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RESUMO

A retinopatia diabética (RD) é uma complicacdo microvascular que acomete cerca de 30%
dos pacientes com diabetes mellitus (DM) tipo 2. Estudos que explorem fatores de risco
para diabetes e para suas complicacdes sdo relevantes por desenvolverem mecanismos de
reconhecimento antecipado de pacientes em risco. Dentre os genes explorados quanto ao
risco de DM2, destaca-se o gene ADP que codifica a Adiponectina uma adipocina que tem
papel fundamental na regulacdo do metabolismo de carboidratos, diminuindo resisténcia
periférica a insulina no diabetes. O polimorfismo rs266729 no gene da ADP, tem sido
associado a DM2 contudo h& lacunas na literatura quanto a associacdo com RD. A
metaboldmica, que € uma andlise em larga escala de metabdlitos, € uma ferramenta
promissora para revelar as alteracfes metabolicas e 0 mecanismo subjacente envolvido na
patogénese das complicacBes diabéticas. O objetivo este estudo foi analisar e comparar o
perfil metabolémico de amostras de pacientes saudaveis comparados a DM2 sem RD,
portadores de RD em dois estigios de gravidade, ndo proliferativa (RDNP) e a forma
proliferativa (RDP) e também pacientes com amputacdo de membros. Também analisou-se
o perfil metabolédmico de pacientes DM2 pertencentes aos diferentes gendétipos do
rs266729. O estudo é constituido de uma amostra de 127 individuos divididos em grupos
segundo a classificacdo na progressdo da doenga, para a analise de polimorfismo do gene
da ADP. Para a metaboldmica a populagéo foi agrupada em: controle (CONT), amputados
(AMP), pacientes com DM sem RD (DM2), RD ndo proliferativa (RDNP) e RD
proliferativa (RDP). Foram coletados dados sociodemograficos, de atividade fisica (IPAQ),
antropomeétricos, clinicos e sangue venoso para avaliacdo do perfil bioquimico (glicemia,
hemoglobina glicada, colesterol total, HDL-c, LDL-c (contedo de colesterol nas
lipoproteinas de alta e baixa densidade e triglicérides), determinacdo dos gendtipos do
polimorfismo ADIPOQ utilizando a técnica de polimorfismo de comprimento de
fragmento de restricdo (RFLP) e analises do perfil metab6lomico, que foram realizadas
através da Ressonancia Magnética Nuclear (RMN). Em relagdo aos metabolitos nos
estagios da RD observou-se que na amostra estudada, que a valina, o isobutirato, e as vias
da arginina e da prolina foram discriminatorios para o grupo RDNP. O metabolismo de
sintese e degradacdo de corpos cetbnicos associado ao metabolito acetoacetato e a
biossintese de fenilalanina, tirosina e triptofano foram discriminatorios para o grupo RDP.

O metabolismo da histidina estava presente e discriminatério no grupo AMP. A terapia



com insulina foi mais frequente nos portadores do alelo rs266729 G (grupo CG+GG). O
glutamato mostrou-se discriminante para o grupo CG+GG, podendo ser indicativo de um
mau prognostico da doenga, ja a glutamina e citrulina apresentavam discriminantes para o
grupo CC podendo ser indicativo de um bom progndéstico da doenca. Ja o ciclo da ureia
discriminou os grupos CG+GG do grupo CC. Os resultados deste trabalho permitiram
avancos na analise da metabolémica de DM2 e suas complicacdes, trazendo a histidina
como discriminante do grupo AMP e a relacdo glutamato/glutamina com potencial

relevancia para explicar a associagéo do alelo rs266729 com DM2.

Palavras-chave: complicacdo diabética; metab6lomica; estilo de vida; espectroscopia de

ressonancia magnetica nuclear; variabilidade genética.



ABSTRACT

Diabetic retinopathy (DR) is a microvascular complication that affects approximately 30%
of patients with type 2 diabetes mellitus (T2DM). Studies exploring risk factors for
diabetes and its complications are relevant, as they contribute to the development of early
recognition mechanisms for patients at risk. Among the genes investigated in relation to
T2DM risk, the ADIPOQ gene stands out. It encodes adiponectin, an adipokine that plays a
key role in carbohydrate metabolism regulation, reducing peripheral insulin resistance in
diabetes. The rs266729 polymorphism in the ADIPOQ gene has been associated with
T2DM; however, there are still gaps in the literature regarding its association with DR.
Metabolomics, a large-scale analysis of metabolites, is a promising tool for revealing
metabolic changes and underlying mechanisms involved in the pathogenesis of diabetic
complications. The aim of this study was to analyze and compare the metabolomic profile
of samples from healthy individuals and from patients with T2DM without DR, patients
with DR in two stages of severity—non-proliferative (NPDR) and proliferative (PDR)—as
well as from patients who had undergone limb amputation. In addition, the metabolomic
profile of T2DM patients carrying different genotypes of the rs266729 polymorphism was
evaluated. The study included a sample of 127 individuals, divided into groups according
to disease progression for the analysis of the ADIPOQ gene polymorphism. For the
metabolomic analysis, participants were grouped as follows: Control (CONT), Amputees
(AMP), T2DM without DR (DM2), Non-proliferative DR (NPDR), and Proliferative DR
(PDR). Sociodemographic data, physical activity (IPAQ), anthropometric and clinical data,
and venous blood were collected for biochemical profile assessment (glucose, glycated
hemoglobin, total cholesterol, HDL-c, LDL-c, and triglycerides). Genotyping of the
ADIPOQ polymorphism was performed using the restriction fragment length
polymorphism (RFLP) technique, and metabolomic profiling was carried out using
Nuclear Magnetic Resonance (NMR) spectroscopy. Regarding metabolites in the DR
stages, it was observed in the studied sample that valine, isobutyrate, and the arginine and
proline pathways were discriminatory for the NPDR group. Ketone body synthesis and
degradation metabolism, associated with the metabolite acetoacetate, as well as the
biosynthesis of phenylalanine, tyrosine, and tryptophan, were discriminatory for the PDR
group. Histidine metabolism was present and discriminatory in the AMP group. Insulin

therapy was more frequent among carriers of the rs266729 G allele (CG+GG group).



Glutamate was found to be discriminatory for the CG+GG group, potentially indicating a
poor disease prognosis, while glutamine and citrulline were discriminatory for the CC
group, possibly indicating a more favorable prognosis. The urea cycle also differentiated
the CG+GG group from the CC group. The findings of this study contributed to advances
in the metabolomic analysis of T2DM and its complications, highlighting histidine as a
marker for the AMP group and the glutamate/glutamine ratio as potentially relevant to
explain the association of the rs266729 allele with T2DM.

Keywords: diabetic complication; metabolomics; lifestyle; nuclear magnetic resonance

spectroscopy; genetic variability.
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1 INTRODUCAO

Diabetes mellitus (DM) é um importante e crescente problema de saude para todos
0s paises, independentemente do seu grau de desenvolvimento. De acordo com a
Organizacdo Mundial de Saude, o DM é uma doenca cronica, e muitas vezes evitavel. Os
fatores que contribuem para o desenvolvimento do diabetes tipo 2 (DM2) incluem desde o
excesso de peso, a falta de exercicios fisicos e a genética (WHO, 2024). Dados
epidemioldgicos divulgados pela Federagdo Internacional de Diabetes (IDF) em 2021
indicam que a prevaléncia do DM no Brasil é de 10,5%, o que corresponde a
aproximadamente 20 milhdes de pessoas. Em nivel global, o nimero de adultos vivendo
com a doenga ultrapassou os 800 milhdes (Gregory et al., 2022). Embora avancos
significativos tenham sido alcangados na literatura sobre os mecanismos da DM, ainda
existem lacunas importantes, especialmente no que diz respeito a prevencdo das suas
complicacdes cronicas. Com isso, este trabalho visa avancar e contribuir com o
conhecimento cientifico, propondo compreender melhor os fatores metabolémicos
envolvidos na doenca crbnica e assim contribuir com abordagens mais eficazes para
prevenir e tratar as complicagoes.

Complica¢des microvasculares podem ser desencadeados no paciente com DM2 em
resposta a hiperglicemia dentre elas a retinopatia diabética (RD). Trata-se de uma
complicacdo de relevancia por representar uma das principais causas de cegueira evitavel
na populacéo trabalhadora adulta (Fernandes Silva et al., 2024). Dados nacionais revelam
que a taxa de prevaléncia de RD afeta cerca de 35% dos pacientes DM (Sociedade
Brasileira de Diabetes, 2021). Isso reflete em um niimero aproximado de quatro milhdes de
brasileiros que apresentam algum grau de comprometimento relacionado a RD. Dados
mais recentes do VIGITEL (2023), para a cidade de Jodo Pessoa o DM afeta 7,2% da
populacdo cerca de 58 mil individuos na faixa-etaria maior de 18 anos de idade, 0 que
corresponde a uma taxa de 10% na populacédo paraibana (VIGITEL, 2023). Quanto maior o
tempo de evolugcdo do DM maior é o risco de desenvolver RD (Sociedade Brasileira de
Diabetes, 2021).

Outro desfecho negativo ocasionado pelo DM é a amputagéo. Individuos com DM2
apresentam um aumentado risco para eventos isquémicos, como de exemplo a doenca

arterial periférica, podendo levar a amputacdo de membros. A glicemia descontrolada pode
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levar a perda da sensibilidade dos oOrgdos, ocasionar mais feridas nos membros,
consequentemente deixar o portador de DM mais sujeito a dificuldades na cicatrizacéo e
por esse evento podendo desencadear a amputacdo de membros (Barnes, 2020).

A abordagem genética tem sido utilizada para explicar desfechos negativos do
diabetes. Recentemente a literatura vem explorando o gene da adiponectina (ADP) e sua
relacdo com o DM2. O gene responsavel pela codificacdo da ADP, ADIPOQ, produz uma
adipocina que desempenha um papel fundamental na regulacdo dos processos metabolicos
do corpo, contribuindo para a melhora da funcdo das células B do pancreas. Portanto, sua
funcdo adequada é essencial para a regulacdo das concentracGes glicémicas (Hotta et al.,
2000, Lee et al., 2011).

Em contrapartida, concentraces reduzidas de ADP estiveram associados ao
desenvolvimento com DM2 (Alimi et al., 2021). O alelo G do polimorfismo ADIPOQ
(rs266729) esta associado ao aumento no risco da doenca (Sun et al., 2017).

A metabol6mica é uma ciéncia que se baseia na analise global quali/quantitativa de
metabolitos presentes em um determinado fluido bioldgico, como sangue, urina e tecidos, e
tem sido utilizada como uma ferramenta poderosa para a identificacdo de biomarcadores
para doencas complexas (Lu et al., 2019), como o DM e suas complicacbes. Essa
abordagem complementa os dados dos estudos émicos. Ela resulta dos processos de
transcricdo e traducdo genética, além de ser influenciada pelas interagdes com exposicdes
ambientais. Acredita-se que os metabdlitos estejam intimamente relacionados ao fenétipo,
especialmente em doencas multifatoriais (Yun et al., 2020).

Uma grande vantagem da metabolémica é a capacidade de descobrir metabdlitos
novos e potencialmente relevantes que podem ser a base de abordagens terapéuticas ou
indicadores de progndstico (Filla; Edwards, 2016). Com relagdo aos estudos
metabolomicos envolvendo RD, a literatura ndo apresenta dados de populagéo brasileira.
Além disso, a analise de grupos com DM2 apresentando amputacdo e a analise

metabolémica a luz dos genotipo rs266729 sdo lacunas na literatura mundial.

Para tanto, o presente estudo teve como objetivo geral analisar o perfil de
metabolitos por RNM presentes nas amostras sanguineas de individuos com diferentes
graus de RD ou sem RD categorizados de acordo com os genotipos dos polimorfismos da
ADP. E como objetivos especificos, determinar o perfil de metabdlitos nos estagios da RD,

identificar os gendtipos ADIPOQ do gene da ADP, avaliar os parametros clinicos,
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antropométricos, bioquimicos e de estilo de vida e relacionar os metabdlitos detectados

com os gendtipos da ADP.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 ASPECTOS GERAIS DA DIABETES MELLITUS TIPO 2

DM ¢ uma doenca metabdlica com caracteristicas de hiperglicemia resultante de
falha da secre¢do ou a¢do da insulina ou a jun¢do das duas falhas pela célula B do pancreas.
A longo prazo o DM esta associado a complicacdes cronicas, especialmente dos olhos,
rins, nervos, coragdo e vasos sanguineos (Sociedade Brasileira de Diabetes, 2024).

A doenca em 2021 foi causa direta de 1,6 milhGes de oObitos e 47% das Obitos
aconteceram antes dos 70 anos. Essa elevada prevaléncia somada a perspectiva de grande
crescimento nas proximas décadas em todos os paises, bem como o grande nimero de
mortes e elevados gastos financeiros, faz do DM um grave problema de salde publica
(WHO, 2024).

Na cidade de Jodo Pessoa/PB o DM afeta cerca de 58 mil individuos na faixa-etéaria
acima de 18 anos de idade, o que corresponde a uma taxa de 10 % na populagéo paraibana.
(Vigitel, 2023). Desde 1980 a prevaléncia do diabetes quase dobrou passando de 4,7% para
8,5% na populacdo adulta. Ao longo dos anos, a prevaléncia de diabetes vem aumentando
em paises de baixa e média renda. O diabetes causou 1,5 milhdes de mortes em 2012, tendo
a a hiperglicemia como principal causa, ocasionou 2,2 milhdes de mortes, aumentando 0s
riscos de doencas cardiovasculares e outras doengas (WHO, 2021).

A hiperglicemia persistente caracteristica do DM ¢€ resultado da incapacidade de
secre¢do e/ou atuacdo da insulina, um horménio peptidico que é responsavel pela captacédo
da glicose plasmatica em quase todos os tecidos do organismo humano, logo apds a
sobrecarga de carboidratos no organismo, assim esse hormdnio controla a concentracao da
glicose no sangue (Ashcroft; Rorsman, 2012).

O diagnostico laboratorial do DM é caracterizado pela concentragdo de glicose
plasmatica maior ou igual a 126mg/dL em jejum; e a HbAlc maior que 6,5%, apresentados
na tabela 1 (Sociedade Brasileira de Diabetes, 2024).



Tabela 1- Critérios laboratoriais para diagndstico de DM e pré-diabetes.

Critérios

Glicemia de jejum
(mg/dl)

Glicemia ao acaso
(mg/dl) + sintomas

Glicemia de 1 hora no
TTGO (mg/dl)

Glicemia de 2 horas no
TTGO (mg/dl)

HbALc (%)

DM: diabetes mellitus; TTGO: teste de tolerancia a glicose oral; HbAlc: hemoglobina

Normal Pré-diabetes
<100 100-125
<155 155-208
<140 140-199
<57 5,7-6,4

DM

> 126

>200

>209

20

glicada. *Considera-se como jejum a cessacdo de ingesta calorica de 8-12 horas. **Carga
oral equivalente a 75 g de glicose anidra diluida em agua.

Fonte: SOCIEDADE BRASILEIRA DO DIABETES, 2024.

Todos os tipos de diabetes podem levar a véarias complicacbes como ataque

cardiaco, derrame, amputacdo da perna, insuficiéncia renal (nefropatia diabética), perda da

visdo (RD), além de danos nos nervos, podendo levar também a morte prematuramente

(WHO, 2019). Os tipos de diabetes estdo descritos no quadro abaixo:
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Quadro 1 — Caracterizacao dos tipos de diabetes

Tipo de diabetes

Caracterizacéo da doenca

Diabetes Mellitus
tipo 1

Conhecida como insulinodependente para controlar a quantidade de
glicose no sangue e doenga que se inicia na infancia. Caracterizada
pela falha na produgao da insulina pelas células B do pancreas. Possui
sintomas como miccdo e sede excessiva, fome constante, perda de
peso, alteracdo na visdo e fadiga (Sociedade Brasileira de Diabetes,
2024).

Diabetes Mellitus
tipo 2

Conhecida por acometer pacientes na fase adulta, € o responsavel
pela grande maioria de pessoas com diabetes no mundo. Os sintomas
sdo parecidos com os do DM1, porém menos frequentes (Sociedade
Brasileira de Diabetes, 2024). O DM2 ¢é resultante por fatores
genéticos e metabdlicos de estilo de vida, particularmente o excesso
de comida e inatividade fisica sendo os principais determinantes da
doenca (GBD 2015). A significativa reducao na funcdo das células
ja estd presente no momento do diagnostico do DM2, e declina
continuamente, independentemente do tratamento. A resisténcia a
insulina é uma caracteristica comum do DM2, porém é improvavel
que essa caracteristica cause a doenca a menos que a perda
progressiva da funcdo das células beta se desenvolva (Sociedade
Brasileira de Diabetes2024).

Pré-diabetes

Sao condicBes intermedidrias entre concentracGes normais de glicose
no sangue e diabetes. Pessoas obesas, hipertensos e pessoas com
alteracbes nos parametros lipidicos estdo no grupo de alto risco.
(Sociedade Brasileira de Diabetes, 2024).

Diabetes

gestacional

Esta condicdo é temporéaria, ocorre no periodo de gestacdo e pode
levar ao risco de DM2 a longo prazo, seu diagnostico é feito no pré-
natal (por valores de glicose acima do normal, porém abaixo das
concentragOes de diagnostico para o diabetes), em vez dos sintomas
relatados (Sociedade Brasileira de Diabetes, 2024).

Outros tipos de

diabetes

e LADA (Diabetes autoimune latente em adultos): Segundo a OMS
(2019), o LADA é uma forma hibrida de DM, com caracteristicas
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sobrepostas de DM1 e DM2. Tendo este quadro sido geralmente
observado em adultos.

e MODY (Diabetes de inicio na maturidade dos jovens): Forma
monogénica mais comum do DM, sendo autossdmico dominante.
Ocasionada por defeitos em genes que participam da secrecéo de
insulina. Sdo caracteristicas principais a hiperglicemia de inicio
precoce (< 25 anos), histdria familiar de DM antes de 25 anos em
2 a 3 geragdes, auto anticorpos negativos e peptideo C detectavel

(>0,6 ng/ml) apos cinco anos do diagnostico de DM (Shields et

al. 2012).

Legenda: DM1(Diabete mellitus tipo 1), DM2 (Diabetes mellitus tipo 2), OMS (Organizacdo mundial de
saude).

No DM2 todos esses fatores contribuem para a resisténcia periférica a acdo da
insulina (Hu, 2011). As llhotas de Langerhans, que consistem tanto em células 3, como
outras, desempenham um papel de relevancia na regulacdo da glicose sanguinea (Lawlor,
2019). Essas ilhas celulares estdo presentes na sintese e secrecao de insulina, mantendo as
concentracdes circulantes de glicose em homeostase. No entanto, ao longo do tempo,
juntando com o sedentarismo, alimentacdo inadequada e a genética, pode levar a
uma hiperglicemia crénica que afeta negativamente o funcionamento das células 3
podendo levar a uma deterioracdo progressiva, precedendo o desenvolvimento do DM2.
A coexisténcia de resisténcia a insulina e fatores genéticos pode levar a diminuicdo da
expressdo do gene da insulina e a reducdo da atividade do promotor da insulina,
comprometendo ainda mais a fung¢@o das células B (Lawlor, Stitzel 2019; Solis-herrera,
2021; Sayyed et al., 2023).

