA et al., 2019;
HUANG et al., 2019; TANG; KITAI; HAZEN, 2017; CARICILLI e SAAD, 2014;
EVERARD e CANI, 2013).

Uma revisdo mostrou o impacto da disbiose na doenca inflamatoria intestinal,
cancros gastrico e colorretal, figado gorduroso ndo alcodlico (FGNA), sindrome do
intestino irritavel (Sl) e infeccéo por Clostridium difficile (ORTIGAO et al., 2020) e
varios estudos nos ultimos anos sugeriram que a microbiota intestinal também
desempenha um papel importante em doencas como a obesidade, resisténcia a
insulina e diabetes (TILG e MOSCHEN, 2014; EVERAND e CANI, 2013; CARICILLI e
SAAD, 2014; NAVAB-MOGHDAM et al., 2017; MOFFA et al., 2019).

Um dos fatores envolvidos no desenvolvimento de doencgas a partir da disbiose
€ 0 aumento da permeabilidade intestinal, que leva a translocacédo bacteriana do
limen para 0 sangue o que ocasiona incremento de LPS e promove a endotoxemia
metabdlica (ANHE et al., 2021; QIN e ZOU, 2022). Lipopolissacarideos s&o
endotoxinas produzidas pelas bactérias gram-negativas e compostos por trés
moédulos: um antigeno O (oligossacarideos) altamente varidvel, um oligossacarideo
central e um lipideo A, que alteram o metabolismo normal das células hospedeiras e
atuam como toxinas em circunstancias especiais sendo capazes de desencadear
respostas imunes e inflamatérias (FERNANDES, 2005; GOMES; COSTA; ALFENAS,
2017). O intestino é um reservatorio gigantesco de lipopolissacarideos, mas uma vez
gue este migre para a circulacdo, atua se ligando a TLR-4 do tecido adiposo,
aumentando a secrecdo de TNF, IL-1 B e IL-6 (Figura 2), citocinas pro-inflamatorias
capazes de gerar uma inflamacao crénica e induzir resisténcia insulinica (SALAZAR
et al., 2020).
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Figura 2 — Processo de translocacdo de lipopolissacarideos das células epiteliais intestinais
para a circulacdo e ativacdo dos receptores semelhantes a toll por produtos microbianos na
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Gosh e colaboradores (2020) descreveram que o aumento de LPS na
circulacédo pode ser oriunda de declinio das juncfes de oclusdo decorrentes de uma
dieta com alto indice de gordura, o qual serd absorvido incorporado as micelas e
adicionado aos quilomicrons. Além dos mecanismos descritos acima, a producéo de
acidos graxos de cadeia curta (acetato, propionato e butirato) pode influenciar na
permeabilidade intestinal. As bactérias obtém energia no trato gastrintestinal a partir
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da fermentacdo de componentes da dieta, como fibras e carboidratos ndo-digeriveis,
0 que gera 0s AGCCs (SALAZAR et al., 2020).

Acetato e propionato possuem efeitos anti-inflamatorios, diminuindo a
expressao de TNF, IL-1 e IL-6 e aumento das citocinas anti-inflamatérias como a IL-
10 (SALAMONE et al., 2021). J&a os niveis de butirato, modulam vias de sinalizacéo
inflamatorias, especialmente fator nuclear kappa B (NF-kB) e inibicdo da histona
desacetilase, o que influencia a barreira intestinal e marcadores inflamatérios no
intestino e periféricos, sendo sua formacéo ligada a ingestdo e composi¢éo das fibras
alimentares (BACH et al., 2018). Outro mecanismo relacionado aos acidos de cadeia
curta é o efeito imunomodulador, que age intracelularmente e promove a diferenciacao
de LT em T reguladores, produtores de citocinas anti-inflamatorias, além de promover
a secrecao de IgA em células B (SPILJAR et al., 2017; SUN; FU; ZHOU, 2017 apud
WANG; ZHU; QIN, 2019). O efeito protetivo dos AGCC e dependente do balanco da
microbiota, o que é determinado especialmente pela sua composi¢do (SALAZAR et
al., 2020)

3.5 MICROBIOTA INTESTINAL, SISTEMA IMUNOLOGICO E FISIOPATOGENIA DO
DIABETES MELLITUS

A alteracdo da composicdo da microbiota vem sendo proposta, por alguns
autores, como um dos principais fatores na patogénese do diabetes, tanto em modelos
animais como em humanos (ABDELLATIF e SARVETNICK, 2019; BIBBO et al., 2017;
HAN et al., 2018), mas s6 faz sentido quando analisada sob o ponto de vista de
interacdo da triade microbiota, sistema imune e vias metabdlicas da glicose (Figura 3)
(SCHEITHAUER et al., 2020). A microbiota interage com os constituintes da dieta (e
os produtos gerados a partir desta) e modula a permeabilidade intestinal, enquanto na
disbiose, a translocacao de toxinas do lumen para a circulacdo ativa a resposta imune,
aumentando as citocinas pré-inflamatorias com efeitos negativos sobre os tecidos e
gerando resisténcia a insulina e intolerancia a glicose (SALAZAR et al., 2020;
SCHEITHAUER et al., 2020).
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Figura 3 — A microbiota intestinal modula a permeabilidade intestinal o que influencia no
metabolismo da glicose, promovendo resisténcia a insulina e disfuncdo de células beta

pancreéticas.
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Fonte: SCHEITHAUER et al., 2020

A consequéncia da resisténcia insulinica, na maioria das vezes, é a obesidade
gue precede a infiltracdo de macrofagos pro-inflamatorios (BANDER et al., 2020).
Estes macréfagos M1, produzem IL-13, IL-6 e TNF cujas acbes celulares incluem
interferéncia de sinalizacdo da insulina, através da diminuicdo de moléculas como
JNK, IKK e SOCS (Figura 4), tornando os receptores de insulina resistentes ao
horménio e gerando hiperglicemia (SCHEITHAUER et al.,, 2020). A obesidade
aumenta a atividade e proliferacdo de células Natural Killer (NK), as quais produzem
interferon-gama e contribuem para o perfil M1 dos macréfagos, retroalimentando o

aumento de secrecdo das citocinas inflamatorias (WENSVEEN et al., 2015).
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Figura 4 - Influéncia da inflamacdo na sensibilidade a insulina por acdo das citocinas

inflamatérias sobre a sinalizacdo intracelular e receptores de insulina.
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Outras pesquisas sugerem que a microbiota estd relacionada ao
desenvolvimento de DM1, por afetar a relacéo entre citocinas pro e anti-inflamatorias.
Em um estudo com administracao de bactérias probiéticas ocorreu aumento de IL-10,
uma citocina anti-inflamatéria e o resultado foi a diminuicdo dos casos de DM1
(CALCINARO et al., 2005) e em outro estudo com a administracdo de Lactobacillus
johnsonii ocorreu diminuicdo dos niveis de estresse oxidativo, também levando a
protecdo do desenvolvimento do disturbio (VALLADARES et al., 2010). Em termos de
composicdo da microbiota, em modelo animal com ratos ocorre diminuicdo da
proporcdo de bactérias dos géneros Lactobacillus, Bryantella, Bifidobacterium e
Turicibacter em animais que desenvolvem DM1 e aumento de Bacteroides,
Eubacterium e Ruminococcus. (HAN et al., 2018). Em humanos também foram
observadas mudancas no microbioma intestinal em criangcas que desenvolveram
DM1, sendo que had aumento de Bacteroides, Lactobacillus e Streptococcus e
diminuicéo de Bifidobacteria e de Prevotella (ABDELLATIF e SARVETNICK, 2019).

Para o desenvolvimento de DM2, a microbiota parece ter um efeito relacionada
a obesidade, que induz a resisténcia a insulina e a inflamacédo metabdlica (TILG e
MOSCHEN, 2015). ESTEVE e colaboradores (2017) descreveram 0S provaveis

mecanismos da associacéo da obesidade e DM2 com a mudanc¢a da microbiota, os
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quais incluem mudancas nos genes do hospedeiro, alteracdo da permeabilidade
intestinal, endotoxemia e inflamacé&o. As endotoxinas estdo envolvidas crucialmente
na DM2, pois uma dieta rica em gordura aumenta o LPS e resulta em endotoxemia, 0
gue também foi observado através da infusdo subcutdnea de LPS: em ambos os
casos ocorreu resisténcia a insulina (CANI et al., 2007). REMELY e colaboradores
(2014) analisaram a abundancia de algumas bactérias em pacientes com DM2 e
encontraram uma maior relacdo de Firmicutes/Bacteoidetes em pacientes diabéticos,
porém uma menor abundancia de Faecalibacterium prausnitzii. Os pacientes
diabéticos tém um decréscimo de bactérias produtoras de butirato como Roseburia
intestinalis e F. prausnitzii e aumento de Streptococcus mutans e algumas bactérias
no género Clostridium (MUNOZ-GARACH; DIAZ-PERDIGONES; TINAHONES,
2016).

Pacientes diabéticos tem mais LPS circulantes que os saudaveis (HAN et al.,
2018) e isto associado ao declinio de AGCC, estimula o aumento de citocinas proé-
inflamatorias (ALLIN; NIELSEN; PADERSEN, 2015). Dessa maneira, foi observado
em estudos recentes com pacientes diabéticos, que alteragdes de microbiota intestinal
induzem destrui¢@o da barreira intestinal e endotoxemia, alterando tanto citocinas pro-
inflamat6rias na corrente sanguinea, como outros marcadores inflamatérios
plasmaticos de fase aguda (SALGUERO et al., 2019).

3.6 AVALIACAO DE MARCADORES INFLAMATORIOS E IMUNOLOGICOS NO
DIABETES

Inflamacdo é uma resposta bioldgica do sistema imune que pode ser
desencadeada por patdégenos, danos celulares ou compostos téxicos e a literatura
vem buscando estabelecer relacbes entre a disbiose e marcadores inflamatorios
plasmaticos (SCHEITHAUER et al., 2020).

Uma das mais conhecidas proteinas de fase aguda, utilizada como marcador
inflamatorio positivo, é a Proteina C Reativa que esta classicamente ligada a doencas
cardiovasculares, tumores, doencgas cronicas e inflamacdes agudas, além de diabetes
tipo 2 e obesidade. Ela é produzida pelo figado em resposta a secrecao de IL-6 e IL-
1 pelos macrofagos e células T e aumenta rapidamente na circulagédo, tendo como

funcdo imunolOgica opsonizar 0s microrganismos para que sejam mais rapidamente
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fagocitados (AGUIAR et al., 2019). No que tange a relacdo de PCR com diabetes, este
marcador é conhecido como um preditor independente de DM2, j& que varios estudos
sobre a interacdo entre a microbiota, sistema imune e metabolismo de glicose
realizaram a quantificacdo desta proteina e niveis aumentados de PCR foram
reportados como tendo associag¢ao com resisténcia insulinica (Figura 5) (BANDER et
al., 2020; LAINAMPETCH et al., 2019; SCHEITHAUER et al., 2020)

Figura 5 — O aumento de citocinas pro-inflamatdrias apés a migracao de produtos bacterianos
pela mucosa intestinal, estimula a producdo de proteina C reativa e participa da geracdo de

resisténcia insulinica.
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A ferritina € uma proteina relacionada ao metabolismo do ferro, sequestrando
grandes quantidades deste metal da circulacdo e armazenando-o intracelularmente,
especialmente nos hepatdcitos, porém sob agéo de citocinas inflamatérias como IL-1
e TNF é liberada e pode ser clinicamente usada como um marcador positivo de fase
aguda (GOUVEIA et al, 2014; LIU et al., 2020). O excesso de ferro induz a producéo

de radicais livres de oxigénio, sendo que o stress oxidativo pode promover a faléncia
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da célula B-pancreética e o agravamento da insulinorresisténcia (MOMENI et al.,
2015).

