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RESUMO

A Retinopatia Diabética € uma complicacdo microvascular do Diabetes Mellitus e é uma das
principais causas de cegueira na populacdo em idade ativa. A Retinopatia estd intimamente
relacionada ao controle de metas glicémicas, ao tempo de duracdo do diabetes e a outros
aspectos clinicos e genéticos complexos e ainda ndao compreendidos em sua totalidade. A
vitamina D, a adipocina Adiponectina e suas respectivas variantes genéticas, a saber, VDR,
ADIPOQ e ADIPORL, apresentam papéis importantes no contexto de Diabetes Mellitus tipo 2
e suas complicacBes e por esse motivo sdo alvo de interesse e estudo. O objetivo deste trabalho
foi analisar a associacdo entre os gendtipos dos polimorfismos localizados nos genes VDR
(rs1544410), Adiponectina (rs266729) e receptor 1 da adiponectina (rs7539542) e Retinopatia
Diabética com os estagios clinicos da doenca, aspectos clinicos, bioquimicos, antropométricos,
de atividade fisica e de consumo alimentar. Pacientes com Diabetes Mellitus tipo 2, com no
minimo 5 anos de diagndstico foram recrutados e submetidos a exame da retina para
classificacéo clinica (com ou sem retinopatia e 0 estagio da doenca) gerando os seguintes grupos
experimentais: sem retinopatia (n= 139), com retinopatia (n=221) estando o segundo grupo
subdividido em Retinopatia ndo proliferativa (RDNP) n= 144 e Retinopatia proliferativa (RDP)
n=77. Pardmetros bioquimicos (glicemia, hemoglobina glicada, colesterol total, HDL
colesterol, triglicerideos, creatinina), dados antropométricos, de consumo alimentar e atividade
fisica foram coletados e analises moleculares foram realizadas para determinagdo dos gen6tipos
dos polimorfismos de interesse. A distribuicdo genotipica e alélica dos polimorfismos
estudados ndo diferiu entre 0s grupos sem retinopatia comparado a com retinopatia, RDNP e
RDP para todos os genes. Contudo, a presenca do alelo b do rs1544410 (Bb+bb) do gene VDR
foi associado a maiores niveis de glicemia de jejum (p=0,04) e uso de insulinoterapia (p=0,01)
no grupo de pacientes com retinopatia sugerindo ser indicativo de um controle glicEmico menos
efetivo do que em portadores do gendtipo BB. Com relacdo a adiponectina, a presenca do alelo
G do polimorfismo rs266729 foi um fator de risco para amputacéo de membros (p=0,009), e 0
gendtipo CC para o polimorfismo rs7539542 do receptor 1 de adiponectina foi um fator de
protecdo contra a amputacdo (p=0,045). Os resultados desse trabalho permitem sugerir que 0s
gendtipos dos polimorfismos rs1544410, rs266729 e rs7539542 nos genes do receptor de
Vitamina D, adiponectina e Receptor 1 de adiponectina influenciam o controle da glicemia e
ocorréncia de amputagdo em uma populacdo no Nordeste do Brasil.

Palavras-chave: Amputacdo. Adiponectina. Polimorfismo Genético. Consumo alimentar
habitual. Receptores de Vitamina D. Retinopatia diabética.



ABSTRACT

Diabetic Retinopathy is a microvascular complication of Diabetes Mellitus and is one of the
main causes of blindness in the working-age population. Retinopathy is closely related to the
control of glycemic targets, the duration of diabetes and other complex clinical and genetic
aspects that are still not fully understood. Vitamin D, the adipokine Adiponectin and their
respective genetic variants, namely VDR, ADIPOQ and ADIPOR1, play important roles in the
context of Type 2 Diabetes Mellitus and its complications and, for this reason, are the subject
of interest and study. The objective of this work was to analyze the association between the
genotypes of the polymorphisms located in the VDR (rs1544410), Adiponectin (rs266729) and
adiponectin receptor 1 (rs7539542) genes and Diabetic Retinopathy with the clinical stages of
the disease, clinical, biochemical, anthropometric, physical activity and food consumption.
Patients with type 2 Diabetes Mellitus, with at least 5 years of diagnosis were recruited and
submitted to retinal examination for clinical classification (with or without retinopathy and
disease stage) generating the following experimental groups: without retinopathy (n= 139), with
retinopathy (n=221) the second group being subdivided into non-proliferative retinopathy
(RDNP) n=144 and proliferative retinopathy (RDP) n=77. Biochemical parameters (blood
glucose, glycated hemoglobin, total cholesterol, HDL cholesterol, triglycerides, creatinine),
anthropometric data, food intake and physical activity were collected and molecular analyzes
were performed to determine the genotypes of the polymorphisms of interest. The genotypic
and allelic distribution of the polymorphisms studied did not differ between groups without
retinopathy compared to those with retinopathy, RDNP and RDP for all genes. However, the
presence of the b allele of rs1544410 (Bb+bb) of the VDR gene was associated with higher
levels of fasting glucose (p=0.04) and use of insulin therapy (p=0.01) in the group of patients
with retinopathy suggesting that it is indicative of a less effective glycemic control than in
carriers of the BB genotype. With regard to adiponectin, the presence of the G allele of the
rs266729 polymorphism was a risk factor for limb amputation (p=0.009), and the CC genotype
for the rs7539542 polymorphism of the adiponectin receptor 1 was a protective factor against
amputation (p=0.045). The results of this work suggest that the genotypes of the polymorphisms
rs1544410, rs266729 and rs7539542 in the genes of the Vitamin D receptor, adiponectin and
Adiponectin Receptor 1 influence glycemic control and the occurrence of amputation in a
population in Northeast Brazil.

Keywords: Amputation. Adiponectin. Genetic Polymorphism. Habitual food consumption.
Vitamin D Receptors. Diabetic Retinopathy
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1 INTRODUCAO

Os dados da Organizacdo mundial de satde relatam que o Diabetes Mellitus tipo 2
(DM2) tornou-se uma patologia metabolica de crescimento exponencial e exerce grande
impacto na saude dos individuos, sendo uma das maiores causas de morte e hospitalizacao,
gerando significativos custos aos 6rgdos de saude publica (WHO, 2021). Existe um entusiasmo
cientifico sobre a identificacdo de marcadores de estagio precoce para a DM2 e suas
complicacdes, que por apresentarem natureza multifatorial pressupde uma variedade de
processos fisiopatoldgicos envolvidos (OGURTSOVA et al., 2017).

Além dos ja reconhecidos fatores de riscos clinicos, que englobam a presenca de
sobrepeso/obesidade, sedentarismo, histérico familiar de Diabetes Mellitus (DM), hipertenséo
arterial, dislipidemias, histérico de DM gestacional, tabagismo e etilismo (BRASIL 2013;
BRASIL 2017; MARTIN, 2017; IDF, 2019; KOLB), mecanismos moleculares também tém
sido explorados, sendo identificadas alteracGes genéticas e epigenéticas associadas a ocorréncia
de DM e suas complicagcbes (ZHENG et al., 2017; EZHILARASI;, DHAMODHARAN;
VIJAY, 2018; SANTANA BEZERRA et al., 2019). A identificacdo destes fatores além de
auxiliar na escolha do tratamento, pode predizer o risco de futuras complicac6es, a exemplo da
Retinopatia Diabética (RD), constituindo um passo para um acompanhamento personalizado
(SHEPHERD et al., 2016; AGUIAR; DUARTE; CARVALHO, 2019).

Nesse sentido, esfor¢cos vém sendo empregados para identificar genes com padrdes
diferenciais de metilacdo (AGARDH et al., 2015) e polimorfismos (LIEW; GUPTA, 2015;
ZHONG et al., 2015; LUO; GAO; QIN, 2017), entre pacientes diabéticos e portadores de RD,
constatando-se padrdes tipicos de ocorréncia da complicacdo em grupos de pacientes com
diabetes.

A vitamina D (1,25-diidroxivitamina D) tem sido citada como fator influenciador da
resisténcia insulinica (CONTRERAS-BOLIVAR et al., 2021). Possivelmente atuando no
contexto metabdlico do controle glicémico, a intervengdo com Vitamina D (VD) tem
demonstrado reduzir o risco de DM2 em individuos intolerantes a glicose (ZHANG et al.,
2020). Baixas concentracOes plasmaéticas dessa vitamina tem demonstrado influenciar na
ocorréncia e progressdo de RD (TECILAZICH et al., 2021). Para desempenhar seu papel
bioldgico, a VD depende da interagdo com seu receptor celular (VDR), cujos polimorfismos
genéticos tém sido estudados como fatores de risco para DM2 (AL SAFAR et al., 2017),
patogénese (MOTOHASHI et al., 2003; HONG et al, 2015; EZHILARASI;
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DHAMODHARAN; VIJAY, 2018) e progressdao de RD (BUCAN et al., 2009). Contudo, no
contexto da RD as evidéncias séo heterogéneas, ndo havendo consenso.

Outro marcador associado a DM2 e suas complicacdes é a adiponectina, que € um
hordnio essencialmente secretado pelo tecido adiposo (HU; LIANG; SPIEGELMAN, 1996), e
quando em concentragdes elevadas j& demonstrou estar associada a condi¢Ges de melhorar a
sensibilidade a insulina, assim como diminuir o risco para DM2 (HOTTA et al., 2000; Ll et al.,
2009), no entanto o papel da adiponectina no desenvolvimento da RD é pouco
explorado. Estudos prévios envolvendo o gene da adiponectina humana (ADIPOQ), associaram
o polimorfismo ADIPOQ com glicose em jejum, resisténcia a insulina e DM2 (TSCHRITTER
et al., 2003; RASCHE; AL-HASANI; HERWIG, 2008; ZIEMKE; MANTZOROS, 2010;
HOSSAIN; MUKHEEM; KAMARUL, 2015), mais especificamente o alelo G (rs266729) foi
um fator de risco para DM2 (SUN et al., 2017). Variantes genéticas nos receptores da
adiponectina (ADIPOR1/R2) tambem foram associados com resisténcia & insulina e intolerancia
a glicose (WANG et al., 2004; HARA K et al., 2005), e niveis mais baixos de adiponectina e
expressao de ADIPOR1/R2 foram associados a uma maior incidéncia de DM2 (ZHA; WU,;
PING, 2017).

O conjunto dessas informacgdes demonstram a importancia de estudar fatores genéticos
que influenciam o risco de RD e condicdes clinicas relacionadas a essa condicdo, partindo da
premissa que devido a clara relacdo que apresentam com o risco de diabetes, genes envolvidos
no metabolismo e acdo metabdlica de vitamina D e também a adiponectina s&o alvos em
potencial. Diante dessas constatacdes 0s objetos de estudo deste trabalho foram 1) o diagndstico
de RD; 2) os estagios de RD; 3) parametros bioquimicos, antropométricos, de atividade fisica
e nutricionais; 4) parametros clinicos com destaque em amputacdo de membros, que foi onde
encontramos o resultado mais promissor do estudo com adiponectina. Essas variaveis foram
analisadas a luz de genotipos e distribuicdo alélica de polimorfismos de nucleétidos Unicos
(SNPs) nos genes VDR (rs1544410), ADIPOQ (rs266729) e ADIPORL1 (7539542).
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2 OBJETIVOS
Objetivo geral

Analisar a associagdo entre genotipos de polimorfismos localizados nos genes VDR
(rs1544410), ADIPOQ (rs266729) e ADIPOR1 (7539542) na Retinopatia Diabética, e comparar
com estagios clinicos da doenca, aspectos clinicos, bioquimicos, antropométricos, de atividade

fisica e de consumo alimentar.
Objetivos especificos

e Verificar dados clinicos, antropométricos, bioquimicos, atividade fisica e de consumo
alimentar nos pacientes recrutados;

e Testar a distribuicdo genotipica e alélica dos polimorfismos rs1544410, rs266729 e 7539542
nos grupos clinicos estudados;

e Testar a distribuicdo genotipica e alélica de rs1544410, rs266729 e 7539542 nos grupos
clinicos sem RD, com RD e nos subtipos RDNP e RDP;

e Analisar a influéncia dos genotipos rs1544410, rs266729 e 7539542 nos aspectos clinicos,
antropométricos e bioquimicos estudados, levando em consideracdo a atividade fisica e
consumo alimentar.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 DIABETES MELLITUS

As estimativas de prevaléncia global de diabetes em adultos de 20 a 79 anos
padronizadas pela Federacao Internacional de Diabetes (IDF) no ano de 2021, indicavam haver
537 milhdes de pessoas com diabetes, sendo 10,8% em homens e 10,2% em mulheres (IDF,
2021; SUN et al., 2022). A doenca foi causa direta de 1,5 milhdes de mortes, e grande parte
desse numero ocorreu nos paises em desenvolvimento, possivelmente devido ao crescimento
populacional, envelhecimento, habitos alimentares inadequados, obesidade e estilo de vida
sedentario (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021), o que torna o DM um grave
problema de saude publica.

No Brasil, segundo dados da IDF, nos ultimos dez anos houve um aumento de 26,61%
no numero de pacientes diabéticos e atualmente, o pais ocupa a sexta posi¢cdo no ranking
mundial (SUN et al., 2022). De acordo com dados do IBGE em seu ultimo censo, Jodo Pessoa,
capital da Paraiba, contava com 800.323 habitantes (IBGE, 2018), destes, cerca de 6,8% de
toda populag@o > 18 anos possuiam diagnostico referido de Diabetes Mellitus no ano de 2019,
de acordo com o VIGITEL do referido ano (BRASIL, 2020). Em uma projecao estimada, cerca
de 49.199 habitantes apresentavam diagnostico de DM na referida capital.

Entre os tipos mais frequentemente encontrados, 0 DM2 ¢é a forma mais prevalente da
doenca. Nos estagios iniciais as células B secretam insulina normalmente, porém, a demanda
prolongada e persistente de producdo para compensar a resisténcia periférica pode conferir
esgotamento das células P acarretando a uma deficiéncia secundaria na produg¢ao e secrecao do
horménio (CHATTERJEE; KHUNTI; DAVIES, 2017; WEIR; GAGLIA; BONNER-WEIR,
2020). Nesta condigcdo, ocorre a dessensibilizacdo dos receptores de insulina frente ao
hormdnio, levando a uma deficiéncia no organismo quanto a captacdo e absorcdo da glicose
(BLAKE; TROUNCE, 2014) (Figura 1).

A fisiopatologia do DM2 ndo apresenta, necessariamente, indicadores especificos da
doenca. Em pelo menos 80 a 90% dos casos, associa-se a0 excesso de peso e a outros
marcadores comuns da sindrome metabdlica (NEWTON; RASKIN, 2004; PINTO et al., 2020).
Segundo a Sociedade Brasileira de Diabetes (2020), os fatores de risco consolidados para DM2
sdo: historia familiar da doenca, idade, obesidade, sedentarismo, diagndstico previo de pré-
diabetes ou DM gestacional (DMG) e presenca de componentes da sindrome metabdlica
(dislipidemias e hipertensdo arterial). A American Diabetes Association (2023) (ELSAYED et

al., 2023), apresentou uma proposta para rastreio de DM2, baseada em sinais, sintomas e
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exames laboratoriais para confirmacao diagnostica de DM2, e afirma que mesmo em individuos
assintomaticos a presenca de fatores de risco ja imp0e rastreamento para diagndstico precoce
(Quadro 1).

Figura 1 - Fisiopatologia da Diabetes Mellitus tipo 2
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Figura 1 representando a Fisiopatologia da Diabetes Mellitus tipo 2 com esgotamento das células B, acarretando
em dimuicdo na producdo e secrecdo de insulina, levando a uma deficiéncia no organismo quanto a captacéo e
absorcdo de glicose. Fonte: Elaborada pela autora, com informacdes de JAVEED; MATVEYENKO, 2018.
Criado com (BioRender.com).

O diagndstico da DM se dé a partir da concentracdo de glicose plasmatica, com valores
> 126mg/dL no jejum e/ou > 200mg/dL 2 horas apés ingestdo de 75¢g de glicose (teste de
tolerancia a glicose oral/ curva glicémica) e/ou glicemia ao acaso >200mg/dL associada a sinais
e sintomas inequivocos de hiperglicemia (polidria, glicosuria e cetoacidose). Além destes, outro
marcador importante é a determina¢do de hemoglobina glicada (HbAlc %) > 6,5 %, que ira

fornecer uma estimativa da glicemia média dos Ultimos 120 dias anteriores a sua medig&o, que
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é 0 tempo médio vital de uma hemécia na circulacdo (ELSAYED et al., 2019; SOCIEDADE
BRASILEIRA DE DIABETES, 2020).

Quadro 1- Indicacao para rastreio de DM2 e pré-diabetes em individuos assintomaticos

Critérios para rastreio do DM2

Sugere-se rastreamento de DM2 em individuos (de forma geral com 35 anos) com sobrepeso ou
obesidade e que apresentem mais um fator de risco para DM dentre os seguintes:

e Parente de primeiro grau com diabetes;

e Raca/etnia de alto risco para DM (afro-americano, latino, nativo americano, asiatico-

americano);

e Historico de doenga cardiovascular;

o Hipertenséo arterial (>130/80 mmHg ou em terapia para hipertensao);

e HDL-c < 35 mg/dL e/ou triglicerides > 250mg/dL

e Sindrome de ovarios policisticos;

e [|natividade fisica;

e Obesidade grave e Acantose nigricans;

e Pré-diabetes (HbAlc >5,7%);

o Diabetes Mellitus gestacional deve ser testada ao longo da vida pelo menos a cada 3 anos;

e Pessoas com virus da imunodeficiéncia humana (HIV).

Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2); HDL colesterol (HDL-c); Hemoglobina Glicada (HbAlc). Fonte: Adaptado de
American Diabetes Association (ELSAYED et al., 2023).

As complicagbes cronicas do DM sdo decorrentes principalmente do controle
inadequado dos valores bioquimicos, especialmente das metas glicémicas, do tempo de
evolucdo e de fatores genéticos da doenca. As complicages cronicas microvasculares
englobam a Nefropatia Diabética, a RD e a Neuropatia Diabética (NATHAN et al., 2009;
LITWAK et al., 2013; DUH; SUN; STITT, 2017; TAURONE et al., 2020; BUNCH et al.,
2022).

Se torna evidente a importancia do controle glicémico intensivo a longo prazo, desde
que feito a partir dos primeiros anos da doenca, com intuito retardar ou inibir o aparecimento
de complicagdes macro e microvasculares (NATHAN et al., 2009; HOLMAN; SOURIJ;
CALIFF, 2014; WANG: LO, 2018; BRANDAO-LIMA et al., 2018; CHATZIRALLI, 2018).
Caso o controle glicémico seja realizado apenas de forma tardia, o papel benéfico desse controle
pode ndo ser como esperado, possivelmente relacionado a um mecanismo denominado de
“memoria metabolica”, com a hipdtese que haja envolvimento de mecanismos epigenéticos
(REDDY; ZHANG; NATARAJAN, 2015; BOLOTSKAYA et al., 2017; KOWLURU 2017;
SINGH et al., 2020).
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3.2 RETINOPATIA DIABETICA (RD)

O olho é um dos principais 6rgdos lesados em individuos com DM, sendo a RD uma
das mais conhecidas complicacdes microvasculares relacionadas ao DM (HENRIQUES et al.,
2015). E uma doenca neurodegenerativa que gera lesdes microvasculares na retina e causa
cegueira adquirida na populacdo em idade ativa (ALTMANN; SCHMIDT; MIRKO,
2018). Esta complicagdo microvascular especifica da retina afeta arteriolas, capilares e vénulas
retinianas em resposta a hiperglicemia duradoura (RACZYNSKA; RACZYNSKA, 2013;
WONG et al., 2016; ZORENA) (Figura 2).

Figura 2 — Caracteristicas da Retinopatia Diabética
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Figura 2. Caracteristicas da Retinopatia Diabética. A figura mostra que a patologia apresenta alteragGes iniciais na
area temporal da macula pela presenca de microaneurismas (pequenos pontos vermelhos, com bordos bem
definidos), seguidos por manchas algodonosas (manchas brancas mais superficiais), exsudatos duros (pontos
amarelos bem circunscritos e profundos) e as hemorragias decorrem de lesdo da parede vascular. Fonte: Elaborada
pela autora, com informagdes de PRATT et al., 2016; WANG; LO, 2018. Criado com (BioRender.com).
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Um maior tempo de evolugédo do DM2 por si s6 é um fator de risco para RD, chegando
a mais de 60 % nos pacientes com Diabetes Mellitus tipo 2, e o efeito combinado de maior
tempo de evolugdo da DM2 e controle glicémico inadequado, exacerbam esse risco e aumentam
a gravidade da RD (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2020).

O Global Burden of Disease Study, um estudo de magnitude global revelou que a
Retinopatia Diabética foi a quinta causa mais comum de cegueira evitavel e a quinta causa mais
comum de deficiéncia visual moderada a grave em pessoas com 50 anos ou mais para o0 ano de
2020 (STEINMETZ et al., 2021). Em uma projecao estimada, até o ano de 2045 haverao cerca
de 160,50 milhGes (95% CI, 143,70-178,60 milhdes) de adultos com Retinopatia Diabética no

mundo (TEO et al., 2021). No Brasil, estima-se que a RD afeta cerca de 35 a 40% dos pacientes

com Diabetes Mellitus, o que reflete em um nimero aproximado de 4 milhdes de brasileiros
com algum grau de comprometimento relacionado a RD (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
DIABETES, 2017).

Embora a incidéncia de Retinopatia Diabética esteja fortemente relacionada com a
duracdo do diabetes, e controle glicémico inadequado (HbAlc >7%), outros fatores como a
presenca de hipertensdo arterial, maiores indices de IMC (> 25 kg/m?), bem como cirurgia de
catarata, podem de alguma forma, influenciar o aparecimento ou o0 curso natural dessa
complicacdo (WONG et al., 2016; LIU et al., 2017; BAIN et al., 2020). A ameaga a Vvisao
produzida pela RD ocorre a partir de duas vias: crescimento de neovasos (que levam a
hemorragia intraocular) e descolamento de retina, com profunda perda global da visdo e um
dano mais localizado, envolvendo a regido macular, determinando perda da acuidade visual
central (BEK, 2017) (Figura 2).

A Escala Clinica Internacional de Gravidade da RD (International Clinical Diabetic
Retinopathy Disease Severity Scale) é atualmente utilizada para estabelecer os estagios clinicos
(WILKINSON et al., 2003). Essa escala representa versdo reduzida da classificacdo da
Retinopatia Diabética do Early Treatment Diabetic Retinopathy Study (ETDRS, 1991), adotada
em 2003 pela Academia Americana de Oftalmologia e amplamente utilizada em estudos
clinicos (dentre eles, o do ETDRS). Essa escala foi desenvolvida em reconhecimento a
necessidade de uma classificagdo clinica que refletisse a ameaca a visdo ocasionada pela RD.
A escala descreve trés estagios de Retinopatia ndo proliferativa (RDNP) de baixo risco, o quarto
estagio de Retinopatia ndo proliferativa, que é considerada severa e 0 quinto e Gltimo estagio
que ja consiste na retinopatia proliferativa (RDP), o estagio mais grave da doenca (Quadro 2;
Figura 3).
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Quadro 2- Descricdo dos estagios da RD

Figuras

A

B

E

Estagio
Auséncia de
Retinopatia

Retinopatia Diabética
ndo proliferativa leve
(RDNP leve)

Retinopatia Diabética
néo proliferativa
moderada
(RDNP moderada)

Retinopatia Diabética
ndo proliferativa
severa
(RDNP severa)

Retinopatia Diabética
proliferativa (RDP)

Caracteristicas

Auséncia de sinais aparentes de RD

Microaneurismas.

Presenca de exsudatos, hemorragias superficiais, hemorragias puntiformes
(dot), hemorragias em borrdo (blot) e alteragdes venosas (dilatacdo e
tortuosidade generalizadas, segmentacdo -beading ou sausage-like — e
formacgdo de algas looping), sem, contudo, atingir as caracteristicas que
definem a RDNP severa. Hemorragias intrarretinianas profundas
(arredondadas e mais escuras que as mais superficiais) podem estar
presentes, indicando isquemia progressiva.

Auséncia de neovascularizagéo e presencga de pelo menos um dos seguintes
sinais: Hemorragias intrarretinianas nos 4 quadrantes; Alteracdes venosas
em pelo menos 2 quadrantes; Anormalidades microvasculares
intrarretinianas (AMIR) em pelo menos lquadrante.

Presenca de neovasos no fundus e/ou hemorragia vitrea ou préretiniana. Os
neovasos podem ser de disco optico (no disco ou dentro de um diametro de
disco do disco o6ptico) ou NVE (neovascularization elsewhere
neovascularizacdo em qualquer outra regido do fundus).

Fonte: Adaptado de Early Treatment Diabetic Retinopathy Study (WILKINSON et al., 2003).

Figura 3- Estagios da Retinopatia Diabética

Figura 3. A- representa auséncia de Retinopatia Diabética; B- representa Retinopatia Diabética ndo proliferativa
leve; C- representa Retinopatia Diabética nao proliferativa moderada; D- representa Retinopatia Diabética nao
proliferativa Severa e E- Retinopatia Diabética proliferativa. Fonte: Adaptado de NAGPAI et al., 2022;
MANSOUR, 2018. Criado com (BioRender.com).
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As alteracBes da RD iniciam-se na area temporal a macula, por ser uma area critica na
circulacdo retiniana onde ocorre o fechamento dos capilares retinianos adjacentes a area foveal
avascular, os sinais incluem microaneurismas que resultam da oclusdo capilar. S&o vistos a
fundoscopia como pequenos pontos vermelhos, com bordos bem definidos. O microaneurismas
(MAs) ocorrem devido a proliferacdo de células endoteliais a partir do leito venoso dos
capilares e correspondem a primeira alteracdo oftalmoscépica da RD; As manchas algodonosas
(ou exsudatos moles), podem ser vistas como manchas brancas mais superficiais, bem
delimitadas de bordos irregulares, que tendem a desaparecer em semanas ou meses. Resultam
da isquemia microvascular na camada de fibras nervosas da retina, causando infarto e destruicdo
dos axonios. Histologicamente correspondem a acumulo de organelas, pela alteracdo no
transporte axoplasmatico das fibras acometidas; Os exsudatos duros sdo depdsitos de lipidios
e/ou lipoproteinas e indicam aumento da permeabilidade vascular retiniana. S&o vistos como
pontos amarelos bem circunscritos e profundos em relacéo aos vasos da retina; e as hemorragias
decorrem de lesdo da parede vascular. Quando puntiformes sdo indistinguiveis dos
microaneurismas sem o auxilio da angiografia fluoresceinica. As hemorrogias também podem
ocorrer na camada de fibras nervosas, assemelhando-se a “"chama de vela", ou ainda originar-
se do plexo capilar profundo, com aspecto "em borrdo™ (ANTCLIFF; MARSHALL, 1999).

Clinicamente a RD ¢ identificada pela presenca de algumas ou todas das seguintes
lesBes: microaneurismas, hemorragias, exsudatos duros de lipidios, manchas algodonosas,
edema macular, oclusdo capilar e neovascularizagdo. A neovascularizagdo marca a progressao
para o ultimo e pior estagio progndéstico da doenca, o de RDP (PRATT et al., 2016; WANG,;
LO, 2018) (Figura 3).

3.2.1 FATORES DE RISCO PARA RD

O desenvolvimento da RD esta fortemente relacionado a fatores de risco modificaveis e
ndo modificaveis. O controle glicémico é um fator modificavel, seguido pela duracdo do DM e
hipertensdo arterial, que sdo ndo modificaveis (WANG; LO, 2018; BRANDAO-LIMA et al.,
2018; CHATZIRALLLI, 2018).

O controle glicémico € principalmente avaliado por meio dos valores da hemoglobina
glicada (HbA1C %), tendo em vista que esta reflete a média dos valores da glicemia,
aproximadamente, dos ultimos 3 meses (LAITEERAPONG et al., 2018). A recomendacdo de
HbA1c refere que uma taxa de 7% ou inferior a esse valor é primordial no controle da glicemia

na maioria dos pacientes, podendo haver melhora se permanecer com um valor menor do que
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6,5% (FLAXEL et al., 2019). As recomendagfes da ADA possuem variagdes dependentes da
historia clinica do paciente, variando os objetivos glicémicos de HbAlc <7% em pacientes
adultos (ndo gravidas), <8% em casos de pacientes com historia de hipoglicemias severas,
doenga vascular avancada ou com DM de longa data; para pacientes com baixas taxas de
comorbidades relacionadas com a doenga e sem historico de hipoglicemias, recomenda-se um
valor alvo de HbALc inferior a 6,5% (ELSAYED et al., 2023).

Um grande estudo prospectivo randomizado afirmou que um bom controlo glicémico
(HbAL1C <7%) esteve associado a uma reducdo de cerca de 50-76% das taxas de
desenvolvimento e progressdo de complicagbes microvasculares da DM, entre elas a RD
(LACHIN et al., 2015). Ainda no mesmo estudo, quando o percentual de HbAlc foi reduzido
de 9% para 8%, houve uma diminuicdo no risco de RD entre 30 a 40%, reducdo de 25% na
necessidade de tratamento com laser e reducdo de 15% nas taxas de cegueira. Atingir a meta
glicémica de HbAlc em <7% demonstrou reduzir o risco para complicagdes microvasculares
em pacientes com DM1 e com DM2, especialmente quando alcancada em fase inicial da doenca
(SELVIN, 2016).

A duragdo do DM é o fator de risco ndo modificavel amplamente reconhecido e,
provavelmente, um dos mais importante para o desenvolvimento e progressdo da RD (ZHANG
etal., 2017; HAINSWORTH et al., 2019; YIN et al., 2020; MALERBI et al., 2022). Ha relatos
de que 5 anos ap6s o diagnostico de DM, cerca de 25% dos individuos com Diabetes tipo 1
terdo RD e, ap6s 10 anos de duragdo da doenca, quase 60% irdo desenvolver RD (KLEIN et
al., 1984) e apds 15 anos, 80% terdo RD (VARMA et al., 2004). Uma vez estabelecida a RD,
a duracdo da DM parece ser um fator de risco menos importante do que o controle glicémico
para a progressao para fases mais avancadas de RD (LEE; WONG; SABANAYAGAM, 2015).

A relacéo entre o controle da hipertensdo arterial e RD, vem sendo confirmada (ADA,
2019). O UKPDS (UK Prospective Diabetes Study Group) mostrou que, apds 9 anos de
acompanhamento de um grupo com controle rigido da pressao arterial, levou a uma redugéo de
34% no risco da progressao da RD e redugdo de 47% de declinio da acuidade visual (UKPDS,
1998). Ao longo dos anos essa relacdo de hipertensdo e RD se consolidou e um estudo de base
populacional envolvendo 13.476 pacientes com DM2, afirmou que a hipertensdo foi um fator
de risco independente para RD leve a moderada (LIU et al., 2017).

Um grupo de estudos em retina, em um estudo multicéntrico, relatou que pacientes com
DM2 com hipertensdo controlada, por um periodo médio de 8,4 anos, levou a uma redugéo de
34% na taxa de progressdo da RD e de 47% de reducdo na taxa de declinio da acuidade visual

(QUINTAO et al., 2017). Tais beneficios apenas se verificam na presenca do controle
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continuado e de longa duracdo nos valores de presséo arterial, apesar de que valores alvo muito
restritivos (<120/mmHg) ndo demonstraram acrescentar qualquer beneficio adicional
(GUBITOSI-KLUG et al., 2016).

3.3 FISIOPATOLOGIA

A RD ¢ basicamente a manifestacdo retiniana de uma microangiopatia sistémica. Os
fatores que levam as alteracGes da complicacdo, geradas principalmente pela deficiéncia de
insulina e consequente hiperglicemia sdo: aumento da HbAlc, o que blogueia a liberacdo de
oxigénio para células; seguido pelo aumento do sorbitol intracelular que leva ao aumento da
pressdo osmotica e ao aparecimento do edema celular, que ao destruir os pericitos aumentam a
permeabilidade capilar, gerando o espessamento das membranas basais dos capilares, o que
favorece fenébmenos oclusivos, sendo estas as alteracdes iniciais que apontam para o
desenvolvimento da RD (RUBSAM; PARIKH; FORT, 2018).

A exposicdo prolongada a hiperglicemia e a processos neurodegenerativos e inflamatorios,
leva a neovascularizacdo da retina, formacdo de microaneurismas, presenca de exsudatos
proteicos no vitreo e, finalmente, um declinio constante na acuidade visual dos pacientes
(CHEUNG; MITCHELL; WONG, 2010; TANG; KERN, 2011; WANG; LO, 2018). Diversas
vias metabdlicas sdo reconhecidas por estarem comprovadamente implicadas nos danos
vasculares que sao induzidos pelo estado constante de hiperglicemia em pacientes com DM,
tais como as vias do poliol e sorbitol, acumulacdo de produtos finais de glicosilacdo avancada
(AGEs), via da proteina cinase C (PKC), via da hexosamina, e sistema renina-angiotensina
(TARR et al., 2013; WANG; LO, 2018), resultando em aumento das espécies reativas de
oxigénio (EROs) nas células e agravamento do estresse oxidativo na retina e inflamagéo
(WHITEHEAD et al., 2018).