Quando hé& hiperglicemia persistente, existe um maior risco de desenvolvimento de
complicagdes. A hiperglicemia também causa estresse oxidativo na retina e pode
desempenhar um papel fundamental no desenvolvimento da RD, danificando células da
retina (Sato et al., 2011). Ja o contrario, quando a glicemia estd muito baixa, nos dois tipos
pode causar convulsdes ou perda de consciéncia. Isso pode ser acarretado por falta de
alimentacéo, exercicio intenso, ou alta dosagem do medicamento para controle da glicemia
(Lei et al., 2019).
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O diabetes prolongado e descontrolado resulta em lesdes envolvendo vasos
sanguineos de meédio e grande calibre como artérias e veias (complicacdes
macrovasculares) e vasos capilares e arteriolas em tecidos especificos (complicacbes
microvasculares) (Chamnan et al., 2009; Matheus et al., 2013). As lesbes microvasculares
acometem as vénulas, arteriolas e vasos capilares levando a disfungdo de drgdos ou
tecidos-alvos tendo seus efeitos mais profundos na retina, rim e nervos periféricos,
resultando em retinopatia diabética, nefropatia diabética e neuropatia diabética,
respectivamente (Nathan et al, 2009; Litwak et al, 2013; Wong et al. 2016).

A RD é a complicagdo microvascular decorrente do DM, em resposta a
hiperglicemia duradoura, que afeta a retina. Acomete cerca de 1 a cada 3 individuos com
DM, com incidéncia de 24 a 39% da populacdo diabética (Brasil, 2021). A Federacdo
Internacional de Diabetes (Idf) (2021) estimou que 10,5% da populacdo adulta (20-79
anos) tem diabetes e quase metade ndo sabe que possui a doenca. Estimou também que a
populacédo global com DM em 2045 sera de 783 milhdes, tendo entdo um aumento de 46%

ao redor do mundo.

2.2 RETINOPATIA DIABETICA COMO MICROCOMPLICACAO DO DIABETES

Segundo Antonetti, Klein e Gardner (2012) e Henriques et al. (2015) a RD tem uma
fisiopatologia classicamente descrita onde as primeiras alteracfes histologicas ocorrem a
concentracdes dos capilares retinianos com o espessamento da membrana basal, perda dos
pericitos e alteracdes das Tight junctions (que sdo proteinas de juncdo e justas entre as
membranas laterais das células), levando a uma incompeténcia de barreira hemato-
retiniana, promovendo um aumento da permeabilidade vascular e fendmenos vaso
oclusivos. Em estudo mais recente de revisdao, Wang (2018) demonstra os achados da
literatura que a fisiopatologia da RD, ocasiona danos microvasculares na retina, pelo
impacto da hiperglicemia. S&o vias fisioldgicas impactadas pela hiperglicemia: a via dos
poliois, o acimulo de produtos finais de glicacdo avancada (AGEs), a via da proteina
quinase C (PKC) e a via da hexosamina que implicam no dano vascular (Bronwlee, 2005).
Além de explorar que a RD pode ocorrer por inflamacao e neurodegenerecéo retiniana.

A via dos poliois, tem relacdo com a enzima aldose redutase, que com a presenca da

glicose elevada, faz com que se tenha um aumento na susceptibilidade ao estresse
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oxidativo intracelular (Engerman, Kern, Larson, 1994). Ja o acumulo de produtos finais de
glicacdo avancada (AGEs), pode danificar a célula retiniana por: modificacdo das proteinas
intracelulares envolvidas na regulacdo da transcricdo genetica (Mclellan et al. 1994),
precursores de AGE podem se fundir para fora de célula e modificar a matriz extracelular,
ocasionando uma disfuncdo celular (Charonis et al. 1990). Além disso, esses precursores
de AGE, modificam proteinas circulantes como a albumina. Essa proteinas modificadas
podem entdo se ligar aos AGEs e ativa-los, causando producéo de citocinas inflamatorias,
ocasionado doenca vascular (Li et al. 1996).

A via da proteina quinase C (PKC), quando ativada pela hiperglicemia, tem efeitos
na expressdo génica aumentando a sintese da molécula diacilglicerol, que ¢ um cofator
critico para as formas de proteina quinase-C (Koya, King, George, 1998). Também o
aumento da atividade da via da hexosamina, que ocasiona 0 processo de fosforilagdo e a
supermodificacdo dessa glucosamida frequentemente resulta em mudancas patoldgicas na
expressao genica (Kolm-Litty et al.,1998).

Para RD alguns fatores de risco ja foram estabelecidos, tais como a duracéo da DM,
controle glicémico, ND (Nefropatia diabética), hipertensdo arterial sistémica, dislipidemia,
doencga cardiovascular, obesidade, fatores de riscos ambientais (tabagismo, sedentarismo,
consumo de bebidas alcodlicas), fatores de riscos oculares e genéticos (Lin et al., 2021).

Tendo a glicemia elevada um dos principais fatores de risco para a RD, Roohi
(2023) em sua revisdo descreveu que a hiperglicemia é também causada pelo estresse
oxidatvo e estresse do reticulo endoplasméatico que acomete duplamente o organismo do
paciente diabético. O aumento de espécies reativas de oxigénio (ROS) é o que caracteriza 0
estresse oxidativo, causando os danos celulares, manifestando uma disfungéo nas células p.

Também se tem relato na literatura entre semelhanca da fisiopatologia entre as duas
complicagdes microvasculares do diabetes, a RD e ND. No estudo de revisdo de Tang
(2024), o autor trouxe semelhancas notaveis entre as complicaces. Relatou que, em ambas
possuem disfuncdo endotelial, como consequéncia & hiperglicemia que induz a lesdo
endotelial de ambos os orgdos. Além disso, fatores de crescimento e sinalizagdo como a
familia VEGF (fator de crescimento endotelial vascular), a molécula de adeséo celular
(CAM), e a sinalizagdo Notch estavam envolvidos no desenvolvimento das

microcomplicagoes.
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Outro fato importante sobre a desregulagéo da glicemia como fator de risco para
RD, é que esse evento pode desencadear um funcionamento anormal do sistema nervoso
autbnomo e com isso, ocasionar uma rigidez arterial e consequentemente levar a um
aumento da pressdo pulsétil, podendo causar danos a microcirculacdo retiniana, esse
evento pode ser desencadeado também pela hipertensdo e por alteragdes na vasculatura
(Drinkwater et al., 2021; Prakash, Parija e Kar 2023)

A hiperglicemia persistente desencadeia a maior parte dos processos que promovem
o desenvolvimento da RD, assim, um controle glicémico adequado traz beneficios quanto a
prevencdo em diabéticos recém diagnosticados e/ou atraso na progressdo para estagios
mais avancados em individuos ja afetados. Nesse contexto a principal abordagem na
conduta clinica da doenca é a reducdo das concentracBes de glicose sanguinea (< 126
mg/dL no jejum) e HbAlc (< 6,5%) (Sociedade Brasileira de Diabetes, 2021).
ConcentragGes maiores destes dois marcadores caracterizam mau controle glicémico e sua
associacdo como fator de risco independente para RD tem sido confirmada por varios
estudos (Kawasaki et al., 2011; Kim et al., 2011; Xu et al., 2014).

Em estudo recente de revisdo, o autor pontua os fatores de risco para 0
desenvolvimento da RDP que é o estagio mais avancado da RD, onde a maior
caracteristica é a neovascularizacdo anormal na retina, esse estdgio mais avancado pode
levar o paciente diabético a cegueira. Fatores como aumento da HbAlc, o
comprometimento renal, a idade mais jovem para o diagnéstico do DM e aumento dos
triglicerideos, foram listados como os principais fatores para o avanco do estagio da RD
para RDP (Perais et al., 2023).

Atualmente os critérios aceitos para a classificacdo clinica da RD sdo baseados na
metodologia do grupo Early Treatment of Diabetic Retinophathy Study (ETDRS)
padronizada por Wilkinson et al., (2003) e que constitui uma escala de danos visuais
encontradas no decorrer da progressdo natural da doenca (Quadro 2). Clinicamente a RD é
identificada pela presenca de algumas ou todas as seguintes lesdes: microaneurismas,
hemorragias, exsudatos duros de lipidios, manchas algodonosas, edema macular, oclusdo
capilar e neovascularizagdo. A neovascularizagdo marca a progressdo para o estagio de pior

prognostico da doenga, a RDP,e sua distingdo da RDNP no diagnostico clinico (Figura 1).

Quadro 2—- Diagnostico e classificacdo da Retinopatia diabética.

Grau da retinopatia \ Achados observados & fundoscopia
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Sem RD

Auséncia de anormalidades

RD néo-proliferativa leve

Apenas microaneurismas

RD néo-proliferativa

moderada

Mais do que microaneurismas e menos do que RD néo-
proliferativa grave.

RD néo-proliferativa grave

Auséncia de RD proliferativa e qualquer das alteracdes
a seguir: mais de 20 hemorragias intra-retinianas em
cada um dos 4 quadrantes; dilatacdo venosa em 2 ou
mais quadrantes; anormalidades microvasculares intra-
retinianas em 1 ou mais quadrantes

RD proliferativa

Neovascularizagdo, hemorragia vitrea pré-retiniana

~ Fonte: Wilkinson et al., 2003.

Figura 1— Oftalmoscopia do fundo de olho na RD.

Legenda: A: RDNP severa com microaneurismas (setas pretas), hemorragia (seta amarela) e exsudatos (seta
branca); B: RDP com microaneurismas (setas pretas), juntamente com uma area de neovascularizagcdo do
disco dptico (seta amarela) e exsudatos (seta branca); C: RDP apéds uso de marcador fluorescente mostrando
areas de profunda ndo perfusdo da retina (estrela) inimeros pontos brancos indicando aneurismas (setas
brancas); D: microaneurismas capilares (setas grossas) e capilares degenerados (setas finas) em RDP. Fonte:

Tang; Kern (2011).

Estudos indicam diferenca significativa na frequéncia de RD entre diferentes grupos

étnicos bem como sua maior agregacéo entre irméos ndo gémeos independente dos fatores

de risco clinicos e ambientais. Esses resultados fornecem indicios da existéncia de

componente genético na susceptibilidade & esta complicacdo (Emanuele et al., 2005; Rema

et al., 2005).
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Uma variedade de genes candidatos tem sido investigada quanto a sua participagéo
na etiologia ou modulacdo da RD, dentre os quais: genes que codificam proteinas
envolvidas em processos oxidativos (Hovnik et al.,, 2009; El-bab et al.,, 2013),
proliferativos, via do poliol (Abhary et al., 2010) e receptores de produtos de glicacdo
avancada (Yang et al., 2020). Todavia, estudos de revisdo indicam que a RD possui um
cunho hereditario, entretanto, ainda ndo existem pesquisas que definam um loci de risco

associado ao desenvolvimento da RD (Han et al., 2019).

2.3 ADIPONECTINA

A ADP, é produzida e liberada principalmente pelas células de gordura do tecido
adiposo, e em diversos tecidos, possui acdes variadas, como no figado, que diminui a
gliconeogénese, liponeogénese e triglicerideos (Berg, 2001), nos rins, ajuda a regular
pressdo arterial e a filtracdo glomerular (Rutkowski, 2013), nas células B do pancreas,
aumentando a secrecdo de insulina e a sobrevivéncia das células 3 e diminuindo a apoptose
(Ye, 2014), nos vasos sanguineos promovendo a vasodilatacdo e melhora a funcédo
endotelial (Okamoto, 2002), nos 0ssos, promovendo a diferenciacdo dos osteoblastos e
inibe a formacdo dos osteoclastos (Oshima, 2005) e nas células do sistema imunoldgico,
inibindo a ativacdo das células T e a producédo de citocinas pré inflamatérias (Takemura,
2007), antes de ser depurada pelos hepatocitos (Halberg, 2009).

E uma proteina formada de 244 aminoéacidos (Hu; Liang; Spiegelman, 1996).
Caracterizada como um hormonio gerado pelos adipdcitos cuja funcdo primordial é tornar
0s Orgdos mais sensiveis aos efeitos da insulina. Também é reconhecida como uma
molécula que previne a aterogénese, a inflamacéo e a apoptose, tornando-a uma molécula
“antidiabética” (Holland et al., 2011; Yanai, 2019). Concentragdes sericas elevadas de
ADP estdo relacionadas com melhor sensibilidade a insulina (Hotta et al., 2000). E
concentracdes reduzidas presentes na obesidade passo que aumentam com a perda de peso
(Holland et al., 2011; Yanai, Yoshida 2019; Cobos-Palacios et al., 2022; Khalafi et al.,
2023). E uma molécula relativamente abundante na circulacio apresentando concentracdes
na faixa de 2-20 pg/mL e nas mulheres as concentracdes circulantes séo entre 30 — 50%
maiores do que nos homens (Turer; Scherer, 2012).

A ADP se diferencia das demais adipocinas pelo fato de sua concentragcdo sérica

tendem a reduzir em situagOes de obesidade. Por outro lado, a maior parte das outras
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adipocinas, especialmente as de natureza pré-inflamatdria, séo liberadas em concentracoes
maiores conforme o tamanho da célula adiposa aumenta. Este aspecto é crucial para manter
0 equilibrio entre a secrecdo de adipocinas com ac@es pro e anti-inflamatorias (Skurk et al.,
2007; Turer; Scherer, 2012).

Um estudo abrangente indicou concentracfes altas de ADP estdo ligados em
diversas populagdes a um risco reduzido de desenvolver DM2 (Li, 2009). Em outra revisdo
foi mostrado que as concentracdes de ADP estdo correlacionados negativamente com o
DM, e demonstraram ser afetados pela nutricdo, sendo a ADP um bom biomarcador para o
disturbio do DM (Khoramipour et al., 2021). Uma meta-andlise com DM gestacional,
avaliou que em concentragdes crescentes de ADP circulantes, o risco de DM gestacional
diminuiu significativamente em mulheres gravidas, sendo entdo uma relacdo inversa entre
ADP e diabetes gestacional (Gao et al., 2023). Em contrapartida, um estudo de coorte
realizado com a populagéo afro-americana revelou uma correlacdo positiva e significativa
entre a ADP e a previsao de diabetes tipo 2. Essa correlacdo foi estabelecida através das
analises estatisticas que avaliaram as concentracGes de ADP em individuos sem diabetes

inicialmente e ao longo do tempo sua associa¢do com a incidéncia da doenga.

2.3.1 POLIMORFISMOS ADIPOQ DO GENE DA ADIPONECTINA E A RELACAO
COM O DIABETES MELITUS TIPO 2

Considerando as funcbes biolégicas da ADP, como suas propriedades de
sensibilizacdo a insulina, anti-inflamatorias e antiaterogénicas, esta adipocina tem um
papel importante no surgimento de resisténcia insulinica (Rl) e DM2 (Lim, Quon, Koh,
2014). Estudos indicam que as concentraces de ADP sdo diminuidos em casos de DM2,
doenca hepética gordurosa ndo alcodlica e obesidade (Kadowaki et al., 2006; Hosseini et
al., 2019; Sanchez et al., 2019).

O gene ADIPOQ ¢ responsavel pela codificagdo da proteina ADP, se localiza no
cromossomo 3g27. Esse gene apresenta varios polimorfismos, muitos deles na regido
promotora e que impactam na expressdo. O rs266729, ¢ um polimorfismo que esta
localizado no sitio de ligacdo de um fator de transcri¢do, desencadeando uma substituicdo
de citosina para guanina na posicdo 11377 que tem significado clinico ja explorado na

literatura (Bai, Tang, LI, 2020; Khoramipour et al., 2021). Pesquisas em humanos
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mostraram que esta regido do gene € descrita como um locus de susceptibilidade a
sindromes metabolicas e DM2 e doencga coronariana e com isso estudos sobre essas
relacbes vem sendo vastamente exploradas (Vionnet et al., 2000; Mohammadzadeh,
Zarghami, 2009; Sun et al., 2017; Khoramipour et al., 2021).

Aleém desses estudos iniciais, um artigo de caso controle na populacdo iraniana,
também descreveu a relacdo do polimorfismo rs266729 sendo significativamente associado
a um aumento do risco de DM2 em comparacdo ao grupo controle (Alimi, Goodarzi,
Nekoe, 2021). Howlader et al. (2021) em sua pesquisa de revisdo mais abrangente também
avaliou 0 mesmo SNP e a relagdo com o DM, concluindo que n&o existe um polimorfismo
especifico que desencadeia a doenca, mas sim varios SNPs do gene da ADIPOQ
qualificaveis para serem fatores de risco no desenvolvimento da doenca. E ainda afirma
que firmemente a ADP desempenha um papel crucial na patogénese tanto do DM1, quanto
no DM2 e no DM gestacional. Possuindo a informacgéo adicional que os polimorfismos
rs2241766 e rs266729 foram amplamente associados ao diabetes gestacional.

Pesquisa atual e transversal com a populacdo de 789 individuos vietnamitas,
diabéticos e com sindrome metabdlica (SM), avaliou quatro SNPs (rs266729, rs1501299,
rs3774261 e rs822393) do gene ADIPOQ com intuito de avaliar as potenciais associagdes
com DM2 e SM. Concluiu que apenas o SNP rs266729 era o principal candidato ao risco
aumentado do individuo desenvolver DM2 (Truong, et al., 2022).

Como a relagdo entre o SNP rs266729 e o DM2 é bem descrita na literatura
concluimos essa afirmacdo com estudo de meta analise de Wu e Wang, (2019), que
demonstrou que esse polimorfismo tinha relacdo com a doenca em diversas populagdes
COMo a caucasiana, asiaticas e norte americanas.

Além disso, estudos vem relacionando o alelo G com 0 DM2. Em estudo de meta
analise, os resultados revelaram que o rs266729 é um local de suscetibilidade ao DM2, e
que o alelo G neste local é o que contribui para o desenvolvimento do DM2 (Sun et al.
2017).

Concentracbes plasmaticos de ADP parece ser influenciadas por variacfes
genéticas como foi explanado no mesmo estudo descrito acima em populagéo iraniana que
mostrou concentracGes plasméticas mais baixos em portadores dos genotipo GC + GG
tanto em individuos saudaveis quanto portadores de DM2 (Alimi, Goodarzi, Nekoe, 2021).

O alelo G desse polimorfismo associa-se com menores concentragdes de ADP mesmo em
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populagdes distintas como americanos e russos (Zhang et al., 2009; Christodoulou et al.,
2020; Smetnev et al., 2019). Na populacdo mexicana, o alelo G também se associou como
fator de risco para o desenvolvimento de SM (Robles et al., 2020). Esse alelo aumenta o
risco de DM2 em 1,13 vezes comparando com 0s ndo portadores do alelo. Individuos com
0 gendtipo GG versus CC tém um risco aumentado de 3 vezes para o desenvolvimento de
DM2, ja para o grupo GC o aumento chega a ser 2 vezes maior comparado ao genotipo CC
(Sun et al., 2017; Kaftan; Hussain et al., 2015).

Corroborando também com esses achados, De Luis et al. (2020) traz em seu estudo
de cunho transversal a informacdo que a presenga do alelo G do SNP rs266729 em
individuos homozigotos e heterozigotos apresentou valores elevados de insulina e HOMA-
IR, e valores baixos de ADP. Contudo, portadores do alelo G apresentaram maior taxa de

diabetes mellitus e hiperglicemia.

2.3.2 POLIMORFISMO ADIPOQ rs266729 DO GENE DA ADIPONECTINA E A
RELACAO COM RETINOPATIA DIABETICA.

Em seu estudo transversal Li et al. (2016), avaliou 372 pacientes DM2 com RD e
145 pacientes DM2, sem RD, sendo todos chineses. Concluiu que a combinacdo da
utilizacdo da terapia de insulina com o genotipo GG do SNP rs266729, podem mediar os
efeitos da insulina no risco da RD. Porém nao houve associacao entre genotipos ou alelos e
RD e seus estagios (RDNP e RDP).

Até essa Ultima atualizacdo da escrita dessa tese, apenas um artigo de Li et al.
(2016) descreve sobre a relagdo do rs266729 e a retinopatia diabética, demonstrando entéo

que o papel da ADP na patogénese da RD ainda é desconhecido.