A albumina é uma proteina presente no soro humano, sintetizada pelo figado e
degrada pelos musculos, figado e rins, sendo considerada um marcador negativo de
processo inflamatério (URQUIZO AYALA; COARITE; YUCRA, 2019). Segundo
CHANG e colaboradores (2019), uma menor concentragéao de albumina circulante no
plasma € um preditor de processo inflamatorio e DM2.

Citocinas sdo moléculas sinalizadoras produzidas pelas células imunes, cuja
funcdo é interagir e afetar numerosos processos relacionados a imunomodulacéo,
sendo IL-1B, IL-6 e TNF, as citocinas mais relacionadas ao processo inflamatorio
(BANDER et al., 2020). A interleucina 1 tem sido estudada no desenvolvimento do
DM, como por exemplo na sua infiltracdo nas ilhotas pancreaticas em diabéticos, o
gue cronicamente pode levar a falha deste tecido (SCHEITHAUER et al., 2020), além
de estar relacionada com a resisténcia a insulina (DING et al., 2021). Ela vem sendo
guantificada tanto para compreensdo dos mecanismos que relacionam as alteragbes
de microbiota intestinal e o desenvolvimento de diabetes (YOO et al., 2020), como no
papel de marcador imunoldgico e inflamatorio nas tentativas de tratamento da disbiose
(AMOROSO et al., 2020; SCHEITHAUER et al., 2020).

Existem outros marcadores inflamatérios, menos “classicos” que podem ser
avaliados no diabetes. Recentemente, o sistema complemento (SC) vem sendo
estudado no desenvolvimento do DM1, por acelerar processos autoimunes orgao-
especificos e no DM2 como contribuinte do desenvolvimento da resisténcia a insulina,
além de estar envolvido nos mecanismos patogénicos das complicacdes micro e
macrovasculares (AJJAN e SCHROEDER, 2019). O SC é um conjunto de proteinas,
importante parte da resposta inata, que medeia opsonizacéo, inflamacao e destruicdo
direta do patégeno, sendo a fracdo C5a o mais importante ativador da resposta
inflamatoria, mediada por histamina e mastocitos (LI et al., 2021).

Alteragdes de microbiota intestinal estdo relacionadas com inflamagao, mas
também com doencas autoimunes (Figura 6), o que contribui para o aparecimento dos
dois tipos de DM mais comuns - DM1 e DM2 (MOFFA et al., 2019).
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Figura 6 - Alteracdo da microbiota intestinal apresenta relacdo com a inflamacdo e a

autoimunidade, os quais séo fatores desencadeantes e relacionaveis ao diabetes.
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O fator reumatoide representa autoanticorpos capazes de reagir com
determinados epitopos da porcdo do fragmento cristalizdvel da IgG
e por isso, € encontrado em muitas pessoas com uma ampla variedade de doencas
autoimunes, além da artrite reumatoide (GOELDNER et al., 2011). Foi associado com
uma maior prevaléncia de manifestacfes articulares em pacientes diabéticos sem
artrite reumatoide, mas n&o apresentou relacédo com a duragéo do diabetes (RAJ et
al., 2014).

Anticorpos antinucleares podem ser biomarcadores ou estarem diretamente
envolvidos em complica¢cBes cronicas do diabetes, uma vez que sédo produzidos em
resposta a necrose celular ou apoptose celular (RAJAB et al., 2020). Segundo
LITWINCZUK-HAJDUK e colaboradores (2016), a determinacdo de FAN em
individuos diabéticos pode ser utilizado como um marcador para isolar o grupo de
pacientes com risco de desenvolver complicacdes diabéticas. Outros biomarcadores
autoimunes como anticorpos anti-GAD e anticorpos anti-insulina 2 podem ser mais

especificos na associagdo com o desenvolvimento de diabetes (FANG et al., 2021).
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4 METODOLOGIA

4.1 TIPO DE PESQUISA

Estudo transversal, descritvo e analitico com quantificacdo de
lipopolissacarideos  plasmaticos, marcadores inflamatérios e marcadores
imunologicos comumente utilizados em pratica clinica e de pacientes diabéticos e ndo

diabéticos e sua correlagcdo com parametros biogquimicos e antropométricos

4.2 COLETA DE AMOSTRAS E CRITERIOS DE INCLUSAO:

Foram selecionados para participacdo, individuos que procuravam
espontaneamente o laboratério de analises clinicas parceiro da pesquisa (ANEXO A),
gue possuiam exames laboratoriais de glicose e hemoglobina glicada Alc (HbAlc) e
concordavam em participar desta pesquisa, mediante assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE - ANEXO B) no momento da coleta.

As amostras de sangue total e soro foram coletadas pelo Laboratério Gimenes
e separadas para esta pesquisa, somente apés o término do processamento de todos
0s exames laboratoriais que o paciente havia solicitado.

Foram incluidos pacientes de ambos 0s sexos, de 0 a 99 anos, entre 0s meses
de setembro de 2021 a maio de 2022, que nao fizeram antibioticoterapia nos 2 meses
gue antecederam a coleta e que estavam em jejum no momento da coleta do soro.
Foram classificados como pacientes ndo-diabéticos os que apresentaram niveis
normais de glicemia de jejum (<126 mg/dL) ou HBAlc (< 6,0%), de acordo com a
Sociedade Brasileira de Diabetes (2021). Nao houve distincdo entre pacientes DM tipo
1 e tipo 2.

4.3 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Foram excluidos os individuos cuja classificacdo em diabético ou néo diabético
fosse inconclusiva a partir dos dados disponiveis e aqueles cujo material biolégico
fosse insuficiente para processamento desta pesquisa.

Os participantes incluidos neste estudo totalizaram 77 individuos, dos quais

foram excluidos sete por amostra insuficiente, dois por uso de antibiéticos (descoberto
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a posteriori) e um por ndo possuir o exame de glicose quando consultado o banco de

dados do laboratério.

4.4 LOCAIS DA PESQUISA

As amostras de soro e sangue foram armazenadas sob refrigeracdo no
Laboratério Gimenes, sediado em Joinville-SC, até a realizacdo dos exames de
hemoglobina glicada Alc e glicemia de jejum. ApGs isso, 0s materiais bioldgicos
foram encaminhados para realizacdo dos parametros bioquimicos e imunologicos e
posterior armazenagem sob congelamento (-20°C) no Laboratério de Analises
Clinicas da Univille (ANEXO C). O transporte foi realizado através de caixas térmicas
para material bioldgico com temperatura controlada entre 2 a 8°C. As amostras foram
armazenadas sob congelamento (-20°C) somente até a realizacdo das analises. A

guarda esteve sob responsabilidade da pesquisadora Heidi Pfitzenreuter Carstens.

45 CARACTERIZACAO DOS PARTICIPANTES E AVALIACAO DOS
PARAMETROS

Aos participantes foram questionadas informacfes sobre peso, altura e
medicamentos utilizados. O estado nutricional foi classificado pelo IMC, com base
nos pontos de corte propostos pela Organizacdo Mundial da Saude (WHO, 2022),
sendo peso normal IMC >18,5 e < 25 kg/m: sobrepeso IMC 225 kg/m? e <30kg/m:e
obesidade para IMC=30 kg/m? sem distingdo entre DM1 ou DM2. Os dados foram
planilhados e mantidos digitalmente pela ferramenta Microsoft Excel ® com garantia

do sigilo e apds 5 anos serdo excluidos de dispositivos digitais e destruidos.

4.6 AVALIACAO PARAMETROS BIOQUIMICOS E IMUNOLOGICOS

Os valores de hemoglobina glicada Alc e glicemia foram adquiridos através do
banco de dados do Laboratério Gimenes. O método utilizado para realizacdo do
exame HbAlc é cromatografia liquida de alta eficiéncia -HPLC e a glicemia é realizada
por automacéao ADVIA 1800 Siemens ®, por colorimetria.

Para os marcadores inflamatérios, a dosagem de albumina sérica foi realizada

através de teste colorimétrico (Labtest®), a Proteina C Reativa foi quantificada por
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imunoturbidimetria, (PCR Turbilatex Biotécnica®) e a ferritina por automacao
laboratorial ABBOTT ARCHITECT® (em parceria com o Laboratorio Gimenes). A
sensibilidade analitica do teste de PCR era de 1,92 mg/dL e as amostras com valores
abaixo deste limite foram reconsideradas para o limite minimo de deteccéo.

A quantificacdo da IL- 15, IL-10 e C5a foi realizada por enzimaimunoensaio do
(ELISA) tipo sanduiche, através dos kits comerciais ‘Human IL-1B (Interleukin 1 Beta)
ELISA — Elabscience®, ‘Human IL-10 ELISA — Sigma Aldrich® e ‘Human C5a ELISA
Sigma-Aldrich® ‘, respectivamente.

A semi-quantificacdo do fator reumatoide (FR) foi realizada por aglutinacdo
indireta, através de kit comercial Imuno-Latex FR WAMA® e o teste de Fator
antinuclear (FAN) foi realizado por imunofluorescéncia indireta com o kit ANA-HEP2
Wama®.

A quantificacdo de lipopolissacarideos plasmaticos foi realizada pelo kit
comercial ‘LPS ELISA Kit - FineTest® por enzimaimunoensaio competitivo.

Todos os testes passaram previamente por controle de qualidade, realizados

de acordo com as indicacdes de cada fabricante.

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram tabelados pelo programa Microsoft Excel®. As médias, desvio-
padrdo e analises estatisticas foram realizados pelo programa GraphPad Prism® 7,
com niveis de significancia estabelecidos em p<0.05. Para comparagdo entre as
médias, foi utilizado o Test T Student e para avaliacdo da frequéncia do Fator
Reumatoide nos grupos estudados foi utilizado o Teste de Qui-Quadrado. Foram
calculadas as correlagcfes entre o IMC, niveis de HbAlc e marcadores inflamatoérios

entre pelo coeficiente de correlagcdo de Pearson.