A inflamacdo de baixo grau provoca diversas anormalidades celulares e lesdes teciduais
que afetam a retina (ALTMANN; SCHMIDT, 2018; RUBSAM et al., 2018; WANG; LO, 2018;
WHITEHEAD et al., 2018), como mediadores pro-inflamatorios, moléculas de adesé&o,
quimiocinas e fatores de crescimento, que se encontram aumentados e diretamente envolvidos
na patogénese da RD (ALTMANN; SCHMIDT, 2018; LU et al., 2018; RUBSAM et al., 2018;
WANG; LO, 2018). As celulas inflamatorias na retina também respondem a lesdes e
estresse. Estimulos nocivos ativam células endoteliais e pericitos para secretarem fatores pro-
inflamatdrios, recrutando leucécitos que aderem ao endotélio vascular, causando leucostase e

subsequente ndo perfusao capilar (SPENCER et al., 2020). Células gliais, que fornecem suporte
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estrutural na retina normal, também s&o ativadas no inicio da RD e participam da regulagdo da
homeostase microambiental (RUBSAM et al., 2018; SORRENTINO et al., 2016). Na RD, a
micrdglia prolifera e migra da retina interna para a externa e secreta mdultiplas citocinas
inflamatorias. Estas podem aumentar a permeabilidade vascular e induzir o acumulo de fluido
intra-retiniano, interrompendo as proteinas da jungdo justa e desencadeando a quebra da
barreira hemato-retiniana (BRB) (TANG et al., 2022) (Figura 4).

Figura 4- Fisiopatologia da Retinopatia Diabética
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Figura 4. Fisiopatologia da Retinopatia Diabética, a primeira imagem da esquerda representando caracteristicas da
retina saudavel; imagem do meio correspondendo a aos estagios iniciais de Retinopatia Diabética e a imagem a direira
representando a retina em estagios avancados da Retinopatia Diabética. Fonte: Elaborada pela autora com informacdes
de MANSOUR, 2018; NAGPAI et al., 2022. Criado com (BioRender.com).

Como resposta a hiperglicemia prolongada ha uma dilatacdo dos vasos retinianos e
alteracbes na corrente sanguinea, que por sua vez aumentam 0 metabolismo da retina de
pacientes com DM (BEK, 2017). Outras consequéncias da hiperglicemia prolongada, séo a
perda de pericitos, que sdo responsaveis pelo suporte estrutural dos capilares e a sua perda leva

a evaginagdes na parede dos mesmos e consequente perda de regulagdo do ténus vascular
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retiniano, além dessas consequéncias, a diminuicao da perfusdo capilar e subsequente isquemia,
induz a hipoxia que desencadeara uma série de danos ao tecido (CURTIS et al., 2009). Este
processo esta associado a formacao de microaneurismas que representa o primeiro sinal clinico
de RD (AUGUSTIN et al., 2002; CHEW; FERRIS, 2006) (Figura 4).

Com a natural progresséo da doenca, ocorre a oclusdo capilar e consequente isquemia,
alteracdes que sdo responsaveis pela consequente cascata de acontecimentos metabolicos
extremamente nocivos para a retina — a hipdxia leva a um aumento da ativacdo do fator de
crescimento endotelial vascular (Vascular endothelial growth factor - VEGF) atraves da
ativacdo do fator induzido pela hipoxia (HIF-1) (HUANG et al., 2015). O VEGF é crucial na
progressdo da doenca para o estagio de RDP e edema macular diabético, encontrado no vitreo
de pacientes com RD. O VEGF é responsavel pelo aumento da permeabilidade vascular e,
principalmente, atua como fator angiogénico, promovendo a proliferacdo de células endoteliais
pela ativacdo das proteinas de ativacdo mitogénica (MAP), levando a derrames vasculares
caracteristicos da RD (MITCHELL et al., 2012; CHAWLA; CHAWLA; JAGGI, 2016).

3.3.1 MECANISMOS SUBJACENTES AO EFEITO DA HIPERGLICEMIA
- A via do poliol

O termo poliol é geralmente aplicado ao produto da reducdo de um carboidrato. A via
poliol envolve a reducdo da acdo enzimatica da aldose-redutase de um hidrato de carbono (como
a glicose) a um poliol aciclico (como o sorbitol) (BARREIROS et al., 2005). Em alguns tecidos
insulino-independentes (neurénio, cristalino, retina, célula de Schwann do nervo periférico, rim
e vaso sanguineo), a hiperglicemia leva a um aumento na glicose intracelular. A glicose, por
sua vez, em excesso é entdo metabolizada a sorbitol e a frutose. Estes acumulados dentro da
célula causam um aumento da osmolaridade, ocasionando o influxo de &gua e consequéncias
funcionais gravissimas para a célula, que podem comprometer sua homeostase. Além disso, no
cristalino, a agua absorvida osmoticamente causa tumefagédo e opacidade. Este mecanismo pode
ser responsavel por lesdes dos pericitos dos capilares retinianos (FEENER; KING, 1997).

Os pericitos sdo celulas localizadas ao longo da superficie externa dos capilares e
compartilham da lamina basal das células endoteliais, possuem tropomiosina, isomiosina e
proteina-quinase, todas relacionadas a contracdo que regula o fluxo de sangue através dos
capilares (GARTNER; HIATT, 1999). Essas estruturas sdo essenciais para o controle da
microcirculacdo retiniana. O papel do sorbitol na morte dos pericitos tem sido discutido e

acredita-se que hiperglicemia desempenhe um efeito inibitorio na proliferacdo dessas células.
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Estas importantes alteracbes podem causar microaneurismas retinianos (CORREA; EAGLE,
2005).

No diabetes, a via do poliol metaboliza o excesso de glicose. A ativacdo da via do poliol,
também conhecida como via sorbitol-aldose redutase, representa um dos processos observados
nas condicdes de estresse oxidativo induzido por hiperglicemia durante a patogénese da RD
(LORENZI, 2007; ALTMANN; SCHMIDT, 2018). Nesta fase, a glicose é reduzida a sorbitol
e em seguida oxidada a frutose, com a ajuda de duas enzimas: a aldose redutase (que converte
a glicose em sorbitol) e a sorbitol desidrogenase (que oxida o sorbitol em frutose) (LORENZI,
2007). A aldose redutase e a sorbitol desidrogenase necessitam de nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato (NADPH) e nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD*) para converter
glicose em frutose (DUNLOP, 2000).

Em estados de hiperglicemia constante, a atividade da via poliol aumenta, seguida por
uma reducdo nos niveis de NADPH que pode regenerar um antioxidante intracelular (GSH)
(SCHMIDT et al., 2005). Considerando os efeitos da aldose redutase na retina, a patogénese da
Retinopatia Diabética é induzida pela atividade da aldose redutase juntamente com as mudancas
na pressdo osmotica causada pelo acimulo de alcool polihidrico e a segunda etapa da via do
sorbitol, na qual o SDH catalisa a oxidagéo de sorbitol em frutose (FERREIRA et al., 2013). A
reducdo de NAD* em NADH, devido a hipdxia e desequilibrio redox, aumenta os niveis
intracelulares de NADH, levando a edema celular, alteracGes estruturais, distirbios metabdlicos

e lesdo microvascular (ELLIS et al., 2002).

- Formacdao de produtos finais de glicosilacdo avancada (AGES)

Os produtos finais de glicolisdo avancada séo formados como resultado de uma reagéo
classica de Maillard quando agUcares redutores reagem nao enzimaticamente com um grupo
amino de proteinas, lipidios e &cidos nucléicos e subsequentes modificacBes oxidativas
(glicoxidacao) para produzir AGEs (PEREZ-BURILLO; RUFIAN-HENARES; PASTORIZA,
2019). Em condicdes fisioldgicas normais, ha producao moderada de AGES, mas o processo é
acelerado em condicdes hiperglicémicas persistentes (como ocorre no Diabetes e na
Retinopatia), devido ao aumento da disponibilidade de glicose (FISHMAN et al., 2018), além
disso, quando se estabelece a ligacdo de AGEs ao seu receptor cognato (RAGE), ocorre a
ativacdo de mdltiplos sinais que podem afetar a funcdo celular e o metabolismo por meio da
regulacdo positiva da inflamacao e do estresse oxidativo (WU et al., 2018; ASADIPOOYA,
2019).



31

- Estresse Oxidativo

Espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo moléculas quimicamente reativas, formadas
como um subproduto natural do metabolismo normal do oxigénio e tém um papel importante
na sinalizacdo celular e na homeostase. No entanto, as EROs séo induzidas pela hiperglicemia
em pacientes diabéticos, e quando em niveis elevados provocam estresse oxidativo e lesdo
celular (KOHNERT; FREYSE; SALZSIEDER, 2012; DI ROSA 2016; LIANG et al., 2017).

E comum ao DM1 e DM2 que haja baixa capacidade antioxidante das células B
pancreaticas, que resulta em faléncia das células pancreaticas (KANETO et al., 2007;
ARIBEYG et al., 2020). O estresse oxidativo favorece a ocorréncia da resisténcia a insulina e,
no DM2 ocorre, principalmente, por disfun¢do ¢ apoptose de células B pancreaticas
(YARIBEYGI et al., 2020; SIDARALA et al., 2020). A hiperglicemia persistente favorece
ainda a producéo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (RONS), resultando no acumulo
de radicais livres (LIGUORI et al., 2018; ZHANG et al., 2020), sendo a intervencdo
antioxidante uma acdo importante para diminuir ou evitar o acimulo de ROS (ZHANG et al.,
2020). O estresse oxidativo é considerado um fator crucial na patogénese de RD. A retina é
suscetivel a EROs por causa das exigéncias de alta energia e exposi¢do a luz. Quando o
equilibrio é quebrado, as EROs provocam lesdo nas células da retina através da interacdo com
componentes celulares (CALDERON et al., 2017; DATTA et al., 2017).

- Fluxo da via da hexosamina

Na via da hexosamina o intermediario glicolitico frutose-6-fosfato é convertido em
glucosamina-6-fosfato por meio da acdo da glutamina-frutose-6-fosfato aminotransferase, que
é a enzima que regula a velocidade dessa via (FIGUEROA-ROMERO; SADIDI; FELDMAN,
2008). As etapas enzimaticas posteriores levam a acetilacéo e producdo do amino agtcar UDP-
N-acetilglucosamina (UDP-GIcNAc) (DENZEL; ANTEBI, 2015), UDP-GIcNAc, por sua vez,
€ um composto metabolico essencial na formacéo de cadeias glicosil tanto de proteinas quando
de lipidios (IGHODARO, 2018). Além disso, sob a acdo da Oglicosiltransferase (OGT), o
UDP-GLcNAC pode modificar a proteina 0-GIcNAC (AKELLA; CIRAKU; REGINATO,
2019).

Em pacientes diabéticos, o excesso de frutose-6-fosfato é desviado para a via da
hexosamina, e por sua vez, o aumento no fluxo desta via leva a um aumento nos niveis de UDP-
GIcNAC, levando a um aumento nos niveis de O-GIcNAc (O-GIcNAc transferase) (PADBERG
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et al., 2014; IGHODARO, 2018), levando a desregula¢do imune por meio da superexpressao
de O-GIcNAc (YANG et al., 2020).

- Via da proteina cinase C (PKC)

A hiperglicemia também acarreta aumento no fluxo de glicose pela via da glicolise. A
via da proteina cinase C (PKC) ¢ ativada pela elevacédo da sintese de diacilglicerol (DAG), este,
por sua vez, é o ativador critico de PKC nas células (WANG, 2006). A PKC medeia diversas
vias de sinalizacdo bioquimica e, como resultado, afeta varios processos moleculares quando
regulada positivamente na RD, incluindo a ativacdo dos fatores de proteina cinase ativada por
mitogeno (MAPK), o que leva a uma expressdo aumentada de proteinas que estdo ligadas ao
estresse oxidativo (ROSSE et al., 2010). A familia de PKCs contém 12 isoformas, nas quais foi
relatado que PKC-a, -B, -0 ¢ -& sdo ativados durante o desenvolvimento de DR (GRAY;
DONNELLY, 2001; GRINER; KAZANIETZ, 2007; IDRIS).

A regulacdo de diversos processos fisiologicos nas células da retina esta intimamente
relacionada a via da PKC, incluindo hemodinamica da retina, ativacdo e adesdo aumentada de
leucdcitos (leucostase), permeabilidade endotelial e expressdo do fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF) no tecido da retina (AIELLO et al., 2006; TITCHENELL,;
ANTONETTI, 2013; YUAN et al., 2019).

Sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA)

A cascata do sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) sistémico tem inicio com
0 angiotensinogénio hepatico (AGT), que € convertido em Angiotensina | (ANG 1) pelo
horménio renina. A enzima conversora de angiotensina (ECA), secretada pelos pulmdes e rins,
converte ANG | em Angiotensina Il (ANG I1), enquanto a enzima conversora de angiotensina
I1 (ACEZ2) cliva ainda mais ANG Il em ANG. O equilibrio entre a atividade da ECA e da ECA2
influencia o efeito final do SRAA, uma vez que ANG Il promove vasoconstri¢éo e proliferacéo
enquanto a AGN | estimula vasodilatacdo e apoptose (COOPER, 2004; ROMANI-PEREZ et
al., 2015).

A hiperglicemia induz a sintese do Receptor AT1R (medeia as a¢Ges classicas do ANG
I, como vasoconstri¢éo, liberacdo de aldosterona e retencédo de sodio e agua), e a expressdo de
ATI1R em células mesangiais e poddcitos, induzida por altos niveis de glicose, promove a
expressao intracelular de mediadores pro-fibréticos e pro-inflamatdrios, como fator de
crescimento transformador beta, VEGF e interleucina-6, levando a hiperplasia e hipertrofia,
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principalmente do tubulo proximal, juntamente com a producdo de matriz extracelular
(CASTANEDA et al., 2021).

Ainda como efeito da hiperglicemia, foi sugerido que o SRAA intra renal seja o principal
responsavel por injurias locais no diabetes, pois esse estado de hiperglicemia persistente pode
aumentar as acdes pro-inflamatdrias e pro-fibroticas (PUTNAM et al., 2012). Além disso, a
hiperglicemia no tubulo proximal também foi relatada como sendo causa do aumento da
reabsorcdo de glicose, sddio e agua em pacientes com DM (ANSARY; NAKANO;
NISHIYAMA, 2019). O SRAA local foi mencionado como contribuinte para resisténcia a
insulina no tecido adiposo (SAXENA et al., 2019) e os componentes do SRAA séo altamente
expressos no tecido adiposo na presenca de hiperglicemia e no DM2 (GOOSSENS et al., 2012)
(Figura 5). Além disso, no DM2 as alteacdes 6rgdo-especifico no SRAA tém sido evidenciadas
no tecido adiposo, pancreas, figado, musculo esquelético, rim e coracdo (LAVOIE; SIGMUND,
2003; GOOSSENS; BLAAK; VAN BAAK, 2003; MARCUS; SHEFER; STERN, 2013).

Figura 5- Mecanismos subjacentes ao efeito da hiperglicemia
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(BioRender.com).
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3.4 Consumo Alimentar e Retinopatia Diabética

Recentes descobertas evidenciaram o consumo alimentar inadequado como fator de
risco associado ao desenvolvimento de DM e suas complicacdes (DEEPA; ANJANA,
MOHAN, 2017; BARRIERE et al., 2018; WONG et al., 2018). Em destaque, a ingestio de
acucar adicionado, e especialmente o consumo de frutose a partir de sacarose ou xarope de
milho rico em frutose encontrado em refrigerantes e alimentos adogcados com agucar, tem sido
associado a complicacGes metabolicas relacionadas ao diabetes (JOHNSON et al., 2013;
MALIK; HU, 2015). A frutose promove resisténcia & insulina, metabolismo prejudicado da
glicose, dislipidemia, além de disfuncdes cardiacas e renais (STANHOPE et al., 2009;
NAKAYAMA et al., 2010).

Um grande numero de pacientes com DM2 e RD possui sobrepeso ou obesidade, o que
evidencia que mudangas no estilo de vida sdo essenciais no controle dos niveis de glicose, a fim
de exercer efeitos positivos em termos de aumentar a expectativa de vida (MILECH et al.,
2016), e reduzir a incidéncia de doencas relacionadas a idade (COLMAN et al., 2014).

A analise dos dados de 31 estudos revelaram que maiores ingestdes de fibra dietética,
peixes oleosos e maior adesdo a uma dieta do tipo mediterranea foram fatores protetores para
RD, enquanto que a alta ingestdo caldrica total esteve associada a maior risco de RD. No
entanto, no que diz respeito a ingestdo geral de carboidratos, vitamina D e sddio, ndo foram
encontradas associacdes com a RD (WONG et al., 2018). Outra revisdo evidenciou que a
adesdo a dieta tipo mediterranea e a alta ingestdo de frutas, vegetais e peixes podem proteger
contra o desenvolvimento de RD (DOW et al., 2018). Em um estudo conduzido com pacientes
asiaticos com DM2 sem RD e com grupos de RD moderada e Severa/Proliferativa mostrou que
0 maior consumo na ingestao de peixe pela dieta no grupo com DM2 foi associado a um menor
risco de RD e que a maior ingestdo de peixe tambeém foi associada ao maior calibre vascular da
retina entre os diabéticos sem sinais de RD. Ainda néo esta claro se a relacdo entre a ingestéo
de peixe na dieta com a microvascularizacdo da retina e a RD é resultado de uma causa ou
consequéncia, mas 0s autores sugerem possiveis ligagdes por meio de mecanismos de
inflamacdo (CHUA et al., 2018).

Em estudo conduzido com modelos murinos, utilizando camundongos db, uma dieta
rica em proteinas e pobre em carboidratos aumentou 0s niveis de glicose no sangue e
exacerbaram as manifestagdes renais, em comparacdo com uma dieta pobre em proteinas e rica
em carboidratos (ARIMURA et al., 2017). Outro estudo, também como camundongos db,

mostrou que uma dieta rica em proteinas e com baixo teor de carboidratos afetou as
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manifestacdes retinianas. A expressdo de CD11 (Integrina expressa nos Leucdcitos), nos genes
Ace e Ager na retina foi regulada positivamente por diferentes teores de proteina e carboidratos
da dieta, enquanto a expressao do gene Agt foi regulada negativamente em condi¢des de dieta
rica em proteinas, independentemente dos gendtipos (ARIMURA et al., 2018).

Um estudo com mais de 400 individuos chineses com DM2 com e sem RD, realizou
registro alimentar dos participantes e mostrou que a maior ingestdo de vitamina E e Selénio
parecem ser fatores de protecdo para RD (SHE et al., 2021). Outro estudo, com mais de 200
pacientes com DM2 com 106 destes tendo RD, revelou que a duracdo do DM, consumo de
peixe (vezes na semana), ovo (sim/ndo), arroz almoco (sim/n&o), arroz jantar, arroz
(cozido/branco) e ingestdo calorica total estiveram associados a RD. Quando realizada uma
analise multivariada, os homens, maior duracdo do diabetes, ingestdo de antioxidantes e o
consumo de arroz, mostraram ter associagéo significativa com RD, sendo trés vezes maior a
chance de desenvolver RD nesses pacientes. No mesmo estudo, as chances de desenvolver RD
foram menores naqueles pacientes com o consumo mais frequente (> 2 vezes/semana) de peixe
e em pacientes em tratamento farmacologico para DM (KADRI et al., 2021).

Uma revisdo de 15 estudos com total de 4.094 participantes com DM, mostrou que
houve uma associacéo inversa entre os niveis plasmaticos de vitamina C com RD em 5 estudos
envolvendo pacientes recrutados em hospitais, enquanto que em estudos de base populacional
nenhum associacao foi encontrada entre ingestao alimentar e RD (LEE et al., 2010).

Outros estudos sugerem que a realizacdo de restricdes nutricionais poderiam atuar
aumentando a longevidade, porém, estes ndo se encontram totalmente elucidados. Alguns
desses tém focado a atencdo na desregulacdo da via da insulina, uma vez que o envelhecimento
e 0 desenvolvimento de doencgas associadas ao mesmo vem acompanhado de comprometimento
na homeostase da glicose (LOPEZ-TORRES et al., 2002; BJEDOV; PARTRIDGE, 2011;
PERLUIGI; DI DOMENICO; BUTTERFIELD, 2015).

Um grande estudo conhecido como CALERIE (Comprehensive Assessment of Long-
term Effects of Reducing Intake of Energy) teve como objetivo mostrar os efeitos da restricdo
caldrica em individuos sadios. Ja foi mostrado que em um periodo de dois anos, este tipo de
intervencdo foi eficiente em melhorar a sensibilidade a insulina (FONTANA; KLEIN;
HOLLOSZY, 2010), na reducdo de marcadores inflamatorios (REDMAN et al., 2018) e do
estresse oxidativo (II"'YASOVA et al.,, 2018). Estas caracteristicas estdo especialmente
aumentadas em pacientes com DM2, o que sugere uma alternativa de intervencdo para esses

individuos. Evidenciando a necessidade de acompanhamento do consumo alimentar, a fim de
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melhor compreender o comportamento alimentar de individuos com DM2 e suas complicaces,
visando um acompanhamento individualizado.

Apesar da consolidada relacdo entre salde e nutricdo, foi apenas a partir do
desenvolvimento de novas tecnologias que as interagcGes entre a composicao genética, fatores
ambientais e componentes dietéticos pode ser investigada (MEPLAN, 2015; FERGUSON et
al., 2016). A utilizacdo dessas tecnologias voltadas a pesquisas em nutricdo acarretou no
surgimento da genémica nutricional, que pode ser dividida em duas grandes areas: a de
modulagdo da expressdo génica pelos compostos nutricionais (nutrigendémica) e o efeito da
genética do individuo frente a resposta aos nutrientes (nutrigenética) (TEBANI et al., 2016;
MEPLAN, 2015).

3.5 VITAMINA D

A vitamina D (VD) é um hormdnio esteroide envolvido em importantes processos
fisioldgicos. As necessidades corporais deste hormoénio sdo atendidas em maior parte (80-90%)
por sua sintese cutdnea (colecalciferol ou vitamina D3) a partir do precursor 7-
dehidrocolesterol apds estimulacdo da luz solar e em menor parte (10-20 %) originados da dieta
(ergocalciferol ou vitamina D2) (CASTRO, 2011).

A hipovitaminose D tem sido associada a DM em diversos estudos conforme
evidénciado e analisado em metanélise (AFZAL; BOJESEN; NORDESTGAARD, 2013). Da
mesma forma, niveis plasmaticos mais baixos de VD tém sido encontrados em pacientes
portadores de RD quando comparados a pacientes diabéticos que ndo desenvolveram
retinopatia (TECILAZICH; FORMENTI; GIUSTINA, 2021).

O primeiro relato entre hipovitaminose D e intolerancia a glicose data de mais de 20
anos atras (PIETSCHMANN; SCHERNTHANER; WOLOSZCZUK, 1988) e desde entdo
varios outros achados reforcam a hipétese que os niveis séricos de 25 (OH) vitamina D (25-
OHD) eram mais baixos em pacientes com DM2 em compara¢do com controles ndo diabéticos
(DALGARD et al., 2011; GHATTAVI; JOHARI, 2020), e que esse padrdo se repetiu em
pacientes diabéticos com e sem RD. Os pacientes com RD apresentavam niveis mais baixos de
vitamina D quando comparados a pacientes diabéticos sem RD (ZHANG; UPALA;
SANGUANKEDO, 2017; AFARID; GHATTAVI; JOHARI, 2020). Uma meta-analise de 14
estudos com 10007 pacientes com RD, revelou que houve associacao entre RD e deficiéncia de

VD em todos os subgrupos avaliados, que incluiam populagdes da Turquia, EUA, Japap, Italia,
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India, Ird, Libano, Espanha, Holanda, China, Inglaterra e Coréia (ZHANG; UPALA;
SANGUANKE, 2017).

Uma meta-analise com 2.703 individuos relatou que houve uma reducéo da glicemia em
jejum apos a suplementacgdo de VD (> 2.000 Ul/dia por um periodo de até 3 meses) em pacientes
com DM2, contudo esse achado se referiu apenas a uma andlise de subgrupo com pacientes do
Oriente medio, correspondendo a 8 estudos de um total de 20 (LI et al., 2018). Outra meta-
analise, desta vez voltada ao publico com Diabetes Mellitus gestacional (DMG), reuniu 6
estudos com mulheres iranianas e chinesas (n=454), e verificou uma diminuicdo da glicemia de
jejum, aumento de HDL-c e redugédo de LDL no grupo que recebeu suplementacdo de VD (as
doses variram entre 50.000 Ul de vitamina D3 a cada 2 semanas e consumo de uma bebida de
iogurte suplementada com vitamina D3, fornecendo 1000 Ul por dia), no entanto a qualidade
das evidéncias encontradas foi baixa (RODRIGUES et al., 2019).

Outra meta-analise de 15 estudos envolvendo pacientes diabéticos (17.644 individuos e
destes, 3.455 apresentavam RD), concluiu que pacientes com DM2 e deficiéncia de VD
(25(0OH)D <20 ng/mL) tiveram risco aumentado para desenvolver RD, mas ndo aqueles com
insuficiéncia de VD (25(0OH)D <30 ng/mL), esses dados foram de populacdes na Asia, América
do norte, Europa, Africa e um estudo conduzido em trés paises (Australia, Nova Zelandia e
Finlandia) (LUO; GAO; QIN, 2017). A baixa concentracdo de VD (250H-D no sangue <50
nmol/L) também esteve associada a doencas cardiovasculares, hipertensdo, RD, nefropatia,
dislipidemia e microalbumindria, além de HbAlc, PCR-Us e IMC mais altos, em um estudo de
coorte, duplo-cego, controlado por placebo em 63 centros na Australia, Nova Zelandia e
Finlandia, incluindo 9.795 pacientes com DM2 (HERRMANN et al., 2015). Nesse mesmo
estudo a 250H-D sanguinea foi um preditor de risco independente, conferindo um risco de
aproximadamente 23% mais chances de eventos macrovasculres nos pacientes com DM2 e
concentragdes mais baixas de VD (HERRMANN et al., 2015).

Além disso, a VD foi associada a progressdo de RD (TECILAZICH; FORMENTI;
GIUSTINA, 2020); e a suplementacdo de VD demonstrou efeito protetor ao olho, frente ao
estresse oxidativo, em pacientes com RD (VALLE; RUSSO; MALAGUARNERA, 2021). Mais
informagdes sobre os estudos com Vitamina D no contexto de DM e RD estdo complilados no
Apéncide E.

Tanto a vitamina D formada na pele quanto a ingerida precisam ser metabolizadas para
originar a forma ativa da vitamina D (1,25-OH2D) para que esta seja liberada na corrente

sanguinea até alcancar seus tecidos-alvo. Este processo € regulado pelo paratorménio (PTH) e
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pelas concentragdes sanguineas de célcio e fésforo (HOSSEIN-NEZHAD et al., 2013; MAEDA
et al., 2014) (Figura 6).

A 1,25(0H).D3 tem suas a¢des mediadas por um receptor nuclear pertencente a familia
de receptores hormonais nucleares, o receptor de vitamina D (VDR). O VDR humano tem peso
molecular de 50 kDa, 427 residuos de amino&cidos e possui um dominio de ligacdo para a
1,25(0OH).D3. Como o VDR foi encontrado em praticamente todos os tipos de células, pode
explicar suas multiplas acdes em diferentes tecidos (FELDMAN; KRISHNAN; SWAMI, 2013;
RAFAELLI et al., 2015; CHRISTAKOS 2017; CHRISTAKOS et al., 2017).

Figura 6- Representacdo da biossintese e metabolismo da vitamina D
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Figura 6- com a representacdo da biossintese e metabolismo da vitamina D. Raios UVB: Raios Ultravioleta B.
Elaborada pela autora, com informacgdes de HOSSEIN-NEZHAD; SPIRA; HOLICK, 2013; MAEDA et al., 2014.
Criado com (BioRender.com).

3.5.1 O gene receptor da vitamina D (VDR) e o polimorfismo rs1544410

O gene VDR (HGNC Symbol:12679) esta localizado no cromossomo 12, na posi¢ao
12g13.11. Este gene consiste basicamente em 9 éxons e 8 introns distribuidos entre as regides
5 promotora e 3 regulatéria. Nesta Ultima, existe uma longa regido 3™ ndo traduzida envolvida

na modulacao da expressao génica, especialmente através da regulacéo da estabilidade do RNA
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mensageiro (RNAm) (BAKER et al., 1988; DECKER; PARKER, 1995; DURRIN et al., 1999)
(Figura 7).

Os éxons 2 ao 9 codificam o produto final enquanto o éxon 1, subdivididos em 1A, 1B
e 1C, tem funcGes regulatdrias. O dominio de ativacdo de transcri¢do e ligacdo de DNA é
codificado pela regido compreendida pelos éxons 2 e 3. Os éxons 7, 8 e 9 codificam para o
dominio de ligacdo para 1,25-(OH).Ds. A regido promotora localizada no éxon 1A ndo
apresenta uma regido TATA-box aparente mas € rica em guanina e citosina, além de apresentar
varios sitios de iniciacdo da transcri¢do. A unido diferencial dos éxons néo codificantes 1B e
1C resulta em trés isoformas de RNAm (splicing alternativo) cujas fungGes permanecem
indefinidas. Além disso, hd maltiplos locais de iniciacdo da transcricdo e traducdo. O VDR pode
ser regulado tanto a nivel transcricional quanto a nivel pés-transcricional (MIYAMOTO et al.,
1997).

Os efeitos bioldgicos da VD sdo mediados pelo VDR. A forma ativa da vitamina D, a
1,25 hidroxivitamina D, liga-se as proteinas transportadoras de VD do sangue, atravessa a
membrana celular e liga-se ao VDR. O complexo formado entdo se liga ao receptor do acido
retindico (RXR) formando heterodimeros que atuam nos elementos resposta da vitamina D
(VDREs), iniciando assim, uma cascata de interagdes moleculares que irdo modular a
transcricao de genes especificos (KIMBALL; FULEIHAN; VIETH, 2008).

Os SNPs do gene VDR tém sido identificados e investigados quanto a sua relacdo com
fendtipos de interesse médico. Em especifico o Bsml (rs1544410) tem sido relatado como
estando envolvido no DM2 e RD (VEDRALOVA et al.,, 2012; ZHANG et al., 2012;
FERRAREZI et al., 2013). O alelo "b" do polimorfismo Bsml foi associado a niveis mais
baixos de HDL e aumento do risco de DM2 e obesidade em arabes (AL-DAGHRI et al., 2014),
a ocorréncia de RD na populagio croata com DM1 (BUCAN et al., 2009) e o gendtipo bb
conferiu maior resisténcia a insulina em caucasianos (OH; BARRETT-CONNOR, 2002).
Como resultado de uma meta-andlise, na analise de subgrupo o genotipo Bb (rs1544410) esteve
associado a DM1, no entanto, esse dado reflete o resultado de apenas um estudo com populagéo
iraniana (KHODAEIAN et al., 2015).

Apesar das evidéncias apresentadas, existem poucos estudos originais explorando a
associacdo do rs1544410 e RD (OH; BARRETT-CONNOR, 2002; CYGANEK et al., 2006;
BUCAN et al., 2009; HONG et al., 2015; EZHILARASI; DHAMODHARAN; VIJAY, 2018).
Nestes estudos, foi encontrada uma associa¢do do alelo B com menor risco de RD em DM?2
(HONG et al., 2015) e dois estudos encontraram associacao entre RD e 0 gendtipo bb em DM1
(BUCAN et al., 2009) e DM2 (EZHILARASI; DHAMODHARAN; VIJAY, 2018), enquanto
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outro estudo ndo encontrou associagdes genotipicas ou alélicas ( CYGANEK et al., 2006), e
ainda o estudo de Zhong e colaboradores (2015) que incluiu 94 pacientes com RD, ndo foram
encontradas associacdes genotipicas ou alélicas entre pacientes nefropatia ou RD, em dois
polimorfismos (rs1544410 e rs7975232) do gene VDR, mas, houve uma associagao entre o alelo
T ( VDR rs2228570) com a duragdo do diabetes, PAS e HbAlc com risco aumentado de RD
em individuos de etnia Han (ZHONG et al., 2015).

Meta-analises (ZHANG et al., 2016; JIAO et al., 2018) apontam para a auséncia de
associacéo entre rs1544410 e RD tanto em DM1 quanto em DM2, em chineses, caucasianos e
asiaticos. No entanto, a meta-analise realizada por Song et al., (2019) indica uma associagdo
restrita a populacdo indiana sob os modelos aditivo (p = 0,014), alélico (p = 0,033) e dominante
(p < 0,001), mas que € resultado de um unico estudo (EZHILARASI; DHAMODHARAN;
VIJAY, 2018).

Em populagéo japonesa com DM1 o polimorfismo Bsml (VDR) apresentou frequéncia
significativamente maior do alelo B, em comparacdo a um grupo saudavel. Além disso, o grupo
de pcientes com DML de inicio agudo tinham uma frequéncia maior do alelo B do que os
controles, 0 que ndo ocorreu nos diabéticos do tipo 1 de inicio lento (MOTOHASHI et al.,
2003). Em uma coorte conduzida com 360 brasileiros com média de idade entre 12 e 17 anos,
a frequéncia de homozigose e heterozigose para o polimorfismo Bsml foi menor no grupo DM1
do que no grupo controle saudavel (MORY et al., 2009).