2.4 0 ESTUDO DA METABOLOMICA

A metabolémica refere-se a um estudo de larga escala de pequenas moléculas
presentes em um determinado fluido biolégico, como sangue, urina, humor vitreo, humor
aquoso e tecidos, e tem sido utilizada como uma ferramenta poderosa para a identificacdo
de biomarcadores para doencas complexas (Whishart, et al., 2012; Lu et al., 2019), como o
DM e suas complicagdes. Os metabdlitos circulantes sdo intermediérios ou produtos finais
das diversas vias metabdlicas, além de ser influenciada pelas interagdes ambientais. Outro

aspecto é que os dados metabolémicos trazem ndo s6 moléculas formadas endogenamente
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mas também os exdgenos que estdo circulantes (Tan, et al. 2016). Acredita-se que 0s
metabolitos estejam intimamente relacionados ao fenotipo, especialmente em doencas
multifatoriais (Yun et al., 2020).

Essa ciéncia vem ganhando cada vez mais espaco, surgindo principalmente pelo
paradigma que sustenta a fenotipagem metabolica clinica ou qualquer mudanca de saude,
fisica ou histoldgica no humano, pode resultar em alteracdes caracterizadas em amostras
bioldgicas, que podem estar conectadas a doencas crénicas e interagdes gene-ambiente.
Com isso, a metabolémica ganha ainda mais importancia, pois permite a previsdo dos
riscos de doencas e das respostas aos tratamentos de forma individualizada (Holmes et al.,
2015; Ashrafian et al., 2021).

A metabolémica é considerada o centro dos estudos “6micos” (Figura 2) por trazer
informacdes sobre o que de fato estd ocorrendo no organismo. Acredita-se que é o método
mais sensivel para identificar fenotipo (Elis, et al., 2007). As mudancas no metaboloma
podem ocorrer em questdes de segundos, portanto, ele reflete com precisdo o estado da
condicdo clinica quase gue instantaneamente (Goodrac, et al., 2004).

Figura 2- A interacdo entre 0 genoma, o transcriptoma, o proteoma e 0 metaboloma com o

ambiente em um sistema bioldgico.

Genoma Transcriptomica Protedmica Metabolomica
Fendtipa

Autor: Adaptado de Tan, Begley, Mullard, Hollywood e Bishop, 2016.
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Seus produtos bioldgicos sdo denominados metabdlitos, sdo resultantes do
metabolismo das mais diversas substancias dos organismos, sdo pequenas moléculas
circulantes que estdo livres em diversos fluidos bioldgicos ou tecidos (Roberts et
al., 2014). Esses metabolitos sdo de baixo peso molecular em matrizes biologicas
complexas (Lu et al. 2019). Visto que os metabdlitos sdo também resultados de influéncias
ambientais e microbianas, o estudo da metabolémica se torna uma interacdo dos fatores
genéticos e ambientais. A metaboldmica tem sido amplamente utilizada em diversas areas
da pesquisa biomédica, incluindo a identificacdo de biomarcadores para doengas
complexas, como o diabetes mellitus, o cancer e as doencas cardiovasculares (Tzekov,
2011, Morze et al., 2022).

Sao métodos analiticos da metabolémica a espectrometria de ressonancia magnética
nuclear (RMN) e a espectrometria de massa (MS do inglés Mass Spectrocopy) que engloba
a cromatografia gasosa (GC-MS) ou cromatografia liquida (LC-MS). Para esse estudo, a
metabolémica foram realizadas por RMN.

MS é uma técnica que identifica e quantifica os compostos bioldgicos do organismo
com resolucdo e sensibilidade pois reduz a supressdo de ions e melhora a precisdo
quantitativa dos resultados, especialmente para metabolitos menos abundantes. Permite
identificar isbmeros. Os compostos sdo inicialmente separados pelas técnicas (ou seja, GC
ou LC) com funcdo de reduzir a supressao de ions (Utilizado na técnica para que tenha
uma separagdo das moléculas, evitando assim, que cheguem muitas moléculas na fonte de
ionizacdo, aumentando assim a capacidade das moléculas se ionizarem e serem
analisadas), antes da quantificacdo e identificacdo pelo espectrometro de massa. A GC-MS
€ mais adequada para metabolitos mais volateis, ndo polares e de baixo peso molecular, ja
a LC-MS é mais indicada para metabolitos de alto peso molecular, termolabeis e polares.
Todas elas os metabolitos passam por uma coluna ou gasosa ou liquida, que é o que
distingue a técnica MS utilizada (Chen, Gerszten, 2020; Jin, Ma, et al., 2021; He et al.,
2023).

A RMN ¢ a técnica analitica multifuncional, com carater mais qualitativo, contudo,
também pode ser quantitativa, sendo altamente automatizavel, confiavel e muito rapida.

Utilizada para detectar simultaneamente varios metabdlitos de fluidos corporais. O preparo
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e a analise das amostras por RMN s&o etapas cruciais da metabolémica, garantindo assim
dados precisos e relevantes (Ghafari, Sleno, 2024).

Nos estudos sobre metabolémica observamos duas abordagens principais que sdo
mais comumente utilizadas, a abordagem ndo direcionada (conhecida como perfil
metaboldmico) e abordagem direcionada (que € a quantitativa). A ndo direcionada engloba
uma etapa de identificacdo dos metabolitos detectados, seguida de sua quantificacdo
relativa, geralmente comparando grupos dentro do mesmo conjunto de dados. Essa
abordagem é (til para gerar hipdteses (Kapoore, Vaidyanathan, 2016). Em contra partida, a
abordagem direcionada é mais focada na quantificacdo de metabolitos especificos e
previamente definidos. Nessa abordagem o numero de metabolitos analisados é bem
menor. No entanto, a abordagem direcionada € altamente sensivel e seletiva, sendo ideal
para a quantificacéo integral (Ghafari, Sleno, 2024).

A RMN de protons (* H) (! H RMN), é empregada em maior conjunto de estudos
sobre metabolémica, pelo fato dos atomos de ! H serem encontrados em quase todos 0s
compostos organicos e, portanto, em quase todos os metabdlitos conhecidos (Emwas et al.,
2019). Ela emprega campos magnéticos estaticos e de radiofrequéncia para criar imagens
baseadas nas varia¢cdes na atenuacdo de energia de nulcleos especificos. Se baseia no
comportamento previsivel dos ndcleos atdmicos, como o hidrogénio (*H), quando expostos
a campos magnéticos fortes e na frequéncia da radiacdo eletromagnética para identificar
estruturas de compostos moleculares. E fundamental na pesquisa metabolémica devido as
suas vantagens unicas, como 0 manuseio direto de amostras, propriedades ndo destrutivas,
uma ampla gama de ferramentas analiticas, imparcialidade e analise rapida. (Dumas,
Kinross, Nicholson, 2014; Zhang et al., 2024).

O preparo das amostras para analises por RMN comeca por dissolver o fluido em
agua deuterada, para calibrar os pulsos e evitar interferéncias nos sinais (Tredwell et al.,
2016). Apds essa etapa € ajustado o pH para um valor neutro, pois as variacdes de pH
podem interferir nos deslocamentos quimicos dos metabolitos, interferindo assim a
precisdo dos resultados (Saoi, Britz-Mckibbin, 2021). J& nos tecidos biologicos.
Inicialmente, € homogeneizado com agua deuterada, centrifugada para assim separar 0s
metabdlitos sollveis da fracdo solida (Saoi, Britz-Mckibbin, 2021; Lutz, Bernard, 2022;

Ouyang et al., 2023). A remocdo de proteinas e lipideos, por meio de precipitacdo, é
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imprescindivel para evitar interferéncias na analise (Emwas et al., 2019, Gowda, Ga,
Raftery, 2014; Nagana, G.A, Raftery, 2021).

No entanto, a RMN tem limitacgdes, por exemplo, a janela de deslocamento quimico
relativamente pequena ou a largura espectral associada a espectroscopia de RMN de ' H
significa que ha uma maior probabilidade de picos sobrepostos (Emwas et al., 2019). Picos
sobrepostos levam a uma maior ambiguidade na identificacdo e quantificacdo de
compostos. Os picos gerados sdo constantemente a integracdo de sinais de varios
compostos diferentes. As analises sdo realizadas por aparelho Espectrébmetro de
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), operando entre 400 a 600 MHz. O tratamento dos
espectros obtidos é feito a partir da correcdo de linha de base, correcdo de fase e
referenciamento. Realizado o alinhamento dos espectros e a normalizacdo é obtido o

espctro de binnings (Nicholson, Buckingham, Sadler, 1983; Chen, Gerszten, 2020).



Figura 3- Fluxo de trabalho da metabolémica por RMN.
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As anélises dos metabolitos do corpo humano, pode ser feita em diferentes sitios
bioldgicos, tais como: urina, sangue, humor vitreo, humor acquoso e cada uma delas com

sua especificidade na coleta e anlises de seus fluidos, estdo presentes na tabela abaixo.

Tabela 2- Especificidade na coleta e anélises de diferentes sitios bioldgicos

Sitios

L Coleta Armazenamento = Analises Referéncia
bioldgicos
Soro ou plasma ]
. Baixa LC-MS | HERNANDES,
Coleta de sangue inteiro
Sangue ) o temperatura GC-MS BARBAS,
da veia periférica
(-80C) RMN DUDIK, 2017.
diretamente em tubos.
) ) Baixa LC-MS YOON et al.,
Humor Vitrectomia
i temperatura GC-MS 2023; FANG et
vitreo
(-80C) RMN al., 2023
Baixa LC-MS
Humor
Paracentese temperatura GC-MS | JINetal., 2019.
agquoso
(-80C) RMN
. SAKANAKA, et
_ Baixa .
) Estimulada, coleta por GC-MS | al., 2021; CIALIE
Saliva _ _ temperatura
kit comercial - RMN SQUARA, et al.,
( ) 2023
o ) _ Baixa LC-MS
) Primeira urina do dia em MARTIAS et al.,
Urina o temperatura GC-MS
jejum 2021
(-20C) RMN

Legendas: LC-MS (espectrometria de massa, cromatografia liquida); GC-MS (espectrometria de massa,

cromatografia gasosa), RMN (Ressonancia magnética nuclear).

Segundo Holmes et al. (2008) e Walker et al. (2016) o estudo de fendtipos
metabolicos em associacdo com estados de doenca pode revelar novos conhecimentos
sobre 0 mecanismo e a fisiopatologia da doenca. Nas ultimas décadas, a metaboldmica tem
sido cada vez mais usada para identificar biomarcadores associados as doencas

metabdlicas (Holmes et al., 2008).
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2.4.1 METABOLOMICA E A RETINOPATIA DIABETICA

A metabolémica da RD é um estudo a luz da comparacao entre amostras DM2 e
RD e entre amostras de diferentes estagios de RD. Os artigos tem explorado tanto amostra
de sangue (Rhee et al., 2018; Luo et al., 2020; Peters et al., 2022; Ancel et al. 2023; Diniz
et al. 2024) quanto de liquidos bioldgicos oculares, como o humor aquoso (Barbas-
Bernardos et al, 2016; Wang, et al. 2020; Du et al. 2022) e o humor vitreo (Haines, et al.
2018; Tomita, et al. 2021; Du et al. 2022; Fang et al. 2023). Como esse trabalho analisa
amostras de plasma a revisdo estd concentrada nos artigos que utilizaram essa amostra
bioldgica.

Revisbes sistematicas e meta-analises demostram concentracfes aumentadas em
torno de 1,5 a 2 x de aminodacidos de cadeia ramificada (BCAAS) em pacientes DM2 em
comparacao com o grupo saudavel, devido as seguintes razdes metabolicas e fisioldgicas:
1. Resisténcia insulinica, concentracGes elevadas de BCAAs no sangue ativam
cronicamente a via de sinalizacdo do gene mTOR (mammalian target of rapamycin) e em
paralelo inibem a via AMPK (adenosina monofosfato ativada por proteina quinase),
promovendo assim resisténcia em tecidos periféricos como musculo e figado (Nie et al.,
2018, Tanase et al., 2023). 2. Inflamacdo, os BCAAs também estdo relacionados com o
aumento da inflamacéo, sendo os dois relacionados com a Rl e progressdo do DM. O
acumulo de BCAAs, pode alterar o perfil inflamatério, ativando citocinas como TNF-o e
IL-6, subsequente a ativacdo do gene mTOR que contribuem para RD (Gong et al. 2022).
3. Alteracdo na microbiota intestinal, esses aminoacidos também influenciam o
microbioma humano, desempenhando um papel importante na homeostase metabdlica. Um
desequilibrio na microbiota intestinal pode aumentar a absor¢do de BCAAs, favorecendo o
aparecimento de DM2 (Nie et al., 2018). Portanto, a ativacdo de mTOR induzida pela
hiperglicemia é mais estimulada por BCAAs em células de Miiller e, portanto, aumentou
as concentracdes de ciosinas pro-inflamatérias (Gong et al. 2022, Tanase et al., 2023).

Conceitualizando essas células Muller, sdo responsaveis por manter a nutricdo
estabilidade no meio extracelular da retina, por também armazenar glicogénio para
posterior conversdo em lactato, sintetizando o éacido retindico, regulam também a

concentracéo de ions extracelular para modular a polarizacao/despolarizacdo da membrana
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plasmatica, participam com 0s neur6nios no ciclo glutamato-glutamina para controlar a
neurotransmissao, e protegem os neurénios do glutamato (Lieth, 2001).

Portanto 0 aumento da concentracao desses aminoacidos é um preditor confiavel de
resisténcia insulinica entre os pacientes com DM2. Aminoécidos arométicos (fenilalanina e
tirosina) e maiores proporgdes de glutamato em relacdo a glutamina nessa populacéo
também foram bem elucidadas na literatura. Outros metabolitos como acidos organicos
(&cido acetico, ester dimetilico, acido maleico, alfa-hidroxibutirato), também foram
associados ao DM2, por inibirem a fosforilacdo oxidativa, essencial para a producdo de
ATP, gerando uma disfuncdo energética e promovendo a disfuncdo endotelial e RI.
Também relacionaram outros compostos organicos, como purinas e metabdlitos do ciclo da
ureia, incluindo arginina, citrulina e ornitina, ao DM2 (Arneth, Arneth, Shams, 2019;
Chen, Gerszten, 2020; White, et al., 2021; Jin, MA, 2021; Morze, et al., 2022).

Pietzner et al.(2017) evidenciou que aminoéacidos ligados ao ciclo da ureia
permaneciam associados a indicadores inflamatdrios e estresse oxidativo. O ciclo da ureia
que ocorre no figado, tem a funcdo principal na formacéo da ureia. A arginina € convertida
em ornitina ou citrulina auxiliando a arginase pela produgdo de ureia ou moléculas de
Oxido nitrico. Alteracdes no metabolismo de aminodcidos no ciclo da ureia podem ser
correlacionadas com a resisténcia a insulina. Durante esse ciclo, vérias enzimas
responsaveis pela remocéo de nitrogénio dos aminoacidos sdo reguladas pelos hormdnios
glucagon e insulina. Essas enzimas também desempenham um papel na sintese de éxido
nitrico (Burrage et al., 2019)

Outro estudo de revisdo mostrou além dos aminoacidos (de cadeia ramificada,
aromaticos, alanina, glutamato, lisina e metionina), carboidratos e metabolitos relacionados
a energia (manose, trealose e piruvato) e acilcarnitinas foram associadas a maior risco de
DM2. Ja concentragcdes mais altas de glutamina foi associada a menor risco de DM 2
(Morze, et al.,, 2022). Sabe-se que a glutamina exerce um papel no aumento da
sensibilidade a insulina, aprimorando os estados de hiperglicemia, exercendo um efeito
sobre a glicose plasmatica quando usada em abordagens de suplementacdo dietética
(HASANI et al., 2021). A glutamina também foi relacionado favoravelmente por prover
energia para o ciclo de Krebs através da ativacdo da via da GDH (glutamato

desidrogenase) que promove a producdo de alfa-cetoglutarato a partir do glutamato
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independentemente da via glicolitica e atuando negativamente na expressdo de genes
promotores de inflamagéo (Petrus et al., 2020).

Os estudos da metabolémica da RD estdo em avanco. Os descritos na literatura
utilizam de humor vitreo, plasma ou soro dos pacientes, sendo o primeiro descrito como
mais invasivo. Estudos que usam o humor vitreo relataram marcadores de metabdlitos
globais (Lehmann et al., 2011; Li et al., 2011; Paris et al., 2016, Fortenbach et al., 2023).

Com o objetivo de proporcionar um melhor entendimento, sintetizamos 0s
resultados de estudos observacionais e transversais que investigaram a relacdo entre
metabdlitos e potenciais biomarcadores para RD, apresentando essas informaces em

forma de tabela (tabela 3).
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Tabela 3- Resumo dos resultados de artigos observacionais e transversais relacionando aos metabo6litos com potenciais biomarcadores para

RD.
Autor Local do estudo Populagédo Amostra Metabolitos como Potenciais biomarcadores
Chen et al. (2016) 1,5-anidroglucitol, 1,5-gluconolactona, &cido 2-
india 44 RDNP e 40 RDP Plasma de_so.xwrlbcin!co, amdg . 3,4-d|—h|drOX|but|.r|co,
eritritol, acido gluconico, lactose/celobiose,
maltose/trealose, manose, ribose e ureia
Rhee etal. (2018) Coreia 124RDe 32RD[;abet|cos >em Plasma Glutamina e &cido glutamico
Sumarriva et al. Nashville, 83 RD e 90 Diabéticos sem Plasma Arginina, citrulina, y-semialdeido glutamico e
(2019) Estados Unidos RD desidroxicarnitina
Luo etal. (2020) China 162RDe 879R[[))|abet|cos >em Plasma Fenilalanina e a tirosina
Curovic et al. Dinamarca 141 RD e 504 Diabéticos sem Plasma Acido 2,4-dihidroxibutirico (DHBA), 3,4-
(2020) RD DHBA, acido ribonico e ribitol
Peters et al. (2022) Nashville 315 DM2, 83 RD, sendo 34
iy RDP, 49 RDNP e 90 Plasma Arginina e citrulina
Estados Unidos .
Diabéticos sem RD
Ancel et al. (2023) 200 DM2, 100 RD ot alutarilcarnit ’
Marselha, Franca (moderado, grave, Plasma l’(r);rgoano, metilglutarilcarnitina, Glicose-6-

proliferativa ou com edema
macular e 100 com RD leve
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ou Sem RD

Legenda: DM2 (Diabetes mellitus tipo 2); RD (Retinopatia diabética); RDNP (Retinopatia diabética ndo proliferativa); RDP (Retinopatia diabética

proliferativa).
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Em relacdo as alteragBes metabdlicas sistémicas, estudos tém demonstrado que
pacientes com diabetes e RD apresentam um perfil metabolico alterado, com aumento das
concentracdes de glicose, lipidios, aminoacidos de cadeia ramificada e acidos graxos
livres, e consequentemente aumento das concentracbes de aminoacidos aromaticos
(Bloomgarden, 2018; Sun et al., 2021; Holecek, 2023). Essas alteracdes metabdlicas estéo
associadas ao processo inflamatorio e oxidativo que ocorre na RD (Wang et al., 2020).

O é&cido ribdnico encontrado como metabolito discriminante para RD no estudo de
Curovic et al. (2020) ¢é derivado da ribose, que é ativo na via da pentose fosfato e na
producdo de &cidos nucleicos e nucleotideos. Além disso, foi identificada como uma via
crucial independente de insulina relevante no inicio da RD, e foi sugerida como um
possivel alvo terapéutico no tratamento da RD.

Ja em estudos de revisdo, fortalecem os resultados dos artigos descritos na tabela 2.
Um artigo de revisdo resumiu sistematicamente metabdlitos que podem ser potenciais
biomarcadores. Os autores encontraram que 0s metabolitos L -glutamina, L -acido lactico,
acido piravico, acido acético, L -acido glutdmico, D -glicose, L -alanina, L -treonina,
citrulina, L -lisina e &cido succinico foram considerados potenciais biomarcadores de RD,
por serem repetidamente identificados nos estudos. Observou-se que a L -glutamina e a
citrulina se mostraram discriminantes em todas as amostras bioldgicas (Hou, Wang, Pan,

2021). Os autores trouxeram um esquema de facil entendimento (figura 4).
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Figura 4- Metabdlitos alterados em diferentes amostras biologicas.
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Fonte: Adaptada de Hou, Wang, Pan, 2021.