4.8 ANALISE CRITICA DE RISCOS E BENEFICIOS

As amostras utilizadas nesta pesquisa foram disponibilizadas pelo Laboratorio
Gimenes e eram de pacientes que foram até o laboratério de maneira voluntéria para
realizacdo de exames laboratoriais com requisicbes médicas e/ou particulares.
Portanto, 0os riscos aos quais 0s participantes da pesquisa foram expostos sao

considerados minimos. Os participantes ndo obtiveram beneficio direto, pois nao
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foram gerados resultados individualizados relevantes para qualquer conduta clinica.
Todos os procedimentos laboratoriais e andlises foram realizados conforme normas
de biosseguranca e os manipuladores usaram equipamentos de protecao individual
(EPI's) e procedimentos padrdo visando minimizar os riscos de acidentes. Todo
material descartado derivado do processamento das amostras, considerado como
possivel infectante, foi esterilizado por autoclavacdo e, a seguir, recolhido pela

Engepasa, empresa responsavel pela coleta do lixo hospitalar em Joinville.

4.9 ASPECTOS ETICOS

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da UNIVILLE, sob o
parecer 4.927.529 (ANEXO D). O banco de dados necessario a pesquisa, contendo
informagcbes como tipo de amostra bioldgica, data de amostragem, resultados
soroldgicos e imunoldgicos, entre outros, foi criado e utilizado exclusivamente para

este fim e terdo seus dados extraviados apos 5 anos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram avaliados no presente estudo 33 pacientes nao-diabéticos e 34
diabéticos. A idade variou entre 12 e 91 anos, com uma média geral de 52 anos, sendo
significativamente maior (p= 0,009) no grupo de pacientes diabéticos, no qual apenas
um paciente apresentou menos de 40 anos e a metade deles era idoso (>60 anos).

Com relacdo ao género, foram 39 mulheres (58,2%) e 28 homens (41,8 %),
com maior numero de mulheres em ambos o0s grupos estudados. A comparacao entre
0s grupos para dados epidemiolégicos, IMC, glicemia de jejum e hemoglobina glicada
Alc estdo descritos na Tabela 1. Foram encontrados niveis significativamente

elevados de HbA1c a glicemia de jejum no grupo diabético, conforme esperado.

Tabela 1 - Caracteristicas clinicas dos pacientes pesquisados.

N&o-Diabéticos Diabéticos
(Média e desvio padréo) (Média e desvio padréo)

Total de participantes 33 34

Feminino (%) 60,6 55,9
Masculino (%) 39,4 44,1

Idade (anos) 45,6 (19,1) 59,5 (14,1) *

IMC 24,7 (4,9) 30,1 (3,7) **
Glicemia jejum (mg/dL) 86 (7,7) 160 (55,3) **
Hemoglobina glicada Alc (%) 5,29 (0,37) 7,80 (1,86) **

*p =0,0009. **p<0,0001
Fonte: o autor

Com relacdo ao IMC, no grupo de pacientes ndo-diabéticos apenas dois
pacientes apresentavam obesidade, 14 sobrepeso e 17 estavam com o indice normal,
mas no grupo de diabéticos 91% dos pacientes apresentavam sobrepeso ou
obesidade (Grafico 1). A média do IMC foi significativamente maior (p < 0,001) no
grupo dos pacientes diabéticos.

No grupo de nao-diabéticos, 60% das mulheres possuiam IMC normal,
enquanto a maioria dos homens (54%) apresentaram sobrepeso. No grupo dos
diabéticos, a distribuicdo dos géneros se mostrou semelhante naqueles classificados
como tendo sobrepeso, mas havia maior nimero de mulheres obesas (63%) do que
homens (54%).
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Gréfico 1 - Distribuicédo dos pacientes de acordo com o indice de massa corporal
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Fonte: o autor.

Em 2019, o nimero de pessoas que possuiam diabetes do mundo foi estimado
em 463 milhdes e a progressao deste niumero sugere que em 2030 serdo 578 milhdes
(SAEEDI et al., 2019). O risco de desenvolvimento de diabetes é o dobro em pacientes
gue possuem aumento moderado de peso e a incidéncia de diabetes, esta relacionada
a duracao e gravidade da obesidade (BOYKO et al., 2000).

A associacao entre IMC elevado e diabetes, especialmente diabetes tipo 2, é
bem estabelecida na literatura e mesmo nédo sendo o melhor preditor para a patologia,
€ um indicador atraente para rastreamento de diabetes, pois é de facil verificacao (WEI
et al.,, 2019). Neste estudo, também foi observado o maior IMC em pacientes
diabéticos e pelo perfil de idade deste grupo parece estar associado ao diabetes tipo
2.

Nas ultimas décadas, os habitos alimentares mudaram e os alimentos ricos

em gordura, acucares e industrializados estao superando as dietas ricas em fibras, o
gue leva a microbiota intestinal modificada como resposta a esses novos habitos e a
observacgéo de maiores IMC na populacdo em geral (MOFFA et al., 2019). A ingestéao
de alimentos ricos em gordura sao importantes moduladores da microbiota e
aumentam a endotoxemia, que uma vez instalada é considerada um fator causador
de inflamacéo subclinica e pode gerar doencas crénicas (MOREIRA, et al., 2012;
CANDIDO, BRESSAN; ALFENAS, 2018)

A prevaléncia de diabetes € maior em pacientes com mais idade e com o

aumento da expectativa de vida associado a mudancas no estilo alimentar, a
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tendéncia é que o numero de pessoas diabéticas aumente com o passar dos anos
(SUN et al.,, 2022). No Brasil, uma pesquisa com 7.519 individuos observou
associacao de DM com a idade, sendo que ha aumento da prevaléncia em pacientes
mais velhos (SIQUEIRA et al., 2020), o que também foi observado no presente estudo.

Em estudo brasileiro de MALTA e colaboradores (2019), a prevaléncia de
diabetes foi maior no sexo feminino e naqueles com idade maior que 30 anos, o que
corrobora com o presente estudo com relacdo ao género. Outros estudos brasileiros
também relatam maior proporcdo de mulheres diabéticas, porém o crescimento da
prevaléncia é maior em homens que em mulheres (30% contra 20%) e estimativas
mundiais relatam equivaléncia entre os géneros (REIS et al., 2022; SANTOS et al.,
2019; SUN et al., 2022). Ainda € valido ressaltar, que as mulheres diabéticas quando
comparadas ao sexo masculino, tem maior probabilidade de desenvolver
complicagdes, entre elas doengas cardiacas, renais, depresséo e ansiedade, devido
a acao hormonal (KAUTZKY-WILLER, HARREITER, PACINI, 2016).

Os resultados observados em pacientes diabéticos na cidade de Joinville
corroboram com a maior parte dos estudos, com maior IMC em diabéticos, maior

namero de mulheres diabéticas e média de idade superior no grupo dos diabéticos.

Marcadores inflamatérios

Na andlise da Proteina C Reativa (n=67), a quantificacdo média foi de 4,20mg/L
para o grupo de nao-diabéticos, o que esta dentro dos valores considerados normais
desta proteina de fase aguda (valores referencias: até 6mg/L). Apenas 4 pacientes
deste grupo tiveram PCR acima do valor referencial. Em contrapartida, o valor médio
de PCR para os pacientes diabéticos foi de 20,91mg/L com 16 pacientes excedendo

o limite. Esta diferenca entre os valores meédios foi significativa (Grafico 2).
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Gréfico 2 — Valores médios de proteina C reativa entre os individuos estudados
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Fonte: o autor

A média da albumina quantificada para o grupo nao-diabético foi de 3,53g/dL e
para o grupo de diabéticos de 3,30 g/dL. Valores normais estdo compreendidos entre
3,5 e 52 g/dL. Apesar da média superior no grupo controle, a diferenca nao

apresentou significancia (Grafico 3).

Grafico 3 - Comparacao dos valores médios de albumina entre os grupos de estudo.

Albumina g/dL
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Fonte: o autor

Com relacédo a ferritina, o grupo de pacientes nao-diabéticos apresentou média
de 147,6 ng/mL e para o grupo dos diabéticos, a média apresentou-se
significativamente maior (p= <0,0001), sendo de 611,83 ng/mL (Grafico 4). Segundo
os valores de referéncia, quantificaces entre 21,81 e 274,66 ng/mL para os homens

e 4,63 e 204,00 ng/mL para as mulheres, sdo consideradas normais.
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Gréfico 4 - Comparacéo dos valores médios de ferritina entre os grupos de estudo.
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Fonte: o autor

Quando comparadas as alteracdes de PCR e Ferritina conjuntamente, nao
houve elevacao coincidente em todas as amostras. No grupo dos nao-diabéticos, em
guatro casos houve elevacao da ferritina ndo acompanhada do PCR. Ja nos pacientes
diabéticos, seis obtiveram esse mesmo perfil, cinco apresentaram ambos o0s
marcadores inflamatorios elevados e uma amostra apresentou apenas PCR fora dos
limites normais. Das amostras em pacientes diabéticos que possuiam quantificacao
da ferritina, apenas 4 delas ndo apresentaram nenhum marcador alterado. As
interrelagdes considerando todos os marcadores inflamatorios estdo descritos na
Tabela 2.

Tabela 2 - Perfil e interrelagcdo entre os marcadores inflamatérios alterados nos grupos

estudados
N&o-Diabéticos Diabéticos
n (%) n (%)

Somente PCR elevado 2(6,1) 1(2,9)
Somente Ferritina elevada 4(12,1) 6 (17,6)
Somente Albumina diminuida 10 (30,3) 2(5,9)
PCR e Ferritina aumentadas 0 5(14,7)
Ferritina e Albumina alteradas 1(3,0) 6 (17,6)
PCR e Albumina alteradas 2(6,1) 5(14,7)
Todos os parametros alterados 0 5(14,7)
Total de pacientes com alteracdes 19 (57,6) 30 (88,2) *

* p <0,001

Fonte: o autor
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Com relacdo a andlise de correlacdo entre IMC e PCR ou Ferritina, os valores
nao mostraram significancia (p=0,55 e p=0,88, respectivamente), assim como na
correlacao entre HbAlc e os mesmos marcadores (p=0,511 e p= 0,598). Os dados

estdo demonstrados no gréfico 5.