Outro polimorfismo em VDR (rs739837) também foi investigado no contexto de DM2.
A juncdo de oito estudos com chineses e um com britanicos, revelou que o alelo T e 0s genétipos
TT+TG (VDR rs739837) estiveram associados ao aumento no risco tanto de DM2 quanto de
DMG (ZENG et al., 2022), e em populacdo iraniana pareada por sexo e idade, 0 grupo com
individuos saudaveis apresentou um numero diminuido de genotipo TT (Taqgl rs739837)
quando comparado ao grupo com DM2. Os autores sugerem que polimorfismos em VDR podem
estar associados a DM2 (NOSRATABADI; ARABABADI; SALEHABAD, 2011).

Em franceses com DM (dependentes de insulina), foi encontrada uma associagao entre
0 genotipo TT (VDR- Taqgl) e o baixo risco de RD grave, especialmente em pacientes com longa
duracdo de DM; em contrapartida o genotipo Tt conferiu um alto risco de RD proliferativa em
individuos com controle glicémico deficiente (TAVERNA et al., 2002). Outro poliformismo
em VDR (rs10735810) foi investigado em uma coorte conduzida com 429 individuos italianos,
e foi observada uma associacdo de DM1 com o gendtipo ff (homozigoto), mas ndo com

complicacdes microvasculares do DM (CAPOLUONGO et al., 2006). Mais informac6es sobre
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0s estudos com polimorfimos do gene VDR no contexto de DM e RD estdo complilados no
Apéncide E.

Figura 7- Estrutura do gene VDR e localizacdo do rs1544410
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Figura 7 representando a estrutura do gene receptor de vitamina D (VDR) e localizagdo do rs1544410. Fonte:
Elaborada pela autora com informactes de KOHAMA et al., 2000; MOHAMMADI et al., 2020. Criado com
(BioRender.com).

3.6 ADIPONECTINA

A adiponectina é uma proteina de 244 aminoacidos, essencialmente secretada pelo
tecido adiposo (HU; LIANG; SPIEGELMAN, 1996) mas cujo RNA mensageiro também j foi
detectado em outros tecidos humanos e animais (ACHARI; JAIN, 2017). ConcentracGes séricas
diminuidas de adiponectina estdo presentes na obesidade (ARITA et al., 1999) e niveis elevados
em condi¢des de melhor sensibilidade a insulina (HOTTA et al., 2000). Trata-se de uma
molécula relativamente abundante na circulacdo apresentando concentragdes na faixa de 2—20
pug/mL, e nas mulheres os niveis circulantes sdo entre 30 — 50% maiores do que nos homens
(TURER; SCHERER, 2012).

A adiponectina é quase Unica entre as adipocinas porque seus niveis sistémicos
diminuem na obesidade, enquanto a maioria das outras adipocinas (em particular as adipocinas

pré-inflamatorias) séo liberadas em maiores quantidades com o tamanho da célula como um
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importante determinante do equilibrio entre a secrecéo de adipocinas pro e anti-inflamatorias
(SKURK et al., 2007; TURER; SCHERER, 2012) (Figura 8).

Uma meta-analise englobando uma série de estudos prospectivos, relatou que altas
concentracdes de adiponectina circulante estiveram associadas a um baixo risco de DM2. O
risco relativo agrupado por incremento de 1 log pg/mL na adiponectina circulante foi de 0,72
[(1C) de 95% 0,67-0,78] com base em 14.598 participantes de 13 estudos, incluindo 2.623 casos
incidentes (LI et al., 2009). Em outra meta-analise de vinte oito estudos com 6.148 individuos,
revelou que a adiponectina elevada foi associada a retinopatia e niveis mais elevados de leptina
e adiponectina foram associados com macro e microalbumindria e neuropatia (RODRIGUEZ
etal., 2016).

Nesse mesmo contexto um grupo de pesquisadores realizou um estudo de caso controle
e em seguida uma meta-analise para avaliar a associacdo de adiponectina com DM2 em
populagéo chinesa. Os resultados reveleram que no estudo de caso-controle foi encontrada uma
forte associacdo dose-dependente entre niveis plasmaticos mais altos de adiponectina [6,7
pug/mL (5,2-8,3)] e menor risco de DM2, que parecia ser independente de fatores de risco
estabelecidos para DM2 (lipidios, PCR-Us, glicose aleatéria e insulina). Na meta-analise
incluindo o estudo caso-controle realizado pelos proprios autores, 0s participantes no tercil mais
alto de adiponectina tiveram quase metade do risco de desenvolver DM2 em compara¢do com
aqueles no tercil mais baixo, e a associacao adiponectina-DM2 pareceu ser linear (WANG et
al., 2018).

Uma revisdo robusta que investigou estudos sobre adipocinas pré-inflamatdrias, sugeriu
qgue a adiponectina representa 0 Unico mediador imunol6gico que exerce uma associacao
inversa com risco de DM2 ao apresentar concentracdes circulantes diminuidas em individuos
que desenvolveram DM2 em comparagdo com controles que permanecerdo sem diabetes. No
entanto, 0 mesmo estudo sugere a necessidade de um olhar mais atento aos estudos sobre as
concentragfes de adiponectina na circulagdo e revela que sua regulagdo em humanos néo é
completamente compreendida e que a causalidade entre hipoadiponectinemia e DM2 incidente
ainda deve ser melhor esclarecida (HERDER; CARSTENSEN; OUWENS, 2013).

Foi demonstrado que a adiponectina desempenha um papel protetor na prevencéo de
disturbios macrovasculares e tem recebido atengdo consideravel devido ao seu envolvimento
em doengas cardiovasculares (GOLDSTEIN et al., 2004); no entanto, o papel da adiponectina
no desenvolvimento da RD é desconhecido. Acredita-se que as vias de disfuncdo endotelial

desempenhem um papel importante na patogénese da RD (VAN HECKE et al., 2004), e
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dados in vitro mostraram que a adiponectina € uma proteina secretora especifica de adipdcitos
que modula as funcdes das células endoteliais (OKAMOTO et al., 2000; OUCHI et al., 2000).

Figura 8- Fungdes da adiponectina
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Fonte: Elaborada pela autora com informacgdes de RUAN; DONG, 2016. Criado com (BioRender.com).

A interacdo gene-ambiente vem sendo explorada no contexto de DM e suas

complicagbes e um locus de suscetibilidade para sindrome metabdlica e diabetes foi
previamente mapeado no cromossomo humano 3927 (VIONNET et al., 2000), onde esta
localizado o gene da adiponectina (KISSEBAH et al., 2000; YAMAUCHI et al., 2001) (Figura
9). Uma meta-analise que identificou 213 genes candidatos para DM2, destacou a adiponectina
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(ADIPOQ) como tendo uma forte relagdo com DM2 (RASCHE; AL-HASANI; HERWIG,
2008). As concentragdes plasmaticos de adiponectina parecem ser influenciadas por variacdes
genéticas e isso ficou demonstrado num estudo iraniano que mostrou menores niveis
plasméaticos em portadores dos genétipo GC + GG tanto em individuos saudaveis quanto
portadores de DM2 (ALIMI et al., 2021).

Figura 9- Estrutura do gene ADIPOQ e localizagao do rs266729
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Figura 9 com a estrutura do gene ADIPOQ e localizagdo do rs266729. Fonte: Elaborada pela autora com
informacdes de ZHA; WU; GAO, 2017. Criado com (BioRender.com).

A mencéo de haver um locus de suscetibilidade para sindrome metabodlica e diabetes
(VIONNET et al., 2000) onde esta localizado o gene da adiponectina (KISSEBAH et al., 2000;
YAMAUCHI et al., 2001) foi sendo evidenciada em estudos ao longo dos anos. Em um deles
gue se tratou de uma meta-andlise incluindo 53 estudos totalizando 41.795 individuos entre
casos e controles, relatou uma associagdo entre o polimorfismo rs2241766 do gene ADIPOQ e
0o DM2 em populagbes do Oeste e do sul da Asia nos modelos de genes dominantes,
heterozigotos e homozigotos; no mesmo estudo a presenca do alelo T aumentou a incidéncia de
DM2 na populagdo da Asia Ocidental, mas foi tido como alelo protetor para populagéo do sul
da Asia (DONG et al., 2020). Em outra meta-analise, desta vez com 35.355 individuos europeus
brancos, afro-americanos e asiaticos orientais identificou evidéncias de associacdo para 10
novos loci (incluindo ADIPOQ) com concentragdes de adiponectina, no entanto, ndo foram
explicitadas quais seriam essas concentragdes. No mesmo estudo uma variante comum

(rs601339, alelo G) a jusante do gene GPR109A (o suposto receptor de niacina) foi associada a
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adiponectina na analise lipidica global, e em analises realizadas por subgrupos étnicos foram
encontradas associacfes no locus ADIPOQ com populacgdes afro-americanas e populacdes do
leste Asiatico (DASTANI et al., 2012).

Um estudo transversal de base populacional realizado em pacientes com DM2,
identificou interagdo entre o gendtipo GG (rs266729) e a terapia com insulina com aumento de
risco de RD (OR 2,53, 95% CI 1.91-3.31) (LI et al., 2014). Uma meta-analise incluindo 7
estudos (envolvendo asiaticos, europeus, africanos e americanos), mostrou que o alelo G
(rs266729) foi um fator de risco para DM2 e pessoas com o alelo G (rs266729) tinham 1,13
vezes mais risco de desenvolver DM2 em comparagdo com aquelas sem o alelo G (SUN et al.,
2017).

Efeitos semelhantes podem ser hipotetizados para variantes genéticas nos receptores que
medeiam as acdes da adiponectina nos tecidos periféricos. Duas dessas moléculas receptoras ja
foram identificadas e sdo denominadas Receptor de Adiponectina 1 (ADIPOR1) e Receptor de
Adiponectina 2 (ADIPOR2). Séo proteinas de sete dominios transmembranares pertencentes a
uma nova classe de moléculas com similaridade com proteinas que funcionam como receptores
de progestina (familia de receptores de progestina/adiponectina/ADIPOQ) (YAMAUCH I et al.,
2003).

Alguns achados verificaram que polimorfismos nos genes receptores
ADIPOR1 e ADIPOR?2 estiveram associados a tracos de resisténcia a insulina e intolerancia a
glicose (WANG et al., 2004; HARA et al., 2005). Um estudo prospectivo afirmou que
concentrag0es mais baixas de adiponectina estdo associados a uma maior incidéncia de diabetes
e se correlacionam com a resisténcia a insulina e o desenvolvimento de DM2, e que a obesidade
diminui ndo apenas os niveis plasmaticos de adiponectina, mas também a expressdo de
ADIPOR1/R2, reduzindo assim a sinalizacdo da adiponectina e levando a resisténcia a insulina
(KADOWAKI et al., 2006). Uma revisdo ampla que reuniu estudos clinicos e em modelos
animais de diabetes/obesidade demonstrou que concentragdes mais baixas de adiponectina e
expressao de ADIPOR1/R2 estiveram associados a uma maior incidéncia de DM2 (ZHA; WU;
PING, 2017).

Estudos em modelo animal mostraram que o ADIPOR1 foi associado ao aumento
sensibilidade a insulina e diminuicdo de tolerancia a glicose e gasto de energia (BJURSELL et
al., 2007), e que houve uma diminuicdo significativa na concentracdo de adiponectina
circulante associada a diminuigdo na expressdo de ADIPOR1/ADIPOR2 no musculo e nos
tecidos adiposos de camundongos ob/ob resistentes a insulina, o que pode estar relacionado a

resisténcia a insulina e metabolismo lipidico disfuncional (TSUCHIDA et al., 2004). Esses
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eventos foram acompanhados pela diminuicdo da ativagdo da via de proteina quinase ativada
por AMP (AMPK) que diminui ainda mais a expressao de ADIPOR, o que resulta no aumento
na sintese de acidos graxos que contribuem para a progresséo do DM2 (HANDA et al., 2014).

Outros achados revelaram que a adiponectina regulou positivamente o receptor
ADIPORL1 em células musculares esqueléticas primarias diferenciadas de individuos com peso
normal, mas ndo em diabéticos, obesos ou com perda de peso (MCAINCH et al., 2006), além
disso foram encontradas associac¢des entre variagdes genéticas em ADIPOR1 com triglicerideos
séricos elevados e DM2 em populacéo lationo-americana mista (MORA-GARCIA et al., 2017).

O rs7539542 é um SNP localizado na regido codificadora do gene ADIPOR1 (Figura
10), que ja foi mencionado pro estar associado a doenca arterial coronariana em pacientes nao
diabéticos (LI et al., 2016) e também em pacientes DM2 (SOCCIO et al., 2006). Também
apresentou associacdo com insulina e glicemia de jejum mais elevadas em portadores do
gendtipo CC no Estudo Finlandés de Prevencdo de Diabetes em individuos com intolerancia a
glicose (SIITONEN et al., 2006), mostrando uma conexd@o com o controle glicEmico. Somado
a isso, em populacdo mexicana, o alelo G foi associado com maior soma de dobras cutaneas,
indice de massa corporal e circunferéncia da cintura (RICHARDSON et al., 2006). Nao ha
nenhum estudo publicado explorando o rs7539542 e o desfecho RD em qualquer de suas

dimensoes.

Figura 10- Estrutura do gene ADIPORL e localizacdo do rs7539542
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Figura 10 representando a estrutura do gene receptor 1 de adiponectina (ADIPOR1) e localizac¢do do rs7539542.
Fonte: Elaborada pela autora com informagdes de RICHARDSON et al., 2006. Criado com (BioRender.com).
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Outros polimorfismos no gene receptor de adiponectina (ADIPOQ) também ja foram
investigados. Um grupo de pesquisadores realizou um estudo de caso-controle seguido por
meta-analise em populacédo chinesa Han. Os dados do ensaio de caso-controle evidenciaram
que parametros antropométricos (IMC e circunferéncia da cintura) estiveram significativamente
maiores em pacientes com DM2 do que em individuos controle sem DM, no entanto, ndo
encontraram associa¢do do SNP+276 (G>T (rs1501299) com nenhum desfecho clinico. Em
seguida, os mesmos pesquisadores realizaram uma meta-analise incluindo seu proprio estudo
de caso-controle e demonstraram que o0 alelo G SNP+45 (rs2241766 T>G) pode ser um alelo
de suscetibilidade para DM2 em populacdo Chinesa Han, porém, mesmo sendo de uma mesma
etnia, os resultados apresentaram certa heterogeneidade (LI et al., 2011).

Em uma meta-analise de 44 estudos com 9.786 individuos com caucasianos e asiaticos,
revelou que o alelo G de ADIPOQ SNP+45 T>G (rs16861194) se revelou como fator
predisponente para DM2 na populacédo asiatica, mas ndo para populacdo caucasiana (FAN et
al., 2014). Mais informacdes sobre os estudos com adiponectina e suas variantes ADIPOQ e
ADIPORL1 no contexto de DM e RD estdo complilados no Apéncide F.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 DESENHO DO ESTUDO

Trata-se de estudo epidemioldgico do tipo transversal, caracterizado por observagdo
direta de determinado fator e efeito em uma populagédo em uma Unica oportunidade (ESTRELA,
2018), com abordagem caso-controle, vinculado a um projeto maior, intitulado ‘Epigenética +
genética: identificagao de marcadores para Retinopatia Diabética’. O inicio da coleta de dados
ocorreu em outubro de 2019 e termino em meados de setembro de 2022. Foram incluidos
pacientes portadores de DM2 atendidos nos servigcos de Endocrinologia e Oftalmologia do
Hospital Universitario Lauro Wanderley da Universidade Federal da Paraiba (HULW/UFPB).

A amostra foi constituida de 360 individuos recrutados no ambulatorio de
Endocrinologia e na Unidade da Visdo do HULW/UFPB. Foram incluidos pacientes com DM2
de ambos 0s sexos, com no minimo 5 anos de diagndstico da doenga. Os individuos foram
examinados quanto a presenca de RD o que permitiu a separacdo em dois grupos: sem RD
(n=139) e com RD (n=221). De acordo com as caracteristicas das les6es identificadas na retina,
os pacientes RD foram subdivididos em Retinopatia diabética ndo proliferativa (RDNP)
(n=144)) e Retinopatia diabética proliferativa (RDP) (n=77). Foram excluidos do estudo
individuos que desistiram de realizar etapas da coleta de dados ou com DNA insuficiente ou

insatisfatdrio para analises moleculares.

4.2 ASPECTOS ETICOS

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica para Pesquisa em Seres Humanos do
Hospital Universitario Lauro Wanderley da Universidade Federal da Paraiba (parecer:
3.053.068) (Anexo A) e todos os procedimentos seguiram os padrdes éticos da instituicdo e
estiveram em cumprimento com a resolucdo 466/2012 do Conselho Nacional de
Saude/Ministério da Saude. Todos os participantes envolvidos no estudo foram previamente
esclarecidos quanto aos propositos e procedimentos expressaram anuéncia assinando o Termo

de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Apéndice C).

4.2.1 Avaliacéo de Riscos e Beneficios

Quanto aos riscos, a coleta de sangue pode trazer um leve desconforto que de forma
geral ndo levou a maiores consequéncias. No caso de aparecimento de hematomas em funcgéo

do procedimento de coleta, o paciente recebeu orientacdes de aplicacdo de compressas e
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medicamentos topicos para alivio do desconforto. Quanto aos beneficios, os dados gerados a
partir dessas coletas podem contribuir para a possibilidade de identificacdo de importantes
marcadores dos estagios de RD e podem refinar dados importantes para o Sistema Unico de

salide e seus USUArios.

4.3 CARACTERIZACAO CLINICA

Todos os participantes da pesquisa apresentavam DM2 e eram usuérios do Sistema

Unico de Satde (SUS) em atendimento no HULW nos ambulatérios de Endocrinologia e na

Unidade da Visédo. Os pacientes abordados realizaram consulta oftalmolégica pré-agendada.

Para analise da retina foram empregados biomicroscopia de fundo de olho e

oftalmoscopia binocular indireta. Para isso, foram utilizados colirio de tropicamida 1%

(midridtico) e colirio anestésico. Os exames de classificacdo foram realizados por duas médicas

oftalmologistas parceiras do projeto.

Para a classificacdo da RD, foi utilizada a Escala Clinica Internacional de Gravidade da

RD (International Clinical Diabetic Retinopathy Disease Severity Scale). Tal escala representa
versdo reduzida da classificacdo da RD do Early Treatment Diabetic Retinopathy Study
(ETDRS), adotada em 2003 pela Academia Americana de Oftalmologia e usada em Vvarios
estudos clinicos (dentre eles, o0 do ETDRS) (WILKINSON et al.,2003). Foi desenvolvida em
reconhecimento a necessidade de uma classificacdo clinica que refletisse a ameaca a visdo
determinada pela RD. A escala descreve trés estagios de retinopatia ndo proliferativa de baixo
risco, um quarto estagio de retinopatia ndo proliferativa severa e um quinto estagio de
retinopatia proliferativa:

e 1- Auséncia de retinopatia: auséncia de sinais aparentes de RD;

e 2 - Retinopatia diabética nao proliferativa leve (RDNP leve): caracterizada pela presenca de
microaneurismas, apenas;

e 3- Retinopatia diabética ndo proliferativa moderada (RDNP moderada): caracterizada pela
presenca de exsudatos, hemorragias superficiais, hemorragias puntiformes (dot),
hemorragias em borréo (blot) e alteraces venosas (dilatacdo e tortuosidade generalizadas,
segmentacao -beading ou sausage-like — e formagéo de algas looping), sem, contudo, atingir
as caracteristicas que definem a RDNP severa. Além desses sinais, manchas algodonosas e
hemorragias intrarretinianas profundas (arredondadas e mais escuras que as mais

superficiais) podem estar presentes, indicando isquemia progressiva;
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e 4- Retinopatia diabética ndo proliferativa severa (RDNP severa): caracterizada pela auséncia
de neovascularizacdo e presenca de pelo menos um dos seguintes sinais: Hemorragias
intrarretinianas nos 4 quadrantes; Alteracfes venosas em pelo menos 2 quadrantes;
Anormalidades microvasculares intrarretinianas (AMIR) em pelo menos 1 quadrante;

e 5- Retinopatia proliferativa (RP): caracterizada pela presencga de neovasos no fundus e/ou
hemorragia vitrea ou pré retiniana. Os neovasos podem ser de disco Optico (no disco ou
dentro de um diametro de disco do disco optico) ou NVE (neovascularization elsewhere

neovascularizagdo em qualquer outra regido do fundus) (WILKINSON et al.,2003).

Informacdes sobre caracteristicas socioecondmicas, demogréaficas e epidemioldgicas,
habitos de vida e afericdo de medidas antropométricas e de pressao arterial, foram obtidas no

momento da avaliag&o clinica no setor de oftalmologia (APENDICE D).

4.4 ANALISE DE VARIAVEIS BIOQUIMICAS

As coletas sanguineas ocorreram em laboratorio terceirizado, em dias acordados com o
paciente. Todas as amostras foram codificadas a fim de resguardar o direito a privacidade dos
participantes. O sangue foi coletado por meio de puncao venosa realizada em jejum de 12 horas.
A centrifugacdo (3.200rpm durante 10 minutos) foi utilizada para obtencdo de plasma e soro e
ocorreram em tempo inferior a 2 horas apés a coleta. Aliquotas de soro e plasma foram
armazenadas sob -80°C no Hemocentro da Paraiba, para anélises posteriores (Figura 11).

Uma quantidade de 6 uL do sangue total foi utilizada para determinacdo da HbAlc. Para
tanto foi utilizada a técnica imunoensaio turbidimétrico de inibicdo (Tina-quant® HbAlc) em
analizador automatizado (Selectra XL Flexor — Ore Diagndstica Ltda; Goiania-GO /Brasil),
comkit padronizado e seguindo as orientacdes recomendadas pelo fabricante (Tina-quant®
HbAlc — Roche).

Uma aliquota do soro (250 uL) foi usada para determinacdo de glicose plasmética
(método enzimatico-colorimétirico) em analisador automatizado (Selectra XL Flexor — Ore
Diagnostica Ltda; Goiania-GO /Brasil), utilizando kit comercial (Gold Analisa Diagndstico
Ltda, Belo Horizonte, MG). Em outra aliquota de soro (780 uL), foram feitas dosagens de
creatinina sérica (método cinético-colorimétrico), proteina C reativa (PCR) (método por
turbidimetria), HDL (método enzimatico-colorimétrico direto), colesterol total (método
enzimatico- colorimétrico) e triglicerideos (método enzimatico- colorimétrico Trinder) em

analisador automatizado (Selectra XL Flexor — Ore Diagnostica Ltda; Goiania-GO /Brasil)
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utilizando kits comerciais de acordo com as orientac6es recomendadas pelo fabricante (Gold
Analisa Diagnéstico Ltda, Belo Horizonte, MG). A concentracdo de colesterol LDL foi

determinada pela formula de Friedewald onde: [LDL]= [colesterol total] - [HDL]-

[trigliceridios/5].

Figura 11- Desenho do estudo
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e 4 ;
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Figura 11 representando o desenho do estudo com todas as fases da coleta de dados. Fonte: elaborada pela autora
com dados da pesquisa. Criada com (PowerPoint).

4.5 DETERMINACAO DOS GENOTIPOS

As amostras de sangue total foram coletadas na presenca de EDTA, armazenadas a -
80°C e foram utilizadas posteriormente para extracdo do DNA proveniente de leucocitos
utilizando kits comerciais (DNeasy® Blood & Tissue Handbook — QIAGEN®). As amostras

de DNA foram mantidas a -20°C para as analises moleculares.
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Os gendtipos foram determinados através da técnica de reacdo em cadeia da polimerase
(ou PCR do inglés “Polymerase Chain Reaction”), gerando fragmentos de DNA contendo o
polimorfismo de interesse, para posterior digestdo com enzima de restri¢do capaz de discriminar
0s genotipos envolvidos em cada caso. Trata-se da técnica de Polimorfismo dos Tamanhos dos
Fragmentos de Restrigdo cujo nome deriva do Inglés “Restriction Fragments Lenght
Polymorphism” (RFLP). Os iniciadores (primers) empregados nas reacfes de PCR, as
temperaturas de anelamento de cada reacédo e a enzima utilizada para discriminar cada genotipo
estdo descritos na Tabela 1, assim como os tamanhos de fragmentos esperados no processo de
digestdo. Todas as reagdes foram conduzidas em termociclador convencional, utilizando mix
de PCR 2x da marca Thermo® em volume final de reacdo de 25 uL.. Para isso, foram preparadas
solugdes contendo 12,5 uL de mix de PCR 2x, 1 uL de cada um dos iniciadores na concentracdo
de 10pmol/uL, 1uL de DNA purificado e agua ultrapura estéril para completar o volume de 25
uL em tubos de plastico com tampa de volume de 0,2 uL. Os tubos foram acondicionados em
termociclador, cumprindo ciclos de temperatura de desnaturacdo, anelamento e extensdo
especidicas para cada gene. Para a digestdo, foram utilizados 3 uL do produto amplificado para
cada unidade de enzima de restricdo, utilizando a temperatura de digestdo indicada pelo
fabricante. A incubacdo deu-se em banho maria ou banho seco. A interpretacdo dos genétipos
encontrados a partir da analise por eletroforese em gel de agarose ou poliacrilamida encontra-

se documentada na figura 12.

Tabela 1- Parametros para analises dos Polimorfismos dos genes VDR, ADIPOQ e ADIPOR1

Primers Anela Enzima
Polimorfismo mento de Produto (pb)  Referéncia
(5°-3) (°C) digestdo
BB: 825
Bsml F:CAACCAAGACTACAAGTACCGCGTCAGTGA . PANI etal.
58°C Bsml Bb: 825, 650, 175 2000
(rs1444410)  g. AACCAGCGGGAAGTCAAGGG
bb: 650,175
CC: 163
ADIPOQ F: CATCAGAATGTGTGGCTTGC SRIOR ot
65°C Hhal CG: 163, 121, 42 | 200‘;
(rs266729)  R- AGAAGCAGCCTGGAGAACTG al,,
GG:121,42
GG: 542
ADIPORL  F: GCACCCAGCCCTGAGAATCT; . 6C: 542, 349, INetal,
65°C BsmAl 193 2014
(rs7539542)  R: CCGGCTAATCATGGAAGTGTGT
CC: 349, 193

VDR: gene receptor da vitamina D; ADIPOQ: gene no promotor de adiponectina; ADIPOR1: gene no receptor 1
de adiponectina; F: iniciador 5' forward; R: iniciador 3'reverse; Pb: pares de base.
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Figura 12- Eletroforeses demonstrativas dos perfis adotados para obtencéo dos genotipos de
VDR Bsml (rs1444410), ADIPOQ (rs266729) e ADIPOR1 (rss7539542)
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Figura 12 com as eletroforeses demonstrativas dos perfis adotados para obtengdo dos genétipos de VDR Bsml
(rs1444410), ADIPOQ (rs266729) e ADIPOR1 (rss7539542); ppm: padrdo de peso molécula; VDR Bsml: gel de
poliacrilamida a 15%, corrida a 100 volts por 2h, (foram aplicados 5 uL de amostra digerida) corado com nitrato
de prata. ADIPOQ: gel de poliacrilamida a 15%, corrida a 100 volts por 2h, (foram aplicados 5 uL de amostra
digerida) corado com nitrato de prata. ADIPOR1: gel de Agarose a 1%, corrida a 60 volts por 50min (foram
aplicados 5 uL de amostra digerida e 2 uL gel red) visualizado em transiluminador. Fonte: elaborada pela autora
com dados da pesquisa.

4.6 AVALIACAO DO ESTADO NUTRICIONAL E DO CONSUMO ALIMENTAR

A avaliagdo nutricional dos individuos foi realizada por meio da coleta de peso, altura,
circunferéncia da cintura (CC), circunferéncia do quadril (CQ), relacéo cintura quadril (RCQ),
percentual de gordura e dobras cutaneas (bicipital, tricipital, subescapular e suprailiaca)
(Apéndice D).

O peso foi aferido em uma balanga digital com capacidade para 150kg e precisao de
100g de marca oxer body-923, colocada em um plano liso. O paciente foi orientado a subir com
0s pés descalcos, roupas leves e sem nada nos bolsos, seu resultado foi dado em quilogramas
(WHO, 1998). A altura foi aferida por um estadiébmetro fixo na parede. O individuo ficou de
costas para o0 instrumento, com 0s pés juntos e o calcanhar junto a parede, com 0 rosto na
posicdo de 90° e o resultado foi coletado em metro (WHO, 1998).

As circunferéncias foram mensuradas com uma fita métrica inelastica marca Sanny® e
os resultados foram expressos em centimetros. A posicdo do individuo para afericdo da

circunferéncia da cintura se deu com os pés levemente separados e a fita passando logo abaixo
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da ultima costela flutuante. Para a circunferéncia do quadril, o paciente esteve com 0s pés juntos
e a fita passou na parte mais proeminente do glateo (WHO, 2000).

O percentual de gordura foi calculado utilizando o protocolo das 4 dobras cutaneas
(tricipital, bicipital, suprailiaca, subescapular). As dobras foram aferidas utilizando adipémetro
da marca Sanny® com resultado expresso em milimetros. A anélise do percentual de gordura
foi gerado pela equacao de Durnin & Womersley (1974).

Com a coleta dos dados antropométricos foi determinado o diagndstico do estado
nutricional de cada pacientes pelo IMC (indice de massa corporal), que consiste no peso (kg)
dividido por altura (m) ao quadrado, subdivididos em magreza, eutrofia, sobrepeso, obesidade
grau I, Il e 11l para adultos e magreza, eutrofia e excesso de peso para idosos, segundo WHO
(1995), conforme descrito na Tabela 2. A Relacdo Cintura/Quadril foi obtida pela razdo da
medida da circunferéncia da cintura pela circunferéncia do quadril e foi definida como alterada
quando igual ou superior a 0,94 para homens e 0,80 para mulheres (WHO, 2000).

Tabela 2- Classificagdo do indice de massa corporal e Circunferéncia Abdominal
IMC — Adultos (20 a 59 anos)

Valores Criticos Diagndstico Nutricional
<18,5 Kg/m? Desnutrigdo
> 18,5 e <25 Kg/m? IMC adequado/ eutrofia
> 18,5 e <30 Kg/m? Sobrepeso
> 30 Kg/m? Obesidade
IMC — Idosos (a partir de 60anos)
<22 Kg/m? Baixo peso
>22 e <27 Kg/m? IMC adequado/ eutrofia
>27 e <30 Kg/m? Excesso de peso
> 30 Kg/m? Obesidade
Circunferéncia abdominal (cm)
Risco de complicacfes metabolicas Homens Mulheres
Aumentado >94 > 80
Aumentado substancialmente >102 > 88

Fonte: WHO (2000); WHO (1998).

O inquérito alimentar foi realizado por meio de Recordatorio alimentar de 24 horas
(Anexo B), com informagGes sobre tamanho ou volume da porcdo ingerida, com auxilio de
album de desenho de porcGes médias dos alimentos consumidos pela populacdo adulta do
municipio de Jodo Pessoa (ASCIUTTI; RIVERA; COSTA, 2005; LIMA et al., 2008). O
recordatorio foi realizado em triplicata sendo dois deles referentes a alimentagdo em dias da
semana e um referente a um dia do final de semana, com intervalo de 15 dias entre eles. A
quantificacdo do consumo foi realizada com o auxilio do aplicativo de informatica Dietwin
(versdo 3.0) (REINSTEIN, 2006).
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O nivel de atividade fisica (NAF) dos pacientes foi quantificado por meio do
Questionario Internacional de Atividade Fisica (IPAQ) em sua versdo curta e validada
nacionalmente (MATSUDO et al., 2001), que estima o tempo semanal gasto em atividades
fisicas em diferentes intensidades. O instrumento foi aplicado individualmente por
pesquisadores treinados. De acordo com recomendacdes recentes da OMS (2020), para ser
classificado como ativo, sdo necessarios pelo menos 150 minutos de atividade fisica moderada
ou vigorosa por semana para adultos, incluindo aqueles que vivem com doengas cronicas
(WHO, 2020). Os pacientes foram divididos em dois grupos (ativos e insuficientemente ativos),

de acordo com a nomenclatura do IPAQ (Anexo C).

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados no software SPSS, versdo 26. Variaveis com distribuicdo
normal foram apresentadas como valores de média = desvio padrdo, varidveis que nao
apresentaram distribuicdo normal foram expressas como valores medianos (minimo e maximo)
e as varidveis nominais expressas em numeros totais e porcentagem. A suposicdo de
normalidade em variaveis continuas foi avaliada por meio do teste de Kolmogorov-Smirnov e,
para tanto, distribuicdes maiores que p> 0,05 foram aceitas como variaveis com distribuicao
normal. As diferencas entre varidveis independentes normalmente distribuidas e continuas
foram avaliadas pelo teste t de amostras independentes e quando a analise contou com mais de
dois grupos foi realizada por ANOVA,; aquelas sem uma distribuigdo normal comparadas
utilizando teste U de Mann-Whitney e quando a analise contou com mais de dois grupos foi
realizada por kruskal wallis. Varidveis categéricas foram testadas por meio do qui-quadrado de
Pearson ou pelo teste exato de fisher (quando os grupos foram compostos por quantidade igual
ou inferior a cinco individiduos), com dados expressos em valores totais e percentuais. Os
equilibrios de Hardy-Weinberg foram calculados para avaliar as frequéncias genotipicas e
alélicas esperadas e observadas e testadas pelo qui-quadrado. Analises de regressdo logistica
binaria foram empregadas para avaliar a influéncia de varidveis categoricas sobre desfechos
clinicos salutares para o estudo. Um valor de p <0,05 foi considerado significativo para todas

as analises.
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Abstrato

Obijetivos: Investigar a associacdo entre Bsml e DM2 em pacientes com e sem RD e
correlacionar com parametros clinicos em uma populacao do Nordeste do Brasil.