Para um melhor entendimento sobre o assunto, partes do olho s&o utilizadas para
estudo como humor vitreo e humor aquoso, onde os dois séo fluidos que preenchem partes
diferentes do olho, desempenhando assim funcées diferentes. O humor vitreo € localizado
na parte posterior do olho, ajudando a retina se manter no local. J4 o humor aquoso é
encontrado na regido anterior do olho, é um fluido mais liquido e continuamente drenado
para manter a pressao intraocular. Composto principalmente de glicose e aminoacidos
nutrindo assim as estruturas oculares. Sendo assim utilizados como fluidos intraoculares,

para entender melhor as alteracdes metabdlicas na retina (Jin et al., 2019; Yoon et al.,
2023; Fang et al., 2023).

Outro estudo de revisdo, um ano mais recente, que também juntou estudos com
todos os tipos de amostra: humor vitreo’aquoso, plasma, soro, urina, fezes e retina, analisou
metabolitos globais da RD e percebeu que os metabdlitos alanina, lactato e glutamina
estavam presentes em todos os estudos, podendo ser caracteristicos da RD. A alanina pode

participar da regulacdo do metabolismo da glicose suprimindo a secre¢do de insulina por
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meio da estimulacdo dos receptores N-metil-D-aspartato que leva um influxo de célcio
alterando assim as vias intracelulares e inibindo a liberacdo da insulina (Brennan, et al.,
2002). Quantidades de lactato tanto elevados quanto abaixo do recomendado podem causar
estresse oxidativo e neuroinflamacdo, levando as vezes a hipdxia retiniana, j& podendo
deteriorar a estrutura e a funcdo da barreira celular endotelial da retina (Daulatzai, 2017;
Hou, Wang, Pan, 2021). A glutamina baixa, por sua vez, indica um distarbio na reciclagem
do glutamato, que pode afetar a ativacdo das células de Miller (Du et al., 2022).

Atualmente, um estudo de revisdo mostrou que em amostras plasmaticas em
diferentes populagdes, metabolitos como arginina e citrulina, estavam aumentados, ja o
triptofano se mostra diminuido em pacientes com RD. A carnitina serviu como metabdlito
capaz de distinguir RDNP e RDP. Em amostras de soro o triptofano também foi descrito
como potencial biomarcador de piora no RD. Metabdlitos biossintéticos da arginina, do
acido linoleico e &cido 3,4 di-hidroxibutirico foram identificados como um marcador para
progressdo da RD, sendo o Gltimo um marcador independente. Mostrou também que o
metabolito L-metilhistidina contribui para a disfuncdo endotelial diabética, podendo causar
ND e RD. Em amostras de humor vitreo, &cido latico, acido piravico, prolactina e citrulina
foram metabdlitos que diferenciaram os grupos DM e RDP. J& em amostras de humor
aquoso cisteina e citrulina foram os metabolitos que mais eram relatados que tem o
potencial de serem biomarcadores para a progressdo da RD (He et al., 2023).

Na tabela 4 demonstramos o resumo dos resultados provenientes dos artigo de
revisdo sistematica e meta-analises relacionando aos metabdlitos com potenciais

biomarcadores para RD.
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Tabela 4- Resumo dos resultados de artigos de revisdo e meta-analises relacionando aos

metabolitos com potenciais biomarcadores para RD.

Amostra Metabdlitos como Potenciais Autor
biomarcadores

Todas as amostras L -glutamina e a citrulina Hou, Wang,

bioldgicas Pan, (2021)

Todas as amostras
bioldgicas

Alanina, lactato e glutamina

Du et al. (2022)

Soro, plasma e humor
vitreo

12-HETE e 2-piperidona estavam
discriminando 0s grupos nas amostras
de soro, citidina e 3,4-DHBA estavam
mais presentes nas amostras de plasma
dos pacientes com RD e o piruvato que
foi 0 metabdlito relatado mais
significativo em amostras de humor
vitreo.

Jian, Wu,
Zhang, (2022)

Soro, humor vitreo e
humor aquoso.

Legenda: HETE (hidroxieicosatetraendico); DHBA (acido di-hidroxibutirico).

Em amostras de soro metabolitos como
a aginina, citrulina, triptofano, carnitina,
acido linoleico e &cido 3,4-DHBA foram
mais relatados; em amostras de humor
vitreo, foram relatados o &cido latico,
acido piravico, prolactina e citrulina. Ja
em amostras de humor aquoso cisteina e
citrulina foram os metabdlitos que mais
eram relatados que tem o potencial de
ser biomarcadores para a progressao da
RD

He et al. (2023)

Além disso, a metabolémica tem sido utilizada para identificar biomarcadores

precoces da RD. Estudos tém demonstrado que alteracbes metabdlicas locais, como a

diminuicdo das concentra¢Oes de glutamato e taurina na retina afetam a neutransmisséo

visual, prejudicando assim a troca de informagdes das células da retina, associando entdo a

perda progressiva da visdo observada na RD (Yu et al., 2008; Zeng et al., 2010; Hou,

2021).
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2.4.2 RELACAO ENTRE METABOLOMICA, DIABETES E AMPUTACAO

A relacdo entre os temas diabetes, metaboldomica e amputacdo na literatura €
escassa. Ja se sabe que a amputacdo é um dos desfechos negativos do diabetes, pelo fator
da hiperglicemia e por consequéncia na dificuldade de cicatrizagdo, podendo ocorrer
formacéo de Ulceras e desencadear a amputacdo de membros. Os membros que possuem
um risco aumentado para amputacdo sdo os inferiores, por consequéncia de neuropatias
periféricas (sendo esse o principal fator para esse desfecho) e a falta de sensibilidade
nesses 0rgdos (Sloan, Selvarajah, Tesfaye, 2021, Chaudhary et al., 2021, Yao et al., 2023).

Alvarez-Rodriguez et al. (2020) em seu estudo observacional, transversal e
comparativo em populacdo mexicana relacionou a metabolémica das Ulceras do pé
diabético, encontrando as fosfatidiletanolaminas e fosfatidilcolinas como os principais
metabdlitos nesse quadro. Porém, concluiu que, curiosamente, perfis metabolémicos eram
semelhantes em diferentes estagios das Ulceras do pé diabético, sugerindo que a progressao
depende principalmente de fatores extrinsecos e ndo de alteracfes metabolicas globais.

Um estudo feito em Taiwan, contendo 57 individuos diabéticos em tratamento
hospitalar para Ulceras nos pés, teve como objetivo avaliar aminoacidos presentes na
cicatrizacdo das feridas. Dois desses pacientes tiveram amputagdes em seu membro
inferior. O estudo concluiu que houve uma associa¢do entre aminoacidos como arginina,
isoleucina, leucina e treonina com cicatrizagéo das Ulceras (Hung et al., 2019).

Com isso, percebemos a importancia de um estudo de cunho observacional na
populacdo brasileira, para preencher a lacuna de informacdes sobre os metabolitos

impactantes para discriminar amputacdo em pacientes diabéticos.

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 TIPO DE ESTUDO

O protocolo da pesquisa transversal ao qual estd vinculado a um estudo maior
intitulado: “Caracterizacdo nutricional metabodlica genética e de conhecimento de

portadores de retinopatia diabética”, foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica para
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Pesquisa em Seres Humanos do Hospital Universitario Lauro Wanderley da Universidade
Federal da Paraiba (parecer: 3.053.068, data 03/122018 — Anexo A) e todos o0s
procedimentos seguiram os padrdes éticos da instituicdo e foram em cumprimento com a

resolugdo 466/2012 do Conselho Nacional de Saude.

3.2 POPULACAO

O total de 360 pacientes provenientes do ambulatério de Endocrinologia e da
Unidade de Visdo do Hospital Universitario Lauro Wanderley (HULW) da Universidade
Federal da Paraiba, Jodo Pessoa, Brasil foram recrutados entre dezembro de 2018 e agosto
de 2022. Foram incluidos pacientes adultos e idosos, com mais de 5 anos de diagnostico de
DM2, de ambos os sexos, e foram excluidos aqueles que tiveram amostras de DNA
insuficientes. Uma sub amostra de 127 individuos foi utilizada para a metabolémica.
Destes, 6 individuos controles saudaveis (CONT), 35 ndo apresentaram sinais de RD no
exame de fundo de olho e foram considerados controles neste estudo (DM2). No grupo de
casos 35 individuos apresentavam retinopatia nao proliferativa (RDNP), 35 apresentavam
retinopatia proliferativa (RDP) e 16 individuos diabéticos com amputacdo (AMP).

Todos os participantes envolvidos no estudo foram previamente esclarecidos
quanto aos propdsitos e procedimentos e foram solicitados a assinar o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE — Apéndice A), atendendo a resolucao 466, de
12 de dezembro de 2012 do Conselho Nacional de Salde.

3.3 MEDIDAS CLINICAS E ANTROPOMETRICAS

O peso corporal foi medido com aproximacdo de 0,1 kg em balanca eletrénica
(Filizola®) e a estatura com aproximacao de 0,5 cm em estadiémetro (Filizola®). O indice
de massa corporal (IMC) (kg/m?) foi calculado como o peso dividido pelo quadrado da
altura (Tabela 5) (WHO, 1995). A circunferéncia da cintura (CC) (cm) foi medida no nivel
do ponto médio entre a margem inferior da ultima costela e a crista iliaca medida

horizontalmente com fita de tensdo constante (Sanny) com o paciente em pé. A
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circunferéncia do quadril (CQ) foi medida no nivel da maior circunferéncia sobre os
grandes trocanteres. A relacdo cintura-quadril (RCQ) foi obtida pela relacdo da medida da
CC para a CQ. Com corte para risco cardiovascular igual ou maior que 0,85cm para

mulheres e 0,90cm para homens (Pereira, 1999).

Tabela 5— Interpretacdo e diagndstico nutricional para adultos e idosos

Adultos- 20 a 59 anos
-Peso atual; -Altura Atual

VALORES CRITICOS DIAGNOSTICO NUTRICIONAL

<18,5 kgm? Desnutrigdo

>18,5 e < 25 kg/m? IMC adequado ou eutrofico
>25 e <30 kg/m? Sobrepeso
>30 kg/im? Obesidade

Idoso- a partir de 60 anos

<22 kg/m? Baixo peso

>22 e < 27 kg/m? IMC adequado ou eutrofico
>27 e <30 kg/m? Sobrepeso
>30 kg/m? Obesidade

Fonte: WHO, 1995.

3.4 COLETA DE AMOSTRAS BIOLOGICAS E DETERMINACAO BIOQUIMICA

As coletas das amostras bioldgicas ocorreram em laboratdrio terceirizado, em dias
anteriormente combinados com o individuo. Todas as amostras foram relacionadas a
codigos a fim de resguardar a privacidade dos participantes. O sangue foi coletado por
meio de puncdo 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 & 2 horas apos a coleta. Para analises posteriores as aliquotas de soro e plasma
foram armazenadas sob -80°C no Hemocentro da Paraiba.

Uma quantidade de 6 pL do sangue total foi utilizada para determinacdo da HbAlc.
Sendo utilizada a técnica imunoensaio turbidimétrico de inibicdo (Tina-quant® HbALc)
em analisador automatizado (Selectra XL Flexor — Ore Diagnédstica LTDA; Goiania-GO
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/Brasil), com kit padronizado e seguindo as orientacbes recomendadas pelo fabricante
(Tina-quant® HbA1c — Roche).

Aliquota do soro foram utilizadas para determinar a glicose plasmatica (método
enzimatico-colorimétrico) creatinina sérica (método cinético-colorimétrico), HDL-c
(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)
utilizando kits comerciais de acordo com as orientacbes recomendadas pelo fabricante
(Gold Analisa Diagnostico LTDA, Belo Horizonte, MG). A concentragdo de colesterol
LDL foi determinada pela formula de Friedewald onde: [LDL-colesterol] = [colesterol
total] - [HDL]-[trigliceridios/5].

3.5 ISOLAMENTO DO DNA DE LEUCOCITOS

As amostras de sangue total foram processadas utilizando kit de isolamento de
DNA comercial Tissue Handbook — QIAGEN. As amostras de DNA purificado foram

armazenadas a -20°c para posterior analises moleculares.

3.6 POLIMORFISMO DO GENE DA ADIPONECTINA

A presenca de polimorfismos foi determinada usando a técnica de polimorfismo de
comprimento de fragmento de restricdo (RFLP) por amplificacdo de um fragmento
do geneda ADP por PCR usando iniciadores e ciclos de temperatura descritos por
metodologias consolidadas. Para a analise do ADIPOQ (rs266729) foram utilizados 0s
iniciadores: 5’- CATCAGAATGTGTGGCTTGC -3’ (sense) e 5’-
AGAAGCAGCCTGGAGAACTG-3’ (antisense) (Prior, et al., 2009) e a amplificacdo
ocorreu a 65°C para o anelamento.

O produto de 163 pb foi digerido com a enzima de restricdo Hhal. O tratamento
com essa enzima gera 2 fragmentos para o alelo polimérfico G (121 pb e 42 pb) ou 3
fragmentos para o alelo ancestral C (163 pb, 121 pb e 42 pb). Os genétipos foram

analisados através de eletroforese em gel de poliacrilamida 12% e coloragdo com
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nitrato de prata 0,5%, presente na figura 5. Por conveniéncia, para analises de

polimorfismo foi utilizado a populacéo geral.
Figura 5- Eletroforeses demonstrativas dos perfis adotados para obtencdo dos genotipos

de ADIPOQ (rs266729).

ADIPOQ
(rs266729)
Ppm | ' -
=
el Xl LT
=
200 |-
150 W R
100 @ -
50 .
o cC
GG GC

Legenda —ppm: padrdo de peso molécula; ADIPOQ: gel de poliacrilamida a 15%, corrida a 100 volts por 2h,
(foram aplicados 5 uL de amostra digerida) corado com nitrato de prata. Fonte: Autoral.

Quadro 3- Sequéncia de iniciadores sense e antisense e amplificacdo por PCR para 0s

polimorfismos ADIPOQ (rs266729).
Anela Enzima

(Polircn;g?:ismo) Sequéncia de primers mento de Produto (pb) Rﬁi?;e
(°C) restricio

ADIPOQ F: 5" - CATCAGAATGTGTGGCTTGC -3’ 65°C Hhal o 5168 PRIORet

(rs266729) R: 5 - AGAAGCAGCCTGGAGAACTG -3’ GG121,42 al., 2009

ADIPOQ: gene no promotor de ADP; F: iniciador 5' forward; R: iniciador 3'reverse; Pb: pares de base.

3.7 ANALISE DO PERFIL METABOLOMICO

As analises do perfil metab6lomico foram realizadas por aparelho Espectrémetro de
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), modelo Bruker Ascend operando a 400 MHz,
localizado no Laboratério Multiusuario de Caracterizacdo e Analise (LMCA) da

Universidade Federal da Paraiba (UFPB). A analise do plasma dos pacientes foi realizada
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com 5 ml de sangue venoso coletado em tubos de polipropileno com EDTA, em jejum.
Apds a coleta, 0 mesmo foi centrifugado a 3000 xg por 10 minutos a 4 °C para isolar o
plasma. O plasma foi transferido para um tubo esterilizado e armazenado a -80 °C, o qual
foi descongelado para utilizagdo, sendo retirado 200 uL de plasma e adicionado 300 uL de
tampéo fosfato (0.2 mM Na:HPO4/NaH2PO4, pH 7.4) e realizada a homogeneizagdo em
vortex por 30 segundos, logo apds centrifugadas a 14000 x g, durante 10 minutos em 4 °C.
Apés a centrifugacdo, sdo adicionados 50 uL de A&gua deuterada (3-
(Trimethylsilyl)propionic-2,2,3,3-d4 acid sodium salt 0,05% w/w). Em seguida, foram
realizadas as analises no aparelho de RMN e o sobrenadante transferido para o tubo de
RMN 400 MHz em tubo de 5 mm. A sequéncia de pulso utilizada para obtencdo dos
espectros de *H foi cpmgprld, nimero de scans: 128, ganho do receptor: 58.8, tempo de
aquisicdo: 4,08s, spectral size:64k e temperatura: 30°C e foram feitas em triplicatas. O
tratamento dos espectros obtidos foi realizado a partir da correcdo de linha de base,
correcdo de fase, referenciamento a partir do TSP (0 ppm), foi utilizado o recurso peak
picking para assinalamento dos deslocamentos quimicos presente nos espectros, line
boarding: 0,3, realizado o alinhamento dos espectros, a normalizacdo pela &rea total e
utilizado o intervalo de 0,03 ppm para obtencdo do espectro de binnings. O espectro de
binning foi utilizado em analises multivariadas com posterior identificacdo dos binning
mais importantes utilizando o banco de dados de ressonancia magnética bioldgica. As

analises estdo esquematizadas na figura 6.
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Figura 6- Metodologia das analises do perfil metabolémico dos pacientes com e sem Retinopatia diabética.
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3.8 ANALISES ESTATISTICAS

Variaveis com distribuicdo normal foram apresentadas como valores de média
desvio padréo, varidveis que ndo apresentaram distribuicdo normal foram expressas como
valores medianos (minimo e maximo). As variaveis categoricas expressas em numeros (n)
e porcentagem. As diferencas entre variaveis independentes normalmente distribuidas e
continuas foram avaliadas pelo teste t Student bidirecional (two-tailed) para amostras
independentes; aquelas sem uma distribuicdo normal foram comparadas utilizando teste U
de Mann-Whitney. O qui-quadrado de Pearson ou teste exato de fisher foram utilizados
para variaveis categoricas. Um valor de p<0,05 foi considerado significativo para todas as
analises. O software utilizado foi 0 SPSS na verséo 26.0.

Os binnings foram pré-tratados com o método de auto escalonamento e avaliados
mediante a analise de componentes principais (PCA) multivariada ndo supervisionada para
identificar tendéncias nos grupos e outliers dentro do conjunto de dados. Em seguida, 0s
binning foram submetidos a analise discriminante parcial de minimos quadrados (PLS-DA)
multivariada supervisionada para otimizar a separacao entre 0s grupos e obter os valores de
Importancia da Variavel na Projecdo (VIP) para identificar potenciais biomarcadores
discriminatorios entre os grupos. O modelo foi validado estatisticamente pelo teste de
validacdo cruzada de 10 vezes, onde o valor do parametro R2 para a qualidade do ajuste
estava entre 0,0660 a 0,648 e o valor do parametro Q2 para a qualidade da previsao estava
entre 0,030 a 0,609; e, pelo teste de permutacdo de 100 repeticOes que teve um p<0,001
(Figure S1). Os binnings com valores VIP maior que um (VIP>1) foram identificados e
submetidos a andlise de vias metabdlicas no software MetaboAnalyst v.5.0 (Xia Lab,
McGill University, Montreal, Canada) usando a base de dados Kyoto Encyclopaedia of
Genes and Genomes (KEGG). O impacto na via maior que 0,2 (>0,2) e a significancia
estatistica de 5% (p<0,05) foram usados para escolher as vias metabdlicas mais afetadas

entre os grupos do estudo.
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4 RESULTADOS

Os resultados desta tese foram publicados sob a forma de dois artigos originais em
revistas de alto impacto, incluidos nos Apéndices C e D. O artigo apresentado no apéndice
C esta intitulado como anélise metaboldmica dos estagios da retinopatia e amputagdo no
diabetes tipo 2. Aborda sobre os aspectos metabolémicos de pacientes diabéticos com e
sem RD e amputagéo.