Grafico 5 - Andlises de correlagao entre as variaveis ‘indice de massa corporal’ e ‘hemoglobina

A1c’ e os marcadores inflamatorios ‘proteina C reativa’ e ‘ferritina’
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Fonte: o autor

A proteina C reativa encontra-se acentuadamente elevada em doencas
inflamatorias e infecciosas (AGUIAR, et al., 2019). Um estudo de 1999, ja descrevia a
associacao significativa entre os niveis da PCR e a hiperglicemia em pacientes
diabéticos tipo 2, os quais apresentaram um resultado médio de PCR de 91mg/L e os
pacientes controle um valor de 4,7 mg/L (RODRIGUEZ-MORAN et al., 1999). Em outro
estudo, de LIMA e colaboradores (2007), 59% dos pacientes com hipertensao e

diabetes mellitus apresentaram PCR superiores a 3 mg/L, diferentemente do grupo
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controle. Elimam e colaboradores (2019), avaliaram varios marcadores inflamatorios
em pacientes com DM2, incluindo ferritina e proteina C reativa e observaram forte
associacao da inflamacédo e o controle glicémico (Hbalc versus ferritina ou PCR),
sugerindo que a inflamacdo desempenha um importante papel na patogénese do
diabetes. Além disso, varios marcadores inflamatorios tém se mostrado Uteis na
avaliacdo do risco de desenvolver DM e suas complicagdes e apesar de ndo poderem
ser considerados como causa primaria no mecanismo de desenvolvimento do
diabetes, sdo importantes na avaliagdo das possiveis causas (MUZUROVIC et al.,
2021). Outro ponto importante € que a elevacdo da PCR, assim como IMC e niveis de
HbAlc, j& foram descritos como varidveis associadas a complicacbes do diabetes
(AULICH et al., 2019). Por outro lado, h&a estudos que sugerem o uso de probioticos
para diminuir os marcadores inflamatérios positivos, como o PCR (DING et al., 2021)
e devem ser discutidos como alternativas na pratica medica.

Com relacdo a albumina, uma menor concentracdo circulante deste marcador
€ um preditor de processo inflamatorio e DM2, o que foi demostrado num estudo com
pacientes diabéticos comparados a um grupo de pacientes ndo-diabéticos e que
obteve os valores 36,2g/L e 41,8g/L de albuminemia, respectivamente (CHANG et al.,
2019; RODRIGUEZ-MORAN et al., 1999). Por outro lado, um estudo desenvolvido em
2013, concluiu que a resisténcia a insulina pode modular os niveis de albumina sérica
positivamente (BAE et al., 2013). Os resultados obtidos nesta pesquisa, corroboram
com os autores, onde os pacientes ndo diabéticos apresentaram concentracéo
plasmatica de albumina superior aos pacientes diabéticos, porém sem associacao
significativa.

Diversos estudos apontam que a ferritina é um fator de risco para o
desenvolvimento de diabetes, a qual eleva-se significativamente em pacientes com
diabetes e em pacientes com complicacdes microvasculares do diabetes
(METWALLEY et al., 2021; LIU et al., 2020; ZHANG et al., 2021). Os resultados
obtidos corroboram com essa hipétese, pois 0s pacientes diabéticos apresentaram
uma média expressivamente maior de ferritina sérica comparado ao grupo controle e
73% dos pacientes diabéticos estavam com este marcador elevado, seja
isoladamente ou em conjunto com outro marcador inflamatorio.

Marcadores inflamatorios comumente utilizados na pratica clinica, podem servir
como alertas para risco ou presenca de diabetes, ja que os resultados apresentados

mostraram que 88% dos pacientes diabéticos, apresentaram algum marcador
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inflamatorio alterado, seja isoladamente ou em conjunto. Os resultados obtidos no
presente estudo confirmaram os dados prévios sobre as proteinas de fase aguda,
porém é a primeira vez que estes biomarcadores sdo explorados em pacientes

diabéticos em associacao a marcadores imunolégicos na cidade de Joinville.

Marcadores imunolégicos
A quantificacdo de IL-1p3 apresentou valores médios de 77,81 pg/mL para o
grupo de pacientes ndo-diabéticos e 83,70 pg/mL para os pacientes diabéticos

(Grafico 6) e apesar de o grupo diabético apresentar maior valor de Interleucina 1 §3,

nao houve diferenca significativa entre os grupos (p = 0,793).

Grafico 6 - Comparacédo dos valores médios de IL-1B entre os grupos de estudo.
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Fonte: o autor

A dosagem média de IL-10 foi de 7,07 pg/mL no grupo de ndo-diabéticos e de
6,11 pg/mL no grupo dos diabéticos (Gréfico 7), ndo apresentando resultados

significativos na comparacao entre as médias quantificadas (p=0,786).
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Grafico 7 - Comparacédo dos valores médios de IL-10 entre os grupos de estudo
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A andlise de C5a mostrou medias semelhantes (p=0,970) entre oS grupos
estudados com 674,02 pg/mL para o grupo de diabéticos e 676,00 para o grupo de

nao diabéticos (Gréfico 8).

Grafico 8 - Comparacédo dos valores médios de C5a entre os grupos de estudo.
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Fonte: o autor

Com relacdo ao Fator Reumatoide, entre os pacientes diabéticos houve maior
namero de resultados reagentes (Tabela 3), com titulos variando entre 1:1 e 1:16. A
presenca deste marcador foi significativamente maior em pacientes diabéticos (p =
0,046)
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Tabela 3 - Distribuicdo dos resultados para o marcador imunolégico Fator Reumatoide

N&o-Diabéticos Diabéticos
n (%) n (%)
Reagente 1(3,0) 6(17,6) *
N3o Reagente 32(97,0) 28 (83,4)

Fonte: o autor

Foram realizados 37 testes de fator antinuclear, com o grupo de pacientes nao-
diabéticos apresentando 3 pacientes com FAN positivo (dois padrbes nuclear
homogéneo 1:40 e um padrao nuclear pontilhado grosso 1:40) e apenas 1 paciente
diabético obteve FAN reagente (Padréo nucleolar 1:80).

As citocinas pro-inflamatorias, incluindo IL-1B, sdo produzidas de forma
exacerbada quando niveis de LPS estdo aumentados na corrente sanguinea, assim
como marcadores inflamatorios de fase aguda, o que ja foi observado em pacientes
diabéticos (SALGUERO et al., 2019). Niveis elevados de citocinas pré-inflamatorias
podem contribuir para a resisténcia a insulina, aumentando a relacao de fosforilacéo
de receptores do substrato 1 de insulina (IRS1), afetando células beta pancreéticas e
limitando o acesso da insulina em certos tecidos (CANI et al., 2019; CHEN et al., 2015;
DING, et al., 2021). Um estudo que avaliou a caracteristica da microbiota intestinal e
mensurou IL-13, encontrou associagao significativa da elevagédo desta citocina em
pacientes diabéticos (FANG et al.,, 2021) A elevacdo de IL-1 [ encontrada em
pacientes diabéticos no presente estudo corrobora com a literatura supracitada,
apesar de nao ter apresentado diferencga significativa.

Muitas citocinas séo associadas ao desenvolvimento de sindrome metabdlica,
mas poucos estudos relacionam a ligagcdo delas com a alteracdo da microbiota
intestinal. Alguns autores observaram a relacdo da intervencdo da dieta, uso de
probioticos e prebidticos ou transplante de microbiota com citocinas e foi observada
reducéo de IL-1 3 apds o uso de oligofrutose (CANI et al., 2009; SCHEITHAUER, et
al., 2020). LIAQAT e colaboradores (2021) avaliaram em animais, o uso de microbiota
humana sintética e dieta rica em gordura e seu papel na inducdo de DM2 e
observaram que certos tipos de bactérias aumentaram significativamente o peso dos
animais e os niveis de citocinas pré-inflamatérias, o que sugere a relacédo entre dieta
e microbiota na progresséao do diabetes.

Na eubiose, h4 maior proporcéo de citocinas anti-inflamatorias, como a IL-10

gue esta relacionada a tolerancia imune e por isso em pacientes diabéticos pode se
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observar valores diminuidos desta citocina (NGUYEN; ALJAMAEI; STADYK, 2021;
YOO et al., 2020; ZHOU et al., 2020). Apesar disto, no presente estudo a diminuicéo
da IL-10 em pacientes diabéticos nédo foi significativa.

A fracdo Cba do sistema complemento tem sido reportada como um
estimulante do infiltrado linfocitario em danos teciduais e por induzir fatores pro-
infamatoérios como IL-1p, IL-6 e TNF, além de estar fortemente associada a ativacao
anormal em fibroses renais de pacientes diabéticos (LI et al., 2014). Uma revisao de
2020, descreveu que a ativacdo de C5 causa dishiose intestinal por limitar a producéo
dos AGCC (Ll etal., 2021). No presente estudo, a C5a nao apresentou diferenca entre
0s grupos estudados.

Um estudo com 192 pacientes indianos, observou elevados niveis de FR em
idosos diabéticos (RAJ et al., 2014). O diabetes tipo 2 estad associado a inflamacao
cronica de baixo grau, que pode desencadear a progressao de outras doencas
inflamatérias, sendo que LU e colaboradores (2014), sugeriu que a resisténcia a
insulina estava intimamente associada a presenca de fator reumatoide. Os resultados
obtidos neste estudo, ainda que de maneira timida suportam esta hipétese, pois no
grupo diabético, pode-se perceber um aumento na prevaléncia de fator reumatoide
positivo em comparacao ao grupo nao diabético.

A determinacdo de FAN pode ser utilizado como um marcador para rastrear
pacientes com risco de desenvolver complicagfes diabéticas (LITWINCZUK-HAJDUK
et al., 2016), mas no presente estudo o pequeno nimero de amostras avaliadas e a
falta de informacdes sobre complicacdes nos pacientes do grupo diabético, ndo

permitiu resultados extrapolaveis neste contexto.
Lipopolissacarideos

A quantificacéo de lipopolissacarideos plasmaticos apresentou valores médios
de 0,307 ug/mL para o grupo de pacientes ndo-diabéticos e 0,507 ug/mL para os

pacientes diabéticos (Grafico 9), o que demonstrou média significativamente maior
(p<0,0001) nestes pacientes.
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Gréfico 9 - Comparacéo dos valores médios de lipopolissacarideos entre os grupos de estudo
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Fonte: o autor

O aumento da permeabilidade intestinal favorece a translocacdo de
lipopolissacarideos do Iimen para a corrente sanguinea, causando endotoxemia
metabdlica (ANHE et al., 2021). Uma barreira intestinal saudavel permite a passagem
de agua, nutrientes e compostos bioativos e evita a passagem de substancias nocivas
como antigenos microbianos, mas diversos estudos em animais indicam que o DM
favorece a translocacao de endotoxinas, especialmente lipopolissacarideos, levando
ao seu aumento na concentracdo na corrente sanguinea (GOMES; COSTA,;
ALFENAS, 2016). 0 reconhecimento do antigeno LPS pelos Toll-Like
receptors desencadeia reac¢des pro-inflamatorias e distarbios metabdlicos e vérios
TLRs tém sido descritos com envolvimento no mecanismo para gerar inflamacéo e
resisténcia a insulina (MORAES et al, 2014). Um estudo recente mostrou a associacao
da elevacao de PCR e LPS em pacientes com DM2 (SALGUERO et al., 2019), o que
também pode ser demostrado neste estudo de pacientes de Joinville e a elevagéo
deste marcador também vem sendo associada a complicacdes do diabetes mellitus,

como a retinopatia diabética (QIN e ZOU, 2022).
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ABSTRACT
Aims

The aim of this study was to evaluate endotoxemia and inflammatory markers in
Brazilian diabetic and non-diabetic patients.
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Methods

Sixty-seven individuals aged between 12 and 91 years were included divided into
‘diabetics’ and ‘non-diabetics’ based on blood glucose or glycated hemoglobin. The
guantification of lipopolysaccharides (LPS), interleukin 13, C5a and interleukin 10 was
performed by enzyme-linked immunosorbent assay. Ferritin was performed by
chemiluminescence and C-reactive protein (CRP) was quantified by
immunoturbidimetry. Means were compared by Student t test with significance levels
set at p<0.05.