Métodos: Estudo transversal caso-controle no qual foram coletados dados de 285 individuos,
incluindo 128 pacientes com DM2 e 157 com RD. Foram analisados parametros clinicos,
bioguimicos e antropométricos, além do polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP) Bsml do
gene VDR (rs1544410), genotipado por PCR-RFLP.

Resultados: No grupo RD encontramos maior nimero de pacientes em uso de insulinoterapia
(p = 0,000) e com maior tempo de DM2 (p = 0,000), além de maiores valores de creatinina
sérica (p = 0,001). Niveis mais elevados de glicemia de jejum e maior frequéncia de
insulinoterapia foram observados independentemente em pacientes com RD e portadores do
alelo b, quando comparados a BB.

Conclusdo: A associacdo dos gendtipos bb/Bb (rs1544410) do gene VDR com aumento da
glicemia e insulinoterapia pode representar pior controle glicmico em portadores do alelo
rs1544410 b em individuos latino-americanos com RD.

Palavras-chave: Diabetes tipo 2; Retinopatia diabética; Biomarcadores; Polimorfismo; Niveis
de glicose.
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1 Introducéao

O diabetes mellitus é uma epidemia global que afeta cerca de 415 milhGes de adultos
[1] A retinopatia diabética (RD) € uma complicacdo frequente no Diabetes Mellitus (DM2) tipo
2 [2, 3], e fatores clinicos e metabolicos estdo associados ao desenvolvimento e progresséo da
RD [4, 5, 6].

Ha evidéncias de que a deficiéncia de Vitamina D (VD) esta relacionada ao DM2 [7, 8].
A vitamina D pode ter um efeito direto na funcdo das células beta pancreéticas, mediada pelo
receptor da vitamina D (VDR) [9], além disso, a transcri¢do alterada do gene VDR pode
influenciar os niveis de glicose em jejum por dois efeitos potencialmente aditivos da vitamina
D nos adipacitos e células do pancreas [10, 11]. Ha evidéncias de que a deficiéncia de vitamina
D afeta a patogénese e a progressdo da RD e que pacientes com retinopatia diabética
proliferativa (RDP) tém niveis mais baixos de 25(OH)D do que aqueles sem diabetes [8, 12].
Uma meta-analise envolvendo 17.000 pacientes de varios continentes concluiu que a
deficiéncia de vitamina D aumentou o risco de RD em DM2 [13].

A relagdo dos niveis de vitamina D com DM2 e RD desperta o interesse em investigar
o efeito de aspectos genéticos ligados a essa vitamina quanto ao seu envolvimento na etiologia
ou modulacdo da RD, incluindo polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) no receptor da
vitamina D (VDR). O alelo B do polimorfismo Bsml (rs1544410) do gene VDR foi associado a
um menor risco de RD em pacientes coreanos com DM2 [14], e o gendtipo bb foi associado a
uma diminuicédo de (25 [OH] D) em micro e complicagdes macrovasculares do DM2 em uma
populacédo indiana [15]. No entanto, ndo ha consenso na literatura sobre essas relagdes [13, 16
— 18], e os resultados parecem ser influenciados pela origem geografica dos pacientes.

Diante dos fatos apresentados na auséncia de dados na populagéo brasileira, propomos
aqui investigar a associacdo entre Bsml e DM2 em pacientes com e sem RD e correlacionar
com parametros clinicos usando uma abordagem de caso-controle, em uma populacdo do
nordeste do Brasil.

2. Métodos

2.1 Desenho do estudo e aspectos éticos

Este estudo transversal de caso-controle foi realizado em 285 pacientes recrutados no
Hospital Universitario Lauro Wanderley e nas Unidades Baésicas de Salde de Jodo
Pessoa/Paraiba/Brasil. A coleta de dados ocorreu de 2014 a 2021 e os pacientes convidados a
participar do estudo assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido. O projeto foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da Universidade Federal da
Paraiba (UFPB; Pareceres n° 796.459 (26/08/2014) e 3053068 (12/03/2018) e foi realizado em
cumprimento da Resolugéo 466 /2012 do Conselho Nacional de Salde.

Os criterios de inclusdo foram diagndstico de DM2 ha pelo menos 5 anos, estar em
atendimento ambulatorial. Critérios de exclusdo: diagndstico de DM1, amostra de DNA
insuficiente ou com resultado inconclusivo na analise genotipica.

2.1.1 Caracterizacdao clinica

O diagnoéstico de RD foi baseado em oftalmoscopia apds dilatagdo pupilar com
tropicamida 0,5%. As imagens da retina (macula e disco central) foram capturadas em um
angulo de 45° por uma camera de fundo. As imagens foram analisadas de acordo com as normas
e recomendacgdes do ACCORD (Action to Control Cardiovascular Risk in Diabetes) e do Early
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Treatment Diabetic Retinopathy Study (ETDRS). Pacientes com DM2 sem RD (n = 128)
constituiram o grupo controle e o grupo com algum grau de retinopatia constituiu o grupo RD
(n = 157). No grupo RD, 49 pacientes tinham diagndstico de DM2 hé até dez anos; 0s outros
108 pacientes tinham o diagndstico de DM2 ha mais de dez anos. Em relagdo a classificagéo de
acordo com o estagio de RD, 103 participantes apresentavam retinopatia diabética nao
proliferativa (RDNP) e 54 deles apresentavam retinopatia diabética proliferativa (PDR). Foram
considerados hipertensos os pacientes com diagndstico medico de hipertensdo ou que relataram
apresentar essa condicdo e faziam uso prolongado de medicamentos para controle da pressao
arterial. A classificacdo foi realizada de acordo com as Diretrizes da American Heart
Association, American College of Cardiology e American Society of Hypertension (2015) [18].

2.2. Amostra de sangue

As amostras de sangue foram coletadas por puncgdo venosa ap06s jejum noturno. Para
analises bioguimicas em geral, sangue na presenca de ativador de coagulo, para determinacao
de HbA1C na presenca do anticoagulante K3EDTA e para determinacao de glicose na presenca
do anticoagulante fluoreto de sodio; as amostras foram centrifugadas a uma velocidade de 3000
rpm por 10 minutos em temperatura ambiente para separacdo do soro ou plasma e submetido a
analise em até 2 horas apds a coleta, exceto para a amostra de HbA1C que foi analisada em
sangue total hemolisado.

Para extracdo do DNA, a coleta de sangue foi realizada por pun¢do venosa em tubos
estéreis contendo 7,2 mg de K3 EDTA. As amostras de sangue foram armazenadas por até 20
dias a -20°C ateé que a extracdo do DNA fosse realizada.

2.3. Analise bioguimica e medidas antropomeétricas

Métodos enzimaticos foram utilizados para analises de colesterol total, lipoproteina de
alta densidade (HDL) e triglicerideos. Todas as analises foram realizadas com analisador
automatizado (Lab-Max 240, Labtest, Lagoa Santa, MG, Brasil) e kits padronizados de acordo
com as instrucdes do fabricante (Labtest, Lagoa Santa, MG, Brasil).

A concentragdo de lipoproteina de baixa densidade (LDL) foi calculada usando a
formula de Friedewald: [LDL] = [colesterol total] — [HDL] — [triglicerideos + 5] [19]. Os niveis
de hemoglobina glicada (HbA1c) e proteina C reativa (PCR) foram determinados pela técnica
de imunoturbidimetria (LabMax 240, Labtest, Lagoa Santa, MG, Brasil) usando kits comerciais
(Labtest, Lagoa Santa, MG, Brasil).

Para a classificacdo das dislipidemias, foram estabelecidos os critérios de acordo com
as Diretrizes da Sociedade Brasileira de Diabetes (2019): Colesterol Total (<190mg/dL), LDL-
C (<130mg/dL), HDL-C (<40mg/dL) e Triglicerideos (>150mg/dL) [20]. Para os valores de
Hbalc (<6,5%), colesterol total (<190mg/dL), HDL (>40mg/dL) e LDL (<130mg/dL), os
pontos de corte adotados seguiram as recomendacdes das Diretrizes da Sociedade Brasileira de
Diabetes (2019) [20]. Para Triglicerideos (<150mg/dL), baseado nos Arquivos Brasileiros de
Cardiologia (2017) [21]. Creatinina sérica de acordo com o sexo, (mulheres <0,995mg/dL;
homens <1,20mg/dL), segundo a Sociedade Brasileira de Nefrologia (2011) [22]. Proteina C
Reativa (<3mg/dL) de acordo com a Diretriz Brasileira de Dislipidemias e Prevencdo da
Aterosclerose [23], e para o Malondialdeido, o valor de referéncia adotado foi (<3,31uM) [24].

As variaveis antropométricas foram o peso corporal (kg), medido com o uso de uma
balanca, e a estatura (cm). O indice de massa corporal (IMC) foi calculado dividindo-se o peso
corporal pela estatura ao quadrado (em metros) e os individuos foram classificados quanto a
presenca de sobrepeso e obesidade, segundo o indice de Massa Corporal (IMC) em kg/m?. Os
valores para a idade adulta foram: sobrepeso quando IMC =25-29,9 kg/m2 e obesidade quando
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IMC > 30kg/m2. Para os idosos, o sobrepeso foi definido como IMC = >27 kg/m 2 [25].
Informacdes clinicas e antropométricas como sexo, idade, tempo de DM2, IMC e pressao
arterial foram obtidas na avaliacao clinica por nutricionista da equipe de pesquisa e pela equipe
do servigo de endocrinologia.

2.4. Isolamento de DNA leucocitario

Para obtencdo de DNA de leucdcitos, foram utilizados protocolos apropriados. As
amostras foram diluidas em uma solugdo de lise inicial contendo 10mM de Tris-HCI pH,
8,5mM de EDTA, 0, 3M de sacarose e 1% de Triton-X-100. A centrifugacao foi realizada a
3.200 rpm e o sobrenadante foi descartado. Este processo foi repetido 3 vezes para obter um
precipitado de leucdcitos livre de resquicios de hemoglobina. O precipitado foi ressuspenso em
uma solucéo de lise contendo 10mM de Tris-HCI pH 8,0, 0,5% de dodecil sulfato de sddio
(SDS), 5SmM de EDTA e 0,2ug de proteinase K (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) e incubado a
55°C em um banho-maria por 7h. Em seguida, 500ul de uma solugéo aquosa de ImM de EDTA
e 7,5M de acetato de amdnio foram adicionados e misturados por 30 segundos. A mistura foi
centrifugada por 10min a 14.000g a 4°C, e 700ul do sobrenadante foram transferidos para um
novo tubo onde foi realizada a precipitacio do DNA com 540ul de isopropanol gelado. O DNA
precipitado foi lavado com etanol 70%, centrifugado (12.000g por 5min), seco e ressuspenso
em tampéao Tris-EDTA pH 8,0 [26]. As amostras foram mantidas a -20° C até a analise genética.

2.5. Genotipagem do rs1544410

Os gendtipos foram determinados por PCR-RFLP. Primers apropriados foram usados
para amplificar a regido do gene contendo o polimorfismo [27], e a amplificacdo ocorreu nas
seguintes condi¢des: desnaturacdo 94° C por 5 minutos, 30 ciclos de desnaturacao (1 minuto a
94 °C), anelamento (1 minuto a 58 °C) e extens&o (3 minutos a 72 °C) com 10 minutos extras
de etapa de extensdo. O produto de 825 pb foi digerido com Bsml que reconhece e cliva o alelo
polimérfico (b) gerando dois fragmentos (650 pb e outro de 175 pb) enquanto o alelo selvagem
(B) permanece em 825 pb. Os gendtipos foram analisados por eletroforese em gel de
poliacrilamida a 15% e colorag&o com nitrato de prata a 0,5%.

2.6. Analise estatistica

O software SPSS 26.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, EUA) foi utilizado para analise
estatistica. A normalidade nas variaveis continuas foi avaliada pelo teste de Kolmogorov-
Smirnov, e distribuicdes com p > 0,05 foram aceitas como variaveis com distribui¢cdo normal e
expressas como valores de media = desvio padrdo e avaliadas pelo teste t de amostras
independentes. Os 'ndo distribuidos normalmente’ foram expressos como valores medianos e
intervalos de confianca de 95% e comparados pelo teste U de Mann-Whitney entre 0s grupos.
As variaveis categoricas nominais foram expressas em nimero total e percentual, analisadas
pelo teste de qui-quadrado. Os equilibrios de Hardy-Weinberg foram calculados para avaliar as
frequéncias genotipicas e alélicas esperadas e observadas e testadas por qui-quadrado. Os dados
do grupo RD foram analisados de acordo com os gendtipos rs1544410 pelo teste T independente
e seu homologo ndo paramétrico, e entdo um modelo de regressao logistica foi usado para
estabelecer quais variaveis (glicemia de jejum, insulinoterapia, sexo, idade e tempo de DM2)
poderiam ser influenciado pelos gendtipos rs1544410. Um valor de p <0,05 foi considerado
significativo para todas as analises.
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3. Resultados

Os grupos controle (DM) e DR foram semelhantes quanto a frequéncia de hipertenséo,
dislipidemia, histéria familiar de DM, tabagismo, sedentarismo, idade, HbAlc, glicemia de
jejum, LDL-c, triglicerideos e IMC, porém, no grupo com RD , género masculino (p=0,001),
insulinoterapia (p=0,000) e creatinina sérica (p=0,000) foram maiores, além de maior tempo de
DM2 (p=0,000). No grupo DM, os pacientes apresentaram maiores valores de colesterol total
(p=0,017) e fragdo HDL-c (p=0,008) (Tabela 1).

Tabela 1. Parametros clinicos, bioquimicos e metabdlicos da amostra estudada.

p-valor
DM (128) RD (157) OR (IC 95%)
Sexo (M%) 31 (24.2%) 68 (43.6%) 0.414 %02%17% 691)
Hypertensao (%) 82 (65.1%) 116 (74.4%) 0643 (8'222_1 o
Dislipidemia (%) 102 (79.7%) 126 (80.3%) 0,965 (8'223_1 729)
Historico familiar de DM (%0) 87(71.3%) 110(72.8%) 0,926 (8;47{21 576)
Tratamento com insulina (%) 37 (29.4%) 112 (71.8%) 0163 (%%%07*0 -
i 0,
Tebagismo (%) 07 (5.5%) 08 (5.1%) 1.079 (8:?28-3.061)
. . TR

Estilo de vida sedentério (%) 68(53.5%) 81 (51.9%) 067 (8:673??-1.706)
Anos (idade) 59.2£10.1 60.8 8.3 0.159
Duragédo do DM2 (anos) 7(7.6-9.1) 17 (15-17.5) 0.000*
HbA1lc (%) 7.9+1.6 7.8+1.4 0.305
Glicose (mg/dL) 152.4+50.7 141.1452 0.066
Colesterol Total (mg/dL) 183.4 +41.1 170.9 £45.6 0.017*
HDL-c (mg/dL) 46.4 +12.4 42.7+11.1 0.008*
LDL-c (mg/dL) 104.2+37.5 98.1+39 0.185
Triglicérides (mg/dL) 163.5 (154.38 - 188.6) = 115 (125.11- 157) 0.094
Creatinina sérica (mg/dL) 0.71 (0.71 - 0.80) 0.84 (0.85 — 0.95) 0.000*
IMC (kg/m2) 29.7 +5.7 29 45.1 0.282

*p <0,05 = diferenca estatisticamente significativa. Variaveis categoricas analisadas pelo teste qui-quadrado,
valores expressos em valor total (e percentual) e intervalo de confianca. Varidveis quantitativas analisadas pelo
teste t independente (quando em distribuicdo normal e/ou homogénea) e apresentadas como média e +DP; As
variaveis que ndo apresentaram distribuicdo normal e/ou homogeneidade foram analisadas pelo teste U de Mann-
Whitney e representadas pela mediana e (1C95%).

A tabela 2 mostra as distribuicdes de genotipos (BB + Bb / bb; Bb + bb / BB; BB + bb
/ Bb) e alelos (B / b) em fungéo do grupo controle DM em comparacdo com diferentes
categorizagdes DR; RD com <10 anos de diagndstico de DM2; RD com >10 anos de
diagnostico de DM2; grupos com RDNP e RDP, respectivamente. Em todos 0s grupos nao
houve diferenca na distribuicdo genotipica ou alélica dos grupos. A frequéncia do alelo menor
(B) (MAF) foi de 0,46 no grupo controle DM e 0,43 no grupo DM RD.

Tabela 2. Distribuicdo genotipica e alélica do polimorfismo rs1544410 entre pacientes

diabéticos tipo 2 sem RD e RD, <10 anos de diagnostico de DM, >10 anos de diagndstico de
DM, RDNP e RDP.

rs1544410 (Bsml)

Gendtipos/
Alelos

p-valor

DM (128) RD (157) OR (IC 95%)



BB+Bb
/ bb
Bb+bb /
BB
BB+bb /
Bb
B/

b
Genotypes/
Alleles
BB+Bb / bb

Bb+bb / BB
BB+bb / Bb

B/

b
Genotypes/
Alleles
BB+Bb / bb

Bb+bb /BB
BB+bb / Bb
B/

b
Genotypes/
Alleles
BB+Bb /bb
Bb+bb /BB
BB+bb / Bb
B/

b
Genotypes/
Alleles
BB+Bb / bb
Bb+bb / BB
BB+bb / Bb

B/
b

65.63% (84) / 34.37%
(44)

72.66% (93) /
27.34% (35)
61.72% (79) / 38.28%
(49)

46.48% (119) /
53.52% (137)

DM (128)

65.63% (84) / 34.37%
(44)

72.66% (93) /
27.34% (35)
61.72% (79) / 38.28%
(49)

46.48% (119) /
53.52% (137)

DM (128)

65.63% (84) / 34.37%
(44)

72.66% (93) /
27.34% (35)
61.72% (79) / 38.28%
(49)

46.48% (119) /
53.52% (137)

DM (128)

65.63% (84) / 34.37%
(44)

72.66% (93) /
27.34% (35)
61.72% (79) / 38.28%
(49)

46.48% (119) /
53.52% (137)

DM (128)

65.63% (84) / 34.37%
(44)

72.66% (93) /
27.34% (35)
61.72% (79) / 38.28%
(49)

46.48% (119) /
53.52% (137)

61.78% (97) /
38.22% (60)
75.16% (118) /
24.84% (39)
63.06% (99) /
36.94% (58)
43.31% (136) /
56.69% (178)
RD (49)
(<10 years DM diagnosis)
63.27% (31) /
36.73% (18)
73.47% (36) /
26.53% (13)
63.27% (31) /
36.73% (18)
44.90% (44) /
55.10% (54)
RD (108)
(>10 years DM diagnosis)
61.11% (66) /
38.89% (42)
75.93% (82) /
24.07% (26)
62.96% (68) /
37.04% (40)
42.59% (92) /
57.41% (124)

RDNP (103)

61.17% (63) /
38.83% (40)
76.70% (79) /
23.30% (24)
62.14% (64) /
37.86% (39)
42.23% (87) /
57.77% (119)

RDP (54)

62.96% (34) /
37.04% (20)
72.22% (39) /
27.78% (15)
64.81% (35) /
35.19% (19)
45.37% (49) /
54.63% (59)

0.585
1.181 (0.7259 - 1.921)
0.731
0.8782 (0.5163 — 1.494)
0.913
0.9445 (0.5834 — 1.529)
0.501
1.137 (0.8157 - 1.584)
p-valor
OR (IC 95%)
0.906
1.109 (0.5582 - 2.201)
0.913
0.959 (0.4560 — 2.019)
0.987
0.936 (0.4735 - 1.851)
0.8817
1.066 (0.6677- 1.702)
p-valor
OR (IC 95%)
0.561
1.215 (0.7138 — 2.068)
0.673
0.8425 (0.4679 — 1.517)
0.951
0.9484 (0.5589 — 1.609)
0.451
1.171 (0.8128 - 1.686)
p-valor
OR (IC 95%)
0.574
1.212 (0.7073 — 2.077)
0.583
0.8072 (0.4430 — 1.471)
0.943
0.9825 (0.5757 — 1.677)
0.412
1.188 (0.8207 - 1.720)
p-valor
OR (IC 95%)
0.862
1.123 (0.5792 - 2.177)
0.9152
1.022 (0.5818 - 2.081)
0.821
0.8752 (0.4511 — 1.698)
0.937
1.046 (0.6658 -1.643)

Analise estatistica realizada com o teste Qui-quadrado. VDR, receptor de vitamina D.
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Os parametros clinicos do grupo RD (n = 157) foram analisados de acordo com 0s
gendtipos Bsml (BB x Bb+ bb). No grupo com o gendtipo Bb+bb, a terapia com insulina foi
significativamente mais frequente (p = 0,014) e a glicemia de jejum teve um valor médio maior
no mesmo grupo (p = 0,047) (Tabela 3). Um modelo de regressao logistica, adotando os
genotipos Bsml como variavel dependente e com varidveis de correcdo/ajuste, revelou que
glicemia de jejum (p = 0,018) e insulinoterapia (p = 0,036) foram preditores estatisticamente
significativos de maior chance de risco no grupo de pacientes com o genotipo Bb+bb (Tabela
4). A diferenca de glicemia entre 0s grupos genotipicos apresenta um tamanho de efeito de
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Cohen d =0,5, ambos comparando apenas o grupo BB x bb e Bb+bb x BB. Segundo a literatura,
esse valor significa um efeito de média magnitude [28].

Tabela 3. Parametros clinicos, bioquimicos e metabdlicos do grupo RD de acordo com 0s

gendtipos rs1544410.

Sexo (M%)

Hipertensao (%)
Dislipidemia (%)

Histérico familiar de DM (%0)
Tratamento com insulina (%)
Tabagismo (%)

Estilo de vida sedentario (%0)
Anos (idade)

Duragdo do DM2 (Anos)
HbAlc (%)

Glicose (mg/dL)

Colesterol total (mg/dL)
HDL-c

LDL-c

Triglicerideos (mg/dL)

Creatinina (mg/dL)
IMC (KG/M?)

BB (n=39)
20 (51.3%)
26 (66.7%)
08 (29.6%)
24 (63.2%)
22 (52.4%)
02 (5.1%)
20 (51.3%)

60.6+8.9

15 (13.2 - 18.6)
7.6+1.3
126.3+44
176.1+59
41 (38.6 — 46.9)
87.8 (90.2 — 104.6)
115 (112.4 — 158.2)
0.83 (0.81 - 1.0)
27.5+4.6

Bb+bb (n=118)
48 (41%)
90 (76.9)
25 (33.3%)
86 (76.1%)
90 (76.9%)
06 (5.1%)
61 (52.1%)

60.8+8.1

18 (15 -17.7)
7.7¢15
145.8+54.7
171.4+46.8
42 (40.6 — 44.4)
100 (89 — 124.5)

124 (136.4 — 169.5)
0.84 (0.84 — 0.95)

28.7+4.6

p-valor

OR (IC 95%)

0.263

1.513 (0.731 — 3.134)

0.204

0.600 (0.272 — 1.325)

0.724

0.842 (0.324 — 2.189)

0.121

0.538 (0.245 — 1.184)

0.014*

0.388 (0.181 - 0.834)

1.000

1.000 (0.193 - 5.171)

0.926

0.966 (0.468 — 1.996)

0.926

1.533 (-3.171 — 2.886)

0.640
0.593
0.047*
0.656
0.855
0.331
0.257
0.677
0.163

* p < 0,05 = diferenca estatisticamente significativa.Variaveis categéricas analisadas pelo teste qui-quadrado,
valores expressos em valor total (e percentual) e intervalo de confianca. Varidveis quantitativas analisadas pelo
teste t independente (quando em distribuicdo normal e/ou homogénea) e apresentadas como média e +DP; As
variaveis que ndo apresentaram distribui¢cdo normal e/ou homogeneidade foram analisadas pelo teste U de Mann-
Whitney e representadas pela mediana e (1C95%).

Tabela 4. Modelo de regressdo logistica analisando a influéncia dos gendtipos rs1544410 e
variaveis metabolicas em pacientes com RD.

Glicose

Tratamento com insulina
Sexo

Anos (idade)

Duragdo do DM2 (Anos)

B
0,010+0,004
0.982+0.470
0.388+0.409
0.017+0.025

-0,010+0.028

p-valor
OR (IC 95%)
0.018*
1,010 (1,002 — 1.018)
0.036*
2.671 (1.064 — 6.705)
0.342
1.475 (0.662 — 3.286)
0.498
1.017 (0.968 — 1.069)
0.731
0.990 (0.937 —1.047)

Fonte: dados da pesquisa. Regressdo Logistica Binaria. Variavel dependente: BB x Bb+bb (referéncia Bb+bb);
*p<0,05; B = coeficiente de regressdo beta + erro padrdo; OR = limites superior e inferior de odds; Tratamento
com insulina (uso da insulina como referéncia); Sexo (masculino como referéncia).

4. Discussao
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A vitamina D em sua forma ativa atua por meio de seu receptor especifico (VDR),
expresso em tecidos humanos inclusive na retina [29]. Além da associacdo de niveis mais
baixos de vitamina D e risco aumentado de DM2 e RD [8, 13], varios estudos também
relacionaram polimorfismos do gene VDR como fatores de risco para DM2 [30], patogénese
[14, 15, 31], e progressdo da RD [32].

A relacdo dos polimorfismos com a ocorréncia de complicagdes cronicas em diabéticos
também tem sido explorada [33, 34, 35] e tem grande importancia na identificacdo precoce de
individuos com maior risco de desenvolver complicacGes especificas. O polimorfismo do SNP
rs1544410 esta localizado no intron 8 na regido reguladora 3', que esta envolvida na expressao
génica, principalmente através da regulacao da estabilidade do RNA mensageiro [36, 37], 0 que
pode resultar em expressdo reduzida do gene VDR [38]. Outro mecanismo possivel é que a
alternancia de Bsml na sequéncia intronica pode influenciar a expresséo da proteina [39].

O MAF encontrado neste estudo foi de 0,47 no grupo de diabéticos e 0,43 em pacientes
RD enguanto em outra amostra brasileira do estado de Minas Gerais (regido Sudeste) do pais,
0 MAF encontrado foi de 0,40 no grupo de diabéticos tipo 2. Em 1000 amostras do projeto
genoma, obtidas de populacéo saudavel, o MAF (A) para o SNP é 0,29. De acordo com o banco
de dados do SNP (ncbi.nlm.gov) em duas populacdes latino-americanas diferentes 0 MAF
encontrado foi de 0,36 (n = 798) e 0,23 (n = 3896), nos europeus foi de 0,39 e nos afro-
americanos de 0,26. Curiosamente, em popula¢es asiaticas o MAF é significativamente menor,
mostrando que é um SNP altamente influenciado por aspectos étnicos da populacdo em anélise.

A distribuicdo genotipica encontrada desviou-se do Equilibrio de Hardy Weinberg em
ambos os grupos, DM2 e DM2 com RD. Esse achado ndo tem sido incomum em estudos
envolvendo o polimorfismo em questdo e o diabetes. O desequilibrio HWE esteve presente em
um estudo realizado nos EUA [40] e outro no Chile [41]. Em meta-andlise recente que avaliou
o efeito do rs1544410 sobre o risco de DM2, dos 37 estudos analisados, 10 apresentaram desvio
do HWE em amostras de diferentes localidades do mundo [42].

O alelo “b” foi associado a niveis mais baixos de HDL e maior risco de DM2 e obesidade
em arabes [43], e aocorréncia de RD na populacao croata com DM1 [32] o gendtipo bb conferiu
maior resisténcia a insulina em caucasianos [40].

Apesar das evidéncias, ha poucos estudos explorando a associa¢do do SNP rs1544410
e RD; um deles em DML [32] e quatro em DMZ2 [14, 15, 44, 45]. Nesses estudos, encontrou-se
associagdo do alelo B com menor risco de DR em DM2 [14] e dois estudos encontraram
associacdo entre RD e o0 geno6tipo bb em DM1 [32] e DM2 [15], enquanto em outros estudos
ndo ou associacdo alélica foi encontrada [44, 45]. As regides geogréaficas envolvidas nestes
resultados abrangem a Europa [32, 44] e a Asia [14 ,15, 45], porém néo ha estudos analisando
a relacdo na populacdo latino-americana, 0 que caracteriza este estudo como pioneiro. Os
resultados do presente estudo ndo mostram associacgao do polimorfismo rs1544410 com RD em
nenhum dos cenarios estudados, seja pela classificacdo dos pacientes por duracdo do diabetes,
pelo estagio de RD ou pelo simples diagndéstico da doenca.

O tempo de diagndstico do diabetes também foi avaliado por Bucan (2009), Hong
(2015), Zhong (2015) e Cyganek (2006), e os resultados encontrados refor¢cam os dados obtidos
no estudo aqui apresentado. Um Unico estudo [14] utilizou a varidvel de classificacdo do estagio
RD controlando o tempo desde o diagnostico de DM2 (média de 13 anos) entre os grupos. Neste
estudo, os genotipos BB, Bb e alelo B foram relacionados a um menor risco de RD.

Meta-andlises [17, 29] apontam para auséncia de associacao entre rs1544410 e RD tanto
no DM1 quanto no DM2. No entanto, a meta-analise realizada por Song (2019) indica uma
associacao restrita a populacéo indiana, mas que é resultado de um Gnico estudo [15]. Portanto,
consideramos importante explorar essa possibilidade na populacdo brasileira. Como a
associacdo ndo resultou em dados positivos, decidimos investigar o efeito de diferentes
gendtipos rs1544410 em pacientes com RD em parametros clinicos e metabélicos
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Dentre os estudos existentes com DM2 e RD, apenas um controlou a duracdo do DM2
entre os grupos, sem diferencas estatisticamente significativas [14], enquanto Zhong (2015),
Cyganek (2006) e Ezhilarasi (2018) apresentam diferenca ou ndo relatam a comparacao.
Cientes da grande influéncia dessa variavel no aspecto estudado, neste trabalho, realizamos
diferentes cenarios de comparacdo, inclusive separando pacientes com RD até 10 anos de
diagndstico e mais de 10 anos de diagnostico de DM2, comparando distribuigcdes genotipicas e
alélicas com as grupo de controle. Em nenhum desses cenarios os gendtipos ou alelos foram
estatisticamente diferentes do controle.

Como a analise de associacdo encontrou resultados conflitantes em comparagdo com
alguns estudos anteriores [14, 15], decidimos investigar o efeito de diferentes gendtipos
rs1544410 em parametros metabdlicos, a fim de avaliar se, apesar de ndo impactar o risco de
RD, tendo conhecimento do gendtipo teria impacto no conhecimento do perfil metabdlico do
individuo. Comparamos 0s grupos genotipicos dentro do perfil dos portadores de DR e
identificamos que os portadores do alelo b (Bb e bb) apresentavam niveis glicémicos mais
elevados e maior chance de terapia com insulina do que os portadores do gendtipo BB.

A hiperglicemia persistente desencadeia a maioria dos processos que promovem 0
desenvolvimento de RD e altas concentracdes de glicose no sangue e altos niveis de HbA1C
caracterizam controle glicémico ruim e os associam a um fator de risco independente para RD
[5, 6, 46, 47, 48, 49].

A associacdo entre variantes de VDR (Bsml) e doencas relacionadas a resisténcia a
insulina, demonstram conclusdes controversas. Enquanto os gendétipos BB+Bb e o alelo B
foram relacionados a doengas relacionadas a resisténcia a insulina em caucasianos de
pigmentacdo escura [50], em uma coorte prospectiva, o alelo B foi associado ao aumento da
secrecdo de insulina em mulheres com histéria de DM gestacional [51]. O polimorfismo Bsml
do gene VDR também foi associado com resultados glicémicos em outras populacdes. O Bsml
foi testado em uma populacdo homogénea de homens jovens saudaveis, em idade anterior ao
inicio tipico do DM2, na qual também foi medida a atividade fisica. Individuos com o genoétipo
BB apresentaram niveis de glicose em jejum significativamente mais altos do que individuos
com o gen6tipo Bb ou bb. Esse achado foi associado a baixa atividade fisica (<3h por semana),
mas o efeito foi ausente em homens com alto grau de atividade fisica [52].

Além das associac¢des relacionadas ao gene do receptor de vitamina D e gen6tipos Bsml
com marcadores glicémicos, baixas concentragfes séricas de 250HD3 tém sido associadas a
reducdo da sensibilidade a insulina, metabolismo prejudicado da glicose e sindrome metabdlica
[53, 54]. O mecanismo pelo qual a vitamina D afeta a sensibilidade a insulina ainda é
desconhecido. A vitamina D pode estimular a expressdo de receptores de insulina nos tecidos
periféricos e, assim, aumentar o transporte de glicose [55]. A captacéo de glicose mediada por
insulina é dependente de calcio e, portanto, o status de vitamina D pode influenciar
indiretamente a captacéo de glicose [56].

O alelo b foi considerado um fator de risco para baixas concentra¢fes séricas de 25-
hidroxivitamina D, além disso, 0 mesmo estudo relata que Bsml influenciou as concentragdes
de glicose e HOMA-IR mesmo ap0s ajustes em criancas brasileiras (Estado do Amazonas) [57].