Apresentou como principais resultados os metabdlitos valina e isobutirato sendo
discriminantes para o grupo RDNP, juntamente com a via da arginina e prolina. Um dado
inédito de nosso trabalho demostrou que o metabolismo de sintese e degradacdo de corpos
cetonicos associado ao metabdlito acetoacetato e a biossintese de fenilalanina, tirosina e
triptofano foram discriminantes para o grupo RDP. E importante ressaltar que relatamos
pela primeira vez que o metabolismo da histidina, estava presente e discriminante no grupo
de AMP.

Ja 0 segundo artigo apresentado no apéndice D intitulado como analise de
metabolitos associados com genétipos ADIPOQ em individuos com Diabetes Mellitus
Tipo 2, avaliou aspectos metabolémicos de pacientes diabéticos tipo 2 em relacdo ao
polimorfismo do gene ADIPOQ.

Nossos principais resultados mostraram a relacdo do uso da insulina com o alelo G
do polimorfismo do gene ADIPOQ. E em relagdo a metaboldomica a relagédo
glutamina/glutamato provavelmente esta relacionada a influéncia do rs266729 no risco de
diabetes. No entanto, estudos adicionais que possam quantificar esses metabdlitos nos
grupos rs266729 sdo necessarios para dar suporte a essa descoberta.

Como perspectiva futura, destaca-se o potencial da metaboldmica como uma
ciéncia promissora para a prevencdo das complicacdes do diabetes mellitus (DM), bem
como para o desenvolvimento de estratégias nutricionais e de suplementacéo.

Entre as possiveis aplicacdes para a area da nutricdo, destacam-se: a suplementagao
com glutamina em casos de DM com descontrole glicémico; o uso de histidina para
individuos diabéticos com feridas em membros distais; e a orientacdo baseada nos
resultados dessa referida tese que aponta ndo ser segura a suplementacdo com BCAAS para

pacientes com diabetes.
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APENDICE A— TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO — TCLE
Prezado (a) Senhor (a)

Esta pesquisa € sobre Epigenética + genética: identificacdo de marcadores para
Retinopatia Diabética e esta sendo desenvolvida por Taind Gomes Diniz, Caroline Severo
de Assis e Bruno Rafael Virginio de Sousa todos doutorandos do Curso de P6s Graduagdo
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 versdes que podem estar relacionadas as complicacbes do diabetes que
acontecem numa 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 colaboracdo para 1) responder algumas questdes sobre sua
condicdo de salde, medicamentos que toma, e o 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
o0 diagnostico da retinopatia diabética 4) permitir a coleta de uma amostra de sangue
equivalente a 30mL ou 3 colheres de sopa, que servir4 para determinacdo das taxas
bioquimicas 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 permitira analisar os marcadores genéticos que VOC& 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 tente a desaparecer em poucos dias. Caso ocorra dor
ou aparecimento de hematoma devido a coleta de sangue, vocé devera entrar em contato
com os pesquisadores e sera orientado sobre a utilizacdo de compressas e utilizacdo de
medicamentos de uso tdpico. Por participar deste projeto, sua condicdo de diabético pode
ficar exposta, no entanto, toda a identificacdo de materiais sera realizada atraves de
codigos para evitar sua exposi¢ao.

Esclarecemos que sua participacdo no estudo é voluntaria e, portanto, o(a)
senhor(a) ndo é obrigado(a) a fornecer as informacGes 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 sofrerd nenhum dano, nem havera modificacao
na assisténcia que vem recebendo na Instituicdo. Os pesquisadores estardo a sua disposi¢éo
para qualquer esclarecimento que considere necessario em qualquer etapa da pesquisa.
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Assinatura do(a) pesquisador(a) responsavel

Considerando, que fui informado(a) dos objetivos e da relevancia do estudo
proposto, de como serd minha participacdo, dos procedimentos e riscos decorrentes deste
estudo, declaro 0 meu consentimento em participar da pesquisa, como também concordo
que os dados obtidos na investigacao sejam utilizados para fins cientificos (divulgacdo em
eventos e publicacBes). Estou ciente que receberei uma via desse documento.

Jo&o Pessoa , de de Impresséo
dactiloscopica

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--0704 .
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RESUMO

Diabetes mellitus (DM) é uma doenca metabdlica caracterizada por hiperglicemia cronica,
podendo desencadear complicacdes, especialmente nos olhos (retinopatia diabética) ou
amputacOes de membros. A metabolémica é uma ciéncia atualmente explorada na busca de
biomarcadores ou de perfis que identifiguem doengas ou complicagfes. Este estudo teve como
objetivo analisar pela abordagem metabolémica, amostras de sangue periférico de individuos
DM2, comparando com portadores de retinopatia diabética e de amputacdo de membros. A
amostra foi constituida de 127 participantes, divididos em grupos: controle, DM2 sem RD
(SRD), RD ndo proliferativa (RDNP), RD proliferativa (RDP) e DM2 amputados (AMP).
Metabolitos provenientes do plasma sanguineo, foram classificados pelos espectros por meio
da ressonancia magnética nuclear (RMN), as rotas metabdlicas de cada grupo pelo
metaboanalyst. ldentificamos que o metabolismo da fenilalanina, tirosina e triptofano foi
discriminante para o grupo RDP. J& biossintese de histidina, estava estatisticamente associado
ao grupo de AMP. Os resultados desse trabalho consolidam metabdlitos como glutamina e
citrullina discriminantes para RDP, os aminoacidos de cadeia ramificada importantes para a

RD e demonstra a relagdo entre o metabolismo de corpos cetdnicos, com metabolito
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acetoacetato discriminante para o grupo RDP e a histidina sendo um metabdlito significativo

no grupo AMP, quando comparado ao grupo S/RD.

Palavras-chave: Ressonancia magnética, retinopatia diabética, estagios da doenca,
metabolomica.

INTRODUCAO

Diabetes mellitus (DM) é um relevante problema de saude para todos os paises,
independentemente do seu grau de desenvolvimento. De acordo com a Organizacdo Mundial
de Saude (WHO, 2018), o DM ¢é uma doenca crbnica, caracterizada por distarbios
metabolicos, levando a uma hiperglicemia resultante da falha na secrecdo pela célula g no
pancreas ou acdo da insulina ou a juncdo das duas. Quando os niveis de glicose sanguinea
permanecem elevados, poderdo ocorrer complicacdes cronicas, especialmente nos olhos, rins,
nervos, coracdo e vasos sanguineos. Dados mais recentes da WHO (2019) mostram que a
hiperglicemia causa quase quatro milhdes de mortes anualmente elevando os riscos de
doencas cardiovasculares e outras patologias.

Dados brasileiros revelam que a taxa de prevaléncia de retinopatia diabética (RD)
afeta cerca de 35 a 40% dos pacientes DM. Isso reflete em um ndmero aproximado de quatro
milhdes de brasileiros que apresentam algum grau de comprometimento relacionado a RD. Na
Paraiba e em Jodo Pessoa 0 DM afeta respectivamente cerca de 200 mil e 40 mil individuos
na faixa-etaria entre 30 e 69 anos de idade, o que corresponde a uma taxa de 10 % na
populacdo paraibana. O edema macular diabético é uma das caracteristicas da RD, e € o
principal responsével pela perda irreversivel de acuidade visual, sendo a RD considerada a
maior causa de cegueira na populacdo entre 16 e 64 anos. Quanto maior o tempo de evolugédo
do DM maior é o risco de desenvolver RD (Sociedade Brasileira de Diabetes, 2020).

O controle glicémico é o fator de risco modificavel associado com o desenvolvimento
da retinopatia diabética. A sustentacdo para esta associacdo baseia-se em ensaios clinicos e
estudos epidemioldgicos. Ha um consenso de que a duragdo do diabetes e da gravidade da
hiperglicemia sdo os principais fatores de risco para o desenvolvimento de RD. Recomenda-se
que o valor de hemoglobina glicada (HbA1c) seja menor ou igual a 7%, sendo primordial no
controle da glicemia na maioria dos pacientes, podendo haver melhoras se permanecer com
um valor menor do que 6,5% (American academy of ophthalmology, 2017). Todavia, um
grupo de DM desenvolvem retinopatia muito leve, enquanto outro grupo também de DM

parecem estar significativamente predispostos a retinopatia grave no mesmo espago de tempo
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de manifestacdo da doenga (Touzani et al., 2019). Isto indica que pode haver diferentes
fatores potenciais patogénicos por tras da complicacdo da RD e que ainda faltam marcadores
eficazes para detectar e controlar a ocorréncia e progressdo da RD (Porta e Striglia, 2020).

A metabblomica é abordagem cientifica que pode vir a ajudar na andlise de
marcadores e assim controlar a progressdo da doenca. Por apresentar avaliagdo qualitativa e
quantitativa dos metabdlitos nos fluidos corporais, sendo estes metabdlitos resultante dos
processos de transcricdo e traducdo genetica e também das interaces dos genes com
exposices ambientais. Por estes motivos, acredita-se que os metabolitos estejam intimamente
relacionados ao fendtipo, especialmente para doencas multifatoriais (Yun et al., 2020). Uma
grande vantagem da metaboldmica é a capacidade de descobrir metabdlitos novos e
potencialmente relevantes que podem ser a base de abordagens terapéuticas ou indicadores de
prognostico (Filla; Edwards, 2016). Com relacdo aos estudos metabolémicos envolvendo
retinopatia diabética, 0 campo permanece pouco explorado, com poucos estudos publicados
até o momento e baixa replicacdo dos resultados (Hou, Wang, Pan 2021).

Ainda que existam relatos acerca de dados metabolémicos de pacientes com RD, a
identificacdo de diferentes metabolitos no desenvolvimento de RD e no desfecho negativo da
doenca como amputacdo de membros, especialmente em populagdo brasileira, nunca foi
relatada na literatura. Com intuito de preencher essa lacuna, analisamos o perfil metabolémico
em plasma de pacientes brasileiros com DM2 com e sem RD. Este estudo teve como objetivo
identificar metabdlitos alterados em pacientes brasileiros e diabéticos com ou sem RD e
amputados, bem como as diferencas metabolicas entre grupos. Aléem disso, também
comparamos as rotas metabolicas diferenciais entre os estagio de RD. A identificacdo dessas
diferencas nos perfis metabolicos pode auxiliar no esclarecimento dos mecanismos

moleculares de RD e facilitar a identificacdo de novos alvos terapéuticos.

MATERIAS E METODOS

Tipo de estudo

Estudo epidemioldgico, transversal avaliando aspectos metabolémicos de pacientes diabéticos
com e sem RD e amputacao.

Populacéo

Utilizou-se uma amostra ndo probabilistica de 127 pacientes recrutados nos

ambulatorios de endocrinologia e oftalmologia do Hospital Universitario Lauro Wanderley
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(HULW/UFPB). Considerando o universo de diabéticos, esse tamanho amostral foi
representativo dessa populacdo para um nivel de confianca de 95% e margem de erro de
9,3%. Os participantes eram de ambos 0s sexos, 55 homens e 72 mulheres, idade média de
60,4 = 9,6 anos com tempo médio de diagndstico de diabetes mellitus ha cerca de 15,6 + 8,1
anos, com ou sem complicagdes microvasculares na retina. Os participantes foram alocados
em cinco grupos: grupo controle (GC) contendo 5 participantes saudaveis; grupo contendo 35
pessoas diabéticas e sem retinopatia (S'RD); grupo contendo com 35 pessoas diabéticas com
retinopatia ndo proliferativa (RDNP); grupo contendo 35 pessoas diabéticas com retinopatia
proliferativa (RDP); grupo contendo 17 pessoas diabéticas com amputacdo de membro
(AMP). Esta pesquisa foi previamente submetida e aprovada pelo Comité de Etica para
Pesquisa em Seres Humanos do Hospital Universitario Lauro Wanderley da Universidade
Federal da Paraiba parecer n° 3.053.068. Todos os procedimentos do estudo seguiram 0s
padrBes éticos da instituicdo e foram em cumprimento com a resolucdo n° 466/2012 do
Conselho Nacional de Salde e da Declaracdo Internacional de Helsinque. Todos o0s
voluntarios receberam esclarecimentos sobre os procedimentos que seriam realizados, logo

apos assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

Desenho do estudo

O perfil sociodemografico, dados antropométricos e clinicos (tempo de DM, DM
familiar e insulino terapia) foram coletados por meio de um formulario préprio e para
quantificar o nivel de atividade fisica foi aplicado um instrumento especifico (IPAQ versao
curta) (PARDINI, 2001). A pressdo foi aferida por um profissional de enfermagem ou
nutricionista capacitado utilizando um estetoscopio e um esfignomanémetro da marca
premium empregando a metodologia descrita na diretriz brasileira de hipertensdo arterial
(Barroso et al., 2021). Em seguida, foi realizada coleta de sangue venoso ap06s jejum de 12
horas para determinagdo de dados bioquimicos e do perfil metaboldmico. Também foram
submetidos a um exame de fundoscopia realizado por uma médica oftalmologista, para o
diagndstico da presenca de RD, seu estdgio ou auséncia da RD. O diagndstico teve como
parametro os seguintes critérios: RDNP apresentando microaneurismas, hemorragia e
exsudatos; RDP com microaneurismas, juntamente com uma area de neovascularizagdo do

disco dptico, hemorragia vitrea pré- retiniana e exsudatos (Wilkinson et al., 2003).

Dados antropométricos
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Para afericdo do peso, foi utilizada balanca eletronica com capacidade de até 150 kg e
sensibilidade de 100g (Filizola®). Os individuos foram pesados em postura ereta, descalcos,
pés paralelos e totalmente apoiados na plataforma da balanca e com os bragos alinhados ao
longo do corpo. A estatura foi medida por meio de um estadiometro fixo a parede, que
consiste de uma régua de papeldo, medindo até 200 cm com divisdes de 0,5 cm. Os sujeitos
estavam em postura ereta, pés juntos, calcanhares contra a parede e sem adornos na cabeca. O
apice da orelha e o canto externo do olho ficavam em uma linha paralela ao chdo, formando
um angulo de 90° com o chdo (WHO, 1995). Para o indice de Massa Corporal foi calculado
dividindo-se o peso (em kg) pela altura (em metros) ao quadrado. Os valores obtidos foram
categorizados em baixo peso, peso normal, sobrepeso ou obesidade para adultos e magreza,

peso normal e sobrepeso para idosos de acordo com os pontos de corte da WHO (1995).

Para afericdo da circunferéncia da cintura o paciente estava com as pernas
ligeiramente afastadas e a fita métrica inelastica passava a 2 cm acima da linha da cicatriz
umbilical, j& para a circunferéncia do quadril, os participantes se encontravam com as pernas
juntas e a fita métrica inelastica passava na parte mais proeminente do gluteo para o
diagnostico do resultado. O valor de referéncia para homens é 0,95 cm e para mulheres, 0,85
cm (Pereira, 1999).

Nivel de atividade fisica

Para quantificar o nivel de atividade fisica (NAF) dos pacientes, foi utilizado o IPAQ
versdo curta (Pardini, et al.,, 2001) permitindo gerar uma estimativa do tempo semanal
despendido pelos pacientes em atividades fisicas em diferentes intensidades (leves, moderadas
ou vigorosas). Em diferentes atividades diarias como trabalho, transporte, tarefas domésticas e
lazer, bem como o tempo estimado gasto em atividades na posicdo sentada. O IPAQ foi
aplicado individualmente por um pesquisador devidamente treinado.

Segundo a WHO (2019) para ser classificado como ativo sdo necessarios pelo menos
150 minutos de atividade fisica leve ou moderada por semana ou pelo menos 75 minutos de
atividade fisica intensa por semana.

Em seguida, os individuos foram divididos em dois grupos, o0s ativos e 0s

insuficientemente ativos de acordo com a nomenclatura do IPAQ.

Coleta de amostras bioldgicas
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O sangue foi coletado por puncdo venosa de todos os voluntérios apos jejum de 12
horas. Para analises bioquimicas de HB1AC, glicemia, colesterol total e fracdes, triglicerideos
e creatinina.

Uma quantidade de 10 pl do sangue total obtido foi usada para determinacdo da
HbAlc. Para esta analise foi utilizada a técnica de imunoturbidimetria em analisador
automatizado (LabMax 240, Labtest, Lagoa Santa, MG, Brasil) a 2 horas ap6s a coleta,
utilizando kit comercial e seguindo as orientacGes do fabricante.

Uma aliquota do plasma (250 pl) foi usada para determinacao de glicose plasmatica
(método glicose oxidase) em analisador automatizado utilizando kit comercial (Labtest, Lagoa
Santa, MG, Brasil).

Em outra aliquota de soro (250 pl) foram feitas dosagens de HDL (método
ultracentrifugacao-detergente seletivo) colesterol total e triglicerideos (método enzimatico-
Trinder) em analisador automatizado, utilizando kit comercial de acordo com as orientages
recomendadas pelo fabricante (Labtest, Lagoa Santa, MG, Brasil).

Concentracdo de colesterol LDL foi determinada pela formula de Friedewald onde:
[LDL]=[colesterol total]-[HDL]-[trigliceridios/5].

Analise do perfil metabolémico por RMN de 'H

As andlises do perfil metabdlomico foram realizadas por aparelho Espectrdmetro de
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), modelo Bruker Ascend operando a 400 MHz,
localizado no Laboratério Multiusuario de Caracterizacdo e Andlise (LMCA) da Universidade
Federal da Paraiba (UFPB). De acordo com o protocolo proprio do laboratério, a analise do
plasma dos pacientes foi realizada com 5 ml de sangue venoso coletado em tubos de
polipropileno com EDTA, em jejum. Apoés a coleta, 0 mesmo foi centrifugado a 3000 xg por
10 minutos a 4 °C para isolar o plasma. O plasma foi transferido para um tubo esterilizado e
armazenado a -80 °C, o qual é descongelado para utilizacdo, sendo retirado 200 uL de plasma
e adicionado 300 uL de tampéo fosfato (0.2 mM NaHPO4/NaH2PO4, pH 7.4) e realizada a
homogeneizacdo em vortex por 30 segundos, logo apos centrifugadas a 14000 x g, durante 10
minutos em 4 °C. Ap6s a centrifugacdo, sdo adicionados 50 uL de agua deuterada (3-
(Trimethylsilyl)propionic-2,2,3,3-d4 acid sodium salt 0,05% w/w). Em seguida, foram
realizadas as analises no aparelno de RMN e o sobrenadante transferido para o tubo de RMN
400 MHz em tubo de 5 mm. A sequéncia de pulso utilizada para obtencéo dos espectros de H

foi cpmgprld, nimero de scans: 128, ganho do recptor: 58.8, tempo de aquisicdo: 4,08s,
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spectral size:64k e temperatura: 30°C e foram feitas em triplicatas. O tratamento dos espectros
obtidos foi feito a partir da correcdo de linha de base, correcdo de fase, referenciamento a
partir do TSP (0 ppm), foi utilizado o recurso peak picking para assinalamento dos
deslocamentos quimicos presente nos espectros, line boarding: 0,3, realizado o alinhamento
dos espectros, a normalizacdo pela area total e utilizado o intervalo de 0,03 ppm para
obtencdo do espectro de binnings. O espectro de binning foi utilizado em andlises
multivariadas com posterior identificacdo dos binning mais importantes utilizando o banco de

dados de ressonancia magnética biologica.

Analises estatisticas

Os dados clinicos, IPAQ e bioquimicos foram analisados no software SPSS, versado
26. Variaveis com distribuicdo normal foram apresentadas como valores de média + desvio
padrdo, variaveis que ndo apresentaram distribuicdo normal foram expressas como valores
medianos (minimo e maximo) e as variaveis categdricas expressas em numeros e
porcentagem. As diferencas entre variaveis independentes normalmente distribuidas e
continuas foram avaliadas pelo teste t de amostras independentes; aquelas sem uma
distribuicdo normal foram comparadas utilizando teste U de Mann-Whitney. O qui-quadrado
de Pearson foi utilizado para varidveis categdricas. Um valor de p<0,05 foi considerado
significativo para todos os dados.