Results

A significant increase in lipopolysaccharides was observed in diabetic patients.
Plasmatic 'C-Reactive Protein' and 'Ferritin' were also significantly increased in
diabetic patients. The quantification of interleukin 1 B, IL-10 and the C5a fraction of the
complement system showed no significant difference between the studied groups.

Conclusions

There was a significant increase in the concentration of plasma lipopolysaccharides,
in diabetic patients, a marker that is associated with increased intestinal permeability
and inflammatory markers commonly used in clinical practice. Ferritin and CRP are
also elevated. These findings may be related to the development of diabetes or other
pathologies, in addition to DM complications, and further studies are needed for
confirmation.

Keywords Diabetes; Lipopolysaccharides; Inflammatory Markers

INTRODUCTION

Diabetes mellitus (DM) is a disease characterized by hyperglycemia, resulting
from defects in the secretion or action of the hormone insulin, which has quadrupled in
the last 40 years and is the seventh leading cause of death worldwide!l. DM
development causes are linked to genetic and environmental factors, but recent
studies seek to relate changes in the intestinal microbiota to its development?3, by
stimulating autoreactive T lymphocytes and exposure of pancreatic beta cells to pro-
inflammatory cytokines*°%, in addition to the obesity-related effect which induces
insulin resistance and systemic inflammation”#,

The intestinal microbiota is naturally a large reservoir of lipopolysaccharides
(LPS), abundant component of the gram-negative bacterial wall, and the migration of
LPS into the bloodstream is called endotoxemia, event that can result from high-fat
diets and the increased intestinal permeability in dysbiosis®°. Endotoxemia is related
to glucose dysregulation, obesity, adipose tissue inflammation and pancreatic beta cell
dysfunction®?, in addition to a significant correlation of increased LPS with inflammatory
biomarkers such as C-Reactive Protein (CRP) , Tumor Necrosis Factor (TNF) and
Interleukin 6 (IL-6) in patients with type 2 diabetes??.

Significantly high levels of C-reactive protein have long been described in the
literature as an inflammatory biomarker associated with DM*3 and can be applied as a
prognostic and decision marker in the face of complications of diabetes!4. Elevated IL-
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1B levels in diabetics have been reported in several studies '>1617 and changes in
plasma inflammatory markers are risk factors for the evolution of the disease!®°. The
increase in ferritin is significant in patients with microvascular complications?°, being
considered an independent risk factor for the development of the pathology!® 2.
Therefore, the aim of this study was to evaluate lipopolysaccharides and plasma
inflammatory markers in diabetic patients in the city of Joinville, Brazil.

SUBJECTS, MATERIALS AND METHODS

We studied 67 participants who spontaneously sought a clinical laboratory in
Joinville, Brazil, with fasting glucose and glycated hemoglobin Alc (HbAlc) tests and
agreed to sign the Free and Informed Consent Form. Serum samples were separated
for this investigation after all laboratory tests for the patient had been processed.
Patients of any gender aged 0 to 99 years, who had not received antibiotic therapy in
the last 2 months were included. Patients with normal fasting glucose levels (<126
mg/dL) or HBAlc (< 6.0%) were classified as non-diabetic, according to the Brazilian
Society of Diabetes??. There was no distinction between type 1 and type 2 DM patients.
Individuals whose classification as diabetic or non-diabetic was inconclusive based on
the available data and those whose biological material was insufficient to process this
research were excluded. The values of glycated hemoglobin Alc and blood glucose
were acquired through the laboratory's database.

For inflammatory markers, C-Reactive Protein was quantified by
immunoturbidimetry (PCR Turbilatex Biotécnica®) and ferritin by ABBOTT
ARCHITECT® laboratory automation. The cytokines IL-1 8 and IL-10 and the Cba
fraction of the complement system were performed by enzyme-linked immunoassay
using commercial kits 'Human IL-1B (Interleukin 1 Beta) ELISA — Elabscience®),
'Human IL-10 ELISA — Sigma Aldrich®' and 'Human C5a Sigma-Aldrich® ELISA. The
guantification of plasma lipopolysaccharides was performed by the commercial kit 'LPS
ELISA Kit - FineTest® by competitive enzyme-linked immunoassay. All tests
previously passed through quality control, carried out according to the indications of
each manufacturer.

Data were tabulated using the Microsoft Excel® program. Means, standard
deviation and statistical analyzes were performed using the GraphPad Prism® 7
program, with significance levels set at p<0.05. To compare the means, the T Student
Test was used. This study was approved by the Ethics and Research Committee of
UNIVILLE, under protocol number 4.927.529.

RESULTS

Inflammatory markers

In the present study, 33 non-diabetic and 34 diabetic patients were evaluated.
In the analysis of C-Reactive Protein, the average quantification was 4.20mg/L for the
non-diabetic group, which is within the normal values for this acute phase protein
(reference values: up to 6mg/ L). Only 4 patients in this group had CRP above the
reference value. In contrast, the mean CRP value for diabetic patients was 20.91mg/L
with 16 patients exceeding the limit (Figure 1). This was significant (p=0,018).
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Figure 1 - Significantly elevated C-reactive protein in the diabetic group
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Regarding ferritin, the group of non-diabetic patients had a mean of 147.6 ng/mL
and for the diabetic group, the mean was significantly higher (p=<0.0001), 611.83 ng
/mL (Figure 2). According to reference values, measurements between 21.81 and
274.66 ng/mL for men and 4.63 and 204.00ng/mL for women are considered normal.
Of the 34 diabetic patients, 28 (82%) had some inflammatory marker altered and in the
non-diabetic patients only 9 (27%).

Figure 2 - Ferritin was shown to be elevated in diabetic patients
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The quantification of IL-1 showed mean values of 77.81 pg/mL for the group
of non-diabetic patients and 83.70pg/mL for the diabetic patients (p = 0.793). The mean
IL-10 dosage was 7.07 pg/mL in the non-diabetic group and 6.11 pg/mL in the diabetic
group (p=0.786) and Cb5a analysis showed similar means (p=0.970) between the
studied groups with 674.02 pg/mL for the diabetic group and 676.00 for the non-
diabetic group (Figure 3)
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Figure 3 — Interleukin 1 beta, Interleukin 10 and Fraction C5a of the complement system showed
no significant differences between the groups studied.
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Lipopolysaccharides

The quantification of plasma lipopolysaccharides showed mean values of 0.307
ug/mL for the group of non-diabetic patients and 0.507 ug/mL for diabetic patients
(Figure 4), which showed a significantly higher mean (p<0.0001) in these patients.

Figure 4 - Endotoxemia of diabetic patients
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DISCUSSION

In recent decades, dietary habits have changed, and high-fat foods are
outperforming high-fiber diets, which leads to modified gut microbiota in response to
these new habits and the observation of higher body mass index (BMI) in the general
population®. The intake of foods rich in fat are important modulators of the microbiota
and increase endotoxemia, which once installed is considered a factor that causes
subclinical inflammation and can lead to chronic diseases?31°,

High levels of ferritin and C-reactive protein in DM2 patients are strongly
associated of inflammation and glycemic control (Hbalc versus ferritin or CRP),
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suggesting that inflammation plays an important role in pathogenesis of diabetes?*. In
addition, several inflammatory markers have been shown to be useful in assessing the
risk of developing DM and its complications, although they cannot be considered as a
primary cause in the mechanism of diabetes development, they are important in the
assessment of possible causes®. Another important point is that CRP elevation, as
well as BMI and HbAlc levels, have already been described as variables associated
with diabetes complications?® and there are studies that suggest use of probiotics to
decrease inflammatory markers positive, such as CRP?.

Studies point to ferritin as a risk factor for the development of diabetes, which
increases significantly in these patients and in patients with microvascular
complications of diabetes 19202128 |nflammatory markers commonly used in clinical
practice can serve as alerts for the risk or presence of diabetes, the results presented
showed that 82% of diabetic patients had some altered inflammatory marker, either
alone or in combination. The results obtained in the present study confirmed previous
data on acute phase proteins, but this is the first time that these biomarkers are
explored in diabetic patients in association with immunological markers in the city of
Joinville.

Pro-inflammatory cytokines, including IL-1f, are produced in an exacerbated
manner when LPS levels are increased in the bloodstream, as well as acute-phase
inflammatory markers, which has already been observed in diabetic patients!?.
Elevated levels of pro-inflammatory cytokines may contribute to insulin resistance,
increasing the phosphorylation ratio of insulin substrate 1 receptors (IRS1), affecting
pancreatic beta cells and limiting insulin access in certain tissues?’ 2930, A study that
evaluated the characteristics of the intestinal microbiota and measured IL-1f found a
significant association with the elevation of this cytokine in diabetic patients3'. Many
cytokines are associated with the development of metabolic syndrome, but few studies
link their link with the alteration of the intestinal microbiota. Some authors have
observed a relationship between diet intervention, use of probiotics and prebiotics or
microbiota transplantation with cytokines, and a reduction in IL-13 was observed after
the use of oligofructose?®32. LIAQAT et al®® evaluated in animals, the use of synthetic
human microbiota and high-fat diet and their role in inducing T2DM and observed that
certain types of bacteria significantly increased the animals' weight and the levels of
pro-inflammatory cytokines, which suggests the relationship between diet and
microbiota in the progression of diabetes.

In eubiosis, there is a higher proportion of anti-inflammatory cytokines, such as
IL-10, which is related to immune tolerance and therefore, decreased values of this
cytokine can be observed in diabetic patients343°36, Despite this, in the present study,
the evaluated cytokines did not show significance. The C5a fraction of the complement
system has been reported as a stimulant of the lymphocytic infiltrate in tissue damage
and for inducing pro-inflammatory factors such as IL-18, IL-6 and TNF, in addition to
being strongly associated with abnormal activation in renal fibrosis of patients
diabetics®” and a 2020 review described that C5 activation causes intestinal
dysbiosis®, but in the present study C5a showed no difference between the studied
groups.

The increase in intestinal permeability favors the translocation of
lipopolysaccharides from the Ilumen to the bloodstream, causing metabolic
endotoxemia®. A healthy intestinal barrier allows the passage of water, nutrients and
bioactive compounds and prevents the passage of harmful substances such as
microbial antigens, but several animal studies indicate that DM favors the translocation
of endotoxins, especially lipopolysaccharides, leading to an increase in their
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concentration in the bloodstream?°. The recognition of the LPS antigen by the Toll-Like
receptors triggers pro-inflammatory reactions and metabolic disorders and several
TLRs have been described with involvement in the mechanism to generate
inflammation and insulin resistance*'. A recent study showed the association of
elevated CRP and LPS in patients with DM2?, which can also be demonstrated in this
study of patients from Joinville and the elevation of this marker has also been
associated with complications of diabetes mellitus, such as diabetic retinopathy?2.