Essas evidéncias demonstram a importancia de ir além da simples relacdo gendtipo-
condicdo clinica. E possivel que a falta de associacdo encontrada em algumas populages,
incluindo este estudo, seja reflexo do delineamento experimental aplicado e do efeito de
influéncia de outros aspectos ndo medidos ou analisados, incluindo outros SNPs. A associacdo
entre niveis mais elevados de glicose e o alelo b é relevante no contexto estudado, pois essa
mesma caracteristica genética parece influenciar os niveis de vitamina D. Os resultados aqui
encontrados encorajam uma andalise mais aprofundada, levando em conta os niveis clinicos,
metabdlicos e de vitamina D dos pacientes ao avaliar a associa¢do dos gendtipos VDR e RD.



90

Este é o primeiro estudo a analisar uma populacéo latino-americana quanto a influéncia
de rs1544410 no contexto da RD. O estudo apresenta limitagdes relacionadas ao seu carater
transversal. Os resultados aqui encontrados estimulam a realizacdo de estudos com outras
populagcdes e com diferentes modelos experimentais para desvendar os efeitos de outros
componentes importantes para a RD.

5. Conclusao

Né&o identificamos o SNP Bsml (rs1544410) do gene VDR como fator de risco para RD,
mas o alelo b pode ser indicativo de niveis glicémicos elevados e insulinoterapia na populacdo
com RD. A relacdo entre VDR Bsml e suscetibilidade a RD em uma populacdo latino-
americana deve ser mais estudada.
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Abstrato

Objetivos: analisar se 0 rs266729 da adiponectina e 0 rs7539542 do receptor 1 da adiponectina
influenciam a ocorréncia, aspectos clinicos e metabdlicos de pacientes com retinopatia
diabética. Métodos: Trata-se de um estudo transversal incluindo pacientes com Diabetes
Mellitus tipo 2 com e sem retinopatia que foram subgrupados em grupos genotipicos e
comparados quanto a variaveis clinicas, antropométricas e bioquimicas. Resultados: A
distribuicdo dos gendtipos rs266729 e rs7539542 foi semelhante nos grupos com retinopatia
diabética e sem retinopatia diabética. Nao foram encontradas diferencas na idade, IMC, RCQ,
pressdo arterial sistdlica e diastélica entre os grupos. Os parametros bioguimicos e
antropométricos ndo diferiram entre os genotipos. A amputacdo de membros (p=0,005) e a
terapia com insulina (p=0,049) foram mais frequentes nos portadores da alelo rs266729 G, mas
apenas os dados de amputacdo foram resistentes a analise de regressdo. O genétipo GG
rs7539452 foi associado a niveis mais elevados de HbA1C (p=0,019). A combinacdo de ambos
0s gendtipos G (rs266729 e rs7539542 CG+GG) foi associada a amputacdo (p=0,029) e maior
HbA1C (p=0,002) e rs266729 CG+GG/rs7539542 GG foi associada a amputacdo (p=0,004),
insulinoterapia (p=0,031) e maior HbA1C (0,004). Conclusdo: ndo encontramos associagéo
entre 0s rs266729 e rs7539542 e a retinopatia diabética. Pacientes com retinopatia diabética
portadores do alelo rs266729 G tiveram maior probabilidade de amputacdo de membros e a
associacdo com o alelo rs7539542G resultou em pior controle glicémico.

Palavras-chave: adiponectina; amputacdo; Retinopatia diabética; rs266729

Abreviaturas

Diabetes mellitus (DM); Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2); Retinopatia diabética (RD); Doenca
microvascular ocular (DMO); Retinopatia diabética ndo proliferativa (RDNP); Retinopatia
diabética proliferativa (RDP); Promotor de adiponectina (ADIPOQ); Receptor 1 de
Adiponectina (ADIPORL1); Action to Control Cardiovascular Risk in Diabetes (ACCORD);
Action to Control Cardiovascular Risk in Diabetes and the Early Treatment Diabetic
Retinopathy Study (ETDRS); Nivel de atividade fisica (NAF); Questionario Internacional de
Atividade Fisica (IPAQ); Hemoglobina glicada (HbA1c); colesterol de lipoproteina de alta
densidade (HDL-c); colesterol de lipoproteina de baixa densidade (LDL-c); Indice de massa
corporal (IMC); circunferéncia abdominal (CA); Programa Nacional de Educacdo sobre
Colesterol (NCEP); Recordatorio alimentar de 24 horas (R24h); Tabela Brasileira de
Composicdo de Alimentos (TACO); Pressdo arterial (PA); Pressao arterial sistolica (PAS);
Pressao arterial diastélica (PAD).
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Introducéo

O diabetes é uma doenca crbnica, ndo transmissivel, caracterizada por hiperglicemia
persistente. Epidemiologicamente, o Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) é responsavel por mais de
90% dos casos e tem uma associacdo bem caracterizada com fatores de risco prevalentes,
principalmente entre populacbes de baixa renda, como indice de massa corporal elevado,
tabagismo, sedentarismo, nutricdo inadequada [1]. Embora iniciativas de satde publica sejam
implementadas e novas informacgdes sejam incorporadas, as taxas globais de mortes e
incapacidades causadas pelo diabetes permanecem alarmantes [1, 2].

A medicina diabética de precisdo refere-se a uma abordagem para otimizar o
diagnostico, predicdo, prevencdo ou tratamento do diabetes, integrando dados
multidimensionais, considerando diferencas individuais [3], incluindo marcadores genéticos
que, apesar de terem uma contribuicdo discriminatéria limitada em condic¢bes clinicas
multifatoriais, como diabetes e suas complicacdes, tém a vantagem de estar presentes sem
qualquer tipo de alteracdo desde o diagndstico até estadgios mais avangados da patologia [4].

A Retinopatia Diabética (RD) é a doenca microvascular ocular (DMV) da diabetes que
apresenta fases clinicas caracterizadas por achados oftalmoldgicos que permitem o
enguadramento de retinopatia diabética ndo proliferativa (RDNP) moderada, severa e grave ou
retinopatia diabética proliferativa (PRD). A progressdo da RD pode levar a perda muito
significativa da capacidade visual e cegueira, 0 que torna sua predicdo um desafio no
acompanhamento de pacientes diabéticos. A RD também esté associada a outras complicacGes
macro e microvasculares, como doencas cardiovasculares, cerebrovasculares e mortalidade [5,
6], nefropatia diabética [7] e amputacdo de membros devido a doenca arterial periférica [8]. O
que torna importante identificar, dentro do grupo de pacientes com RD, aqueles com maior
chance de desenvolver comorbidades associadas.

A adiponectina € um horménio protéico composto por 244 aminoacidos com peso
molecular de 28 kDa, derivado de adipdcitos, exercendo importantes repercussées metabdlicas
[9], principalmente em relacdo ao diabetes, diminuindo a resisténcia periférica a insulina
[10,11]. Niveis plasmaticos mais baixos de adiponectina foram detectados em amostras de
pacientes diabéticos em comparacdo com individuos saudaveis em diferentes continentes [11,
12, 13]. A influéncia dessa adipocina no contexto da RD néo esta bem caracterizada. H& relatos
de que a progressdo da doenca é acompanhada de aumento da adiponectina [14] e ha estudos
que mostram o contrario [15]. O pé diabético, que € um importante fator de risco para
amputacdo, também tem sido associado a niveis mais baixos de adiponectina plasmaética [16].

Os niveis plasmaticos de adiponectina apresentam porcentagens expressivas de

herdabilidade, o que torna relevante o estudo de polimorfismos genéticos que possam mediar
essa variacdo [17]. Um dos polimorfismos mais estudados, por estar localizado na regido
promotora do gene da adiponectina e possivelmente afetar sua expressdo, é 0 rs266729. A
associacdo do alelo rs266729 G com DM2 foi relatada por meta-anélises [18, 19]. Embora ja
tenha sido amplamente explorado como fator de risco para diabetes, hd poucos estudos
explorando seu possivel envolvimento no risco ou na patogénese da RD [20].
Existem pelo menos trés tipos de receptores celulares para mediar os efeitos metabdlicos da
adiponectina, sendo o receptor tipo 1 (ADIPOR1) o mais intimamente relacionado ao efeito de
sensibilidade a insulina. O rs7539542 no gene do Receptor 1 da adiponectina (ADIPOR1) tem
sido associado a doenca arterial coronariana em pacientes com DM2 [21] e relevante controle
glicémico e parametros antropométricos [22, 23].

Embora existam dados que conectem rs266729 e DM2, rs7539542 e controle glicémico
e pardmetros antropométricos, os estudos dessas variantes na RD sd0 escassos e 0 papel da
adiponectina e dos polimorfismos ADIPORL1 na patogénese da RD permanece inconclusivo.
Sabendo que o alelo G do polimorfismo rs266729 parece impactar negativamente a expressao
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do gene da adiponectina, testamos a hipotese do efeito dos genotipos rs266729 e rs7539542
sobre os parametros bioquimicos, clinicos e antropometricos no contexto do DM2 com e sem
pacientes com RD.

Meétodos

Concepgao do Estudo e Aspectos Eticos

Este foi um estudo transversal de base populacional em 360 pacientes do Nordeste
brasileiro com diabetes tipo 2, recrutados consecutivamente entre novembro de 2018 e julho de
2022 no Hospital Universitario Lauro Wanderley, localizado em Jodo Pessoa, Paraiba, Brasil.
Considerando a influéncia do tempo de diabetes no desfecho clinico, excluimos os pacientes
com tempo de diabetes < 5 anos. Todos 0s participantes forneceram consentimento informado
por escrito. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos do
Hospital Universitario Lauro Wanderley (UFPB; Parecer n° 3053068 (12/03/2018). O
protocolo do estudo atende a Resolugdo 466/2012 do Conselho Nacional de Saude. Os critérios
de inclusdo foram diagndstico de DM2 ha pelo menos 5 anos, estando em acompanhamento
ambulatorial. Critérios de exclusdo: diagnostico de DM1, amostra de DNA insuficiente ou com
resultado inconclusivo na andlise genotipica.

Caracterizacdo clinica

O diagnostico de RD foi baseado em oftalmoscopia ap6s dilatagdo pupilar com
tropicamida 0,5%. As imagens da retina (méacula e disco central) foram captadas em um angulo
de 45° por uma cadmera de fundo. As imagens foram analisadas de acordo com os padrdes e
recomendac¢des da ACCORD (Action to Control Cardiovascular Risk in Diabetes) e do Early
Treatment Diabetic Retinopathy Study (ETDRS) [24, 25]. Pacientes com DM2 sem RD (n =
139) constituiram o grupo controle e o0 grupo com algum grau de retinopatia constituiu 0 RD (n
= 221). Em relacdo a classificacdo de acordo com o estdgio de RD, 144 participantes
apresentavam retinopatia diabética ndo proliferativa (RDNP) e 77 deles apresentavam
retinopatia diabética proliferativa (RDP).

A pressao arterial (PA) foi verificada de acordo com as recomendacdes propostas pela
American Heart Association, American College of Cardiology e American Society of
Hypertension em 2015 [26]. O procedimento consistiu em trés aferi¢cbes da PA, utilizando um
monitor de presséo arterial - Missouri 154M, com intervalo de 1 minuto entre cada aferi¢do. Os
participantes descansaram (pelo menos 5 min) na posi¢édo sentada com os pés apoiados no chdo
e 0s bracos apoiados na mesa antes da afericao.

Para quantificar o nivel de atividade fisica (NAF) dos pacientes, foi utilizada a versao
curta do Questionario Internacional de Atividade Fisica (IPAQ) [27], que estima o tempo
semanal gasto em atividades fisicas em diferentes intensidades. Tais atividades incluem
atividades diarias como trabalho, transporte, tarefas domésticas e lazer, bem como estimar o
tempo gasto em atividades na posicdo sentada. Esse instrumento foi aplicado individualmente
por pesquisadores treinados. De acordo com recomendaces recentes da OMS (2020), para ser
classificado como ativo, sdo necessarios pelo menos 150 minutos de atividade fisica moderada
ou vigorosa por semana para adultos, incluindo aqueles que vivem com doencas cronicas [28].
Os pacientes foram divididos em dois grupos (ativos e insuficientemente ativos), de acordo com
a nomenclatura do IPAQ.
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Medidas clinicas, bioquimicas e antropometricas

Métodos enzimaticos com analisadores automatizados foram usados para analises
bioguimicas. Ou seja, hemoglobina glicada (HbA1c) (Selectra XL Flexor — Ore Diagndstica
Ltda; Goiania-GO /Brasil); glicose plasmatica (método enzimatico-colorimétrico) (Selectra XL
Flexor — Ore Diagnéstica Ltda; Goiania-GO /Brasil); creatinina sérica (método cinético-
colorimétrico), proteina C reativa (PCR) (método turbidimétrico), HDL (método enzimatico-
colorimétrico direto), colesterol total (método enzimatico-colorimétrico) e triglicerideos
(método enzimatico-colorimétrico Trinder) em um analisador (Selectra XL Flexor — Ore
Diagnostica Ltda; Goiania-GO/Brasil), com kits padronizados de acordo com as instrucdes dos
fabricantes. A concentracdo de colesterol LDL foi determinada pela formula de Friedewald
onde: [LDL]= [colesterol total] - [HDL]-[triglicerideos/5].

As medidas antropométricas foram o peso corporal (kg), medido em balanca eletrdnica
com capacidade de até 150 kg e sensibilidade de 100 g (Filizola®). Os individuos foram
pesados com pesos leve, descalcos, postura ereta, pés paralelos e totalmente apoiados na
plataforma da balanca e com os bragos relaxados [29]. A estatura foi medida por meio de um
estadiobmetro acoplado a balanca, que consiste em um tubo de aco com régua de aluminio
anodizado, medindo de 97 a 192 cm com divisdes de 0,5 cm. Os participantes permaneceram
em postura ereta, pés juntos e chinelos encostados na parede. O apice da orelha e o canto externo
do olho formavam uma linha paralela ao chao, formando um angulo reto de 90° com a barra do
estadibmetro; assim, a barra horizontal do estadidmetro foi abaixada e apoiada na cabeca,
permitindo a leitura em estatura [29].

Posteriormente, o indice de massa corporal (IMC) foi calculado dividindo-se o peso
corporal (kg) pela estatura (metros ao quadrado). Os valores para a idade adulta foram:
sobrepeso quando IMC= 25-29,9 kg/m2 e obesidade quando IMC > 30kg/m2. Para os idosos,
o excesso de peso foi definido como IMC = >27 kg/m2, de acordo com os pontos de corte da
Organizacdo Mundial de Saude [30]. Para afericdo da circunferéncia abdominal (CA), as
participantes permaneceram com as pernas afastadas e a fita métrica inelastica passou pela linha
umbilical para leitura do resultado. O valor de referéncia para homens foi 102 cm e para
mulheres caucasianas 88 cm [31].

Isolamento de DNA

A extracdo de DNA foi realizada em amostras de sangue total obtidas por puncdo venosa
com o kit DNeasy Blood and Tissue (Qiagen ®) de acordo com as instrucdes do fabricante.

Genotipos rs266729 (ADIPOQ) e rs7539542 (ADIPOR1)

Os gendtipos foram determinados por PCR-RFLP. Pares apropriados de primers e
respectivas temperaturas de anelamento foram usados para obter os amplicons contendo a
regido polimdrfica de cada gene: rs266729 ADIPOQ (F.CATCAGAATGTGTGGCTTGC e R:
AGAAGCAGCCTGGAGAACTG) [32] e rs7539542 ADIPOR1
(F:GCACCCAGCCCTGAGAATCT e R: CCGGCTAATCATGGAAGTGTGT) [33]. A temperatura
de anelamento para ambas as rea¢des foi de 65°C. O fragmento de 163bp obtido no rs266729
foi digerido com Hhal e os padrdes dos fragmentos indicaram a presenga do alelo C quando
121 e 42bp apareceram. A presenca do fragmento néo digerido indicou a presencga do alelo G.
O fragmento 542 do rs7539542 foi digerido com BsmAl e os fragmentos resultantes de 349 e
193bp indicaram a presenca do alelo C. O fragmento nédo digerido era indicativo do alelo G.
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Consumo dietético

Para estimar o consumo alimentar habitual dos individuos, foram realizados trés
recordatdrios alimentares de 24 horas (R24h), dois dias ha semana e um correspondente a um
dia do final de semana. Uma nutricionista capacitada conforme relato dos entrevistados,
contendo informag6es sobre qual alimento ou bebida foi consumido, aplicou os recordatorios,
forma de preparo, marca, ingredientes utilizados no caso das preparacfes, adi¢cdo ou ndo de
algum tipo de agucar, quantidade consumida, tamanho da porcéo e sua respectiva medida
caseira. Apos a coleta de dados, todas as informacdes do R24h foram detalhadas e os alimentos
analisados em software de nutricdo (Dietwin; Alegre, Rio Grande do Sul, Brasil) [34], que
contém mais de cinquenta mil alimentos, com os registros baseados na tabela brasileira Tabela
de Composicédo de Alimentos (TACO) [35].

Analise estatistica

O software SPSS 26.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, EUA) foi utilizado para analise
estatistica. A normalidade nas variaveis continuas foi avaliada pelo teste de Kolmogorov-
Smirnov, e as distribui¢cbes com p > 0,05 foram aceitas como variaveis com distribui¢do normal
detectada pelo teste t independente, com valores expressos como média + desvio padrdo. 'Néo
normalmente distribuidos' foram expressos como valores medianos e intervalos de confianca
de 95% e comparados pelo teste U de Mann-Whitney entre os grupos. Variaveis categoricas
nominais foram expressas em numero total e percentual, caminhos por qui-quadrado e
expressas com valor de Odds e IC 95%. Os equilibrios de Hardy-Weinberg foram calculados
para avaliar as frequéncias genotipicas e alélicas esperadas e observadas e testados pelo qui-
quadrado, valores expressos como valor de Odds e IC 95%. A ANOVA foi realizada nas
situacBes com mais de duas categorias e as variaveis que nao seguiram a distribuicdo normal
e/ou homogeneidade foram observadas por meio do teste de Kruskal-Wallis com post-hoc
pareado, representado pela mediana e (IC95%). A regressdo logistica binaria foi utilizada para
testar possiveis varidveis de influéncia em varidveis dicotdmicas. Um valor de p<0,05 foi
considerado significativo para todas as analises.

Resultados
Caracteristicas gerais

Os grupos com e sem RD diferiram quanto ao sexo, com maior numero de mulheres no
grupo sem RD, assim como maiores valores de IMC, maiores valores nas somas de dobras
cutaneas, maior consumo de carboidratos de calorias totais. J4 no grupo com RD houve um
maior numero de insuficientemente ativos, assim como maior duracdo do DM; maior nimero
de individuos em uso de insulinoterapia; presenca de amputacdo; valores mais elevados de
creatinina sérica e pressdo arterial sistolica e diastolica no grupo RD quando comparados ao
grupo DM. Os grupos foram homogéneos em relacdo a idade, historico familiar de DM,
tabagismo, etilismo, infarto, HbAlc, glicose em jejum, colesterol total e suas fracgdes,
triglicerideos, relagdo C/Q, consumo dietético de proteinas, lipideos e indice glicémico (Tabela
1).

AvaliacOes antropomeétricas, bioquimicas e clinicas de acordo com 0s genotipos rs266729
e rs7539542

A comparagdo das caracteristicas antropométricas, bioquimicas e clinicas dos grupos
genotipicos séo apresentadas na Tabela 2. Nao foram encontradas diferencas para idade, sexo,
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IPAQ, tempo de DM, infarto, glicemia, colesterol total e fracGes, triglicerideos, creatinina,
pressao arterial e nos pardmetros antropomeétricos. No entanto, a comparagao entre 0s genotipos
rs266729 mostrou maior frequéncia de insulinoterapia e amputacao, que foram associadas a
presenca do alelo G (CG+GG). Quanto ao rs753954, foi encontrado maior percentual de HbAlc
no grupo com gendtipo GG quando comparado ao grupo com geno6tipo CC (Tabela 2). Ambos
os polimorfismos apresentaram distribuicdo compativel com o equilibrio de Hardy Weinberg
(rs266729, p= 0,127 e rs7539542, p=0,977) (Tabelas 3 e 4).

Decidimos testar a associacdo de ambos 0s polimorfismos na ocorréncia de amputacéo
e nos parametros envolvidos no controle glicémico (HbA1C e insulinoterapia). Para isso, as
variaveis amputacdo e insulinoterapia foram testadas em portadores do alelo G (GG ou CG) em
ambos 0s genotipos (rs266729 e rs7539542) comparados com portadores dos genotipos CC+CC
no grupo DM2+RD, que apresentaram associacdo apenas com amputacdo com portadores do
alelo G (p=0,029). A analise também foi realizada comparando a presenca do alelo G (CG+GG
rs266729) e GG (rs7539542) com CC+CC. A presenca do alelo G (rs266729 CG+GG e
rs7539542 GG) permaneceu associada a amputacdo (p= 0,004) e 0 mesmo ocorreu com a
insulinoterapia (0,031). Quando comparadas amostras apenas de pacientes com diagndéstico de
RD, manteve-se a associa¢do com portadores do alelo G em ambos os polimorfismos (p=0,029).
A associagao entre portadores do alelo G em ambos 0s SNPs e HbA1C foi bastante pronunciada,
sendo os percentuais significativamente maiores nos portadores do alelo G (p= 0,002) (Tabela
5).

Tabela 1. Parametros clinicos, bioquimicos e metabdlicos da amostra estudada

DM2 DR p-value
(n=139) (n=221) OR (I1C 95%)
0.678
Idade (anos) 61.4 +10.4 60.9 £8.9 1.03 (-1.61 — 2.46)
0.009*
0, 0,
Sexo (F%b) 101 (72.7%) 130 (58.8%) 1.86 (118 — 2.95)
L f . 0.000*
0, 0,
Atividade Fisica (insuficiente) 42 (26,6%) 116 (73.4%) 0.42 (0.27 — 0.68)
x 0.000*
Duracéo do DM (anos) 10.3+5.6 16.3+7.6 0.75 (-7.4 -4.5)
- . 0.082
Historico familiar de DM (%0) 108 (83.1%) 160 (74.8%) 1.66 (0.95 — 2.88)
. 0.423
Tabagismo (%) 04 (2.9%) 11 (5.0%) 0.57 (0.18 — 1.81)
- 1.000
Etilismo (%) 07 (5.0%) 12 (5.4%) 0.92 (0.36 — 2.41)
N 0.000*
Tratamento com insulina (%0) 56 (40.6%) 154 (69.7%) 0.30 (0.19 - 0.46)
0.857
1AM (%) 14 (10.1%) 21 (9.5%) 1.07 (052 - 2.17)
Amputacéo (%) 01 (0.7%) 20 (9.0%) 0.001*
' ' 0.07 (0.01 - 0.55)
HbAlc (%) 7.60 (5.3 -12.5) 7.60 (4.7 -12.4) 0.856
Glicose (mg/dL) 129.5 (55 - 332) 137 (35 - 329) 0.636
Colesterol Total (mg/dL) 165.5 (100 — 308) 170 (74 — 307) 0.417
HDL-c (mg/dL) 42 (8-82) 42 (22 - 86) 0.565
LDL-c (mg/dL) 88.2 (23.6 - 190.8) 94 (17.6 -202.8) 0.293
Triglycerides (mg/dL) 128 (44 — 748) 121 (22 — 705) 0.724
Creatinina (mg/dL) 0.74 (0.41 - 1.48) 0.84 (0.37 - 2.14) 0.000*
PAS 130 (90 — 180) 140 (90 — 190) 0.000*
PAD 80 (54— 180) 90 (51 - 120) 0.003*
Excesso de peso 114 (82%) 151 (68.3%) 0.011*
IMC (KG/M?) 29.67 (19.2 - 46) 28.1(18.7-47.2) 0.005*
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Relacdo C/Q 0.96 (0.8- 1.2) 0.96 (0.8 —1.2) 0.829
Soma das dobras cutaneas (mm) 93 (36 — 168) 88 (29- 150) 0.000*
CHO (Kcal) 588.5+138.4 537.8£109.3 0.002*
CHO usual (%) 52.7+5.3 52.5+ 6.0 0.868
PTN (Kcal) 229.7+48 229.7454.5 0.999
PTN usual (%) 20.9 (11.4-28.7) 21.5 (13.6-31.8) 0.081
LIP (Kcal) 290,1+75,3 270.5+80 0.056
LIP usual (%) 26.4+4.7 26+34.9 0.454
Calorias totais 1118.6+208.6 1048.7+212.4 0.012*
indice glicémico dietético 85+45.6 79+36.5 0.276

*p <0,05= diferenca estatisticamente significativa. Variaveis quantitativas analisadas pelo teste t independente
(quando em distribuicdo normal e/ou homogénea) e apresentadas como média e +DP; As variaveis que nao
apresentaram distribuicdo normal e/ou homogeneidade foram analisadas pelo teste U de Mann-Whitney e
representadas pela mediana e (IC95%). Variaveis categéricas analisadas pelo teste ecxato de Fisher, valores expressos
em valor total (e percentual) e intervalo de confianca. Presséo arterial sistdlica (PAS); Pressdo arterial diastolica
(PAD); relagdo C/Q (relagéo cintura/quadril); IAM= Infarto Agudo do Miocardio; Insuficiéncia de atividade fisica
determinada pela anélise do IPAQ); colesterol de lipoproteina de alta densidade (HDL-c); colesterol de lipoproteina de
baixa densidade (LDL-c); Os dados de consumo alimentar correspondem aos dados de 246 pacientes.

Tabela 2. Pardmetros clinicos, bioquimicos, metabdlicos e valores de consumo alimentar habitual
de acordo com 0s genotipos rs266729 (ADIPOQ) e rs7539542 (ADIPORL1)

rs266729 (ADIPOQ) rs7539542 (ADIPOR1)
cC CG+GG p-value cC GC GG p-value
(n=216) (n=144)  OR(IC95%) (n=111)  (n=176)  (n=73) OR (IC 95%)
Tr;t?rr]neﬂf 117 93 0.049* 64 103 43 0,995
‘(3;) sulina (54.2%) (65%) 06(0.4-1) (58.2%) (58.5%) (58.9%) :
0
23 12 0.587 14 11 10
IAM (%) (10.6%) (8.3%) 13(06-2.7) (12.6%) (6.3%) (13.7%) 0.091
Amputacio 06 15 0.005* 05 09 07 0302
% (2.8%) (10.4%) 0.2 (0.9-0.6) (4.5%) (5.1%) (9.6%) :
(%)
75 7.95 7.25 76 8.0 0.019*
HbAlc (%) (51-123)  (47-125) 0.171 (G1-125) (47-123) (53-12.1) 8.68 (2)
Glicose 1345 134 0.369 1355 131 138 0.771
ma/dL (35-320) (48332 : (35-314)  (50-329) (48332 052 (2)
(mg/dL)
Colesterol 165.5 170 0.979 163.5 172 162 0.274
Total (mg/dL) ~ (74-308) (74— 290) : (74-281)  (74-308)  (84—290) 2,60 (2)
HDL-c 42 e 0847 e 4 39 0.302
ma/dL (23-83) (8-86) : 8- 86) (16-83)  (23-75) 240 (2)
(mg/dL)
LDI?éC a7 6 100 8 (31 2 202 8) 0.695 (29;'27, (13%7, (‘?85'.28* 2055%2(2)
(mg/dL) - - : : 174.6)) 198.2) 183) :
Triglicerideos 122 1225 0.800 128.5 122 116 0.433
ma/dL 22-705)  (35-748) : (22-748) (35705 (37 386) 167 (2)
(mg/dL)
Creatinina 0.8 0.8 0.082 0.79 0.79 0.85 0.203
(mg/dL) 04-21)  (04-15) : 04-21)  (04-17) (0.4-17) 320 (2)
140 135 130 130 140 0.113
PAS (90 — 190) (98 — 190) 0.329 (12-190)  (12-190)  (12-190) 4372)
90 80 81.2 80 80 0.935
PAD (51— 130) (58- 180) 0.147 (8-120)  (8-120)  (8—116) 0.14 (2)
Excesso de 162 103 0 90‘(88714 _ 78 132 55 0.814
peso (75%) (71.5%) R (70.3%) (75%) (75.3%) :
29.3
28.7 29.2 28.7 28.8 0.924
IMC (KG/M?) (157 472)  (192-48) 0.594 (20-46) (19— 459) (13';)' 0.60 (2)
i 0.96 0.97 0.96 0.96 0.96 0.926
Relagdo C/Q 0.8-11) (0.8-12) 0.561 08-12)  (08-12) (0.8-11) 0.15 (2)
gog]a das 9 92 0383 92 92 88 0.824
cﬁtérr?:as (mm) (29 - 168) (36— 150) : (43-152) (36-168) (29— 150) 0.39 (2)
CHO (Kcal) 557.1+127.4 58181305 0.154 55425119 ool RS 0.137

CHO usual 52.7+55 52.6+5.8 0.429 522+5.6 52.1+57 52.8+5.6 0.751
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(%)
2361+ 2266+
PTN (Kcal) 2224517 2408+478 0.007* 221 +482 oL o0 0.129
215 208 (1L4-  211(127- 22.4(149- 0.266
PTNusual (%) (114 318) (145-297) 0.149 28.4) 31.8) 312) 265 (2)
LIP (Kcal) 27724795  288+75 0.292 2807£764  2NTE 250 0.041*
LIP usual (%) 26.315.1 259446 0.406 267+51  264+46  251+52 0.120
. ) 1065.6 + 10746 + 11142+ 10465+
Calorias totais o 1123+ 188 0.042% o e Jonel 0.136
indice
glicémico 843415 794424 0.386 829+426 B8L6+424 834+401 0.965
dietético

* p < 0,05= diferenga estatisticamente significativa. Para (rs266729 - ADIPOQ): variaveis categoricas analisadas pelo
teste qui-quadrado, valores expressos em valor total (e %) e intervalo de confianga. Variaveis quantitativas analisadas
pelo teste t independente (quando em distribuicdo normal e/ou homogénea) e apresentadas como média e £DP; As
variaveis que ndo apresentaram distribuicdo normal e/ou homogeneidade foram analisadas pelo teste U de Mann-
Whitney e representadas pela mediana e (1C95%). Para (rs7539542 - ADIPOR1), varidveis categdricas analisadas por
qui-quadrado com post hoc para residuos ajustados (para verificar em quais grupos estariam as diferengas
estatisticamente significativas, se algum p-valor fosse <0,005), valores expressos em valor total (%) e intervalo de
confianga. Varidveis quantitativas analisadas por ANOVA (quando em distribuicdo normal e/ou homogénea) e
representadas como média e £DP; As varidveis que ndo seguiram distribuicdo normal e/ou homogeneidade foram
analisadas pelo teste de Kruskal-Wallis com post-hoc pareado, representado pela mediana e (1C95%) em grupos e
identificacdo representada pelo valor de p, estatistica do teste (qui-quadrado) e graus de liberdade. Presséo arterial
sistolica (PAS); Pressdo arterial diastélica (PAD); relacdo C/Q (rela¢do cintura/quadril); IAM= Infarto Agudo do
Miocérdio; colesterol de lipoproteina de alta densidade (HDL-c); colesterol de lipoproteina de baixa densidade (LDL-
¢); Os dados de consumo alimentar correspondem aos dados de 246 pacientes.

Tabela 3. Distribuicdo genotipica e alélica do polimorfismo ADIPOQ rs266729 entre pacientes
diabéticos tipo 2 sem DR e RD, RDNP e RDP

rs266729 (ADIPOQ)
p-valor

Gendtipo DM RD OR (IC RDNP p-valor RDP p-valor
s Alelos  (n=139) (n=221) 255%) (n= 144) OR (IC 95%) (n=77) OR (IC 95%)
CCHCG/  136(O78%) 214 (968%)/ 43'(7;28 141(97.9%) 1.000 73 (94.8%) / 0.251

GG 03 (2.2%) 07 (3.2%) o 03(21%)  096(0.19-486)  04(5.2%) 248 (0.54— 1140)
CG+GG/ 51(367%)/  93(@21%)/ 88(3()252 60 (4L7%) 0.397 33 (42.9%) / 0.386

cc B(533%) 1T UG 84(583%)  081(050-131)  44(571%) 077 (0.44—136)
CC+GG/  91(655%)/ 135 (61.1%)/ 0431 87 (60.4%)/ 0.392 48 (62.3%) / 0.659

121 (0.78 -
e awEas%  so(BoW) g 57(306%)  124(077-202)  29(37.7%) 1.5 (0.64—2.04)
c | 2AEOSW 3274w 22(3(% L 225(78.1%) 0.392 117 (76%) / 0.270
50(19.4%)  100@26%) )0 63(21.9%)  124(077-202)  37(24%) 131(0.82—2.11)

Variaveis categoéricas analisadas pelo teste qui-quadrado, valores expressos em valor total (e percentual) e intervalo de
confianga. DM: Diabetes mellitus; RD: Retinopatia diabética; RDNP: Retinopatia diabética ndo proliferativa; RDP:
Retinopatia diabética proliferativa. O grupo controle (DM) foi utilizado para comparagdo com os demais grupos.