Os binnings foram pré-tratados com o método de auto-escalonamento e avaliados
mediante a analise de componentes principais (PCA) multivariada ndo supervisionada para
identificar tendéncias nos grupos e outliers dentro do conjunto de dados. Em seguida, 0s
binning foram submetidos a andlise discriminante parcial de minimos quadrados (PLS-DA)
multivariada supervisionada para otimizar a separacdo entre 0s grupos e obter os valores de
Importancia da Varidvel na Projecdo (VIP) para identificar potenciais biomarcadores
discriminatorios entre os grupos. O modelo foi validado estatisticamente pelo teste de
validacdo cruzada de 10 vezes, onde o valor do parametro R2 para a qualidade do ajuste
estava entre 0,0660 a 0,648 e o valor do parametro Q2 para a qualidade da previsao estava
entre 0,030 a 0,609; e, pelo teste de permutacdo de 100 repeti¢cbes que teve um p<0,001
(Figure S1). Os binnings com valores VIP maior que um (VIP>1) foram identificados e
submetidos a anélise de vias metabolicas no MetaboAnalyst v.5.0 program (Xia Lab, McGill
University, Montreal, Canada) usando a base de dados Kyoto Encyclopaedia of Genes and

Genomes (KEGG). O impacto na via maior que 0,2 (>0,2) e a significancia estatistica de 5%
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(p<0,05) foram usados para escolher as vias metabdlicas mais afetadas entre os grupos do

estudo.

RESULTADOS

A tabela 1 mostra a caracterizacdo populacional quanto ao estilo de vida, dados
demograficos, clinicos, bioquimicos e antropométricos da amostra. As comparagdes mostram
que os grupos com RD (RDNP e RDP) ou com amputagdo (AMP) apresentam mais pacientes
do sexo masculino, maior prevaléncia de inatividade fisica e maior tempo de diagnéstico de
DM2.



Tabela 1- caracterizagdo da populacéo de diabéticos, divididos pelos estagios da RD.
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S/IRD RD p-value RDNP p-value RDP p-value AMP. p-value
(n=35) (n=70) OR (IC 95%) (n= 35) OR (IC 95%) (n= 35) OR (IC 95%) (n=17) OR (IC 95%)
Idade 61,04+10,35 59,7319 0,268 61,569,33 0,901 57,8828,45 0,082 60,7411,3 0,710
35 0,008* 18 0,025% 17 0,013* 7 0,005+
Sexo (fem) 28 (80%)
(50%) 3543(1,358-024)  (51,4%) 333(1,13-976)  (48,6%) 376(1,28-11,01)  (41,2%) 5,7(1,6-20,4)
o 0,002 . 0,041* ’ 0,001* ” 0,000
IPAQ - ativ. Fisica
10 (28,6%)
(insufic) 0,250(0,103- 0,353 (0,129- 0,174(0,061- 0,086(0,020-
' (57,1%) (48,6%) (65,7%) (82,3%)
0,607) 0,969 0,494) 0,364)
Tempo Diag. DM2 12,43+6,84 16,26 +8,1 0,019* 17,03+7,96 0,166 15,48+8,28 0,101 18,6483 0,007*
0,807 0,361 0,562
27 51 23 28 10 0,120
DM familiar 1,134(0,413- 1,677 (0,550- 0,689(0,195-
(77,14%) (72,8%) (65,7%) (80%) (58,8%) 2,7(0,755-9,656)
3,118) 5,112) 2,437)
0,236 0,375 0,252 0,105
43 21 13
. . .
Insulinoterapia 18 (51.4%) 0,602(0,259- 0,643(0,242- 22 0,563 (0,209- 0,346(0,094-
(61,4%) (60%) _ (76,5%)
1,397) 1,710aqui e) 1,512) 1,280)
8,20 7,10 7,10 7.5 77
HbALc (%) 0,000 0,001* 0,001* 0,429
(8-9,18) (6,95-7,57) (6,80-7,83) (6,82-7,58) (7,09,12)
1285 131 132 127,50 126 (107 12-
Glicemia de Jejum 0,635 0,792 0,581 023 0,915
(122-160) (121,42-141,69) (120-149) (113,36-143) 23)



Colesterol Total

Colesterol HDL

Colesterol LDL

Triglicerideos

Creatinina

PAS

PAD

IMC

Relacdo C/Q

172,11+40,21

43,9+9,56

95,9+29,11

133

(120-170,5)

0,700,240

135,14+15,21

86,02+8,45

28,45

(27,6-31,5)

(1,73-1,98

168,5+42,5

43+12,7

94,4+34,5

128

(133,19-180,33)

0,92+0,286

142,42+21,322

87,26+9,36

27,85

(27,41-29,5)

(1,84-1,98)

0,680

0,723

0,818

0,957

0,000*

0,076

0,515

0,462

0,413

175,12+48,69

45,5+11,61

98,7+40,6

129

(121-179,8)

0,94+0,309

141,8+22,42

86,03+9,06

27,8

(26,9-29,8)

(1,81-2)

0,183

0,047*

0,084

0,864

0,092

0,007*

0,818

0,519

0,482

161,88+34,77

40,64+13,56

90+26,9

119

(124,57-201,88)

0,89+0,263

143,04+20,5

88,5+9,6

27,94

(26,97-30)

(1,80-2,01)

0,267

0,249

0,387

0,792

0,003*

0,075

0,264

0,542

0,510

166,12+46,30

42,09+11,34

94,5+39,5

102

(92,26-195,08)

0,91+0,19

144,7+22,4

84,7+10,07

27,77(25,44-29,7)

2(1,39-1,90)
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0,633

0,542

0,879

0,321

0,003*

0,076

0,622

0,208

0,095

*p <0.05= diferenca estatisticamente significativa. Varidveis quantitativas analisadas pelo teste t independente (quando em distribuicdo normal e/ou homogénea) e

apresentadas como médiatDP; as varidveis que ndo apresentaram distribuicdo normal e/ou homogeneidade foram analisadas pelo teste U de Mann-Whitney e representadas

pela mediana e (IC95%). Variaveis categdricas analisadas pelo Teste Exato de Fisher, valores expressos em valor total (e percentual) e intervalo de confianca. Pressdo arterial

sistolica (PAS); Pressdo arterial diastolica (PAD); relagdo C/Q (relacdo cintura/quadril); IAM= Infarto Agudo do Miocérdio; Insuficiéncia de atividade fisica determinada pela

andlise do IPAQ; colesterol de lipoproteina de alta densidade (HDL-c); colesterol de lipoproteina de baixa densidade (LDL-c); hemoglobina glicada (Hb1AC).
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Nas analises biogquimicas, observa-se maiores niveis séricos de Hb1lAc no grupo
S/RD comparado aos demais (p<0,05). O colesterol HDL e a PAS estavam
significativamente maiores no grupo da RDNP (p<0,05). A creatinina também se
apresentou elevada (p<0,05) no avanco da doengca e na sua complicacdo (RDP e
amputacdo). E em relagdo aos indices nutricionais, ndo houve diferenca significativa
(p<0,05) entre os grupos para os dados de IMC e relagao CAQ.

Os binnings foram previamente avaliados na PCA (Figura S1) e em seguida na
PLS-DA que identificou os binnings mais significativos na projecdo (valores de VIP >
1,0), sendo eles atribuidos a 16 metabdlitos que discriminaram os grupos (Figura 1):
metilamina, aspartato, citrato, tirosine, coline, arginina, histidina, B-glucose, mio-inositol,
fenilalanine, colesterol and lipideo (predominio LDL), TMAO, glutamina, prolina,
citrulina e creatina. Cada bin foi representado por seu valor maximo de deslocamento
quimico que foi entdo relacionado a um metabdlito com base na literatura (Nicholson and
Foxall, 1995).

FFso

TEIESF

Methylamine, aspartate, citrate  2.55900 D.D.
myc-inositol 3639908 OmfdOm
Tyrosine and choline 319998 OmRCJEm

Asginine, histidine and P-glucose 323998 OmCO .
Phenylalansne 3 11908 D.DE.

TMAO and phenylalamine 327998 =] |mim |
Cholesterol and lipid (mainly LDL) 0.839995 ml | =i
Lipid 271999 OmCEm

Aspartate  2,67999 OmCmsa

Tyrosme 307998 D.E.D
Choline and glutamine 3.67996 B |mim
Citrulline  3.15908 CmCmo

Proline  1,69009 CmEmo]

Tyrosine 719906 CmCms

Creatine 303998 CmEmo]

T

High

Low

20 25 3.0
VIP scores
Figura 1- Pontuagcdo VIP para metabolitos relacionados aos binnings e concentragdes

relativas dos metabdlitos em cada grupo do estudo.
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A PLS-DA foi realizada também para a comparacdo de dois grupos com intuito de
validar os metabdlitos mais discriminantes entre os grupos. Os grupos SRD, RD (RDP +
RDNP), RDNP e RDP quando comparados com o grupo controle (Figura 2A-2D)
apresentaram maior concentracdo relativa dos dezesseis metabdlitos com VIP>1,0.
Todavia, o grupo SRD quando comparado o grupo controle teve metabdlitos adicionais
como a a-glucose e 0s aminoacidos leucine, isoleucine e alanine no soro (Figura 2A).

Leucina, metionina, glutamato, glicoproteina e isoleucina foram metabdlitos
encontrados no soro dos grupos RD, RDNP e RDP quando comparados ao grupo controle,
(Figura 2B, 2C e 2D). Alem disso, a creatinina e albumina estavam em maiores
concentracdes relativas e tiveram maiores valores VIP no grupo RDNP (1.90 e 1.77,
respectivamente) (Figura 2C).

Quando a comparacédo foi feita entre o grupo controle e o grupo RDP, lipideo e
creatinina estavam mais concentrados e tiveram elevados valores VIP no grupo RDP (1.75)
versus o grupo controle (1.67) (Figura 2D). Além dos metabdlitos listados anteriormente,

valina, hhidroxibutirato e acetoacetato se encontraram discriminantes para o grupo RDP.
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Figura 2- Pontuacdo VIP para metabolitos relacionados aos binnings e concentragdes relativas dos metabolitos no grupo controle e nos

grupos

diabéticos.
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Quando o grupo SRD foi comparado com os demais grupos (Figura 3), metabdlitos
discriminantes para esse grupo foram myo-inositol, glutamine e methilamine. J& o
metabolito isobutyrate foi encontrado apenas nos grupos RD e RDNP (Figura 3A e 3B).
Hydroxybutyrate e oxoglutarate foram metabdlitos encontrados apenas nos grupos RD e
RDP (Figura 3A e 3C). E a valina foi encontrado no grupo RDP quando comparado com
SRD, porém ndo teve impacto quando separou os grupos em RDNP e RDP.

O metabolito mio-inositol (VIP = 2.4) foi encontrado no grupo dos AMP quando
comparado com o grupo SRD (Figura 4B) e grupo RD (Figura 4C). Os metabdlitos valina
(VIP = 2,25), treonina (VIP = 2.3), prolina (VIP = 1.95), glicerol (VIP = 1,5), glutamina
(VIP = 1) e piruvato (VIP = 1.0) se mostraram discriminantes para o grupo AMP quando
comparado com o grupo SRD. Glutamina (VIP = 2,08), colina (VIP = 2.5) e histidina (VIP
= 2.05) foram metabdlitos discriminantes para o grupo AMP quando comparado com o
grupo RD.

Apbs a identificacdo dos metabdlitos mais importantes em cada grupo através dos
valores VIP, avaliamos as rotas metabdlicas afetadas por esses metabolitos (impacto da via
>0,2; p<0,05). A partir dessas analises, identificou-se as vias mais afetadas (Figura 5 e
Tabela S1) foram o metabolismo da alanina, aspartato e glutamato (metabdlito impactante:
L-glutamato) e o0 metabolismo de D-glutamina e D-glutamato (metabdlitos impactantes: L-
glutamato e L-glutamina), sendo que os metabolitos que impactaram estas vias estavam em
maiores concentracdes relativas nos grupos RD (p<0,01) (Figura 5C), RDNP (p<0,01)
(Figura 5D), RDP (p<0,01) (Figura 5E) quando comparados ao grupo controle e, nao
foram afetadas no grupo SRD (Figura 5B, Tabela S1).
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Figura 3- Pontuacdo VIP para metabolitos relacionados aos binnings e concentracdes relativas dos metabolitos no grupo SRD e no grupo

de diabéticos com retinopatia.
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O metabolismo da histidina (metabolitos impactantes: L-histidina e L-glutamato) se
mostrou impactado apenas no grupo RDNP (p<0,04) (figura 5D, tabela S1). No grupo
RDP (figura 5E, tabela S1) o metabolismo da degradacéo de corpos ceténicos (metabolito
Impactante: acetoacetato) se mostrou alterado significativamente (p<0,03), podendo ser
uma via discriminante desse grupo.

Pode-se entdo perceber que o glutamato (metabdlito que impactou nas vias D-
glutamato, D-glutamina, alanina, aspartato e glutamato, arginina e prolina e via da
histidina) discrimina a presenca de RD quando comparado ao grupo controle (figura 5C) e
0 acetoacetato (metabdlito que impactou na via de sintese e degradacdo de corpos
cetbnicos) caracterizou o grupo RDP (figura 5E).

Os metabolitos de todos os grupos com retinopatia (RDNP e RDP) ainda foram
comparados com os metabolitos do grupo S/RD (figura 6 e tabela S2) resultando em
alteracbes no metabolismo da histidina (metabdlitos impactantes: L-histidina e L-
glutamato) e no metabolismo da arginina e prolina (metabdlitos impactantes: arginina,
prolina, piruvato e glutamato)-apenas no grupo RDNP (figura 6B, tabela S2). A biossintese
da fenilalanina, tirosina e triptofano (metabdlitos impactantes: L-histidina e fenilalanina) e
o metabolismo da fenilalanina (metabdlitos impactantes: L-fenilalanina) foram afetados
apenas no grupo RDP (Figura 6C, Tabela S2), discriminando os estagios da doenca.

O metabolismo da fenilalanina, tirosina e triptofano (metabdlitos impactantes: L-
tirosina e L-fenilalanina) se mostrou alterado no grupo amputado quando comparado com
os grupos controle (Figura 7A), SRD (Figura 7B) e RD (Figura 7C) (Tabela S3). Podendo
mostrar que é um metabolismo que discrimina um desfecho negativo da doenca.

A biossintese de arginina (metabodlitos impactantes: L-citrulina; L-glutamina, L-
aspartato, L-arginina) e o metabolismo da histidina (metabdlitos impactantes: L-histidina e

L-aspartato) foram mais impactados quando comparado AMP com SRD (figura 7B).
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Figura 5- Rotas metabdlicas do grupo controle em comparagdo aos demais grupos. Legenda: A intensidade da cor (branca a vermelha) reflete o aumento da
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Figura 6- Via metabdlica do grupo S/RD em comparacdo com 0s estagios da RD. Legenda: A intensidade da cor (branca a vermelha) reflete o

aumento da significancia estatistica e o didmetro do circulo varia com o impacto da via metabdlica.
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Figura 7- Via metabdlica em comparagdo com o grupo amputado. Legenda: A intensidade da cor (branca a vermelha) reflete o aumento da significancia

estatistica e o didmetro do circulo varia com o impacto da via metabolica.
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DISCUSSAO

Nesse estudo utilizamos a metabolémica por RNM, por ser considerado um novo
método de abordagem importante na descoberta de novos marcadores fisiopatoldgicos nas
doengas humanas, com identificacdo de biomarcadores circulantes, contribuindo assim
para o diagnostico, progndstico e estimativa de risco de doencas. Destacamos a
comparacdo pioneira de potenciais metabdlitos biomarcadores dos estagios da RD,
utilizando comparagdes entre grupo controle saudavel, DM S'RD, RDNP, RDP e AMP.
Importantes achados inéditos de nosso estudo demostrou que o metabolismo de sintese e
degradacdo de corpos cetdnicos junto com o metabo6lito acetoacetato e a biossintese de
fenilalanina, tirosina e triptofano foram discriminantes para o grupo RDP. E a via da
biossintese da histidina se mostrou significativa no grupo AMP, quando comparado com o
grupo SRD.

Um achado de nosso estudo foi os metabolitos valina e isobutirato que foram
discriminantes para o grupo RDNP, corroborando com o estudo de Silva et al. (2023) que
observaram que a valina, isoleucina, tirosina, fenilalanina, glicina e hidroxilisina estavam
associados a um risco maior de RD em pacientes com DM2 acompanhados por 12 anos.
Entretanto, no estudo em questdo os participantes ndo foram analisados quanto aos estagios
da doenca. Wang et al. (2020) analisando amostras de humor vitreo sem levar em
consideracdo os estagios apontaram a valina como um metabdlito alvo que caracteriza a
RD, alem disso, valores elevados de valina, leucina e isoleucina, aminoécidos formadores
do BCAA, foram considerados um dado de acompanhamento para aumento do nivel
neurotoxico de glutamato na retina, que pode desempenhar um papel importante na
neurodegeneracdo da RD. O isobutirato é produto do metabolismo da valina e tem funcéo
de promover a captacdo de &cidos graxos, podendo resultar em resisténcia insulinica e
aumentar o risco de doencas cardiovasculares (Jang et al., 2016). Ndo ha dados na
literatura que mencionem esse metabolito na populagéo diabética.

Em relacdo as vias metabolicas que discriminavam o grupo RDNP encontramos o
metabolismo da arginina e prolina, sendo a prolina um metabolito da arginina. Peters
(2022), avaliou por metabolomica que os niveis plasmaticos de arginina e citrulina, outro
aminoacido presente na via da arginina, estavam aumentados em pacientes diabéticos nos
estagios de RDNP e RDP.
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Em relagdo ao grupo RDP, metabdlitos como oxoglutarato e acetoacetato,
impactaram na via do metabolismo da sintese e degradacdo dos corpos cetdnicos sendo
discriminantes para o grupo RDP. O oxoglutarato, € um &cido organico, que ja havia sido
previamente descrito como discriminador sérico de RDP em pacientes com DM2 por
Wang et al. (2022).

O acetoacetato e o hydroxibutirato, sdo substratos energéticos que substituem a
glicose em condicbes de insuficiéncia alimentar. A formacdo de corpos cetdnicos €
regulada principalmente pelo suprimento de acetil- CoA que quando entra no ciclo de
Krebs é um precursor de acidos graxos para o figado. Altos niveis de acidos graxos e
glucagon estimulam a insulina e inibe a cetogénese hepatica. No DM1, a depender da
glicemia descontrolada, a cetoacidose pode ocorrer se houver um aumento e acumulagéo
dos corpos cetdnicos, isso pode ocorrer quando ha falta ou resisténcia a insulina. No DM2
a producédo suficiente de insulina continua a prevenir a cetogénese excessiva (Moller,
2020). Em nosso estudo 74 dos 122 participantes com DM2, estavam em tratamento com
insulina, 0 que pode evidenciar que ha pelo menos uma ineficacia parcial da acdo da
insulina, podendo culminar na presencga dos corpos cetdnicos descritos. N&do encontramos
dados prévios que associem o metabolismo de corpos cetbnicos, metabolémica e RD.