CONCLUSIONS

It was possible to observe significant differences between the inflammatory
markers 'C-Reactive Protein' and 'Ferritin' of diabetic and non-diabetic patients from
Joinville and this demonstrates that inflammatory markers commonly used in clinical
practice can serve as alerts for the risk or presence of diabetes. The quantification of
interleukin 13 and IL-10 and the C5a fraction of the complement system did not show
significant difference between the groups studied, despite the literature pointing to
guantitative changes in these markers in diabetic patients, which may be related to the
small number of research participants. Subsequent studies should be considered. A
limitation of this study that may have interfered with these analyzes was that part of
the samples were collected in 2021, a period in which the COVID-19 pandemic was
still in place, with many patients being able to present cytokine alterations resulting
from this situation.

In addition, there was a significant increase in the concentration of plasma
lipopolysaccharides in diabetic patients, a marker that is associated with increased
intestinal permeability and inflammatory markers, with the development of diabetes
and can be used in the future in medical practice as a risk marker for diabetes
complications.

Finally, it is important that the evaluation of the intestinal microbiota of patients
with diabetes in Joinville can continue in further research, so that these concepts can
be extrapolated to the clinical area and education of the target audience, development
of microbiota modifiers, improvement of intestinal immunity and disease prevention.
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6 CONCLUSOES

Foi possivel observar diferencas significativas entre os marcadores
inflamatérios ‘Proteina C Reativa’ e ‘Ferritina’ dos pacientes diabéticos e néo-
diabéticos de Joinville e isso demostra que marcadores inflamatérios comumente
utilizados na pratica clinica, podem servir como alertas para risco ou presenca de
diabetes. Considerando albumina, PCR e ferritina, 88% dos pacientes diabéticos
possuiam pelo um marcador inflamatorio alterado, o que demostra que mais de um
marcador deve ser avaliado nestes pacientes.

A quantificagdo da interleucina 1B, IL-10 e da fragdo C5a do sistema
complemento ndo mostrou diferenca significativa entre os grupos estudados, apesar
da literatura apontar para alteracbes quantitativas destes marcadores em pacientes
diabéticos, 0 que pode estar relacionado com o nimero pequeno de participantes da
pesquisa. Estudos subsequentes devem ser considerados.

Em contrapartida, outro marcador imunoldgico — fator reumatoide - apareceu
mais frequentemente em pacientes diabéticos e deve ser considerado na avaliagdo
clinica destes pacientes, uma vez que o diabetes esta associado a inflamacéao crénica
e pode desencadear a progressdo de outras doencas inflamatorias, como a artrite
reumatoide.

Além disso, houve aumento significativo na concentracdo de
lipopolissacarideos plasmaticos em pacientes diabéticos, marcador que esta
associado ao aumento de permeabilidade intestinal e de marcadores inflamatorios, ao
desenvolvimento do diabetes e pode ser futuramente utilizado na pratica médica como
marcador de risco de complica¢des do diabetes.

Por fim, € importante que a avaliacdo da microbiota intestinal de pacientes com
diabetes em Joinville possa prosseguir em pesquisas posteriores, para que esses
conceitos possam ser extrapolados para a area clinica e se busque a educacéo do
publico-alvo, desenvolvimento de modificadores da microbiota, melhora da imunidade
intestinal e a prevencao de doencas.

Os resultados desta pesquisa serdo discutidos e apresentados, de forma a
disseminar o conhecimento entre os profissionais das areas afins, com divulgacdo em
eventos cientificos locais e nacionais e a publicacdo dos principais resultados em

revistas de circulag&o internacional.
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ANEXO A

o institucional para realizacdo de pesquisa intitulada
| ROBlOTA lNTESTINAL E DE MEDIADORES
SMATICOS EM  PACIENTES COM DIABETES
NA CIDADE DE JOINVILLE-SC, a ser realizado no
;a0 do professor Dr. Gilmar Sidnei Erzinger e
a Msc. Heidi Pfutzenreuter Carstens o que

Uvjdldos em 3 grupos: nao-diabéticos, diabéticos
(80 s como pacientes nao-diabéticos os

: dogﬂeemhdo)o]umeHBMcdo acordo com

Diabetes e utilizarem  medicamentos
uohnph s«ao considerados pacienies
nos exames de Hbailc e glicemia de
Bmileim do Diabetes. Serdo alocados em
emi ‘orais € DM1 pacientes que
- do diagnésdoo aute-relatado. Esta
onaric aplicado ao paciente (tipo de
y uMda) e confirmada com oS

as_ehﬂeo'smses" de agosto e
3¢a0 no Laboratério Gimenes
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Mkermansla muciniptia e Bifidobacternium spp. sera
ntitativo, As curvas de calibragho seréio estabelecidas
NG loo de cepas de F. prausnitzii, Bacteroides
niphila @ Bifidobacterium adolescentis. PCR quantitativo
an® Unhmsal PCR Master Mix, SYBR® Green PCR
gﬂwmloo extraido de cada amostra fecal.

A’ b’e glicose plasmatica serio adquindos através do
boratério Gimenes. O método utilizado para realizagao &
magadc e a glicemia é realizada por automagio

_.pademee que ndo tiverem HBA1C ou glicemia

' laboratdrio. A quanllﬁcoqﬁo da Proteina C
CR Ultrassensivel por imunoturbidimetria em

espons 910 Biosys®.

'1 II.-6 1L-10 e IL-17, além dos marcadores

adas por enzima imuno-ensaio (ELISA) - kit
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ANEXO B

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé estd sendo convidado(a) a participar da pesguisa intitulada "AVALIAGAO DA
MICROBIOTA INTESTINAL E DE MEDIADORES INFLAMATORIOS PLASMATICOS EM
PACIENTES COM DIABETES MELLITUS TIPO 1 E TIPO 2 NA CIDADE DE JOINVILLE-SC”,
coordenada pelo professor Gilmar Sidnei Erzinger. Este projeto de pesquisa tem por objetivo a
avaliagdo da microbiota intestinal @ os mediadores inflamatorios plasmaticos de pacientes com
Diabetes Mellitus tipos 1 e 2 na cidade de Joinville-SC. Solicitamos sua colaboragido para
preenchimento de um questionario e coleta de dados referente a dados pessoais, dados
antropomeétricos e tratamento medicamentoso. Apos 5 anos, o questionario sera incinerado. Com os
resultados obtidos a partir do estudo, sera possivel compreender a microbiota de pacientes diabéticos
da cidade e propor futuras pesquisa nesta area. Os riscos deste projeto sdo minimos, posto que as
amostras ja foram coletadas pelo laboratério clinico e seriam descartadas pelo mesmo apods a
realizacdo dos exames. Nao havera uso de sua imagem ou voz nesta pesquisa. Solicitamos a sua
colaboragdo e sua autorizagio para apresentar os resultados deste estudo em eventos da area de
salde e publicar em revista cientifica nacional efou internacional. Por ocasido da publicagio dos
resultados, seu nome sera mantido em sigilo absoluto. ATENCAD: Esclarecemos que sua participagéo
no estudo & voluntaria e, portanto, vocé nao e obrigado(a) a fornecer as informagoes ef/ou colaborar
com as atividades solicitadas pelo Pesquisador(a). Caso decida ndo participar do estudo ou resolva a
qualquer momento desistir do mesmo, ndo sofrera nenhum dano, nem havera modificagdo na
assisténcia que vem recebendo (se for o caso). Os pesquisadores estarfo a sua disposigdo para
qualquer esclarecimento que considere necessario em qualquer etapa da pesquisa. Caso necessite
de maiores informagbes sobre o presente estudo, favor ligar para a pesquisadora Heidi Pfutzenreuter
Carstens pelo telefone (47) 99657-9117 em gualquer dia e horario. Em caso de divida quanto aos
seus direitos, escreva para o Comité de Etica em Pesquisa da Univille. Enderego — Rua Paulo
Malschitzki, 10 - Bairro Zona Industrial - campus Universitario — CEP 89219-710 Joinville — SC ou pelo
telefone (47) 3461-9235.

Apos ser esclarecido(a) sobre as informagdes do projeto, no caso de aceitar fazer parte do estudo,
assine o consentimento de participagao do sujeito, que esta em duas vias. Uma delas é sua e a outra
e do pesquisador responsavel. Em caso de recusa vocé nao sera penalizado(a) de forma alguma.

Pesquisador responsavel: Nome: HEIDI PFUTZENREUTER CARSTENS

Assinatura:

CONSENTIMENTO DE PARTICIPAGAO DO SUJEITO

Eu, , abaixo
assinado, concordo em participar do presente estudo como participante da pesquisa e declaro que fui
devidamente informado e esclarecido sobre a pesquisa e os procedimentos nela envolvidos.

Local e data:

Assinatura do Sujeito ou Responsavel legal:

Telefone para contato:
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ANEXO D

i b 4 -
" UNIVERSIDADE DA REGIAO /™ PlabafForma
univille DE JOINVILLE UNIVILLE %fq.rl

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: AVALIACAD DA MICROBIOTA INTESTINAL E DE MEDIADORES INFLAMATORIOS
PLASMATICOS EM PACIENTES COM DIABETES MELLITUS TIPO 1 E TIPO 2 NA
CIDADE DE JOINVILLE-SC

Pesquisador: HEIDI PFUTZEMREUTER CARSTENS

Area Temitica:

Versdo: 2

CAAE: 48501521 .0.0000.5366

Instituigio Proponente: FUNDACAQ EDUCACIONAL DA REGIAD DE JOINVILLE - UNIVILLE

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio
FUNDACAD EDUCACIONAL DA REGIAD DE JOINVILLE - UNIVILLE

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 4.927.529

Apresentagdo do Projeto:
Informado no Parecer Consubstanciado do CEP = Namero 4.855.231.

Objetivo da Pesquisa:
Informado no Parecer Consubstanciado do CEP — Namero 4.855.231.

Avallagio dos Riscos @ Benaficios:
Infermado no Parecer Consubstanciado do CEP — NUmero 4.855.231.

Comentirios e Consideragbes sobre a Pesquisa:
Infermado no Parecer Consubstanciado do CEP — NUmero 4.8585.231.

PEMDEMCIA 3: Solicita-se que o pesquisador informe o tempo de guarda e posse dos documentos gerados
pela pesguisa, assim como, a garantia de sigilo na guarda destes documentos por parte da pesguisadora
responsavel (Res. CHNS 46612, item X1.2 - f);

RESPOSTA: Em adequaciio a CHNS 466/ 2 e ao parecer consubstanciado do CEP/UNIVILLE, foi incluida na
metodologia a forma de manutengado @ guarda dos dados, periodo de armazenameanto, sigilo na guarda e
descricdo do descarte dos mesmo apds o pericdo de 5 anos.