Tabela 4. Distribuicdo genotipica e alélica do polimorfismo ADIPORL1 rs7539542 entre pacientes
diabéticos tipo 2 sem DR e RD, RDNP e RDP
rs7539542 (ADIPOR1)

Genétipo DM RD g—;allo(g RDNP p-valor RDP p-valor
s/ Alelos (n=139) (n=221) 95050) (n= 144) OR (IC 95%) (n="77) OR (IC 95%)
CC+GC/  115(827%)/  T2(178%)/ 33'(20830 113 (785%)/ 0373 59 (76.6%) / 0.287

GG 24(17.3%) 49 (22.2%) "~ ) 31(215%)  1.32(0.73-2.39) 18 (23.4%) 1.46 (0.74 — 2.91)
GC+GG/ 94 (67.6%)/  155(10.1%)/ 83'?5‘26 102(70.8%) / 0.607 53 (68.8%) / 0.880

cc 45(324%) 66 (29.9%) 09 (. 42 (29.2%) 086 (052—143)  24(312%) = 0.95(0.52—1.72)

1.41)
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0.667

CC+GG/  69(496%)/  115(52%)/ o o'co  T3(50.7%) 0.906 42 (54.5%) / 0570
GC 70 (50.4%) 106 (48%) " 39) 71(49.3%)  0.96(0.60-1.53) 35 (45.5%) 0.82 (0.47 — 1.44)
G/ 118 (42.4%) 1 204 (46.2%) / 0.356 133 (46.2%) / 0.373 71 (46.1%) / 0.480
c 160 (57.6%) 238 (53.8%)  0.86(1.16)  155(53.8%) 1.32(0.73-2.39) 83 (53.9%) 0.86 (0.58 — 1.28)

Variaveis categdricas analisadas pelo teste qui-quadrado, valores expressos em valor total (e percentual) e intervalo
de confianca. DM: Diabetes mellitus; RD: Retinopatia diabética; RDNP: Retinopatia diabética ndo proliferativa; RDP:
Retinopatia diabética proliferativa. O grupo controle (DM) foi utilizado para comparagdo com os demais grupos.

Tabela 5. Combinacdo dos genotipos de rs266729 e rs7539452 e insulinoterapia, amputacdo de
membro e niveis de HbA1C

DM2 + RD DM2 + RD RD
cc P CGIGG  CC P  CGIGG CC P
cleer OR(IC + ¥ OR(IC  + ¥ OR (IC
cc 95%) GG cc 95%) CGI/GG  CC 95%)
Amputagao 11 01 0.029* 05 01 0ooax 11 01 0.029*
AmoTtaca 1.61 (1.29- 3.75 (2.21- 1.56 (1.22-
mputagao 03 70 20) 20 70 6.35) 56 39 1.98)
Insulina + 67 38 0.160 20 38 0.031* 53 29 0.483
; _ 1.21 (0.93- 2.62(1.08- 1.15(0.79-
Insulina 37 33 157) 05 33 6.39) 14 11 1.69)
7.8 7.0 . 8.0 7.0 . 80 6.9 .
HbAlc (4.7-12.2) (5.1-11.9) 0.002 (5.3-11.6) (5.1-11.9) 0.004 (4.7-12.2) (5.1-11.9) 0.009

* p < 0,05=diferenga estatisticamente significativa. Varidveis categdricas analisadas pelo teste exato de fisher, valores
expressos em valor total (e percentual) e intervalo de confianga. HbAlc analisada pelo teste U de Mann-Whitney e
representada pela mediana e (1C95%).

Tabela 6. Modelo de regressdo logistica analisando a influéncia dos gendétipos rs266729
(ADIPOQ) e variaveis metabdlicas

B p-valor
OR (IC 95%)
Amputacio 1.351+0.515 0.009*
¢ T 3.863 (1.408 — 10.600)
N 0.093
Tratamento com insulina 0.408+0.243 1,504 (0.934 - 2.422)
0.969
Sexo (F) -0.009+0.235 0.991 (0.625 - 1.570)
x 0.718
Duragéo do DM2 (anos) -0.006+0.016 0.994 (0.963 - 1.026)
Idade (anos) 0000+  0.012 0.987

1.000 (0.977 - 1.024)

Fonte: dados da pesquisa. Regressdo Logistica Binaria. Variavel dependente: CC x GC+GG (referéncia GC+GG);
*p<0,05; B = coeficiente de regressao beta + erro padrdo; OR = limites superior e inferior de odds; Tratamento com
insulina (uso da insulina como referéncia); Género (feminino como referéncia).

Tabela 7. Modelo de regressdo logistica analisando a influéncia dos gendtipos (CC+CC) de
rs266729 (ADIPOQ) e rs7539542 (ADIPORL) e variaveis metabolicas

B p-valor
OR (IC 95%)
*
AmpUtaEED 21801090 0.113 (%.%ig- 0.957)
Tratamento com insulina -0.361+0.350 0.303
0.697 (0.351-1.385)
Sexo (F) -0.251+0.344 0.466
0.778 (0.396-1.528)
0.0000.023 0083

Durac¢do do DM2 (anos) 1,000 (0.956-1.047)
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0.756+1.188 0.989

0.989 (0.954-1.025)
Fonte: dados da pesquisa. Regresséo Logistica Binaria. Variavel dependente: CC+CC x GC+GG+GC+GG (referéncia
CC+CC); *p<0,05; B = coeficiente de regressdo beta + erro padrdo; OR = limites superior e inferior de odds;
Tratamento com insulina (uso da insulina como referéncia); Género (feminino como referéncia).

Idade (anos)

Discussao

No presente estudo, encontramos associacao do alelo G do rs266729 na adiponectina e
amputacdo de membros e terapia com insulina, enquanto o ADIPOR1 rs7539542 foi associado
aos niveis de HbA1C. Ambos os polimorfismos ndo influenciaram a ocorréncia ou estagios de
RD, parametros lipidicos e variaveis antropomeétricas na populacao estudada.

A associacdo entre baixos niveis de adiponectina e DM2 foi demonstrada em populac6es
mediterraneas [36], hispanicos e afro-americanos [11], chineses [13]. O rs266729 representa
uma substitui¢ao C/G no —11377 localizado na regido promotora do ADIPOQ que se sobrepde
aos sitios dos fatores de transcrigdo Spl resultando em menor atividade de transcricdo no G
(alelo menor) [37]. Como possivel consequéncia, 0s genotipos rs266729 podem influenciar os
niveis plasmaticos de adiponectina, com valores mais baixos associados a presenca do alelo G
e este mesmo alelo foi associado ao DM2 [38]. No entanto, um estudo com pacientes diabéticos
da Jordania mostrou que, embora os niveis de adiponectina sejam mais baixos em pacientes
com pior controle glicémico, o rs266729 ndo influenciou essa associacao [39]. Neste estudo,
verificamos que os portadores do alelo rs266729 G s&o mais propensos a necessitar de
insulinoterapia, o que indica maior dificuldade no controle glicémico e resisténcia a insulina.
Uma das hipoteses para explicar essa associacdo € que nesse background genético, nas
condicdes testadas, 0s niveis de adiponectina podem ser menores.

Este € 0 segundo estudo que avalia a distribuicdo genotipica de amostras rs266729 com
e sem RD, o primeiro em uma populacéo latino-americana. N&do encontramos associa¢do entre
genotipos ou alelos e RD e seus estagios (RDNP e RDP). Resultado semelhante foi encontrado
por LI et al., em amostras de pacientes diabéticos chineses. No entanto, quando analisaram a
mesma associagdo apenas em pacientes sob terapia com insulina, encontraram um resultado
significativo na interacdo entre o alelo rs266729 G e a terapia com insulina em pacientes com
RD [40, 41]. Analisamos a distribuicdo genotipica em ambos 0s grupos, com e sem RD nas
amostras de pacientes em tratamento com insulina neste estudo e ndo encontramos a mesma
relacdo. Curiosamente, a presenca do alelo G em rs266729 foi relacionada a insulinoterapia na
amostra estudada. Portanto, esses dados mostram uma conexao, mas diferentemente do que
ocorreu com a amostra estudada por Li et al., ndo influenciou na ocorréncia de RD. Algumas
particularidades diferem a amostra chinesa da que estudamos, além da diferenca étnica, pois ela
foi equilibrada entre os grupos teste e controle em termos de duracao do diabetes, género, PAS,
PAD, pardmetros antropométricos. E possivel que a menor homogeneidade de nossa amostra
tenha dificultado a possibilidade de encontrar associa¢des entre o polimorfismo e o desfecho
clinico.

A associagdo inédita encontrada neste trabalho é entre ser portador do alelo rs266729 G
e a presenca de amputacdo de membros inferiores em pacientes com RD. Embora as variantes
rs266729 ja tenham sido associadas com aumento do risco cardiovascular em estudos asiaticos
e europeus [42, 43], para nosso melhor entendimento, esta é a primeira vez que a associagao
com amputacdo de membros é relatada.

A associagdo entre os niveis de adiponectina e aspectos fisiopatolégicos relacionados a
amputacdo de membros € discutida, mas as conclusdes ndo sdo homogéneas. A elevacdo da
adiponectina plasmatica associada a calcificacdo arterial periférica no DM2 foi relatada [41],
mas a expressdo da adiponectina vascular ja é observada nos estagios iniciais da calcificacao.
Os autores sugerem que a secrecdo de adiponectina poderia desempenhar um mecanismo
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compensatdrio contra o processo de calcificacdo. Outro estudo realizado com mulheres
saudaveis mostrou uma associagao entre niveis mais baixos de adiponectina e Doenca Arterial
Periférica Sintomatica Incidente em uma abordagem prospectiva [44]. Achados semelhantes
foram encontrados na popula¢do masculina, alinhando os niveis mais baixos de adiponectina e
0 aumento da doenca arterial periférica, demonstrando que a relagdo parece independente do
género [45].

Neste estudo, ndo avaliamos os niveis de adiponectina, mas descobrimos que 0s
genotipo rs266729 (alelo G), que apresenta evidéncias de niveis mais baixos desse biomarcador,
estad associado a ocorréncia de amputacdo em pacientes com diabetes. E 0 mesmo alelo também
foi associado a terapia com insulina, que é um dos fatores de risco para doenca vascular
periférica [46].

Em relacdo ao consumo alimentar, no presente estudo, a associacdo entre o alelo
rs266729 G e maior consumo energético total e energético proteico apareceu na comparacao
dos grupos de genétipos. Um estudo longitudinal com criancgas sugeriu que polimorfismos no
promotor da adiponectina podem influenciar a ingestdo caldrica; e que especificamente o alelo
rs266729 G estd associado a um perfil lipidico pior. De fato, o efeito foi observado com o
ADIPOQ-rs17300539 que esta em forte desequilibrio de ligacdo com o ADIPOQ-rs266729,
sugerindo que os dois polimorfismos exercem o mesmo efeito na ingestdo de energia,
independentemente de serem analisados isoladamente ou em conjunto [47, 48]. A evidéncia de
uma associacao entre polimorfismos na adiponectina e ingestao de energia é escassa e precisa
ser mais investigada.

ADIPORL1 é um dos receptores celulares através dos quais a adiponectina exerce seus
efeitos biologicos, inibindo a gliconeogénese, estimulando a oxidacdo de acidos graxos e
reduzindo a inflamacéo [49]. Em uma populacdo mexicana, o alelo G foi associado com maior
soma de dobras cutaneas, IMC e circunferéncia da cintura [23]. Ndo encontramos associacao
dos genotipos rs7539542 e IMC, somatdrio de dobras cutaneas e relacdo cintura quadril. O alelo
G de rs7539542 foi associado a doenca arterial coronariana em pacientes ndo diabéticos [50] e
também em pacientes com DM2 [21]. A associa¢do com insulina mais alta e glicemia de jejum
encontrada em portadores do gen6tipo CC no Estudo Finlandés de Prevencdo de Diabetes em
individuos com tolerancia diminuida a glicose [22], o que também estimulou nosso interesse
por esse alvo. Um estudo interessante que avaliou o efeito de polimorfismos e sensibilidade a
insulina em individuos americanos saudaveis identificou uma discrepancia dependente da raca
em rs7539542. Enquanto nos afro-americanos o alelo associado a sensibilidade a insulina era
G (CG+GG), nos brancos essa associacao foi encontrada no genétipo CC [51]. Neste estudo,
ndo encontramos associacao entre rs7539542 e RD ou 0s estagios, mas niveis mais baixos de
HbA1C no grupo CC, o que é perfeitamente compativel com o resultado encontrado na
populacdo branca americana genotipo previamente estudado [51].

Encorajados pelos efeitos da adiponectina rs266729 G na insulinoterapia e ocorréncia
de amputagdo e ADIPORL rs7539542 no controle glicémico (HbALC), decidimos testar a
possibilidade de uma sinergia. E relevante notar que entre os 360 pacientes do estudo, 71
(~20%) apresentavam a combinacdo dos genotipos CC/CC e destes, apenas 1 (1,4%)
apresentava amputacdo. Embora a associacdo estatisticamente mais significativa tenha sido
entre o alelo G rs266729 e amputacdo, essa associagdo permaneceu quando testamos a
combinacéo de portadores de ambos os alelos G (rs266729 e rs7539542) x portadores de ambos
0s genotipos CC. E a associagdo ficou ainda mais forte quando a limitamos & combinacéo
rs266729CG+GG /rs7539542GG x portadores de duplo CC. Esta informacéo sugere que pode
haver um mecanismo sinérgico entre os dois SNPs estudados. E isso faz sentido, pois ambos
parecem ter impacto no controle glicémico da populacdo estudada. Quando testamos o efeito
simultédneo dos SNPs na HbA1C, verificamos que portadores do alelo G em ambos 0s SNPs x
portadores dos genétipos CC/CC apresentaram valores significativamente maiores, sugerindo
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que o efeito observado na ocorréncia de amputacdo € consequéncia do comprometimento
controle glicémico.

Nossos resultados demonstram pela primeira vez a possibilidade de um marcador
genético no gene da adiponectina como risco de amputacdo em pacientes com RD. Embora o
resultado seja estatisticamente significativo em diferentes cenarios, o niUmero de amputados é
pequeno e os dados precisam ser confirmados em amostras maiores e em outras populagdes.
Um ponto fraco deste estudo é que ele ndo apresenta a dosagem de adiponectina, 0 que seria
importante para testar a hipotese de que o efeito do gen6tipo rs266729 é mediado pelos niveis
de adipocinas. O fato de ser um estudo transversal apresenta limitacfes quanto a associacdo
causal entre gendtipo e fen6tipo. Acreditamos que as informac6es aqui relatadas sdo um dado
preliminar importante que abre a possibilidade de identificar marcadores genéticos para
identificar o risco de amputagdo em pacientes diabéticos com RD. Para isso € necessario realizar
estudos longitudinais.

Concluséao

N&o encontramos associacdo entre os polimorfismos ADIPOQ rs266729 e ADIPOR1
rs7539542 e a Retinopatia Diabética. Esses marcadores também ndo se associaram aos
parametros antropométricos, mas influenciaram o controle glicémico, sendo o rs266729
associado a insulinoterapia e 0 rs7539542 a HbA1C. A retinopatia diabética portadores do alelo
rs266729 G sdo mais propensos a amputacdo de membros. A combinacdo de rs266729 e
rs7539542 poderia atuar sinergicamente para favorecer a doenca vascular periférica e impactar
o controle glicémico em pacientes com DM2. Esta informacéo precisa ser confirmada estudos
longitudinais.
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APENDICE C
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)
Prezado (a) Senhor (a)

Esta pesquisa é sobre Epigenética + genética: identificacdo de marcadores para Retinopatia
Diabética e esta sendo desenvolvida por Taina Gomes Diniz, Caroline Severo de Assis e Bruno Rafael
Virginio de Sousa, todos doutorandos do Curso de P6s Graduacdo em Ciéncias da Nutricdo da
Universidade Federal da Paraiba, sob a orientacdo da Profa Darlene Camati Persuhn.

Os objetivos do estudo sdo estudar se alguns genes presentes nas suas células apresentam
versfes que podem estar relacionadas as complicagdes da diabetes que acontecem em uma regido dos
olhos denominada retina. A finalidade deste trabalho é contribuir para identificar marcadores genéticos
e precoces da Retinopatia Diabética, podendo abrir caminho para identificacdo antecipada de individuos
com risco da complicacdo ou da sua rapida progressao.

Solicitamos a sua colaboragdo para 1) responder algumas questdes sobre sua condi¢do de
saude, medicamentos que toma, e 0 conhecimento que possui sobre diabetes utilizando questionarios
apropriados que demorardo em torno de 20 minutos, 2) permitir aos pesquisadores determinar seu peso
em balanca apropriada; altura, medida da cintura e quadril utilizando fita métrica; 3) Permitir a
realizacdo do exame de fundo de olho para o diagndstico da Retinopatia Diabética 4) permitir a coleta
de uma amostra de sangue equivalente a 30mL ou 3 colheres de sopa, que servirad para determinacao
das taxas bioguimicas importantes para o estudo (colesterol, HDL, triglicerideos, glicose, hemoglobina
glicada, creatinina) e varidveis bioquimicas relacionadas aos genes estudados. A mesma amostra de
sangue serd utilizada para isolamento do DNA cromossomal que permitird analisar os marcadores
genéticos que vocé possui. Solicitamos ainda sua autorizacdo para apresentar os resultados deste estudo
em eventos da area de salde e publicar em revista cientifica nacional e/ou internacional. Por ocasido da
publicacdo dos resultados, seu nome serd mantido em sigilo absoluto.

Informamos que a coleta de sangue pode trazer um pequeno desconforto local e a presenca de
hematoma discreto que tende a desaparecer em poucos dias. Caso ocorra dor ou aparecimento de
hematoma devido a coleta de sangue, vocé devera entrar em contato com 0s pesquisadores e sera
orientado sobre a utilizagdo de compressas e utilizacdo de medicamentos de uso tépico. Por participar
deste projeto, sua condicao de diabético pode ficar exposta, no entanto, toda a identificacdo de materiais
seré realizada através de codigos para evitar sua exposicao.

Esclarecemos que sua participacdo no estudo é voluntéria e, portanto, o(a) senhor(a) ndo é
obrigado(a) a fornecer as informagdes e/ou colaborar com as atividades solicitadas pelo Pesquisador(a).
Caso decida ndo participar do estudo, ou resolver a qualquer momento desistir do mesmo, ndo sofrera
nenhum dano, nem havera modificacdo na assisténcia que vem recebendo na Instituicdo. Os
pesquisadores estardo a sua disposi¢do para qualquer esclarecimento que considere necessario em
qualquer etapa da pesquisa.

Assinatura do(a) pesquisador(a) responsavel

Considerando, que fui informado(a) dos objetivos e da relevancia do estudo proposto, de como
serd minha participagdo, dos procedimentos e riscos decorrentes deste estudo, declaro o meu
consentimento em participar da pesquisa, como também concordo que os dados obtidos na investigacéo
sejam utilizados para fins cientificos (divulgacdo em eventos e publicag¢fes). Estou ciente que receberei
uma via desse documento.

Jo&o Pessoa, de de

Assinatura do participante ou responsavel legal Contato com o Pesquisador (a) Responsavel:
Caso necessite de maiores informacdes sobre o presente estudo, favor ligar para o (a) pesquisador (a)
Profa. Dra. Darlene Camati Persuhn Telefone: 83 999423268, email darlenecp@hotmail.com ou para o
Comité de Etica do Hospital Universitario Lauro Wanderley -Endereco: Hospital Universitario Lauro
Wanderley-HULW — 2° andar. Cidade Universitaria. Bairro: Castelo Branco — Jodo Pessoa - PB. CEP:
58059-900. E-mail: cep.hulw@ebserh.gov.br Campus | — Fone: 3206—070.
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APENDICE D
INSTRUMENTO PARA COLETA DE DADOS DADOS SOCIODEMOGRAFICOS
Nome do entrevistador: N° de identificag&o:
Nome: Sexo ()F()M
Idade atual:__ Data de nascimento:___/_/  Naturalidade:
Etnia:
Unidade (ambulatério de acompanhamento):
Prontuario HU: Prontuario CEROF:
Telefone:
Endereco:
Estado civil:

( )casado (a) ( )desquitado(a)/ separado
( )viavo (a) ( ) solteiro (a) ( ) outros
Ocupagéo:

() trabalha ( ) aposentado

( )dolar ( )outra:

Numero de membros da Familia (residéncia):
Escolaridade:

DADOS REFERENTES AO DIAGNOSTICO, TRATAMENTO E CONTROLE DO DIABETES
E OUTRAS COMORBIDADES

Tempo de Diagndstico da Diabetes:
Tempo de Diagnostico da RD:
Casos de DM na familia:
( )sim ( )ndo ( ) Na&o sabe
Fatores de risco para complicacfes vasculares:
S( ) N( )tabagismo S( ) N( )etilismo
S( ) N( )sedentarismo S( ) N( )YHASha anos
S( ) N( )depressdo

Tratamento realizado:
( )dieta ( ) dieta e antidiabético oral
( )dietaeinsulina ( ) dieta, antidiabético oral e insulina () outro

Medicamentos que faz uso:

Presenca de complicagdes:
S( ) N( )IAM- Infarto agudo do miocardio
S( ) N( )amputacdo de membro
S( ) N( )pédiabético
S( ) N( )AVE-Acidente vascular enceféalico(derrame)
() Neuropatia ( ) Nefropatia
° Qual a Frequéncia que vocé faz uma consulta médica?
() 2 ou mais vezes por més
() 1vez por més
() acada 2(dois) meses
() acada 3 (trés) meses
() acada 6 meses
() 1vezporano



EXAMES LABORATORIAIS

HbAlc:

Glicemia de jejum:

Colesterol total:

Colesterol HDL:

Colesterol LDL

Triglicerideos:

Creatinina:

CAT/MDA:

DADOS DA AVALIACAO CLINICA
e Oftalmologia
( )SRD ( )RDNP leve
() RDNP moderada ( ) RDNP severa
( ) RDP( ) EMD (edema macular diabético )

Que tipo de tratamento vem sendo realizado para RD ?

e Pressdo arterial:

P.A. Sistolica:
P.A. Diast6lica:
AVALIACAO ANTROPOMETRICA:
Peso Estatura(cm): IMC(Kg/m2)
Atual(K
(Kg) Estado
Nutricional:

CIRCUNFERENCIAS
Cintura(cm): Quadril(cm): Relacédo C/Q:

Resultado:

DOBRAS CUTANEAS
(Referéncia DURNIN E WOMERSLEY, 1974)

Triciptal(mm): Bicipital(mm):

Subscapular (mm): Suprailiaca(mm):

Percentual de gordura (%o):
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Titulo/ano

The Effect of
Vitamin D
Supplementation on
Glycemic Control in

Type 2 Diabetes
Patients: A
Systematic Review

and Meta-Analysis
Lletal., 2018
https://www.ncbi.nlm.

nih.gov/pmc/articles/
PMC5872793/

Meta-analise

Objetivo

Avaliar os efeitos da
suplementacgéo oral de
vitamina D no controle
glicémico em
pacientes com DM2
em comparagdo com
um placebo e avaliar as
influéncias de varios
fatores nos efeitos da
suplementag&o.

Populacéo/
Etnia

8 estudos no Oriente
Médio (7 no Ird e 1 nos
Emirados Arabes
Unidos);

4 estudos de outros
paises Asiéticos (3 na
Coréia e 1 na China)

7 estudos de outras
etnias (1 Nigéria, 1
Noruega, 1 Dinamarca,
1 Paises Baixos, 1
Itdlia e 2 estudos no
Reino Unido);

E um estudo foi
realizado em 33 paises
com participantes
maioritariamente  dos
48 aos 67 anos. A
duracéo da intervencéo
variou de 2 a 6 meses
(mediana foi de 3
meses).

A vitamina D3 foi
usada em 17 estudos e
a vitamina D2 em um
estudo, enquanto os
outros dois falharam
em relatar o tipo em
detalhes. Apenas dois
ensaios aplicaram co-
suplementacéo de
vitamina D e calcio

APENDICE E
Estudos com Vitamina D e com polimorfismos em VDR no contexto de Diabetes e Retinopatia

Sexo/ ldade

Incluséo /
Estudos elegiveis

VITAMINAD

Ambos 0s sexos

Idade:
Minima: 47 anos
Maxima:73,27 anos

(1) ensaios clinicos
randomizados  que
avaliassem o efeito
glicémico da
suplementacdo  de
vitamina D em
pacientes com DM2;
) utilizassem
formulagdes orais de
vitamina D contendo
colecalciferol ou
ergocalciferol;

(3) relataram pelo
menos um  dos
seguintes desfechos:
concentragdo sérica
de 25(OH)D, FBG,
HbAlc, HOMA-IR e
insulina em jejum; e
(4) duragdo do
estudo > 8 semanas.

Exclusao

1) entrega
intramuscular de
vitamina D  com
diferentes  absor¢des
entre as vias oral e
intramuscular;

(2) estudos envolvendo
participantes com
diabetes tipo 1 (DM1),
diabetes gestacional ou

condicdes que
potencialmente

alterarassem 0
metabolismo da

vitamina D (doenca
renal cronica estagio 4
ou superior, ou
hiperparatireoidismo);
(3) estudos envolvendo
participantes <18 anos;
(4) estudos nos quais
controles néo placebo,
como célcio, foram
permitidos quando
administrados a ambos
0S grupos;

e (5) estudos
observacionais, artigos
de reviséo, relatos de
casos, editoriais e
resumos de posteres.

N do estudo

20 estudos
(n=2703)
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Principais achados e concluséo

Desesseis dos 20 estudos relataram haver um
aumento significativo no nivel sérico de
vitamina D (VD) no grupo de suplementagao de

1

Treze estudos relataram que no geral apés a
suplementacéo de VD, ndo foram observadas
diferencas na redugdo da glicemia em jejum
entre os grupos de intervengdo e controle,
apenas em um subgrupo do Oriente médio essa
reducdo foi verificada (dose > 2.000 Ul/dia,
durag¢@o do estudo < 3 meses e em pacientes
com deficiéncia basal de vitamina D).

Efeitos heterogéneos foram observados nos
percentuais de HbAlc nos estudos, apenas em
subgrupos com obesidade as diferencas em
HbAlc significativamente a favor do grupo
controle.

O efeito da suplementagdo de vitamina D no
HOMA-IR foi avaliado em sete estudos (n =
409) e foi encontrada uma redugdo maior de
HOMA-IR nos grupos de interven¢do do que
nos grupos placebo.

Apenas quatro estudos (n = 364) mediram a
insulina em jejum. Os resultados néo
mostraram efeito significativo da
suplementacéo de vitamina D na insulina em
jejum. No entanto, as alteragbes preferenciais
se manifestaram nos subgrupos: outros
asiaticos, IMC normal, dose de vitamina D <
2.000 Ul/dia e HbAlc basal > 7%. Em
contraste, outras etnias e subgrupos de
obesidade mostraram mudangas preferenciais


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5872793/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5872793/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5872793/

Efficacy of vitamin D
supplementation in
gestational diabetes
mellitus: Systematic
review and meta-
analysis of
randomized trials

RODRIGUES et al.,
2019

https://www.ncbi.nlm.
nih.gov/pmc/articles/
PMC6430411/

Meta-analise

Avaliar se 0s
suplementos orais de
vitamina D, quando
administrados a
mulheres gravidas com

diabetes mellitus
gestacional  (DMG),
melhorariam 0s
resultados maternos e
neonatais, em
comparagéo com

nenhum tratamento ou
placebo.

(mesmas doses de
célcio também
administradas a grupos
de controle). Os outros
estudos  forneceram
apenas suplementacéo
de vitamina D.

Quatro estudos no Ira
e 2 na China.

Mulheres;
Idade minima 28,7
anos e maxima 31,8
anos.

Ensaios clinicos
randomizados
(RCT), que

adotaram a estrutura
de resultado de

comparagao de
intervengao do
paciente.

Gestantes com
diagnostico de

DMG, diagnosticado
no segundo ou
terceiro trimestre de

gestacdo pela
glicemia de jejum ou
teste oral de

tolerancia a glicose.

Estudos de mulheres
gravidas sem DMG,

com distarbio
metabdlico de célcio,
diabetes conhecido

antes da gravidez e
diabetes diagnosticado
no primeiro trimestre
de gestagdo.

Seis estudos foram

incluidos,
totalizando 454
gestantes com

DMG. Os ensaios
foram publicados
entre 2013 e 2016.

Nos 4 ensaios
iranianos, o grupos
de intervengdo
receberam 50.000
Ul de vitaminaD 3
a cada 2 semanas.

Em um estudo
Chinés  (Zhang,
2016), houve mais
de um grupo de
intervengdo, e a
dose maxima de
vitamina D3 foi de
50.000 Ul a cada 2
semanas. No outro
estudo com
Chineses (Li et al.,

2016), a
suplementacdo de
vitamina D

ocorreu por meio
de uma bebida de
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que foram significativamente a favor do grupo
controle.

Conclusdo: em comparagdo com o placebo, a
suplementacéo oral de vitamina D produziu
melhores efeitos no HOMA-IR em pacientes
com DM2, embora o resultado néo tenha sido
muito robusto ao excluir estudos um por um, e
estava sujeito a heterogeneidade substancial em
parte devido a diversidade entre duracoes,
etnias, IMCs e niveis basais de vitamina D em
todos os estudos. Em contraste, ndo foram
observados beneficios da suplementacdo de
vitamina D em relagéo a melhora da glicemia
em jejum, HbAlc e insulina em jejum.
Diminuicéo da glicemia de jejum ao final do
ensaio foi relatada e a metanalise apresentou
diferenga significativa entre o0s grupos,
favorecendo o grupo suplementado.

Outros achados: menor necessidade de
internagdes nos grupos que receberam
suplementacéo de VD; filhos de mulheres com
DMG e sem suplementacéo de vitamina D eram
mais propensos a necessitar de internagéo,
apresentando uma diferenga de risco a favor da
intervengdo de 30%. No entanto, a qualidade da
evidéncia foi baixa;

Aumento do HDL e reducdo do LDL nos
grupos de suplementacéo de VD;

HOMA-IR apresentou diferenca significativa
entre os grupos, favorecendo o grupo
suplementado em HOMA-IR;

Maior concentragao de 25(OH)D nos grupos de
intervengéo;

A frequéncia de recém-nascidos com
hiperbilirrubinemia  foi  significativamente
menor nos grupos de intervencéo.

Conclusdo: Nao foram encontradas evidéncias
de qualidade alta ou moderada sobre redugdes
de riscos na meta-analise feita em estudos com


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6430411/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6430411/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6430411/

The Association
between Vitamin D
Deficiency and
Diabetic
Retinopathy in Type
2 Diabetes: A Meta-
Analysis of
Observational
Studies

LUO; GAQO; QIN,
2017

https://www.ncbi.nlm.

nih.gov/pmc/articles/
PMC5372970/

Meta-analise

Unido de estudos
observacionais  para
examinar a possivel
associacao entre
Vitamina D e
Retinopatia Diabética

Nove estudos na Asia,
dois na América do
Norte e um na Europa,
um na Africa e um em
trés paises (Australia,
Nova Zelandia e
Finlandia).

Ambos 0s sexos;

>18 anos (pacientes
com DM2)

(@) estudos com
pacientes com DM2;
(b) RD foi o
desfecho, e o grupo
controle consistiu de
pacientes com DM2
sem RD; (c) o estudo
apresentou tamanhos
de amostra e odds
ratio (OR) com
intervalos de
confianga (IC) de
95% ou informagdes
que poderiam ser
usadas para inferir
esses resultados; (d)
a deficiéncia de
vitamina D foi
definida como um
nivel de 25(OH)D
abaixo de 20 ng/mL,
e a insuficiéncia de
vitamina D foi
definida como niveis
de 25(0OH)D de 21-
29 ng/mL; (e) estudo
publicado em inglés;
e (f) o estudo

Experimentos com
animais, quimica ou
estudos e editoriais de
linhas celulares,
comentarios, artigos de
revisdéo e relatos de
casos, estudos com
uma pontuagdo de O
para qualquer item de
qualidade
metodoldgica ou uma
pontuacdo total <7 de
10 pontos méaximos.

iogurte

suplementada com
vitamina D 3,
fornecendo 1000
Ul por dia. Em
todos o0s ensaios,
0s grupos de
controle

receberam um
placebo. Dois dos

ensaios iranianos
também
administraram
carbonato de

célcio (1000 mg
por dia) aos grupos
de intervenc&o.

15 estudos com
alta qualidade
avaliados pela
diretriz  adotada
(MOOSE).

Total de 17.664
participantes,
3455  (19,6%)
com
diagnosticados de
RD

IMC médio
fornecido  pelos
artigos - variou de
13,9 a 42,0 kg/m?.
O status de
vitamina D da
retinopatia
diabética variou de
9,2 a32,6 ng/mL.
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mulheres gravidas com DMG suplementadas
com VD, quando comparada com placebo.

Pacientes com DM2 com deficiéncia de VD
tiveram risco aumentado para desenvolver RD
(OR =2,03, IC 95%: 1,07, 3.86);

Niveis  séricos de 25(0H)D  foram
significativamente menores em pacientes com
RD do que no controle de DM2.

Concluso: resultados do OR combinado para
deficiéncia de vitamina D (niveis séricos de
25(0OH)D <20 ng/mL) e o efeito combinado da
analise de subgrupo da diferenga média de
peso, mostraram que 0s niveis séricos de
25(OH)D no DM2 tinham uma relagdo com a
RD, enquanto a OR agrupada para insuficiéncia
de VD (niveis séricos de 25(OH)D <30 ng/mL)
ndo. A qualidade dos estudos incluidos foi alta
e ndo foram detectados vieses de publicagdes
na meta-anélise.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5372970/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5372970/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5372970/

Relationship
between vitamin D
deficiency and

diabetic retinopathy:

a meta-analysis

ZHANG; UPALA,;

SANGUANKE, 2017

https://pubmed.ncbi.nl

m.nih.gov/28457295/

Meta-analise

Avaliar as evidéncias

de wuma associacao
entre retinopatia
diabética (RD) e

deficiéncia de vitamina
D.