A glutamina que consiste em metabodlito impactante na via D-glutamina e D-
glutamato, foi importante que na discriminacdo do grupo RD. Esse dado foi comparado
com os achados da literatura prévia em amostras de plasma que destacam glutamina sendo
metabdlito potencialmente relacionados a RD (Rhee, 2018; Zhu, 2019). Sendo um
aminoacido de importante fonte de carbono para a sintese endégena de glicose, é também
um precursor da gliconeogénese (Darmaun, Santiago, Mauras, 2019) e desempenha um
papel na desregulacdo metabdlica da RD via reciclagem de glutamato (Du et al., 2022).
Corroborando ainda com Peters et al. (2022) e seus achados, o glutamato e a citrulina eram
outros metabdlitos com potenciais biomarcadores para RD. A citrulina ocasiona um melhor
funcionamento cerebral, pois garante a oxigenacdo do tecido e reduz a produgdo de amonia
e acido lactico, garantindo melhor controle de pressdo arterial e captagdo de glicose. Em
nosso estudo, a citrulina se mostrou significante no grafico da PLS-DA em pacientes com
RDP, quando comparado todos os grupos. Foi um metabolito que impactou na via da
arginina quando comparou os grupos AMP com SRD. Ja o glutamato impactou o

metabolismo da alanina e aspartato nas comparagdes entre os grupos S'RD versus RD e
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controle versus RDP, assim o glutamato foi um outro metabolito discriminante para o
grupo RD.

A Dbiossintese da fenilalanina, tirosina e triptofano se mostrou presente e
discriminante para o grupo RDP. Nao encontramos dados prévios que demostrem essas
vias e metabolitos relacionados a microcomplicacdo do diabetes na retina. Os aminoécidos
fenilalanina e tirosina foram associados a resisténcia insulinica, caracteristica presente no
DM2 (Bloomgarden, 2018). O estudo de caso controle de Hosseinkhani et al. (2022)
realizado com 412 individuos e que teve como objetivo de analisar a metabolémica
direcionada de aminoéacidos e acilcarnitinas como marcadores de risco paro diabetes pela
técnica de LC-MS/MS, apresentou que os metabdlitos fenilalanina, tirosina e triptofano e
outros foram positivamente associados ao diabetes. Os achados de Hosseinkhani et al.
(2022) corroboram com outros estudos prévios (Muilwijk, et al., 2020; Gunther, et al.,
2020; Bos, et al., 2020; Li, et al., 2021).

A fenilalanina, tirosina e triptofano sdo aminoacidos aromaticos, sendo o triptofano
e a fenilalanina aminoéacidos essenciais na dieta humana. O metabolismo do triptofano esta
ligado a producdo de serotonina, que é um neurotransmissor ligado ao bem estar. A
fenilalanina é convertida pela enzima fenilalanina hidroxilase no aminoacido néo essencial
tirosina (Lichter, 1999). A ativacdo dessa enzima pode ser alterada pela inflamagéo
ocasionada por algumas doencas, resisténcia insulinica e glicemia em jejum alterada
(Bloomgarden, 2018).

O metabolismo de fenilalanina esteve presente apenas nas amostras do grupo de
SRD, quando comparado com o grupo controle. Nossos resultados sdo corroborados por
Wang et. al. (2022), que demostraram que o metabolismo de fenilalanina é capaz de
diferenciar os grupos de pacientes asidticos com DM2 e RDP. Todavia, outro estudo que
avaliou a fenilalanina e tirosina plasmaticas e suas interacfes para risco de RD em diabetes
tipo 2, também na populacdo asiatica, concluiu que reducdo concomitante dos niveis
plasmaticos de fenilalanina e tirosina aumentam de forma sinérgica o risco de RD em
DM2. Contudo, ndo houve diferenca significativa que discriminasse o risco de RD quando
esses niveis estavam baixos de forma isolada (Luo, et. al. 2020). Vale ressaltar que a
fenilalanina modifica o receptor beta de insulina e inativa a sinalizagdo de insulina e a

captacdo de glicose (Zhou, 2022).
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O metabolismo de alanina, aspartato e glutamato foi outro destaque do nosso estudo,
uma vez que, estava presente nos grupos RD em todos os estagios e ausente no grupo AMP
quando comparado ao grupo controle, ndo sendo discriminantes entre 0S grupos.
Entretanto, Wang (2022) mostraram que o metabolismo de alanina, aspartato e glutamato
estava desregulado em pacientes asiaticos com RD, o considerando como via metabdlica
que poderia distinguir RDP de RDNP. Nosso trabalho teve desenho do estudo semelhante
aos os dados prévios publicados por Wang (2022). Ambos sdo estudos observacionais que
analisaram metabolitos no plasma de participantes latino-americanos utilizando a RMN
neste estudo e soro de participantes asiaticos utilizando a espectrometria de massa de alta
resolucdo com cromatografia liquida com uma populacdo de total de 60 participantes
asiaticos, sendo 45 diabéticos (Wang et al., 2022).

Zhu (2019) também relataram que o metabolismo da alanina, aspartato e glutamato foi
mais significativamente enriquecido no grupo RDP em comparagdo com o grupo RDNP.
Jin (2019) analisou metabdlitos em humor aquoso de pacientes DM e com RD, por RMN,
e encontrou que a via metabdlica da alanina, aspartato e glutamato influenciava a
discriminagdo entre os grupos DM e RD, estando mais presente no grupo RD, contudo o
estudo ndo avaliou os estagio da RD. Salientando que esses estudos foram em participantes
asiaticos.

O metabolismo da histidina se mostrou presente e discriminante para o grupo RDNP e
o grupo amputado, quando comparado ao grupo SRD e RD. E um dado ainda néo relatado
na literatura para a populacédo latino-americana e com o tamanho amostral significativo.
Azab et al. (2020), correlacionou as menores concentracBes de histidina e outros
metabolitos com o alto risco de amputacdo em pacientes com doenca arterial periférica.
Apoiando esses achados, Welsh (2018) encontrou que menores concentragcfes de histidina
foram associadas com maior risco de doengas macrovasculares em pacientes DM2. A
histidina € um aminoacido essencial, presente na alimentacdo, principalmente nos
alimentos ricos em proteinas, tem relagdes bioquimicas e fisiologicas no humano, podendo
prevenir doencas relacionadas ao envelhecimento, sindrome metabdlica, doencas oculares
que sao complicagdes segundo a formagdo de espécies reativas de oxigénio (ERO’S) e
aumento de glicacdo de proteinas (Babizhayev, Guiotto, Jacobi, 2009; Nicolantonio,
Mccart, Okefe 2018). A histidina tem fungéo antioxidante, sendo entdo protetora contra a

formagao de ERO’s, doengas cardiovasculares e DM que possuem caracteristicas gerais de
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estresse oxidativo e producdo aumentada de citocinas inflamatdrias, tem como efeito
anorexigeno da suplementacdo com histidina e suas propriedades anti-inflamatdrias e
antioxidantes podem ser benéficos nessas populacfes, visto que quando esse metabdlito
esta em baixas concentragfes vimos que esta relacionado com o risco de amputacdo em
pacientes com doenca arterial periférica e um aumento no risco de complicacdes

macrovasculares no DM.

Os resultados aqui relatados encorajam novos trabalhos focalizados em determinar a
quantidade desses metabdlitos, para que alvos terapéuticos com esses aminoacidos possam
ser idealizados. A limitagcdo deste estudo foi de estiveram relacionadas a utilizacdo do
equipamento de RMN de 400 MHz, que tem uma maior dificuldade na obtencdo dos
espectros e consequentemente na maior dificuldade de discriminar melhor os sinais dos
possiveis metabolitos presentes na matriz em comparacdo com o modelo de equipamento
de 600MHz.

CONCLUSAO

Nosso estudo vem com um diferencial no tamanho amostral e ser um estudo com
populacdo latino-americana. Metabd6litos como valina e isobutirato foram discriminantes
para o grupo RDNP, juntamente com a via da arginina e prolina. Um dado inédito de nosso
trabalho demostrou que o metabolismo de sintese e degradacdo de corpos cetdnicos
associado ao metabolito acetoacetato e a biossintese de fenilalanina, tirosina e triptofano
foram discriminantes para o grupo RDP. E importante ressaltar que relatamos pela
primeira vez que o metabolismo da histidina, estava presente e discriminante no grupo de

amputados.
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RESUMO

O diabetes mellitus (DM) é um importante problema de salde publica e sabe-se que a
identificacdo de marcadores moleculares envolvidos no controle glicémico podem
impactar o controle da doenca. Embora o rs266729. O polimorfismo localizado no
promotor do gene da adiponectina (ADP) demonstrou ser um candidato ao envolvimento
no controle glicémico, 0s grupos genotipicos nunca foram caracterizados em termos de
aspectos metaboldmicos. Objetivo: Analisar os metabolitos presentes no gendtipo
rs266729 grupos. 127 individuos diabéticos foram comparados de acordo com 0s grupos
gendtipos rs266729 CC e GC + GG (RFLP-PCR). Os metabdlitos do plasma sanguineo
foram classificados por ressonéncia magnética nuclear (RMN), e as vias metabdlicas de
cada grupo utilizando a ferramenta MetaboAnalyst. Terapia com insulina (p = 0,049) foi
mais frequente no grupo GC + GG rs266729. Lactato, alanina, glutamina, aspartato,

lipidios, lisina, isoleucina, citrulina, colesterol e fucose impactaram o grupo CC e
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aspartato, beta-glicose, glutamato, piruvato, prolina e 2-oxoglutarato impactaram o grupo
CG + GG. A via da glicose-alanina, transporte malato-aspartato e ciclo da ureia
impactaram o grupo CC (D-glicose, acido glutdmico, L-alanina, acido oxoglutarico e acido
piravico). A relagdo glutamina/glutamato provavelmente esté relacionada com as causas do

rs266729 influenciando o risco de diabetes.

Palavras-chave: Adiponectina, RMN, Metabolomica, rs266729, Diabetes Mellitus tipo 2

INTRODUCAO

O Diabetes Mellitus (DM) é um problema de salde importante e crescente para
todos os paises, independentemente do seu nivel de desenvolvimento. Segundo a
Organizacdo Mundial de Saude (WHO, 2020), o DM é uma doenga cronica, caracterizada
por alteracdes metabolicas disturbios que levam a hiperglicemia e que resultam de falha na
secrecdo ou agdo da insulina ou da jungdo das duas falhas pela célula B no pancreas. O
Diabetes Mellitus tipo 2 (TDM2) é o mais comumente forma diagnosticada da doenca,
responsavel por cerca de 90% dos casos de DM, e esta associada a altera¢cdes modificaveis
(corporais). Indice de massa (IMC), alimentacdo inadequada, tabagismo e sedentarismo) e
ndo modificaveis (idade e genética) fatores de risco. Apesar do investimento em medidas
de controlo da doenca, 0 TDM2 continua significativamente associado a um elevado taxa
de mortalidade (Counsin et al.,2022).

A identificacdo de marcadores moleculares contribui para a prevencéo,
monitoramento e tratamento da doenca, através da integracdo de dados multidimensionais,
relativos as diferencas individuais (Chung et al.,2020). Neste contexto, Unico do
diagndstico até os estagios mais avancados da patologia (Schiborn, Schulze, 2022).

A adiponectina (ADP) é uma molécula de baixo peso molecular composta por 244
aminoéacidos, secretada pelos adipdcitos. O gene ADIPOQ é composto por trés éxons e
dois introns e € amplamente expresso em tecido adiposo (Aljafary, Al-Shuaimi, 2022), rins
(Rutkowski et al.,2013), figado (Berg et al.,2001), pancreas (Ye et al.,2014), vasos
sanguineos (Okamoto et al.,2002), ossos (Oshima et al.,2005) e células do sistema
imunoldgico (Takemura, Walsh, Ouchui, 2007). O ADP desempenha papel fundamental na
regulagdo do metabolismo de carboidratos e lipidios, favorecendo a oxidacdo de &cidos

graxos e a utilizacdo de carboidratos para reducdo dos niveis de glicemia e lipidios,
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diminuindo assim a resisténcia periférica a insulina no diabetes (Pajvani et al., 2004;
Hanley et al.,2011).

Baixos niveis séricos de ADP podem representar pior controle glicémico em
pacientes com TDM2 (Alfagih et al.,2022). Um dos polimorfismos do ADP mais
comumente investigados em relacdo ao diabetes é o rs266729, caracterizado por uma
substitui¢do C/G no sitio —11.377. Esté localizado na regido promotora do gene ADP, que
parece influenciar a expressao, afetando a sequéncia de ligacdo dos fatores de transcricao,
0 que pode explicar, pelo menos parcialmente, as implicacGes clinicas (Zhang et al., 2009,
Wang et al., 2022). Portanto, a adiponectina é uma adipocina que favorece a resposta
insulinica e o0 rs266729, ao impactar a expressdo da molécula, pode facilitar a
hiperglicemia. Na verdade, estudos documentaram a associacao do alelo G rs266729 com
TDM2(Sun, et al., 2017; Wu, Wang, 2019; Truong et al., 2022). Os resultados da analise
da associacdo desse locus com o TDM2 em diferentes contextos de indice de massa
corporal (IMC) sugerem que o risco do raro alelo G s6 aparece em grupos 0besos,
reforcando a hipotese do mecanismo que favorece a resisténcia a insulina (Cauchi et al.,
2008). Além disso, estudos demonstraram a associacdo do genétipo G rs266729 com
doencas cardiovasculares (Smetnev et al., 2019).

Portanto, embora a literatura associe consistentemente o rs266729 ao risco de
TDM2, falta informacdo sobre os metabdlitos potencialmente circulantes nos portadores
desse alelo de risco, o0 que poderia justificar essa associacdo. Os metabdlitos sdo resultados
de interagbes com exposicdes ambientais e, por reunirem produtos de processos de
transcricdo e traducdo genética, acredita-se que estejam intimamente relacionados ao
fenotipo, especialmente para doencgas multifatoriais (Yun et al., 2020).

No presente estudo, comparamos metabdlitos entre gendtipos do polimorfismo
ADP rs266729 para avaliar a correlagdo entre genética e metabolémica. Uma grande
vantagem da metabolémica é a capacidade de descobrir metabdlitos novos e
potencialmente relevantes que poderiam ser a base de abordagens terapéuticas ou
indicadores diagndsticos (Filla, Edwards, 2016). Em relagdo aos estudos metabolémicos
envolvendo diabetes e polimorfismo rs266729, o campo cientifico permanece inexplorado.
Até onde sabemos, este € o primeiro estudo que aborda o padrdo genotipico metabolémico

do rs266729, comparando o grupo de alto risco para TDM2 (CG/GG) com o grupo de
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baixo risco (CC), fornecendo informacg6es que podem ajudar a esclarecer a associacéo de

esses gendtipos com resultados clinicos.

MATERIAL E METODOS

Tipo de estudo, populacgéo e aspectos éticos

Este € um estudo epidemiologico, transversal, que avaliou aspectos metabolémicos

de pacientes com DM2.

A amostra incluiu 360 pacientes, recrutados nos ambulatérios de endocrinologia e
oftalmologia do Hospital Universitario Lauro Wanderley (HULW/UFPB), localizado no
nordeste do Brasil, no periodo de novembro de 2018 a julho de 2022. Os critérios de
inclusdo foram ter diagnéstico de DM2 para ha pelo menos 5 anos e estar em
acompanhamento ambulatorial. Os critérios de exclusdo incluiram amostra de DNA
insuficiente ou analise genotipica inconclusiva. Os participantes foram alocados em dois
grupos de genotipos rs266729: CC (n = 216) e GC + GG (n = 144). Andlises metabodlicas
foram realizadas em uma subamostra de 127 pacientes. Esta pesquisa foi aprovada pelo
Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos do Hospital Universitario Lauro
Wanderley da Universidade Federal da Paraiba, sob parecer n°. 3.053.068 (12/03/2018).
Todos os procedimentos do estudo seguiram as normas éticas da instituicdo e atenderam a
Resolucdo n° 466/2012 do Conselho Nacional de Saude. Todos os voluntarios receberam
explicacbes sobre os procedimentos que seriam realizados, ap0s assinatura do Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).
Coletas de amostras bioldgicas

Os individuos permaneceram em jejum por 12 horas antes da coleta de sangue por puncéao
venosa. Posteriormente, foi realizada analise bioquimica das amostras coletadas em
laboratdrio de analises clinicas parceiro, para dosagem de hemoglobina glicada (Hb1Ac),
glicemia, colesterol total e suas fracdes, triglicerideos e creatinina. A concentracdo de
colesterol da lipoproteina de baixa densidade (LDL) foi determinada pela formula de
Friedewald, onde: [LDL] = [colesterol total]-[lipoproteina de alta densidade (HDL)]-
[triglicerideos/5].

Isolamento de DNA
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A extracdo de DNA foi realizada em amostras de sangue total obtidas por puncdo venosa
com kit DNeasy Blood and Tissue (Qiagen ®), conforme instrucdes do fabricante. O
gendtipo rs266729 foi determinado por PCR-RFLP. Pares apropriados de primers e
respectivas temperaturas de anelamento foram utilizados para obtencdo dos amplicons
contendo a regido polimérfica de cada gene: 15266729 ADIPOQ (F:
CATCAGAATGTGTGGCTTGC e R: AGAAGCAGCCTGGAGAACTG) (PRIOR et al.,
2009). O fragmento de 163 pb obtido de rs266729 foi digerido com Hhal e os padrdes dos
fragmentos indicaram a presenca do alelo C quando apareceram 121 e 42 pb. A presenca
do fragmento n&o digerido indicou a presenca do alelo G (fig. 1).

Analise do perfil metabolémico por RMN de 1H

Amostras de plasma sanguineo obtidas apos 12 horas de jejum e armazenadas a -80 °C até
o processamento foram utilizadas para anélise dos metabdlitos de cada grupo. Aliquotas de
200 pL de plasma foram adicionadas a 300 upL de tampao fosfato (0,2 mM
Na2HPO4/NaH2PO4, pH 7,4), homogeneizados sob agitacdo por 30 s, seguido de
centrifugacdo a 14.000 x g por 10 min a 4 °C. O sobrenadante foi transferido para um tubo
de 5 mm ap6s adigdo de 50 pL de agua deuterada com sal sodico de é&cido 3-
(trimetilsilil)propi6nico-2,2,3,3-d4 (TSP) (0,05% p/p). Os espectros foram obtidos por
meio de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), Ascend 400 (Bruker), operando a 400
MHz por 1 h, localizado no Laboratorio Multiusuario de Caracterizacdo e Analise (MCAL)
da Universidade Federal da Paraiba (UFPB). A seguinte sequéncia de pulsos foi usada para
obter os espectros 1H cpmgprld; nimero de varreduras: 128, ganho do receptor: 58,8,
tempo de aquisicdo: 4,08 s, tamanho espectral: 64 k e temperatura: 30 °C, realizados em
triplicata. Os espectros obtidos foram tratados usando correcdo de linha de base e correcédo
de fase, com base em TSP (0,0 ppm). O recurso de selecdo de pico foi usado para indicar
as mudancas quimicas presentes nos espectros, line board: 0,3, e 0s espectros foram
alinhados, normalizados pela area total, e o intervalo de 0,03 ppm foi usado para realizar o
binning espectral. Os espectros de binning foram usados para analises multivariadas, com
subsequente identificacdo do binning mais importante usando o banco de dados de
ressonancia magnética nuclear bioldgica (Diniz et al., 2024).
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Fig. 1. Genotipagem representativa. Faixa 1: Marcador de massa molecular; Faixa 2:
gendtipo GG (digestdo completa, fragmentos de 121 e 41 pares de bases), Faixas 3-9, 11 e
13: gendtipo CC (sem digestdo, banda de 163 pares de bases); Faixas 10 e 12: gendtipo
heterozigoto CG (digestéo parcial, fragmentos de 163, 142 e 41 pares de bases presentes).