Mota: Alteragio realizada na Metodologia, paragrafo VW, item 5.5. O projeto com a adequagao fol
disponibilizade pela Plataforma Brasil.

Enderego:  Fua Paule Malschitzki, n® 10. Bloco B, Sala 119, Campus Bom Retiro

Balrra: fona Industial CEP: §p.218-710
UF: 5C Munieiplo: JOMNVILLE
Telelone: (47)3461-9255 E-mall: comiteticatunvile by
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Continsagdo do Parecor: 4 827 529
ANALISE: PENDENGIA ATEMDIDA

PEMDENCIA4: Mocronogramaapresentadonodocumento
*PE_INFORMACOES_BASICAS _DO_PROJETO_1778162.pdf" l&-se “Coleta das amostras e dados -
01/08/2021 a 30/09/2021". No documento “PROJETO_HEIDI_CARSTEMS.pdf” lé-se “Coleta das amostras e
dados - Agosto a OQutubro de 20217, Solicita-se & pesguisadora apresentar cronocgrama com o pericdo
correto de coleta dos dados. Inserir no projeto original (brochura pesquisador) e plataforma brasil. Resnviar
documento para que possamos checar (CHNS - Norma Operacional n® 001, item 3.3 = f);

RESPOSTA: Em adequacio ao parecer consubstanciado de CEP/UNIVILLE, fol alterada a divergéncia na
data do cronograma.

Mota: alteracio realizada nas informagdes basicas do projeto @ no cronograma do projeto.

AMALISE: PENDENGIA ATENDIDA

PEMDENCIA & Mo TCLE, solicita-se ao pesquisader.
Reenviar documento para checagem documental:

a) esclarecer todos os procedimentos que serao utilizados na coleta de dados do participante, incluindo que
haveri armazenamente das amostras e para gual finalidade (Res. CNS 466/12, item IV.3.a);

b) garantir o sigilo @ anonimato das informagdes obtidas dos participantes; (Res. CNS 486/12, item IV.3);

¢} incluir, também, o e-mail do CEP Univille para contato, comitetica@univille.br, telefone 47-34618235,
horario comercial (Res. CNS 466/ 2, IV.5.d);

d) substituir a palavra “sujeitc” por “participante da pesquisa”

RESPOSTA: Em relagdo ao item A, os procedimentos utilizados na coleta de dados & amostras dos
participantes foram incluidos no TCLE. Sobre o armazenamento posterior das amostras bioldgicas,
conforme ja retificado na pendéncia 2, ndao haverd armazenamento posterior a esta pesquisa das amostras
dos participantes. As informagdes dos itens B & C foram acrescentadas ao TCLE. Da

Enderego:  Fua Paule Malschitzki, n® 10. Bloco B, Sala 119, Campus Bom Relir

Bairro: Lona Induatnial CEP: 88.218-710
UF: 5C Munieiplo: JOINVILLE
Telefone: (47)3461-9235 E-mail:  comitetica @ univile br
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Continuagdo do Farecer: 4. 927 539

acordo com o item O a palavra “sujeito” foi substituida.

Mota: Foi disponibilizada o nove documents ‘TCLE' com as adequagtes descritas acima.

AMALISE: Adequagdes solicitadas foram realizadas. PENDENCIA ATENDIDA. Entretanto observa-se que a
assinatura do participante esta em pagina separada dos esclarecimentos. Orienta-se para que o TCLE seja
formato em uma Onica pagina, caso nao seja possivel, incluir no documento a informacéo para que o
participante rubrique todas as paginas do documenta.

Consideragbes sobre 08 Termos de apresentagdo obrigatdria:

PENDEMCIA1:Na metodologiaproposta no documento

“PB INFDHMA;‘,GES BASICAS DO_PROJETO_1778162.pdf 18-se "Os participantes que forem incluidos
na pesquisa, responderdo a um guestiondrio (ANEXO I1)°. Solicita-se 4 pesquisadora apresentar o
questicnario que serd utilizado no estude proposto (Res. CNS 466/12, item X1.2 - &),
RESPOSTA: O guestionario fol anexado como documento do projeto sob o titulo
“Questionario_doc_heidi.pdf” .

AMALISE: Mo referido documento observa-se um questiondrio que contém informagdes a serem fornecidas
pelo participante como peso, altura, uso de antibiético @ de medicamentos para diabetes, além de
informagoes referentes s dosagens laboratoriais. PENDENCIA ATEMDIDA

PENDEMCIAZ2:Nametcdologiapropostancdecumenteo

“PB INFDRMAC}C_}ES BASICAS DO_PROJETO 1778162 pdf 18-se “..0 soro serd encaminhado para
realizacio dos parametros bicguimicos @ imunoldgicos e posterior armazenagem sob congelamento (-20° C)
ne Laboratério de Andlises Clinicas da Univille por 5 anes. As amostras de fezes ... & depois serdo
armazenados a -20° C por 5 anos no Laboratério de Andlises Clinicas da Univille.” Solicita-ze &
pesquisadora esclarecer a finalidade do armazenamento das amostras e quem sera o responsavel pelo
material armazenado no Laboratério de Andlises Clinicas da Univille (Res. CNS 4861 2, item 111.2 = g; Noma
Operacional n® 001, item 3.4.2 - b);

RESPOSTA: Retifico gue as ameostras biclogicas serfo armazenadas sob congelamento somente até a
realizacdo das andlises. A guarda serd de responsabilidade da pesquisadora Heidi Pfutzenreutar Carstans.
Mota: Alteragao realizada na Metedologia, paragrafo V item 5.4 e nas infarmacdes basicas do projeto
(Plataforma Brasil). O projeto com a adequacdo foi disponibilizade pela Plataforma Brasil.

AMALISE: PENDENCIA ATENDIDA

PENDEMCIA 5: Apresentar a Falha de rosto totalmente preenchida, incluinde o campo 10 do

Enderego: Fua Paule Malschitzki, n® 10. Blaco B, Sala 119, Campus Boemn Fatin

Bairra: Jona Industnal CEP: amp218-710
UF: 5C Municiple: JOINVILLE
Telelone: (4T)3461-3255 E-mall: comiletica®univile be
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Continuagdo do Parecer: 4.927 528

documents (CHNS - Norma Operacional no 001, item 3.3 — a);

RESPOSTA: Em adequagdo ao parecer consubstanciado do CEP/UNIVILLE, o campo 10 da folha de rosto
foi preenchido.

Mota: Foi disponibilizada o nove documento ‘Folha_de_rosto_Revisada.pdf” com todos os campos
preanchidos.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA

PENDEMCIA 7: Apresentar as Cartas de anuéncia do Laboratério Gimenas & da coordenagio do
Laboratério de Analises Clinicas da Univille, datadas e assinadas pelos responsaveis. Inserir nome completo
do gestor do lecal @ ndo apenas solicitar assinatura (Res. CNS 4661 2, item X1.2 - &).

RESPOSTA: Em adequacdo a CHNS 466/12 e ao parecer consubstanciado do CEP/UNIVILLE, foram
incluides nos documentos do projeto as cartas de anuéncia do Laboratéric Gimenes {arquivos
“Gimenes1.pdi”, “Gimenas2.pdi” @ “Gimenes3.pd™ & da Coordenagio do Laboratirio de Andlises Clinicas da
Univille {("Coordenacac_Farmacial.pdf e "Coordenacao_Farmacia2 pdf”).

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA

Recomendagbes:

Observa-se, no TCLE, que a assinatura do participante de pesquisa estd em pagina separada dos
esclarecimentos. Orienta-se para que o TCLE seja formato em uma dnica pagina, caso nao seja possivel,
incluir no documento a informagdo para que o participante rubrique todas as paginas do documento
assinando na pagina final.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

O projeto "AVALIACAD DA MICROBIOTA INTESTIMAL E DE MEDIADORES INFLAMATORIOS
PLASMATICOS EM PACIENTES COM DIABETES MELLITUS TIPO 1 E TIPO 2 NA CIDADE DE
JOINVILLE-SC", sob CAAE "48501521.0.0000.5366" teve suas pendéncias esclarecidas pelo (a)
pesquisador(a) "HEIDI PFUTZENREUTER CARSTEMS", de acordo com a Aesolugio CNS 466/M12 a
complementares, portanto, encontra-se APROVADO.

Infarmamos que apds leitura deste parecer, & imprescindivel a leitura do item “0 Parecer do CEP" na pagina

do Comité no sitic da Univille, pois og procedimentos seguintes, no gque se refere ao enquadramento do

protocole, estdc disponiveis mna péagina. Segue o link de acesso

https:fwww.univille. edu.br/pt_brinstitucional/proreitorias/prppa/setores/coordenacas_pesquisascomite_atica
pesquisal’s

Enderego: Fwa Paule Malschitzki, o™ 10. Bloco B, Sala 118, Campus Bom Fetio

Bairre: Zona Industial CEP: ap.218-710
UF: 5C Municipio: JOINVILLE
Telefone: (47)3461-3235 E-mall: comiteticat univile b

Plgina (4 da DE

86



| 2 ¢l
QF

vniville

UNIVERSIDADE DA REGIAO
DE JOINVILLE UNIVILLE
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tatus-parecen'645062.

Consideragdes Finais a critério do CEP:
Diante do exposto, o Comité de Etica em Pesquisa da Universidade da Regide de Joinville - Univille, de
acordo com as atribuigbes definidas na Aes. CHNS 466M12, manifesta-se pela aprovacio do projeto de

pEsguisa proposta.