Populagtes dos
estudos:

1 na Turquia, 1 nos
Estados Unidos, 2 no
Japdo,1 na Italia, 1 na
india,l no Ird41 no
Libano,1 na Espanha, 1
na Holanda,1 na China,
1 na Inglaterra e um na
Coréia

Ambos 0s sexos;
Idade >18 anos

atendeu aos critérios
de avaliacdo de
qualidade
metodoldgica
predefinidos  para
estudos
observacionais

(i) ensaios clinicos
Randomizados  ou
estudos
observacionais (
Transversais, coorte
e caso-controle);

(i) com relatos
claros sobre critérios
diagnésticos,  para
VD e RD;

e (iii) associagédo de
VD e DR foi relatada
como taxas de risco
ajustadas ou néo
ajustadas (HRs),
riscos relativos
(RRs) ou odds ratio
(ORs) com ICs de
95% associados ou 0
ntmero de eventos

Adultos (>18 anos)
com diabetes tipo |
ou Il que tinham
niveis séricos de
vitamina D [25 (OH)
D ou 1,25 (OH) 2 D]
medidos por técnicas
padronizadas. A
deficiéncia de
VD definida (<20 ng
/ mL). O nivel ideal
de VD foi definido
como um nivel
sérico> 30 ng / mL.

(i) revisOes, relatos de
casos,  resumos e
estudos ndo
publicados; (ii) estudos
sem origens amostrais
especificas; e  (iii)
estudos em que o0s
dados ndo  foram
apresentados de forma
clara

14 estudos
envolvendo
10.007

participantes com
diabetes mellitus
que foram
submetidos a
avaliagdo para RD
e deficiéncia de
Vitamina D.
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Houve uma associacdo estatisticamente
significativa entre RD e deficiéncia de vitamina
D com um OR global combinado de 1,27 (IC
95%, 1,17-1,37; P = 0,001; | 2 = 80%;
P heterogeneidade = 0,01). Houve também um
nivel sérico de vitamina D inferior
estatisticamente significativo em subgrupos de
pacientes com RD versus grupos de controle,
com uma diferenca média geral de -1,32 ng /
mL (IC de 95%, -2,50 a -0,15; P = 0,001; I 2=
89 %,; P heterogeneidade = 0,01).

Conclusao: Existe uma associagao
estatisticamente significativa entre deficiéncia
de vitamina D e RD.


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/28457295/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/28457295/

Serum 25-
Hydroxyvitamin D:
A Predictor of
Macrovascular and
Microvascular
Complications in
Patients With Type
2 Diabetes

HERRMANN et al.,
2015

https://diabetesjournal

s.org/care/article/38/3
/521/37605/Serum-
25-Hydroxyvitamin-
D-A-Predictor-of

Coorte

Investigar a relacédo
entre a concentragdo
basal de 25-
hidroxivitamina D
(250H-D) no sangue e
0 risco de doenca
vascular no diabetes
tipo 2.

Coorte de um estudo
(FIELD)
multinacional, duplo-
cego, controlado por
placebo em 63 centros
na Austrdlia, Nova
Zelandia e Finlandia.

Ambos 0s sexos;
Idades entre 50 e 75
anos com DM2

Pacientes com DM2
€ que ndo estivessem
tomando terapia
modificadora de
lipidios no inicio do
estudo

Insuficiéncia renal
(creatinina  sanguinea
>130 umol/L), doenga
hepética cronica
conhecida ou doenga
sintomatica da vesicula
biliar e um evento
cardiovascular nos 3
meses anteriores ao
recrutamento.

9795 pacientes
com DM2;

Pacientes alocados
aleatoriamente
para fenofibrato
micronizado 200
mg uma vez ao dia
ou placebo
correspondente.

Concentragdes de
250H-D <50

nmol/L foram
consideradas
baixas para 0s

propésitos do
estudo.
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A concentragdo média de 250H-D em toda a
coorte foi de 49 nmol/L (intervalo de 5-196
nmol/) e ndo houve diferenca significativa entre
0s dois grupos.

Em pacientes que apresentavam baixa VD no
inicio do estudo (250H-D no sangue <50
nmol/L), doencas cardiovasculares,
hipertensdo, retinopatia e nefropatia foram
mais prevalentes, além disso esses pacientes
também apresentavam maior prevaléncia basal
de dislipidemia e microalbumindria.

Os pacientes com baixa VD apresentavam
HbAc1, PCR-us e IMC mais altos.

Retinopatia exigindo cirurgia a laser e
amputagdes ocorreram em <5% de toda a
coorte.

A 250H-D sanguinea foi um preditor
independente de eventos macrovasculares
incidentes ao longo de 5 anos de
acompanhamento ( o ajuste multivariavel
confirmou uma associacdo  prospectiva
significativa entre 250H-D no sangue basal e
eventos cardiovasculares incidentes com um
risco 23% (95% CI 6-42%; P = 0,007) maior
por concentracdo basal 50 nmol/L mais baixa;
No modelo ajustado, os pacientes no quartil
mais baixo de 250H-D no sangue (<36
nmol/L) apresentaram risco 21% maior de
doenca macrovascular do que aqueles no
quartil mais alto (>63 nmol/L). A 250H-D
sanguinea basal mais alta foi associada a
reducdes no risco de doenga macrovascular em
20% e doenca microvascular em 18% por 50
nmol/L, o que, apds ajuste para preditores de
risco classicos, incluindo HbA 1c, tornou-se 23
e 11% (n&o significativo), respectivamente.

Conclusdo:  este estudo fornece evidéncias
prospectivas para a vitamina D sérica como um
marcador de risco para futuros eventos
vasculares.


https://diabetesjournals.org/care/article/38/3/521/37605/Serum-25-Hydroxyvitamin-D-A-Predictor-of
https://diabetesjournals.org/care/article/38/3/521/37605/Serum-25-Hydroxyvitamin-D-A-Predictor-of
https://diabetesjournals.org/care/article/38/3/521/37605/Serum-25-Hydroxyvitamin-D-A-Predictor-of
https://diabetesjournals.org/care/article/38/3/521/37605/Serum-25-Hydroxyvitamin-D-A-Predictor-of
https://diabetesjournals.org/care/article/38/3/521/37605/Serum-25-Hydroxyvitamin-D-A-Predictor-of

Association of
vitamin D receptor
gene rs739837
polymorphism with
type 2 diabetes and
gestational diabetes
mellitus
susceptibility: a
systematic review
and meta-analysis

ZENG et al., 2022

https://www.ncbi.nlm.

nih.gov/pmc/articles/
PMC9080160/

Meta-analise

Association of Fokl,
Taql, Bsml and
Apal
polymorphisms with

diabetic retinopathy:

a pooled analysis of
case-control studies

JIAO et al., 2018

Avaliar a associacdo
do gene VDR rs739837
e risco de diabetes tipo
2 (DM2) ou diabetes
mellitus  gestacional
(DMG).

Avaliar a potente forga
da associagdo entre o
polimorfismo do gene
VDR e a
suscetibilidade a RD

8 estudos com
Chineses e 1 estudo
Britanico;

Dos 9 estudos:
6 em DM2 e 3 com
DMG

Chineses e
Caucasianos

Ambos 0s sexos;

Ambos 0s sexos;
Idade nédo relatada;

VDR

(1) estudos de caso-
controle/coorte; (2)

estudos que
avaliaram a
associacao entre

VDR SNP rs739837
e DM2/DMG; (3)

dados brutos
adequados ou dados
suficientes para
calcular odds ratio
(ORs) com
intervalos de

confianca (ICs) de
95%
correspondentes; (4)

diagnésticos de
DM2 e DMG
baseados nos

critérios clinicos da
Organizagéo
Mundial da Saude

(1) estudos de caso-

controle; )
informagdes
completas para

mutacfes no gene
VDR com risco de
RD para o célculo da
razdo de chances
(OR) com IC de 95%
direta e
indiretamente.

(1) ndo ser um estudo
caso-controle/coorte;
(2) ndo relacionado a
VDR SNP rs739837 e
DM2/DMG; (3) dados
insuficientes; e (4)
dados de individuos
ndo diabéticos mellitus
(NDM)  fora do
equilibrio de Hardy-
Weinberg (HWE).

(1) editoriais, resumos,
relatos  de  caso,
revisdes e estudos que
usaram um animal ou
linhagem celular, (2)
quaisquer dados que
eram insuficientes ou
sobrepostos, 3)
gendtipos fora do
equilibrio de Hardy
Weinberg (HWE).

9 estudos foram

incluidos na
analise final: 6
estudos

relacionados a
VDR SNP

rs739837 e DM2
(um estudo tinha
apenas dados do
modo alelo); e 3
estudos

relacionados a
VDR SNP
rs739837 e DMG.

Foram incluidos 6
estudos de caso-
controle,

totalizando: 636
casos de qualquer

RD e 1.035
controles
(incluindo DM e
individuos
normais)
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Na anélise geral, 0 VDR rs739837 demonstrou
estar significativamente associado ao aumento
do risco de DM (DM2 e DMG) no modelo de
alélico (T vs. G: OR=1,088; 95% CI: 1,018—
1,163; P = 0,012) e modelo dominante (TT +
GT vs. GG: OR =1,095; 95% CI: 1,001-1,197;
P =0,047).

Analise de subgrupo de DM2: rs739837 foi
significativamente relacionado a um risco
aumentado de T2DM no modelo de alélico (T
vs. G: OR =1,159; 95% CI: 1,055-1,273; P=
0,002) e modelo dominante (TT + GT vs. GG:
OR =1,198; 95% CI: 1,048-1,370; P = 0,008)
usando um modelo de efeitos fixos.

No subgrupo de DMG n&o foram encontradas
associacdes com nenhum modelo.

Conclusdo: No tipo geral de DM foi encontrada
uma associacdo significativa do alelo T e
genétipo TT + GT com risco de DM. Além
disso, a analise de subgrupo também revelou
que rs739837  foi  significativamente
relacionado a um risco aumentado de T2DM no
alelo T e gendtipo TT + GT, mas nenhuma
associacdo significativa foi encontrada em
nenhum modelo no subgrupo GDM.

A meta-andlise revelou uma associagdo
significativa entre RD e polimorfismo VDR-
Fokl (alelo F) em individuos chineses (entre
estudos incluidos sem viés de publicacdo,
durante uma anélise comparativa entre
individuos normais e pacientes RD e entre
artigos publicados apds 2010), no entanto os
autores salientam que limitagbes como:
incluséo de poucos estudos caso-controle, falta
de algumas informacdes no estudos e o fato de
s6 terem incluido puclicacbes em inglés e
chinés, podem ter interferido no resultado
geral.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9080160/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9080160/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9080160/

https://www.ncbi.nlm.

nih.gov/pmc/articles/
PMC6354855/

Meta-analise

The Association
between VDR Gene
Polymorphisms and
Diabetic
Retinopathy
Susceptibility: A
Systematic Review
and Meta-Analysis

ZHANG et al., 2016

https://www.ncbi.nlm.

nih.gov/pmc/articles/
PMC5116338/

Meta-analise

The Impact of
Vitamin D Receptor
Gene
Polymorphisms on
the Susceptibility of
Diabetic Vascular
Complications: A
Meta-Analysis

SONG et al., 2019

https://pubmed.ncbi.nl

m.nih.qov/31373850/

Avaliar a associagdo de
polimorfismos comuns
do gene VDR com a
suscetibilidade a DR;

Fokl  (rs10735810),
Bsml (rs1544410),
Apal (rs7975232) e

Taql (rs731236).

Determinar se  0s
polimorfismos do gene
do receptor da
vitamina D (VDR)
estdo correlacionados
com a suscetibilidade a
complicacOes
vasculares diabéticas

Caucasianos e
Asidticos

Os estudos foram
conduzidos em
populagBes asiéticas,
caucasianas e mistas
quando estratificados
por raga. A maioria
apresentou boa
qualidade de acordo
com o escore utilizado
(NOS)

Ambos 0s sexos;

Idade média variou de
40,7 anos a 58,7 anos

Ambos 0s sexos;

Idades relatadas:
40+6a
62.4+9.2

1) estudos
publicados; 2)
avaliaram a
associacao entre
polimorfismos  de
VDR e risco de

DR; (3) um estudo
de caso-controle ou
coorte baseado em

individuos ndo
aparentados; 4)
dados suficientes

para examinar odds
ratios (ORs) com

intervalos de
confianca de 95%
(ICs); 6]
distribuicdes

genotipicas de
polimorfismo da
populacdo de

controle consistente
com o equilibrio de
Hardy-Weinberg
(HWE).

(1) se Avaliassem a
correlagdo entre a
suscetibilidade a
complicacOes
vasculares diabéticas
e variantes do gene
VDR.

(2) estudo caso-
controle;
3) dados
genotipicos originais
estavessem
disponiveis;

Relatos de  caso,
editoriais, revisoes,
resumos de
conferéncias, estudos
republicados ou
duplicados e estudos
com informagdes
insuficientes para

extracao de dados

Néo relatados.

7 estudos elegiveis

Total de 1130
casos e 1529
controles;

Destes, (198 casos
e 320 controles)
correspondiam  a
estudos com Bsml

27 estudos
incluidos de 8
paises;

8011  pacientes
diabéticos;

1.635  controles
saudaveis

120

Conclusdo: N&o houve associagéo significativa
entre Bsml, Apal e Taql e RD, epenas
associacédo pontual do alelo F (VDR-Fokl) com
RD em individuos chineses.

Foram encontradas associacades significativas
entre o polimorfismo Fokl e o risco de DR em
todos os modelos genéticos (modelos alélicos,
dominantes, recessivos e aditivos), mas néo
para polimorfismo Taqgl ou Bsml.

Conclusao: N&o houve associagéo significativa
entre Bsml, Apal e Taqgl e RD, apenas entre
Fokl e RD.

Conclusdo: A variante do gene VDR Bsm |
correlacionou-se com a nefropatia diabética
nos modelos dominante (p = 0,005) e alélico
(p = 0,003) em populagdes asiaticas.

Quando estratificado por pais, uma associagao
foi encontrada entre o gene VDR Bsml na
populagdo indiana versus controles saudaveis
sob o0 modelo dominante (BB + Bb vs. bb: p
<0,001, OR = 0,114, IC de 95% = 0,043—
0,300), o modelo alélico (B vs. b: p=0,033, OR
= 0,628, IC 95% = 0,409-0,964) e 0 modelo
aditivo (BB + bb vs.Bb: p=0,014, OR = 2,242,
IC 95% = 1,178-4,267).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6354855/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6354855/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6354855/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5116338/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5116338/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5116338/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/31373850/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/31373850/

Meta-analise

Association between
Genetic Variants
and Diabetes
Mellitus in Iranian
Populations: A
Systematic Review
of Observational
Studies

KHODAEIAN et al.,
2015

https://www.ncbi.nlm.

nih.gov/pmc/articles/
PMC4637497/

Meta-analise
Retinopathy and
nephropathy in type
1 diabetic patients--
association with
polymorphysms of
vitamin D-receptor,
TNF, Neuro-D and
IL-1 receptor 1
genes

BUCAN et al., 2009

https://pubmed.ncbi.nl

m.nih.qov/20120526/

Caso-controle

Vitamin D Receptor
Polymorphisms in
Type 2 Diabetes in

Investigar

coletivamente e reunir
dados para associagéo
entre variantes
genéticas e diabetes
tipo 2 na populagéo
iraniana em um estudo
de revisédo sistematica.

Investigar a associagao
entre retinopatia
diabética e nefropatia
(incipiente e clinico)
em pacientes com
DML e tentar prever o
desenvolvimento
dessas complicacOes
por meio de
associacbes com as
variantes dos genes
candidatos - VDR,
TNF, NeuroD1l e
IL1IR1

Para o gene VDR foram
gendtipados;  (Bsml,
Apal, Taql, Fokl e
Tru9l).

Investigar a
prevaléncia de 2
polimorfismos

Iranianos

Croatas

Iranianos

Ambos 0s sexos;

Idade média ndo foi
relatada.

Ambos 0s sexos;

A idade médiade inicio
do DML1 foi de 17,2 £
9,3 anos, e a média a
duracédo da doenca foi
de 13,9+ 9,1. No grupo
de estudo a média de
idade foi de 32,2+ 13,9
anos para os homens, e
29,2 + 13,8 anos para
mulheres, com a
mediana de 13 anos de
seguimento apds o
diagnostico.

Ambos 0s sexos;

(4) estudos em
equilibrio de Hardy-
Weinberg
Incluiriam  estudos
com N >100, de
caso-controle, coorte
ou transversal.

Néo relatado;

Grupos de casos foi
pareado com o
controle =

Estudos com animais,

ensaios clinicos,
comunicagdes breves,
cartas ao  editor,

dissertagoes, estudos in
vitro, artigos de revisao
e estudos de base
populacional
conduzidos em
mulheres gravidas.

Ter realizado
fotocoagulagdo a laser
anteriormente;
insuficiéncia renal
terminal;

Infeccdo  de  trato
urindrio e regulacéo
deficiente do distdrbio
metabolico.

Os fatores de viés,
como infecgdes,
condicbes  alérgicas,

88 estudos
inclusos;

27.396 diabéticos

e individuos
saudaveis foram
estudados;

DM2 foi o tipo de
diabetes mais
investigado (42
estudos)

120 participantes;
Grupos:

(i) sem RD;

(ii) grupo com RD
ndo proliferativa
(iii) grupo com
RD proliferativa

Os pacientes
também foram
subdivididos em
dois grupos:

Sem  nefropatia
diabética
(proteinuria <0,5g
/ 24 horas) e com
nefropatia
diabética
(proteindria

0,5 g/ 24 horas).
100 pacientes
diabéticos tipo 2 e
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O receptor da vitamina D (VDR) foi investigado
em 2 estudos. Em um dos estudos, 114
individuos, os gendtipos Apal (Aa), Fokl (FF)
e Bsml (Bb) mostraram estar associados
positivamente com DM1, no outro estudo ndo
foram encontradas associagdes. Outro estudo
com 187 individuos, observou genétipo TT
(Taql) é mais frequente nos controles e esta
negativamente associado ao DM1. Em um
estudo com pacientes iranianos o VDR (Taql)
foi associado a DM2.

Conclusdo: foram encontradas associagoes
entre VDR (Apal (Aa), Fokl (FF) e Bsml (Bb),
Taql (TT) com DM1 e um estudo associal Tagl
com DM2, no entando esses achados refletem
os resultados de apenas 4 estudos de um total
de 88 que foram investigados.

Houve uma correlagdo estatisticamente
significativa entre a Nefropatia Incipiente,
microalbumindria (MA) e o grau de retinopatia
diabética, em que a MA mais elevada foi
acompanhada principalmente por retinopatia
diabética proliferativa. Os autores sugerem a
deteccdo de MA como um indicador do
desenvolvimento de nefropatia diabética
clinicamente evidente em pacientes com DM1,
como sendo a forma mais adequada de
descobrir  alteragBes renais  patoldgicas
precoces em pacientes com alto risco de
desenvolvimento de nefropatia diabética.

Conslusdo: Depois de corrigir a duracdo da
doenca, apenas os gendétipos VDR Bsml (BB,
Bb e bb) mostraram associagdo significativa
com a prevaléncia cumulativa de retinopatia
nos pacientes do sul da Croacia (p<0,05).

O genGtipo TT (Taqgl) esteve diminuido no
grupo de casos. Os autores fizeram a suposi¢éo


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4637497/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4637497/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4637497/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/20120526/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/20120526/

Southeastern
Iranian Patients

NOSRATABADI,
ARABABADI;
SALEHABAD, 2011

https://academic.oup.c
om/labmed/article/42/
1/32/2504922

Caso-controle
Vitamin D Receptor
Gene Polymorphism
Affects Onset
Pattern of Type 1
Diabetes

MOTOHASHI et al.,
2003

https://academic.oup.c
om/jcem/article/88/7/
3137/2845291

Caso-controle

Association between
Bsm1 Polymorphism
in Vitamin D
Receptor Gene

and Diabetic Retino
pathy of Type 2
Diabetes in Korean
Population

funcionais de
nucleotideo (nico
(SNP) no intron 8
(Apal) e exon 9 (Taql)
do gene VDR e
correlacionar isso com
a ocorréncia de
diabetes tipo 2.

Investigamos um
polimorfismo do gene
do receptor da
vitamina D (VDR -
Bsml) no DM1,
considerando a
possibilidade de que
esse gene possa afetar a
fisiopatologia  dessa
doenca. Além disso,
estratificar 0s
diabéticos tipo 1 de
acordo com seu padréo
de inicio e avaliamos
sua relagdo com o
polimorfismo do gene
VDR.

Avaliar a associagdo
do polimorfismo VDR
com complicacOes
diabéticas em
pacientes coreanos
com diabetes tipo 2.

Japoneses

Coreanos

Idade médias para
ambos os grupos: 40
anos.

Ambos 0s sexos;

[Idade média de inicio,
34,6 + 16,9 (variagdo,
1-78) anos de idade e
222 individuos
saudaveis ndo
relacionados [44,4 +
13,7 (variagdo, 20-72)
anos de idade,

Ambos 0s sexos;

Idade média dos
participantes = 62,44;

Duragdo do diabetes
foi de 13,65

Tinham
caracteristicas
médicas e
demograficas
semelhantes,
incluindo sexo,
idade e status
socioeconémico

Pacientes com DM1
com 6 meses de

diagnéstico e
tratamento com
insulina; DM1 de

inicio lento com base
na positividade de
autoanticorpos
associados as
ilhotas, e o periodo
desde o inicio do
diabetes até o
tratamento com
insulina foi de mais
de 12 meses;

Os individuos
saudaveis:
tolerancia normal a
glicose, sem doenca
autoimune, sem
autoanticorpos e sem
histéria familiar de
diabetes mellitus.
Pacientes com DM2;
RD e ND definidas
por exames clinicos;

Doenca cardiaca
coronaria ou
acidente  vascular
cerebral e outras

complicaces
macrovasculares,

nefropatia, retinopatia
e tabagismo foram
excluidos do estudo.

Critérios de exlusdo
ndo relatados.

N&o relatado;

100 controles
saudaveis.

213 pacientes com
DM1;

222 individuos

saudaveis néo
relacionados.

537 dos pacientes

com DM2;
Os pacientes
foram  divididos

em dois grupos de
acordo com a
presenca do alelo
B (gendtipo BB ou
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gue o nimero de cépias de mRNA do VDR
pode ter diminuido em pacientes do estudo.

Conclusao: o polimorfismo Taql do gene VDR
esé associados ao diabetes tipo 2 em populagdo
do sul do Ira.

Conclusdo: Foi encontrada uma frequéncia
significativamente maior do alelo B (VDR —
Bsml) em diabéticos tipo 1 em geral, em
comparagdo com os controles. Além disso, os
diabéticos do tipo 1 de inicio agudo tinham uma
frequéncia maior do alelo B do que os
controles, ao passo que esse ndo era 0 caso Nos
diabéticos do tipo 1 de inicio lento.

Pacientes com genétipo BB ou Bb foram
significativamente associados com menor risco
de retinopatia diabética em comparagdo com
pacientes com genétipo bb.

Na analise de regressao logistica, o alelo B foi
associado ao menor risco de RD.


https://academic.oup.com/labmed/article/42/1/32/2504922
https://academic.oup.com/labmed/article/42/1/32/2504922
https://academic.oup.com/labmed/article/42/1/32/2504922
https://academic.oup.com/jcem/article/88/7/3137/2845291
https://academic.oup.com/jcem/article/88/7/3137/2845291
https://academic.oup.com/jcem/article/88/7/3137/2845291

HONG et al., 2015

https://www.nchi.nlm.

nih.gov/pmc/articles/
PMC4722400/

Caso-controle
Effects of vitamin D
receptor gene
polymorphism and
clinical
characteristics on
risk of diabetic
retinopathy in Han
Chinese type 2
diabetes patients

ZHONG et al., 2015

https://pubmed.ncbi.nl

m.nih.qov/25899017/

Caso-controle

Tag | polymorphism
of the vitamin D
receptor and risk of

Investigar a associagdo
de polimorfismos do
gene VDR com o
desenvolvimento  de
retinopatia em uma
populagéo chinesa Han
com diabetes mellitus
tipo 2.

Examinar se 0
polimorfismo Taq | do
receptor da vitamina D

Populagéo chinesa Han

Franceses caucasianos

Ambos 0S sexos;

Média de
minima: 57,8
Média  de

maxima: 58,71 anos.

Ambos 0s sexos;
Média minima
idade: 42.9 anos

idade

idade

de

tiveram informacdes
retiradas de
prontuarios médicos.

Pacientes com DM2
foram incluidos se:
1) a duragdo do
diabetes fosse de
pelos menos 1 ano e
2) forssem tratados
com insulina ou
medicamentos

antidiabéticos orais.

Participantes  com
DM1 diagnosticados
antes dos 31 anos;

1) diabetes tipo 1,

2) doenga inflamatéria
aguda ou cronica e

3) funcao renal
prejudicada ou
nefropatia evidente

Néo relatados.

Bb vs.
bb).

genétipo

204 pacientes com
DM2 divididos em
um grupo sem RD
(NDR; 51 homens,
59 mulheres, com

Idade média de
57,08 + 11,96
anos) e um grupo

com RD (44
homens, 50
mulheres com
idade média de
58,71 + 10,58
anos).

Grupo  controle
(CON) de 116
individuos
saudaveis,

pareados por sexo
e idade, que nao
fumavam e
bebiam  também
foram incluidos

Participantes com
DM1,;
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Conclusdo: polimorfismo Bsm1 (alelo B) no
gene VDR esté associado a um menor risco de
retinopatia diabética em pacientes diabéticos
tipo 2

O grupo com RD apresentou maior duragio de
DM2, presséo arterial sistdlica (PAS) e HbAlc
mais altas do que o grupo sem NRD (sem RD).
Os pacientes do grupo RD, carregavam mais
alelos T rs2228570 (Taqgl) do que os do grupo
NDR. Néao foram observadas diferengas nas
frequéncias genotipicas de rs1544410 ou
rs7975232 nos grupos NDR e RD. A anélise de
regressdo confirmou que a duragéo do
Diabetes, PAS, HbAlc e o alelo T (VDR
rs2228570)  estavam  independentemente
associados & RD.

Dentro do gene VDR, os trés SNPs (rs2228570,
rs1544410 e rs7975232) estavam em
desequilibrio de ligacéo e a analise do SHEsis
descobriu que os trés haplétipos do gene VDR
mais comuns eram CAA, TAC e TAA.

A frequéncia do haplétipo TAA foi
significativamente maior em RD (24,0%) do
que em pacientes NRD (16,1%) (OR 1,65, 95%
Cl, 1,01-2,70; P = 0,04). No entanto, a
frequéncia do  haplétipo CAA  foi
significativamente menor em RD (22,0%) do
gue em pacientes NRD (31,9%) (OR 0,60, 95%
Cl, 0,38-0,94; P = 0,03).

Conclusdo: a duracdo do diabetes, PAS, HbAlc
e o alelo rs2228570 T do gene VDR foram
associados com risco aumentado de RD. VDR
rs2228570 pode ser considerado um candidato
a biomarcador de RD em pacientes com DM2
da etnia Han.

Conclus@do: Em  franceses com DM1
(dependentes de insulina), foi encontrada uma
associacdo entre o gen6tipo TT (VDR- Taql) e


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4722400/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4722400/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4722400/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/25899017/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/25899017/

severe diabetic
retinopathy

TAVERNA et al.,
2002

https://pubmed.nchi.nl

m.nih.qov/11914750/

Caso-controle

Clinical risk factors
and the role of VDR
gene polymorphisms
in diabetic
retinopathy in Polish
type 2 diabetes
patients

CYGANEK et al.,
2006

https://link.springer.c
om/article/10.1007%2
Fs00592-006-0225-3

Transversal

Slight association
between type 1
diabetes and "*ff*"
VDR Fokl genotype
in patients from the
Italian Lazio Region.
Lack of association
with diabetes
complications

estd envolvido no
desenvolvimento  de
retinopatia  diabética
grave.

(1) definir a
prevaléncia de RD no
grupo com DM2;

(2) identificar, na
analise transversal, as
caracteristicas clinicas
associadas a RD no
grupo de estudo;

3) pesquisar a
associagcdo de Fokl,
Apal, Bsml e Taqgl do
receptor da vitamina D
(VDR), um  gene
candidato para
complicagdes
vasculares no diabetes,
comaRD.

Avaliar os genétipos
Fokl e Bsml do gene
VDR em pacientes com
DM1 em comparagdo
com controles
saudaveis caucasianos;
Além  disso, uma
analise de associacéo
com complicagdes do
DM1 também foi
realizada.

Poloneses caucasianos

Caucasianos italianos
(Da regido de Lazio)

Média maxima de
idade: 46.3 anos

Ambos 0s sexos;

Idade média 61,3 anos;
Duragdo do DM2: 11,3
anos;

11 (4,1%)dos
participantes ~ foram
diagnosticados ~ com
RD proliferativa.

Ambos 0s sexos;

Grupo de casos e
controles com média
de idade 39 anos

Peptideo C negativo
e acompanhado pelo
médico da equipe de

pesquisa a pelo
menos 2 anos;

Pacientes com
duragdo de DM1

superior a 15 anos

Pacientes com
diagnéstico  clinico
de DM2 e sem

terapia com insulina
por pelo menos dois
anos logo ap6s o
diagnostico;

Pacientes do grupo
de casos: DM2 e RD

Paciente do grupo

controle: apenas
DM2

Inclusdo:

1) diagndstico

clinico e laboratorial
de DML1;

2 todos 0s
pacientes com DM1
diagnosticados
tinham menos de 35
anos e precisavam de
terapia permanente

Néo relatado

(1) pacientes nao
caucasianos;

(2) soro de peptideo C
com valores acima do
corte.

Grupo de estudo
(n=101);

RD grave
incluindo:

RD proliferativa
(n=73)

RD pré
proliferativa
(n=28);
Grupo
(n=99);
Grupo auséncia de
RD (N=32) or
background
(n=67)

267 pacientes com
DM2.

controle

Grupo caso n= 85
pacientes com
DM2+RD

492 participantes,
sendo:

246 pacientes com
DM1 e 246
controles
saudaveis;
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0 baixo risco de retinopatia diabética grave,
especialmente em pacientes com longa duracéo
de DM; em contrapartida 0 genétipo Tt
conferiu um alto risco de retinopatia diabética
proliferativa em individuos com controle
glicémico deficiente.

Os alelos, genétipos, haplétipos e combinagdo
de haplétipos de VDR ndo foram associados a
complicagdo examinada (RD). Da mesma
forma, nenhum achado positivo foi registrado
para haplétipos e suas combinagdes criadas por
trés marcadores estando em desequilibrio de
ligagdo (Bsml, Apal e Tagl) (dados nao
mostrados);

Uma andlise multivariada revelou que os
preditores significativos de RD foram HbAlc e
IMC.

Conclusdo: polimorfismos do gene VDR
(Bsml, Apal e Taqgl) ndo se constituiram como
fator de risco para esse tamanho de grupo e
populagdo estudada, porém os marcadores
HbAlc e IMC foram preditores significativos
de RD.

Conclusdo: Foi observada uma ligeira
associagdo significativa de DM1 com
o0 gendtipo ff versus FF + Ff, homozigoto Fokl
(rs10735810), sustentada por uma regressao
multivariada.  Nenhuma  associacdo  foi
observada com os polirmorfismos (Fokl e
Bsml) e a presenga de complicagdes
microvasculares do DM.


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/11914750/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/11914750/
https://link.springer.com/article/10.1007%2Fs00592-006-0225-3
https://link.springer.com/article/10.1007%2Fs00592-006-0225-3
https://link.springer.com/article/10.1007%2Fs00592-006-0225-3

CAPOLUONGO et
al., 2006

https://www.sciencedi
rect.com/science/artic

le/abs/pii/S000991200
6001603?via%3Dihub

Coorte

Prevalence of
vitamin D receptor
gene polymorphisms
Fokl and Bsml in
Brazilian individuals
with type 1 diabetes
and their relation to
beta-cell
autoimmunity and
to remaining beta-
cell function

MORY et al., 2009
https://pubmed.nchi.nl

m.nih.qov/19286443/
Coorte

Examinar a frequéncia
dos polimorfismos do
gene VDR Fokl (rs
10735810) e Bsml
(rs154410) em uma
coorte de individuos
brasileiros.

Em pacientes com
DM1, foi analisada a
relacéo entre a
presenga desses
polimorfismos do VDR
e a funcdo celular
remanescente.

Brasileiros

As frequéncias
observadas para este
polimorfismo VDR néo
estavam em Equilibrio
de Hardy-Weinberg.

Fonte: estudos disponiveis na base de dados PubMed.

Ambos 0S $exos;

Média de idade do
grupo de casos= 17
anos;
Média de idade do
grupo controle= 12
anos.

para otimizar o
controle metabdlico.

189 pacientes com
DM1 (177 foram
genétipados);

194 Controles
saudaveis (183
foram genétipados)

Grupo de  casos=
Adolescentes com
DM1, atendidos no

Centro de Diabetes da
Universidade Federal
de S&o Paulo;

Grupo controle=
individuos saudaveis
de uma escola primaria
na regido
metropolitana de S&o
Paulo.