Andlise estatistica

As analises dos dados clinicos e bioquimicos foram realizadas usando o software
SPSS, versdo 26. As variaveis com distribuicdo normal sdo expressas como média + desvio
padrdo, e as variaveis sem distribuicdo normal sdo apresentadas como valores medianos
(minimo e méximo). As varidveis categdricas sdo apresentadas como nimeros totais e
porcentagens. As diferencas entre as varidveis independentes com distribuicdo normal e
continua foram avaliadas usando o teste t para amostras independentes, e as variaveis sem
distribuicdo normal foram comparadas usando o teste U de Mann-Whitney. Para as
variaveis categoricas, foi usado o qui-quadrado de Pearson, expresso em odds e IC de 95%.
Os equilibrios de Hardy-Weinberg foram calculados para avaliar as frequéncias
genotipicas e alélicas esperadas e observadas, testadas pelo qui-quadrado, com valores
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expressos como valor de odds e IC de 95%. A Analise de Variancia (ANOVA) foi aplicada
em situacdes com mais de duas categorias, e as variaveis que ndo seguiram distribuicédo
normal e/ou homogeneidade foram analisadas pelo teste de Kruskal-Wallis com post-hoc
pairwise, representadas pela mediana (IC95%). Um valor de p < 0,05 foi considerado

estatisticamente significativo para todas as analises.

O método de escalonamento automético foi usado para lidar com o binning e
avaliado usando anélise de componentes principais multivariada ndo supervisionada (PCA)
para caracterizar tendéncias em grupos e valores discordantes no conjunto de dados. O
binning foi entdo submetido a andlise discriminante multivariada supervisionada de
minimos quadrados parciais (PLS-DA) para melhorar a separacdo entre grupos e obter
valores de Importancia Variavel na Projecdo (VIP), a fim de caracterizar potenciais
biomarcadores discriminatdrios entre grupos. Binnings com valores VIP maiores que um
(VIP > 1) foram reconhecidos e submetidos a analise de via metabdlica no programa
MetaboAnalyst v.5.0 (Xia Lab, Universidade McGill, Montreal, Canada) usando o banco
de dados da Enciclopédia de Genes e Genomas de Kyoto (KEGG). Um impacto de via
maior que 0,2 (> 0,2) e significancia estatistica de 5% (p < 0,05) foram usados para

escolher as vias metabdlicas mais afetadas entre os grupos de estudo.

RESULTADOS

A Tabela 1 apresenta as comparagdes de caracteristicas entre 0s grupos genotipicos
estudados. As comparacdes de dados clinicos e metabolicos entre os genotipos rs266729
ndo resultaram em diferencas nos parametros idade, sexo, tempo de DM, glicemia,
colesterol total e fragdes, triglicerideos e creatinina. A necessidade de terapia com insulina
foi observada com mais frequéncia no genotipo CG + GG do rs266729 do que no gendtipo
CC.

Para analise dos metabdlitos em relacdo aos polimorfismos do gene ADIPOQ
(rs266729), os binnings foram previamente avaliados no PCA e depois no PLS-DA, que
identificou os binnings mais significativos na projecdo (valores de VIP > 1,0). Estes foram
atribuidos a 16 metabdlitos que discriminaram os grupos em rela¢do aos polimorfismos do
gene ADIPOQ (Fig. 2): aspartato, beta-glicose, lactato, alanina, glutamina, lipidios, lisina,

isoleucina, glutamato, piruvato, prolina, citrulina, colesterol, fucose e 2-oxoglutarato. Cada
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compartimento foi representado por seu valor maximo de deslocamento quimico, que foi
entdo relacionado a um metabdlito.

Tabela 1. Pardmetros clinicos, bioquimicos e metabolicos de acordo com os gendtipos
rs266729 (ADIPOQ).

rs266729 (ADIPOQ)

x p-value
DESCRICAO (n=216) CG+GG (n=144) OR
- (Cl 95%)
Idade (ano) 61.3+9.9 60.8+9 0.663
140 91 0.823
Sexo (F%%) (64.8%) (63.2%) 11(07-17)
DM2 duragéo (anos) 13.7+75 143+75 0.463
Histéria de DM2 na familia 164 104 0.188
(%) (75.9%) (72.2%) 1.4 (0.9-2.4)
. . 117 93 0.049*
Insulinoterapia (%) (54.2%) (64.5 %) 0.6 (0.4 1)
7.5 7.95
HbAIc (%) (5.1-12.3) (4.7-125) 0.171
. 134.5 134
Glicose (mg/dL) (35 — 329) (48 — 332) 0.389
165.5 170
Colesterol total (mg/dL) (74 — 308) (74 — 290) 0.979
42 43
HDL-c (mg/dL) (23— 83) (8- 86) 0.847
LDL-c 92.5 87.6 0.695
(mg/dL) (17.6- 190.8) (31.2 -202.8) '
Lo 122 122.5
Triglicerideos (mg/dL) (22— 705) (35 — 748) 0.800
- 0.8 0.8
Creatinina (mg/dL) (0.4—2.1) (0.4—15) 0.082

* p < 0,05 = diferenca estatisticamente significativa. Para (rs266729—ADIPOQ): variaveis
categoricas analisadas pelo teste qui-quadrado, valores expressos como valor total (e %) e intervalo
de confianga. Variaveis quantitativas analisadas pelo teste t independente (quando em distribuicao
normal e/ou homogénea) e apresentadas como média e + DP. Varidveis que ndo apresentaram
distribuicdo normal e/ou homogeneidade foram analisadas pelo teste U de Mann-Whitney e
representadas pela mediana (1C95%). Variaveis quantitativas analisadas pela ANOVA (quando
distribuicdo normal e/ou homogénea) e representadas como média e + DP; As variaveis que ndo
seguiram distribuicdo normal e/ou homogeneidade foram analisadas pelo teste de Kruskal-Wallis
com teste post-hoc pareado, representado pela mediana (IC95%) nos grupos e identificacdo
representada pelo valor de p, teste estatistico (qui-quadrado) e graus de liberdade. Colesterol de
lipoproteina de alta densidade (HDL-c); colesterol de lipoproteina de baixa densidade (LDL-c).
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Fig. 2. Pontuacdo VIP para metabdlitos relacionados a classificacdo relativa de metabdlitos nos
grupos rs266729 CC e rs266729 GC + GG.
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Ap0s identificar os metabdlitos discriminantes entre os grupos por meio dos valores
de VIP, avaliamos as vias metabdlicas afetadas por esses metabdlitos (impacto da via >

0,2; p < 0,05) e, com base nessas andlises, conseguimos identificar as vias mais afetadas
(Fig. 3).
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Fig. 2. Vias metabdlicas da comparacdo do grupo rs266729 CC versus o grupo
rs266729 GC + GG. Legenda: A intensidade da cor (amarelo para vermelho) reflete o
aumento da significancia estatistica e o didmetro do circulo varia com o impacto da via

metabolica.
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O metabolismo que mais discriminou os grupos foi o ciclo glicose-alanina (p =
0,00), e os metabolitos que mais impactaram esse ciclo foram D-Glicose; Acido glutamico;
L-Alanina; Acido oxoglutarico; e Acido pirvico (Fig. 4).

O transporte malato-aspartato (p = 0,00) foi a segunda via que mais discriminou o
grupo CC do grupo GC + GG no rs266729, sendo D-glicose; Acido glutdmico; L-Alanina;
Acido oxoglutarico, acido pirGvico, os metabélitos que mais impactaram essa via (Fig. 4).

A terceira via, que tambeém discriminou os grupos, foi o ciclo da ureia (p = 0,00),
com os metabélitos D-Glicose; Acido glutdmico; L-Alanina; Acido oxoglutarico;

Metabolitos do acido pirivico demonstrando os maiores impactos (Fig. 4).
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Fig. 3. Vias metabdlicas da comparacdo do grupo rs266729 CC versus o grupo
rs266729 GC + GG em um gréafico de pontos. Legenda: A intensidade da cor (amarelo para
vermelho) reflete 0 aumento da significancia estatistica e o diametro do circulo varia com o

impacto da via metabdlica.
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DISCUSSAO

Os achados mostraram que o grupo genotipico GC + GG do rs266729 foi
associado a terapia com insulina. Considerando esse achado, o alelo G do rs266729 foi
associado a menor expressdo de adiponectina e a terapia com insulina, representando um
risco para doenca vascular periférica (Joosten et al., 2013). Chen et al.(2023) mostraram
que baixos concentracdes sericas de ADP podem influenciar pior controle glicémico em
pacientes com TDM2. Meta-analises encontraram associagdo do alelo G do rs266729 com
TDM2(Sun et al., 2017; Wu, Wang, 2019). A associacdo entre baixas concentragcfes de
ADP e TDM2 foi demonstrada em Populacbes mediterranea (Coltell et al., 2021),

hispanica, afro-americana (Hanley et al., 2011) e chinesa (Wang et al., 2018). A
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herdabilidade desempenha um papel significativo nas porcentagens das concentracdes
plasmaticas de ADP, destacando a importancia de investigar polimorfismos genéticos que
podem influenciar essa variagdo (Williams, 2020). Este conjunto de dados relne
evidéncias da associacdo de ADP e rs266729, com impacto no controle glicémico e no
risco de TDMZ2, o que torna interessante analisa-los a luz da metabolémica.

Considerando o0s metabolitos discriminatorios encontrados no grupo rs266729
CG + GG, o glutamato tem relevancia marcante. Concentracdes elevadas de glutamato
foram associados negativamente a sensibilidade a insulina e a espessura intima da carotida
com ateromatose em pacientes com aterosclerose subclinica (Lehn-Stefan et al., 2021).
Além do glutamato no grupo rs266729 CG + GG, a glutamina é discriminante no grupo do
gendtipo rs266729 CC. Ha evidéncias que sugerem que uma proporcdo reduzida de
glutamina/glutamato aumenta o risco metabdlico de pacientes com ou sem diagndstico de
diabetes, aumentando a probabilidade de complica¢cdes microvasculares (Porcus et al.,
2021; Rhee et al., 2018).

Em uma amostra de individuos saudaveis testados com uma dieta de baixo indice
glicémico composta de grdos integrais versus uma dieta de alto indice glicémico, os
metabdlitos glutamina e citrulina, que foram discriminantes no grupo do gendtipo
rs266729 CC, foram associados ao perfil metabolémico (Navarro et al.,, 2019). A
glutamina é conhecida por desempenhar um papel no aumento da sensibilidade a insulina,
melhorando os estados hiperglicémicos e exercendo um efeito na glicose plasmatica
quando usada em abordagens de suplementacao dietética (Hasani et al., 2021).

O aminoacido de cadeia ramificada (BCAA) isoleucina foi discriminante no
grupo CC rs266729. Isso foi inesperado, considerando que este é o grupo que demonstra o
melhor potencial para controle glicmico. No entanto, alguns detalhes devem ser
considerados neste resultado: 1) ambos os grupos, CC e GC + GG, sdo compostos apenas
por pacientes diabéticos, 2) embora a presenca de isoleucina tenha sido destacada no grupo
CC e nenhum outro BCAA tenha sido destacado no grupo GC + GG, a associacdo de
isoleucina com risco de diabetes foi encontrada como significativamente heterogénea entre
0s estudos de metaboldmica sobre diabetes incluidos na meta-analise (Guasch-Ferré et al.,
2016, Vanweert et al., 2022).

Em um estudo que incluiu analise multivariada do perfil metabolémico, incluindo

concentracfes de ADP e potenciais SNPs relacionados a concentracdo deste marcador
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como variavel discriminante, foi identificado que, em geral, um ADP circulante mais alto
foi associado a um perfil metabdlico sistémico mais saudavel. Especificamente em relagédo
aos metabdlitos circulantes, concentracdes mais elevados de ADP foram associados a
menores concentragdes de amino&cidos livres de cadeia ramificada (isoleucina, leucina e
valina), amino&cidos aromaticos (fenilalanina e tirosina) e alanina, bem como a uma maior
concentracdo de glutamina (Borges et al., 2017).

E importante lembrar que aqui ndo estamos comparando amostras de pacientes
diabéticos, individuos ndo diabéticos, ou seja, pacientes com diferentes condi¢es clinicas.
Todos os individuos incluidos no estudo atual ttm TDM2 e os grupos sdo separados de
acordo com o gendtipo rs266729. Se considerarmos que o CC rs266729 protege contra
diabetes, precisamos também analisar quais portadores desse genotipo também
desenvolvem a patologia. Dadas essas consideracdes, ndo deve ser surpresa que também
encontramos metabdlitos que sdo considerados discriminadores desfavoraveis no grupo
CC: isoleucina (BCAA), alanina e lactato.

Por outro lado, no grupo CC, a glutamina também é discriminante, o que
contrasta com o glutamato, que parece discriminar no grupo GC + GG. Dados de meta-
analises apontam que a glutamina esta associada a um risco reduzido de TDM2, pois €
inversamente proporcional ao aparecimento dessa doenca (Guasch- Ferré et al., 2016; Sun
et al., 2020). O estudo de caso-controle conduzido por Guasch-Ferré, et al. (2020),
avaliaram a associacdo da glicolise/metabdlitos relacionados a gliconeogénese em uma
intervencgéo de 1 ano com a dieta mediterranea em pacientes com TDM2 e identificaram os
metabolitos lactato e alanina associados a resisténcia a insulina. Seguindo a mesma linha, o
metabdlito alanina foi identificado como relacionado ao risco de TDM2 em um estudo
caso-controle de individuos chineses e com impacto negativo no controle glicémico em
individuos com TDM1 quando em concentra¢des reduzidas (Lin et al., 2020; Dutta et al.,
2016).

A fucose € a subunidade fundamental do polissacarideo fucoidano e é um
monossacarideo (6-desoxi-L-galactose) comum a muitos glicanos e glicolipidios ligados a
N e O. Em glicanos fucosilados, a fucose pode existir como uma modificacdo terminal ou
servir como um ponto de ligacdo para a adi¢do de outros agucares (Dutta et al., 2016). Em
um estudo de caso-controle, os autores avaliaram metabdlitos com caracteristicas de serem

biomarcadores para TDM2 e concluiram que a fucose, juntamente com o triptofano, foram
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aumentados em amostras de pacientes diagnosticados com diabetes (Al-Aama et al., 2019).
No entanto, poucos estudos avaliaram a fucose como um metabolito protetor ou para
aumentar o risco de progressdo em microcomplicacdes de TDM2. No estudo atual, a
fucose foi discriminada no genotipo CC e pode estar ligada a uma estrutura protetora.

No presente estudo observamos que o grupo GC + GG do SNP rs266729 foi
associado a terapia com insulina, o alelo G em ambos os SNPs representa pior controle
glicémico. Além disso, a literatura mostra que casos avancados de DM apresentam maior
disfuncdo nas células B do pancreas, e o individuo pode ser dependente de insulina
exogena para controlar seus parametros glicémicos. A combinacdo de informagdes sobre
polimorfismos ¢ metabolomica, especialmente para [3-glicose, ainda é escassa na literatura.
Chu et al. (2022) analisaram amostras de 18 pacientes com edema macular diabético e 18
pacientes sem edema, utilizando espectrometria de massas, e observaram que a [3-glicose
estava aumentada no grupo que apresentou edema macular. Este também foi o grupo com
presenca de complicagdes cronicas.

Ao considerar as vias metabdlicas, o ciclo da ureia discriminou o grupo GC +
GG. A formacdo da ureia ocorre principalmente no ciclo da ureia no figado, a arginina é
convertida em ornitina ou citrulina, auxiliando a arginase na producdo de moléculas de
ureia ou oxido nitrico (Li et al., 2019; Burrage et al., 2019). Alteraces no metabolismo de
aminoéacidos no ciclo da ureia podem ser correlacionadas com a resisténcia a insulina.
Durante esse ciclo, varias enzimas responsaveis pela remocdo de nitrogénio dos
aminoacidos sdo reguladas pelos horménios glucagon e insulina. Essas enzimas também
desempenham um papel na sintese de 6xido nitrico (Li et al., 2010; Romero et al., 2008).
InvestigacBes conduzidas por Pietzner et al. (2017) e Carracedo et al. (2011) indicaram
que aminodacidos ou metabdlitos ligados ao ciclo da ureia estavam associados a indicadores
inflamatorios e estresse oxidativo. Na abordagem metabolémica, o grupo GC + GG foi
discriminado pelo ciclo da ureia. Corroborando esses dados, o estudo caso-controle de Lu
et al. (2016), avaliou o metaboloma de pacientes com TDM2 por 6 anos, e observou que a
ureia juntamente com outros 5 metabolitos (prolina, glicerol, &cido aminomaldnico,
lisofosfatidilinositol e acido 3-carboxi-4-metil-5-propil-2-furanopropiénico), apresentam
potencial para predizer diabetes tipo 2 em pacientes de risco.

Cao et al. (2019) teve como objetivo testar as associacbes entre TDM2 e

metabolitos no ciclo da ureia, incluindo arginina, citrulina e ornitina, em uma amostra de
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pacientes chineses com TDM2. A amostra incluiu 401 pacientes internados em um hospital
na China com o inicio de TDM2 em 2 anos e 1.522 individuos saudaveis que
compareceram ao exame fisico anual. Os resultados mostraram que a arginina foi
positivamente associada ao TDM2, no entanto, a associacdo entre citrulina e TDM2 ndo foi
significativa. A ornitina, por outro lado, foi negativamente associada & patologia. No
estudo atual, os metabdlitos arginina e citrulina impactaram a via da ureia. A arginina
discriminou o grupo GC + GG e a citrulina o grupo CC.

A Figura 5 apresenta os metabolitos capazes de discriminar 0s grupos genotipicos
estudados, ilustrando o possivel papel da relagdo glutamato/glutamina. Isso destaca o papel
metabolicamente favoravel das concentragdes circulantes de glutamina, que pode fornecer
energia para o ciclo de Krebs por meio da ativacdo da via GDH (glutamato desidrogenase),
que promove a producéo de alfa-cetoglutarato a partir do glutamato, independentemente da
via glicolitica, e atua negativamente na expressdo de genes promotores de inflamacédo
(Petrus et al., 2020). Por outro lado, as concentrac@es de glutamato, um aminoacido que
pode ser considerado um intermediario no metabolismo dos BCAAs, tem sido associado a
desfechos metabolicamente desfavoraveis, como obesidade e sindrome metabdlica
(Maltais-Payette et al., 2019).

A metodologia utilizada apresenta uma limitacdo, pois ndo conseguimos
determinar se os metabolitos discriminantes sdo destacados devido ao excesso ou
concentracdes menores em relacdo ao total das amostras. 1sso sugere que ndo podemos
afirmar se os portadores do genétipo CC rs266729 tém menor glutamato/glutamina do que
os portadores do alelo G, mas os resultados aqui obtidos sugerem fortemente essa
possibilidade. As seguintes consideracdes corroboram essa hipdtese: 1) o fato de a
glutamina discriminar o grupo CC enquanto o glutamato discrimina o0 CG + GG, sem
necessariamente significar que ha concentragcbes mais elevados nesses gendtipos; 2) a
associacdo entre a presenca do alelo G e pior controle glicémico evidenciado pela terapia
com insulina. Além disso, é importante ter em mente que no estudo atual todas as amostras
séo de pacientes com TDM2 e a comparacao é baseada na formacao de grupos genotipicos
rs266729.

Ao identificar os metabolitos que impactam os diferentes gendtipos, conseguimos

perceber a influéncia nas vias envolvidas no catabolismo dos BCAAS e no direcionamento
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do nitrogénio para o ciclo da ureia, com a mediacdo metabdlica da relagdo

glutamato/glutamina.
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Fig. 5. Metabdlitos que impactam cada via metabdlica, de acordo com 0s genotipos rs266729.
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Os resultados aqui apresentados d&o suporte a uma importante linha de
investigacdo que pode levar a mecanismos de identificacdo de pacientes ainda ndo afetados
pelo TDMZ2, a fim de instigar o tratamento preventivo, com estratégias que previnam ou
retardem o inicio da doenca. O préximo passo seria adotar estratégias de estudo
metabolémico com analises quantitativas para confirmar a influéncia dos metabdlitos aqui

identificados.

CONCLUSSAO

Em conclusdo, nossos resultados sugerem que a relagdo glutamina/glutamato
provavelmente esta relacionada a influéncia do rs266729 no risco de diabetes. No entanto,
estudos adicionais que possam quantificar esses metabdlitos nos grupos rs266729 sdo

necessarios para dar suporte a essa descoberta.
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