@t

Este parecer fol elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipe Documente Arquivo Postagem Autor Shtuacdo
Informaches Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS DO_P | 18/08/2021 Acaito
do Projeto ROJETO 1778162 pdf 23:20:30
Outros Questionario_doc_Heidi. pdf 1B/0B/2021 |HEIDI Acaite

231905 |PFUTZENREUTER
CARSTENS
Outros Canta2_ Resposta CEP_Microbiota. pdf 18/08/2021 |HEIDI Anaito
23:08:11 |PFUTZENREUTER
Outros Coordenacac_Farmacia2. pdf 18082021 |HEIDI Acaito
230446 |PFUTZENREUTER
CARSTENS
Outros Coordenacas_Farmacial.pdf 18/08/2021 |HEIDI Acaito
230426 |PFUTZENREUTER
Outros Gimenes3. pdf 1B/08/2021 |HEIDI Acaito
23:0405 |PFUTZENREUTER
CARSTENS
Outros Gimenes2. pdf 18/08/2021 |HEIDI Acaito
230345 |PFUTZENREUTER
Outros Gimenesi.pdf 18/08/2021 |HEIDI Acaite
23:0316 |PFUTZENREUTER
CARSTENS
Projeto Detalhado / |PROJETO_DOC_HEIDI_CARSTENS_R| 18/08/2021 |HEIDI Acaito
Brochura evisado_pdf 224627 |PFUTZENREUTER
| Investigador E—
TCLE / Termos de | TCLE_Projeto_Heidi_ REVISADO. pdf 18/08/2021 [HEIDI Acaito
Assantimento / 224241  |PFUTZENREUTER
Justificativa da CARSTENS
Folha de Rosto Folha_de_rosto_revisada.pdf 18/08/2021 |HEIDI Acaite
22:39:27  |PFUTZENREUTER
CARSTENS
Enderego: [Fua Pauls Malschitzki, n” 10. Bloca B, Salka 119, Campus Bom Aatin
Balrra: Jona Industrial CEP: gB.218%-710
UF: s Municiple: JOINVILLE
Telelone: (4T)3461-3235 E-mail: comiletca @ univibe b
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Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:
Néo

JOINVILLE, 24 de Agosto de 2021

Assinado por:

Marcia Luciane Lange Silveira
(Coordenador(a))

Endereco: Rua Paulo Malschitzki, n” 10. Bloco B, Sala 119. Campus Bom Retiro
Bairro: Zona Industrial CEP: 80.219-710

UF: SC Municipio: JOINVILLE

Telefone: (47)3461-9235 E-mail: comitetica univile br
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APENDICE A — Dados Brutos

Dados caracteristicas clinicas

Nao Diabéticos

Paciente Idade Peso Altura IMC Glicemia HBalc
1 44 91 1,78 28,7 84 4.9
2 83 68 1,58 27,2 73 55
3 68 66 1,6 25,8 90 5
4 70 76 1,7 26,3 87 5,6
5 12 32 1,4 16,3 98 4,6
6 83 62 1,6 24,2 91 5
7 67 86 1,7 29,8 78 5,4
8 15 44 1,59 17,4 74 4,7
9 69 67 1,6 26,2 87 5,3
10 46 22 1,21 15,0 84 5,2
11 77 27 1,31 15,7 85 4,8
12 32 85 1,73 28,4 80 5
13 67 60 1,65 22,0 96 5,7
14 28 56 1,65 20,6 80 4,9
15 33 63 1,68 22,3 71 5
16 43 62 1,61 23,9 89 55
17 27 70 1,65 25,7 94 5,8
18 35 91 1,58 36,5 85 5,7
19 47 63 1,63 23,7 96 5,6
20 40 75 1,71 25,6 90 51
21 32 77 1,75 25,1 85 5,2
22 24 60 1,7 20,8 81 4,7
23 22 80 1,65 29,4 91 4,9
24 65 78 1,8 24,1 98 5,9
25 43 75 1,6 29,3 77 5,2
26 35 97 1,65 35,6 81 6
27 27 55 1,57 22,3 94 5,6
28 46 82 1,86 23,7 93 5,6
29 41 84 1,74 27,7 97 54
30 54 77 1,77 24,6 88 53
31 42 57 1,66 20,7 72 5,4
32 43 80 1,78 25,2 88 5,6
33 44 59 1,54 24,9 83 5,6
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Dados caracteristicas clinicas

Diabéticos

Paciente Idade Peso Altura IMC Glicemia HBalc
1 63 80 1,6 31,3 119 6,5
2 47 102 1,8 31,5 195 8,2
3 73 85 1,6 33,2 160 6,3
4 53 84 1,65 30,9 127 7,1
5 85 82 1,78 25,9 154 6,3
6 74 83 1,63 31,2 139 6,2
7 51 77 1,75 251 133 6,8
8 64 93 1,75 30,4 160 6,3
9 56 82 1,55 34,1 121 10,3
10 62 93 1,75 30,4 231 9,5
11 72 74 1,59 29,3 101 6,5
12 50 85 1,62 32,4 112 6,6
13 45 78 1,7 27,0 163 7,7
14 57 70 1,75 22,9 122 6,1
15 62 107 1,78 33,8 135 6,8
16 42 98 1,74 32,4 183 8,6
17 62 70 1,58 28,0 144 7,4
18 46 60 1,6 23,4 215 6,3
19 43 107 1,65 39,3 245 11,5
20 44 120 1,9 33,2 310 13,7
21 37 108 1,87 30,9 199 7,7
22 67 92 1,65 33,8 112 6,7
23 51 80 1,81 24,4 294 11,3
24 64 78 1,6 30,5 120 7,6
25 45 80 1,6 31,3 159 9,1
26 55 75 1,67 26,9 258 11,1
27 62 76 1,58 30,4 139 8,1
28 71 76 1,73 25,4 102 6,9
29 73 101 1,84 29,8 196 7,9
30 84 88 1,57 35,7 111 7,5
31 81 92 1,76 29,7 129 7
32 52 105 1,78 33,1 112 7,2
33 91 66 1,62 251 125 6,2
34 40 85 1,7 30,1 106 6,2
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Dados marcadores bioquimicos

N&o Diabéticos

Paciente Ferritina ng/mL PCR mg/dL Albumina g/dL
1 200,11 1,96 3,55
2 18,56 1,92 3,24
3 21,92 1,92 2,37
4 251,4 1,92 3,82
5 90,87 1,95 3,53
6 139,63 1,92 3,55
7 440,65 1,92 4,22
8 44,22 2,61 3,09
9 16,9 1,92 3,27
10 197,01 1,92 2,58
11 18,16 1,92 5,15
12 471,02 1,92 3,58
13 97,55 2,65 3,08
14 39,05 1,92 3,8
15 94,23 2,7 5,28
16 30,64 2,56 4,69
17 202,51 7,2 4,23
18 37,87 1,92 4,99
19 198,34 1,92 2,45
20 23,4 1,92 2,2
21 51,6 47,9 2,45
22 245,8 1,92 3,2
23 78,5 9,45 2,7
24 140,6 59 2,5
25 387,9 1,92 2,99
26 58,9 1,92 3,07
27 134,6 2,88 4,2
28 85,6 7,22 4,13
29 175,9 4,33 2,98
30 567,45 1,92 3,3
31 99,6 2,4 3,83
32 67,8 2,4 5,27

w
w

142,5 1,92 3,14




Dados marcadores bioquimicos

Diabéticos
Paciente Ferritina ng/mL PCR mg/dL Albumina g/dL

1 416,18 35,2 3,48
2 527,36 1,92 3,13
3 16,73 1,92 2,91
4 55,01 3,75 3,66
5 279,4 1,92 3,87
6 277,58 1,93 3,61
7 279,47 1,92 4,21
8 1527,93 2,58 4,29
9 118,34 4,7 3,82
10 41,74 10,33 3,61
11 34,43 1,53 3,32
12 1473,09 52,04 3,74
13 473,18 3,82 3,12
14 516,48 2,61 2,7
15 1852,83 35,42 3,33
16 1962,59 56,46 3,27
17 2000 38,54 3,55
18 1728,25 17,6 3,52
19 510,65 3,35 2,82
20 45,7 2,78 5,09
21 145,8 6,5 2,83
22 346,8 1,86 3,23
23 244,76 35,3 1,78
24 489,9 1,92 3,84
25 178,6 170,8 2,26
26 32,6 15,3 3,4
27 76,5 11,82 3,27
28 768,8 59 2,72
29 1734,6 151,2 1,73
30 345,7 9,45 2,57
31 1456,2 3,45 1,91
32 367,9 8,67 3,58
33 1345 1,92 3,98
34 342,5 6,09 4
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Dados marcadores imunolégicos e LPS

N&o Diabéticos

Paciente IL-1 betapg/mL C5A pg/mL IL-10 pg/mL LPS (ug/mL) FR
1 43,28 1043,33 1 0,29 Neg
2 43,28 916,67 30,53 0,34 Neg
3 231,51 1451,67 1 0,43 Neg
4 27,1 953,33 1 0,39 Neg
5 65,34 653,33 2,41 0,38 Neg
6 98,72 840,83 1 0,29 Neg
7 164,75 7225 9,28 0,22 Neg
8 24,9 525 1 0,25 Neg
9 52,4 993,33 1 0,12 Neg
10 285,04 1120,83 1 0,18 Neg
11 150,93 825 18,66 0,26 Neg
12 285,34 810,83 9,28 0,2 Neg
13 267,25 693,33 3,03 0,19 Neg
14 117,69 627,5 8,34 0,82 Neg
15 0 704,17 1 0,2 Neg
16 0 789,17 1 0,28 Neg
17 9,31 515 1 0,26 Neg
18 125,49 745,83 1 0,22 Neg
19 20,04 590,83 1 0,47 Neg
20 0 660 1 0,19 Neg
21 119,6 513,33 7,09 0,28 1:4
22 149,01 645 5,84 0,35 Neg
23 5,04 502,5 10,22 0,24 Neg
24 1,07 309,17 1 0,24 Neg
25 9,9 660 1 0,23 Neg
26 0 381,67 1 0,27 Neg
27 0 344,17 8,34 0,28 Neg
28 33,13 449,83 13,66 0,4 Neg
29 137,99 720,83 8,66 0,35 Neg
30 99,46 360,83 1 0,39 Neg
31 0 545 3,34 0,39 Neg
32 0 267,5 76,47 0,42 Neg
33 0 369,17 1 0,31 Neg
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Dados marcadores imunoldgicos e LPS

Diabéticos
Paciente IL-1 betapg/mL C5A pg/mL IL-10 pg/mL LPS (ug/mL) FR
1 1,51 431,67 2,09 0,28 Neg
2 104,16 382,5 1 0,3 Neg
3 15,04 801,67 1 0,67 Neg
4 225,78 705,83 18,34 0,42 Neg
5 25,19 934,17 1 0,58 Neg
6 0 830,83 1 0,53 Neg
7 33,13 591,67 1 0,93 1:1
8 119,31 635 1 0,8 Neg
9 34,75 802,5 8,66 0,55 1:4
10 9,31 745,83 80,53 0,63 1:4
11 123,28 1055,83 1 0,7 Neg
12 33,13 931,67 1 0,6 Neg
13 303,42 648,33 1 0,6 Neg
14 22,99 985 1 0,35 Neg
15 21,51 707,5 23,97 0,32 1:4
16 48,57 902,5 1 0,52 Neg
17 77,1 541,67 5,22 0,83 Neg
18 165,48 676,67 1 0,28 Neg
19 172,39 602,5 1 0,35 Neg
20 38,72 494,17 1 0,4 1:16
21 0 503,33 1 0,37 Neg
22 203,28 547.,5 1 0,9 Neg
23 20,78 580 1 0,42 Neg
24 0 792,5 1 0,26 Neg
25 4,75 896,67 19,28 0,76 Neg
26 142,84 673,33 1 0,74 Neg
27 246,96 630 19,59 0,32 1:4
28 289,015 652,5 1 0,46 Neg
29 0 640 5,22 0,39 Neg
30 111,37 451,67 1 0,48 Neg
31 228,28 660 1 0,45 Neg
32 0 494,17 1 0,38 Neg
33 23,87 554,17 1 0,3 Neg
34 0 500,83 1 0,37 Neg
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