Néo relatado.
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Conclusdo: A frequéncia de homozigose e
heterozigose para o polimorfismo Bsml foi
menor no grupo DM1 do que no grupo controle
e as frequéncias dos genétipos VDR Fokl foram
semelhantes entre os dois grupos.

Foi observado que os pacientes com DM1 com
presenca de polimorfismo Fokl tenderam a ter
menor fungéo celular residual no momento de
acompanhamento e, pacientes com homozigose
e heterozigose para polimorfismo Bsml
tenderam a ser mais velhos no diagndstico
clinico de diabetes; no entanto, esses achados
ndo foram estatisticamente significativos.


https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0009912006001603?via%3Dihub
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0009912006001603?via%3Dihub
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0009912006001603?via%3Dihub
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0009912006001603?via%3Dihub
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/19286443/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/19286443/

Titulo/ano

Association between
circulating
adipocytokine
concentrations and
microvascular
complications in
patients with type 2
diabetes mellitus: A
systematic  review
and meta-analysis of
controlled Cross-
sectional studies

RODRIGUEZ et al.,
2016

https://www.sciencedi
rect.com/science/articl
€e/pii/S105687271500
4419?via%3Dihub

Revisdo sistematica
com meta-andlise

Obijetivo

Por meio de revisdo
sistematica com meta-
analise, esclarecer o0s
resultados literatura,
para determinar se ha
associacdo entre as
adipocitocinas leptina
e adiponectina e
complicagdes
microvasculares
diabéticas.

Populacéo/
Etnia
Nao relatado

APENDICE F
Estudos com adiponectina e suas variantes ADIPOQ e ADIPOR1 no contexto Diabetes e Retinopatia

Sexo/ ldade

Ambos 0s sexos;

A idade média dos
participantes do estudo
variou de 45,9 a 70,4
anos nos grupos de
casos e de 45,8 a 67,2
anos nos grupos de
controle.

A duragdo média do
diabetes variou de 1,31
a 18,7 anos nos casos e
de 1,2 a 13,9 anos nos
controles.

Incluséo /
Estudos elegiveis
Elegiveis para
revisdo sistematica
se a investigacdo
avaliou as
concentragbes  de
leptina ou
adiponectina (ou
ambas) em pacientes
com DM2 afetados
por pelo menos uma

complicagéo
microvascular e
comparou essas

concentragbes com
pacientes com DM2
sem essas
complicagoes;

Os estudos eram

elegiveis para
metanalise se
primeiro
satisfizessem 0s
critérios para revisao
sistematica e
relatassem dados
especificamente
relacionados as
concentracdes
médias de leptina
e/ou  adiponectina
(sérica ou

plasmética) em um
grupo de pacientes
com pelo menos uma
complicacéo
microvascular
(caso), contra dados
relacionando as

Exclusao

Estudos que néo
compararam dois
grupos de pacientes
com DM2 (por

exemplo,
complicages
diabéticas versus
complicagbes ndo
diabéticas),  estudos

que avaliaram apenas
uma coorte de
pacientes com diabetes
tipo 1, estudos que ndo

apresentaram  dados
que pudessem  ser
interpretados ~ como

uma comparagdo de
leptina ou adiponectina
entre pacientes com e
sem complicagoes
microvasculares,

estudos baseados em
animais ou células e

relatos de  casos
individuais;

Os estudos foram
excluidos da meta-

analise se o estudo ndo
relatasse
especificamente as

concentracdes de
leptina e/ou
adiponectina em
pacientes com e sem
uma complicacéo
microvascular

especifica (por

exemplo, uma coorte

N do estudo

28 estudos
transversais e 21
elegiveis para
meta-analise,
totalizando uma
populagio de
6.148 individuos.

As coortes da

populagio do
estudo variaram de
n = 30

participantes a n =
1.480

Destes, 12 estudos
avaliaram
Rerinopatia
Diabética;

20 avaliaram
nefropatia;

8 examinaram
Neuropatia;

9 avaliaram
Leptinanosoroe 7
estudos leptina
plasmética;

Dos estudos que
avaliaram a
adiponectina, oito
estudos avaliaram
a adiponectina
sérica e sete
avaliaram a
adiponectina
plasmatica.
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Principais achados e conclusio

As meta-analises envolvendo leptina e
Retinopatia revelaram: a concentracdo de
leptina ndo diferiu em nenhum dos grupos
comparados (sem RD; RDNP e RDP); Leptina
e nefropatia: Leptina elevada em pacientes com
microalbumindria quando comparados aos com
normoalbumindria, leptina elevada em
pacientes com macroalbuminiria comparados
aos normoalbumindria e elevada também em
pacientes com macroalbumindria em relagéo a
pacientes com microalbumindria; Leptina e
Neuropatia: maior concentragéo de leptina em
pacientes com neuropatia diabética em
comparagdo com pacientes sem neuropatia;

Adiponectina e Retinopatia:

Concentragdes elevadas de aiponectina em
pacientes com RD em comparagao a pacientes
sem RD;

Sem diferengas nos levels de adiponectina entre
RDNP e sem RD e também sem diferengas entre
entre RDNP e RDP.

Adiponectina e Nefropatia:

Concentragdes elevadas de Adiponectina em
pacientes com microalbumintria em relagéo aos
com  normoalbumindria;  elevada  em
macroalbumindria em relacdo a
normoalbumindria; leptina elevada em
pacientes com macroalbumindria em relagéo
aos com microalbumindria; Adiponectina e
Neuropatia: Maior ~ concentragdo  de
adiponectina em pacientes com neuropatia em
comparagao a pacientes sem neuropatia.

Conclusdo: niveis mais elevados de leptina e
adiponectina foram associados com macro e
microalbumindria e neuropatia. Além disso, a


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1056872715004419?via%3Dihub
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1056872715004419?via%3Dihub
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1056872715004419?via%3Dihub
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1056872715004419?via%3Dihub

Plasma adiponectin
levels and type 2
diabetes risk: a
nested case-control
study in a Chinese
population and an
updated meta-
analysis

WANG et al., 2018
https://www.ncbi.nlm.

nih.gov/pmc/articles/P
MC5762808/

Caso controle com
meta-andlise

Avaliar
prospectivamente  a
associacéo
adiponectina-DM2
entre 571 casos de
DM2 e 571 controles
saudaveis pareados por
idade e sexo aninhados
no Singapore Chinese
Health Study (SCHS),
e realizar uma meta-
analise atualizada com
34 estudos
prospectivos no
Pubmed até setembro
de 2016.

Caso-controle
Chineses;

com

Meta-analise com 33

estudos de coorte
prospectiva
(populagdes: 18

estudos com Europeus,
9 estudos da América
do Norte e 6 estudos da
Asia)

Caso controle: Ambos
0S Sexos;

Média de idade; 59,7
anos;

Mata-analise:média de
idade de 26,5 a 74,8
anos

concentracdes
médias de leptina
e/fou  adiponectina
(sérica ou
plasmética) em um
grupo de pacientes
sem  complicacOes
microvasculares
(controle).

Estudos prospectivos
em humanos
(estudos de coorte,
caso-coorte e caso-
controle aninhados)
avaliando
associagdes
adiponectina-DM2
entre 10 de abril de
2009 (a ultima data
de pesquisa da
literatura na meta-
andlise anterior 5)
até até 10 de
setembro de 2016.

compreendendo uma
mistura de pacientes
com retinopatia,
pacientes com
nefropatia e pacientes
com neuropatia).

(1) irrelevantes (ndo
usando  adiponectina
como exposicdo ou
DM2 como resultado);
(2) revisdo, editorial,

comentario,

metanalise, estudo
animal ou
experimental; 3)

estudo ndo prospectivo
(caso-controle, estudos
transversais e estudos
genéticos).

Caso-controle:
DM2 entre 571
casos de DM2 e
571 controles
pareados por idade
€ Sexo;

Meta-analise com
34 estudos: 7.504
casos de DM2
entre 64.696
participantes,
incluindo o estudo
de caso-controle
realizado  pelos
proprios  autores.
A duragdo dos
seguimentos
variou de 1 a 18
anos.
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adiponectina elevada também foi associada a
retinopatia

Caso-controle:

Grupo caso (DM2): concentragdes mais altas de
HbAlc, proteina C reativa de alta sensibilidade
(PCR-hs), glicose aleatéria, insulina aleatéria,
triglicerideos (TG) e a proporgéo de TG para
HDL-colesterol (HDL-C), mas apresentaram
niveis mais baixos de HDL-C; A concentragéo
mediana (interquartil) de adiponectina foi de 6,7
(5,2-8,3) pg/mL nos casos e 8,4 (6,5-10,8)
pg/mL nos controles;

Grupo controle saudavel os niveis plasmaticos
de  adiponectina  foram  inversamente
correlacionados com IMC, PCR-us, insulina
aleatoria, TG e a proporcéo de TG para HDL-c
e positivamente correlacionados com idade e o
nivel plasmatico de HDL-C;

Niveis plasmaticos mais altos de adiponectina
foram associados a um menor risco de DM2 e a
associacdo foi persistiu (foi atenuada) ap6s
ajuste de variaveis (PCR, TG e HDL-c).

Associagles significativas foram encontradas
em 292 pares de caso-controle com os casos
com HbAlc basal < 6,5% (48 mmol/mol) no
momento da coleta de sangue, bem como em
279 pares de caso-controle com 0s casos com
HbAlc basal >6,5% (48 mmol/mol). Além
disso, a associagdo  adiponectina-DM2
permaneceu significativa entre 146 pares de
caso-controle com HbAlc < 6,0% (42
mmol/mol).  Interacdo  significativa  foi
encontrada com o status do IMC (P para
interacdo = 0,041), e a associacéo foi mais forte
entre individuos com sobrepeso/obesos (IMC


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5762808/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5762808/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5762808/

The polymorphism
of rs266729 in
adiponectin gene and
type 2  diabetes
mellitus

SUN et al., 2017

Determinar o modelo Estudos mostrando a

genético subjacente da

Ambos 0s sexos;

Idade média dos casos
devido ao rs266729 no
gene da adiponectina

africanos e 1 gene da adiponectina
adiponectina; os dados

estavam incompletos;

compreendendo
controles: 53,8 anos originais de estudos
6.395 controles.

A frequéncia do

genétipo CC nos

coorte, caso-controle
associacdo de

modelo genético
da mesma populagédo
abrangendo o mesmo
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>23,0 kg/m 2) do que contrapartes eutréficas
(IMC < 23,0 kg/m 2).

Meta-analise:

Modelo de regresséo sugeriu uma relacéo dose-
resposta linear (P = 0,33 para ndo linearidade) e
0s riscos relativos de DM2 com incremento de
5 pg/mL nos niveis de adiponectina foram 0,75
(95% CI: 0,73, 0,77) no modelo de efeitos
aleatérios. Nenhum viés de publicagdo
significativo foi detectado.

Concluséo:

No estudo de caso-controle, foi encontrada uma
forte associagdo dose-dependente entre niveis
plasmaéticos mais altos de adiponectina e menor
risco de DM2, que parecia ser independente de
fatores de risco estabelecidos para DM2,
incluindo lipidios, biomarcador inflamatério
(PCR-hs), glicose aleatéria e insulina. Além
disso, a associacéo inversa foi
significativamente mais forte entre individuos
com sobrepeso/obesos do que entre 0s
eutréficos. Além disso, a adiponectina
melhorou significativamente a reclassificacéo
do risco de DM2 nessa populacdo. Em uma
meta-analise atualizada que reuniu dados de 34
estudos prospectivos, incluindo o estudo caso
controle realizado pelos prdprios autores, 0s
participantes no tercil mais alto de adiponectina
tiveram quase metade do risco de desenvolver
DM2 em comparagdo com aqueles no tercil
mais baixo (RR 0,53; IC 95%: 0,47, 0,61), e a
associacdo adiponectina-DM2 pareceu  ser
linear.

O alelors266729 G da adiponectina foi um fator
de risco para DM2, quando resultado foi
corrigido por modelo aleatério (95%IC >1,
p<0,001).

Aumento de risco para DM2 (GG +GC) em
comparagdo com CC, porém, houve
heterogeneidade significativa entre os estudos
(P =0,047).



https://www.ncbi.nlm.
nih.gov/pmc/articles/P
MC5708967/

Meta-analise

Meta-analysis of the
association between
adiponectin SNP 45,
SNP 276, and type 2
diabetes mellitus

DONG et al., 2020
https://www.ncbi.nlm.

nih.gov/pmc/articles/P
MC7580922/

Meta-analise

Determinar  se  0s
polimorfismos em
rs2241766 e rs1501299
no gene ADIPOQ
estavam relacionados
com a susceptibilidade
de diabetes mellitus
tipo 2 (DM2).

Sexo e idade ndo
relatados.

Estudos na 1 Europa, 1
Itdlia, 2 Americanos,
23 China, 2 Franga, 1
Reino Unido, 1 Peru, 1
Bahrein, 1 Roménia, 2
Coréia, 1 Espanha, 2
india, 1 Polénia, 2
Japdo, 1 México, 1
América Saudita, 1
Finlandia, 2 1Ird, 1
Russia, 1 Bangladesh,
1 Alemanha e 1 em
Singapura.

com dados brutos;
estudos com critérios
detalhados para o
diagnéstico de DM2;
estudos mostrando o
tamanho da amostra
dos 3 genétipos (CC,
GC, GG) em ambos
0S grupos.

(1) Os estudos de
caso-controle ou
projetos de coorte
sobre a correlagdo
entre o polimorfismo
dos genes ADIPOQ
1s2241766 ou
rs1501299 e T2DM.
(2) A (distribuicdo
dos gendtipos estava
de acordo com o

equilibrio HWE
(Equilibrio de
Hardy-Weinberg) na
populagéo de
controle.  (3) A
frequéncia

genotipica, o valor
da razdo de chances
(OR) ou o intervalo
de confianca (IC) de
95% foram dados
diretamente na
literatura. (4) O
idioma da literatura
era chinés ou inglés.
(5) Para estudos

periodo de tempo sdo
encontrados,  aquele
com as informagbes
mais Gteis foi incluido;
eram séries de estudos,
caso em que os ultimos
eram incluidos
enquanto 0s antigos
eram excluidos; o
tamanho da amostra de
qualquer grupo foi
<500; estudos
familiares; a
distribuicdo dos
genétipos do grupo
controle desviou-se do
equilibrio de Hardy-
Weinberg (HWE).
Relatos de casos,
estudos com animais,
revisoes, revisdes
editoriais e literatura
com dados
incompletos.

controle foi de
53,23% e 56,40%,
respectivamente,
enquanto a do GC
foi de 39,64% e
37,75%,
respectivamente, e
a do GG foi de
7,13% e 5,85%,
respectivamente.
A frequéncia do
alelo G nos grupos
caso e controle foi
de 2695% e
24,73%,
respectivamente.

53 estudos
elegiveis;

Com 9285 casos
com rs2241766 e
14156 controles e
7747 casos com
rs1501299 e
10607 controles.
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(GC + CC) aumentou o risco de DM2 em
comparagdo com GG (OR = 1,23, 95% CI [1,06,
1,42], P = 0,005), enquanto GC aumentou 0
risco em comparagdo com CC (OR =1,11, 95%
Cl [1,03, 1,20, P = 0,006), sem
heterogeneidade significativa entre os estudos.

Quando o efeito genético foi avaliado por
regressdo logistica bindria 0 modelo genético
que melhor representou o polimorfismo
rs266729 foi o de dominéncia incompleta:
Assim, o risco de desenvolver DM aumentou
13,0% (OR = 1,13) quando o alelo G estava
presente em rs266729.

Conclusdo: o alelo G rs266729 pode aumentar
0 risco de DM2 em um modelo genético de
heranga aditiva.

O locus rs2241766 do gene ADIPOQ néo
mostrou nenhuma correlagdo com o DM2 nas
populacdes da Europa e do Leste Asiético,
enquanto que nas populagdes do oeste (modelo
de gene dominante (TT + TG vs. GG): 1 2= 0%,
OR =228, IC 95% = 1,21-4,28, P = 0,01,
modelo de gene heterozigoto (TG vs. GG): 1 2=
0%, OR = 2,22, IC 95% = 1,14-1,32, P =
0,02; modelo de gene homozigoto (TT vs. GG):
12=0%, OR =2,29, IC 95% = 1,21-4,34,P =
0,01); e do sul da Asia (modelo de gene
dominante (TT + TG vs. GG): 1 2 = 0%, OR =
0,53, 95% CI = 0,34-0,82, P = 0,004; modelo
de gene heterozigoto (TG vs. GG): 1 2=0%, OR
=0,54, 95% CI = 0,34-0,86, P = 0,009; modelo
de gene homozigoto (TT vs. GG): 1 2 = 0%, OR
= 0,53, 95% CI = 0,34-0,83, P = 0,005) estava
ligado ao DM2. Além disso, o locus rs1501299
do gene ADIPOQ foi correlacionado com DM2
em todas as populagdes.

Conclusdo: foi encontrada associagéo entre o
polimorfismo rs2241766 do gene ADIPOQ e 0
DM2, mas ndo em todas as populagdes
anakisadas. Na Europa e no leste da Asia,
nenhuma correlagdo foi estabelecida entre o
polimorfismo rs2241766 do gene ADIPOQ e 0


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5708967/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5708967/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5708967/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7580922/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7580922/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7580922/

Novel Loci  for
Adiponectin  Levels
and Their Influence
on Type 2 Diabetes

and Metabolic
Traits: A Multi-
Ethnic Meta-

Analysis of 45,891
Individuals

DASTANI et al.,
2012

https://www.ncbi.nl
m.nih.gov/pmc/artic
les/PMC3315470/

Meta-analise

Identificar novas
variantes comuns que
influenciam os niveis
de adiponectina e testar
sua associagdo com o
risco de DM2 e tragos
metabdlicos
relacionados dentro da
estrutura de um grande
consércio  multiétnico
de GWAS.

Sexo e idade ndo
relatados.

Etnias e n estudados:
europeus brancos (n =
29.347), afro-
americanos (n = 4.232)
e asiaticos orientais (n
=1.776)).

maltiplos do mesmo
autor, foi
selecionado o estudo
mais recente ou com
dados suficientes.

Foi aplicando um
novo método meta-
analitico para
heterogeneidade em
efeitos alélicos entre
populagdes de
diferentes  origens
étnicas. Em seguida,
identificaram
polimorfismos  de
nucleotideo  Unico
(SNPs)
significativos em
todo o genoma que
estivessem
associados a
expressdo de seu
gene mais préximo
em adipocitos
humanos, a principal
fonte de
adiponectina.  Uma
vez que a
adiponectina  tem
sido associada com
DM2, resisténcia a

insulina e
caracteristicas
metabdlicas, foi
investigado se
haveria um risco
genotipico  multi-
SNP,
compreendendo

SNPs significativos
em todo o genoma

Néo relatado.

Foi realizada a
combinagdo  dos
resultados da
associacao do
genoma de 35.355
individuos
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DM2, enquanto no oeste e no sul da Asia foi
estabelecida uma correlagdo  estatistica
significativa nos modelos de genes dominantes,
heterozigotos e homozigotos. A presenca de
alelos T aumenta a incidéncia de DM2 na
populagdo da Asia Ocidental, mas protege a
populacdo do sul da Asia. No entanto, néo foi
encontrada correlacdo entre o polimorfismo
rs1501299 do gene ADIPOQ e 0 DM2.
Individuos de origem europeia branca: dez loci
associados a niveis de adiponectina (incluindo
ADIPOQ rs6810075[T], KNG1 rs2062632[T],
em 3027.3, e CDH13 (rs12922394[T] em
16023.3.

Outras associa¢des em: rs9853056 (dentro do
gene  STABI, rs4282054  (NT5DC2),
rs13083798 (PBRM1), rs1108842 (GNL3),
rs11235 (NEK4), rs2710323 (ITIH1), rs3617
(ITIH3) e rs2535627 (ITIH4) em 3p21.1;
rs1597466 (TSC22D2) em 3q25. 1; rs2980879
(TRIB1) em 8024.13; rs7955516 (PDEA) em
12p12.2; rs601339 (GPR109A) em 12qg24.31;
rs6488898 (ATP6V0A2), rs7133378
(DNAH10), rs7305864 (CCDC92) e rs7978610
(ZNF664) em 12924.31 e rs731839 (PEPD) em
19g13.11.

Uma variante comum (rs601339, alelo G) a
jusante do gene GPR109A (o suposto receptor
de niacina) foi associada a adiponectina na
andlise lipidica global. Em uma anélise de gene
candidato coincidente, 11 SNPs foram
vizualizados em GPR109A/B nas coortes
ColLaus e LOLIPOP, contendo individuos de
ascendéncia europeia. Um Ginico SNP R311C de
codificagdo ~ nominalmente  significativo
(rs7314976) dentro do gene GPR109A foi
consistentemente associado a adiponectina nas
trés coortes (estudo de ColLaus, Fenland e MRC
Ely) e HDL-colesterol (HDL-C) em quatro
coortes (CoLaus, Fenland, Ely study e Lolipop).

A metandlise combinada dos conjuntos de
dados GWAS in silico de descoberta e


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3315470/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3315470/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3315470/

Association of
Adiponectin SNP+45
and SNP+276 with
Type 2 Diabetes in
Han Chinese
Populations: A
Meta-Analysis of 26
Case-Control Studies

Lletal., 2011

https://www.ncbi.nl
m.nih.gov/pmc/artic
les/PMC3092748/

Caso- controle com
Meta-analise

Auvaliar a associagéo de
SNP+276 (rs1501299)
com DM2 na
populagdo Han na
provincia de Yunnan,
no sudoeste da China, e
combinar os achados
com os de 25 estudos
anteriores em uma
meta-analise e
investigar a associagéo
dos polimorfismos
SNP+45 e SNP+276

no gene da
adiponectina com
DM2 na populacdo

Han chinesa.

Meta-analise sem
restricdo de sexo e
idade

Populacéo
chinesa.

Han

para os niveis de
adiponectina, Meta-
Analysis of Glucose
and Insulin Related
Traits  Consortium
(MAGIC)
Investigacdo
genética de tracos de
medidas
antropométricas
(GIANT),  Global
Lipids Genetic
Consortium (GLGC)
e Body Fat GWAS
consorcios.

Caso controle:
Ambos 0s  sexos
atendidos no
Hospital Popular da
Provincia de Yunnan
de dezembro de 2006
a setembro de 2010,
com diagndstico de
DM2 segundo
critérios da OMS.

Meta-analise:

(@) um desenho de
caso-controle  nao
relacionado, (b)
todos os individuos
eram chineses han,

(c) genétipos
disponiveis e
ndmeros ou
frequéncias de

alelos, (d) publicado

Caso controle:
Pacientes que foram
tratados com insulina
ou um secretagogo de
insulina;  Individuos
com  diabetes ou
intolerancia a glicose
foram excluidos do
grupo controle com
base em um teste oral
de tolerancia a glicose;
individuos com
hipertensdo ou doenca
cardiaca coronaria
também foram
excluidos do estudo.

Meta-analise:
Critérios de exlusdo
ndo relatados

Caso controle com
202 (homens =
121; mulheres =
81); O grupo néo-
diabético (NDM)

incluiu 143
individuos

(homens = 59;
mulheres = 84)
que ndo tinham
historico familiar
de diabetes

mellitus e foram
recrutados de uma
populagio ndo
selecionada
submetida a
exames de salde;

Meta-andlise de 23
estudos de caso-
controle de
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acompanhamento detectou loci adicionais nos
cromossomos 1g41 préximo ao gene LYPLAL1
(rs3001032) e no cromossomo 6p21.1 préximo
ao Gene VEGFA (rs998584) que alcangou
significancia em todo o genoma.

Nas populagbes afro-americanas, apenas
associagbes no locus ADIPOQ atingiram
significancia em todo o genoma, enquanto na
populagédo do Leste Asiatico houve evidéncia de
associacdo nos loci ADIPOQ e CDH13. Na
meta-analise que combinou todos os GWAS
disponiveis, foram identificados dois loci
adicionais no gene IRS1 ou préximo a eleem
2036.3 e em 6024.1.

Conclusdo: dados apresentados neste estudo
fornecem fortes evidéncias de associacdo para
10 novos loci para os niveis de adiponectina.
Anaélises posteriores confirmaram que o nivel de
expressdo de alguns desses genes candidatos em
adipdcitos  humanos se  correlacionava
diretamente com os niveis de adiponectina.

No estudo de caso e controle:

Parametros  antropométricos (IMC e
Circunferéncia do quadril) foram
significativamente maiores em pacientes com
DM2 do que em individuos controle sem DM.
As frequéncias genotipicas e alélicas para
SNP+276 (G>T (rs1501299)) no gene da
adiponectina ndo diferiram significativamente
entre os grupos de DM2 e controle sem DM na
populacéo de Yunnan Han.

Na meta-andlise:

Os resultados revelaram uma tendéncia de
aumento do risco de DM2 para o alelo
SNP+45G (rs2241766 T>G) em comparagdo
com o alelo SNP+45T na populagdo Han
chinesa. No entanto, ndo houve associag&o entre
SNP+276 e DM2.

Conclusdes:
Os resultados da meta-analise demonstraram
que o alelo SNP+45G pode ser um alelo de


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3092748/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3092748/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3092748/

Association between

ADIPOQ +45T>G

polymorphism and

type 2 diabetes: a
systematic review
and meta-analysis

FAN et al., 2014

https://www.ncbi.nlm.

nih.gov/pmc/articles/P

MC4307270/

Meta-analise

Sintetizar os dados de
estudos de  caso-
controle para avaliar o
risco  genético do
polimorfismo +45T>G
no gene ADIPOQ para
T2DM.

Ambos 0s sexos

Fonte: estudos disponiveis na base de dados PubMed.

Foram incluidos 14
estudos com
Caucasianos e 30 com
Asiaticos

em qualquer idioma.
PCR-polimorfismo
conformacional de

cadeia simples
(PCR-SSCP) ou
analise de PCR-
RFLP e

sequenciamento de
DNA. Se houvesse
varias  publicacoes
do mesmo grupo,
apenas o estudo mais
recente foi incluido
na analise

(1) Publicado em
inglés ou chinés;

(2) Estudo de caso-
controle ou coorte;
(3) Forneceu as
frequéncias
genotipicas em casos
e controles;

(@) Dados
disponiveis para
estimar um odds
ratio com intervalo
de confianca de
95%; e (5) estar em
equilibrio de Hardy-
Weinberg (HWE)

(1) Nenhum grupo de
controle; (2) Estudos
que continham dados
sobrepostos; e (3)
Nenhum relatério
sobre a frequéncia
genotipica ou
informagdes
insuficientes para
extragdo de dados.

SNP+45, com um

total de 4.161
pacientes com
DM2 e 3.709

controles, e 11
estudos de caso-

controle de
SNP+276, com
2.533  pacientes

com DM2 e 2.212
controles, todos 0s
participantes eram
chineses Han.

44 estudos;

Um total de 9.786
casos e 16.022
controles  foram
incluidos na
analise +45T>G;
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suscetibilidade para DM2 em populacio
Chinesa Han, porém, mesmo sendo de uma
mesma etnia, os resultados apresentaram certa
heterogeneidade. N&o houve nenhuma
associacdo de SNP+276 (rs1501299) com
DM2.

Em toda a populacdo, foi encontrada uma
associacdo significativa entre o polimorfismo
(+45T>G, rs16861194) do gene ADIPOQ e
DM2, sob modelos de alelo (G), dominante
homozigoto. Na andlise de subgrupo em
populagcdo Asidtica houve associagdo sob
modelos:  alelo, dominante, recessivo,
homozigoto e heterozigoto, no entanto, a analise
de vieses de publicagio revelou-se significativa
em todos os modelos. No subgrupo de
Caucasianos  ndo  foram  encontradas
associacdes com nenhum modelo.

Conclusdes: Foi indicado que o alelo G de
ADIPOQ polimorfismo do gene +45T>G
(rs16861194) pode ser um fator predisponente
para DM2 na populagdo asiatica, mas o ndo para
populagéo caucasiana.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4307270/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4307270/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4307270/
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ANEXO B — RECORDATORIO ALIMENTAR DE 24h

(11 [ [13°
Nome: ID: DATA: /I
Refei¢des/Alimentos Med'.da Tamanrlo Valor em Observagdes
Caseira da porcdo | gramas/ml

Café da Manha

Lanche

Almoco

Lanche

Jantar

Lanche Noturno

Preferéncias Alimentares:

Aversoes Alimentares:

Preencher as medidas
mostrando o album de
medidas caseiras.

Para mensurar o valor de
g/ml das medidas caseiras,
considerar o valor da porgéo
média do QFCA,

Se for pequena, / 2 Se for
grande, + % Se for extra-
grande,

X2
(p25 — p50 — p75 — p100)

Descrever quantidades de
alimentos por preparacéo:
Papas, sopas, macarronada,
feijoada, etc. E colocar neste
recordatdrio, perguntado a
responsavel pela preparacéo,
para quantas pessoas sera
dividida.

Descrever neste recordatério
se consome ch@, caso sim,
que tipo de ch4, como
também quantidade de &gua
e horério.

Descrever o tipo de coccéo:
- Fritura

-Grelhado
-Cozido

- Assado
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ANEXO C - QUESTIONARIO INTERNACIONAL DE ATIVIDADE FiSICA

Y/ ) QUESTIONARIO INTERNACIONAL DE ATIVIDADE FISICA -
VERSAO CURTA

Nome:

Data: / / Idade: Sexo: F ()M ()

Nos estamos interessados em saber que tipos de atividade fisica as pessoas fazem como parte do seu dia
a dia. Este projeto faz parte de um grande estudo que esté sendo feito em diferentes paises ao redor do
mundo. Suas respostas nos ajudardo a entender que téo ativos n6s somos em relacao as pessoas de outros
paises. As perguntas estdo relacionadas ao tempo que vocé gasta fazendo atividade fisica na ULTIMA
semana. As perguntas incluem as atividades que vocé faz no trabalho, para ir de um lugar a outro, por
lazer, por esporte, por exercicio ou como parte das suas atividades em casa ou no jardim. Suas respostas
sdo MUITO importantes. Por favor responda cada questdo mesmo que considere que ndo seja ativo.
Obrigado pela sua participacao!

Para responder as questfes lembre que:

> Atividades fisicas VIGOROSAS séao aquelas que precisam de um grande esforco fisico e
que fazem respirar MUITO mais forte que o normal

> Atividades fisicas MODERADAS s&o aquelas que precisam de algum esforco fisico e que
fazem respirar UM POUCO mais forte que o normal

Para responder as perguntas pense somente nas atividades que vocé realiza por pelo menos 10 minutos
continuos de cada vez.

la Em quantos dias da ultima semana vocé CAMINHOU por pelo menos 10 minutos continuos em
casa ou no trabalho, como forma de transporte para ir de um lugar para outro, por lazer, por prazer ou
como forma de exercicio?

Dias por SEMANA () Nenhum

1b Nos dias em que vocé caminhou por pelo menos 10 minutos continuos quanto tempo no total vocé
gastou caminhando por dia?

Horas: Minutos:

2a. Em quantos dias da ultima semana, vocé realizou atividades MODERADAS por pelo menos 10
minutos continuos, como por exemplo pedalar leve na bicicleta, nadar, dancar, fazer ginastica aerébica
leve, jogar volei recreativo, carregar pesos leves, fazer servicos domésticos na casa, no quintal ou no
jardim como varrer, aspirar, cuidar do jardim, ou qualquer atividade que fez aumentar moderadamente
sua respiracdo ou batimentos do coracio (POR FAVOR NAO INCLUA CAMINHADA)

Dias___ por SEMANA () Nenhum
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2b. Nos dias em que vocé fez essas atividades moderadas por pelo menos 10 minutos continuos, quanto
tempo no total vocé gastou fazendo essas atividades por dia?

Horas Minutos:

3a Em quantos dias da ultima semana, vocé realizou atividades VIGOROSAS por pelo menos 10
minutos continuos, como por exemplo correr, fazer ginastica aerobica, jogar futebol, pedalar rapido na
bicicleta, jogar basquete, fazer servigcos domésticos pesados em casa, no quintal ou cavoucar no jardim,
carregar pesos elevados ou qualquer atividade que fez aumentar MUITO sua respiracdo ou batimentos
do coracdo.

Dias por SEMANA () Nenhum

3b Nos dias em que vocé fez essas atividades vigorosas por pelo menos 10 minutos continuos, quanto
tempo no total vocé gastou fazendo essas atividades por dia?

Horas Minutos:

Estas Gltimas questdes sdo sobre o tempo que vocé permanece sentado todo dia, no trabalho, na escola
ou faculdade, em casa e durante seu tempo livre. Isto inclui o tempo sentado estudando, sentado
enguanto descansa, fazendo licdo de casa, visitando um amigo, lendo, sentado ou deitado assistindo TV.
Né&o inclua o tempo gasto sentando durante o transporte em dnibus, trem, metré ou carro.

4a. Quanto tempo no total vocé gasta sentado durante um dia de semana?
Horas minutos
4b. Quanto tempo no total vocé gasta sentado durante um dia de final de semana?

Horas minutos

MATSUDO, S.; et al. Questionario internacional de atividade fisica (IPAQ): estudo de validade
e reprodutibilidade no Brasil. Rev. bras. ativ. fis. satde, p. 05-18, 2001.




