AVA
AVAVAY  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

u nesp "' «90LIO DE MESQUITA FILHO”

Campus de S3o José do Rio Preto

Flavio Fontes Pirozzi

Relacao entre o indice de massa corpérea, diabetes mellitus tipo 2,
estresse oxidativo e polimorfismos nos genes da enzima conversora de

angiotensina (ECA) e metilenotetrahidrofolato redutase (MTHRF)

Sao José do Rio Preto

2016



Flavio Fontes Pirozzi

Relacao entre o indice de massa corpoérea, diabetes mellitus tipo 2,
estresse oxidativo e polimorfismos nos genes da enzima conversora de

angiotensina (ECA) e metilenotetrahidrofolato redutase (MTHRF)

Dissertacdo apresentada como parte dos requisitos
para obtengcdo do titulo de Mestre em Biociéncias,
junto ao Programa de PoOs-Graduagdo em
Biociéncias, do Instituto de Biociéncias, Letras e
Ciéncias Exatas da Universidade Estadual Paulista
“Julio de Mesquita Filho”, Campus de Sé&o José do
Rio Preto.

Orientador: Prof. Dr. Milton Artur Ruiz

Coorientadora: Profa. Dra. Claudia Regina

Bonini Domingos

Sao José do Rio Preto

2016



Pirozzi, Flavio Fontes

Relacdo entre o indice de massa corpérea, diabetes mellitus tipo 2,
estresse oxidativo e polimorfismos nos genes da enzima conversora
de angiotensina (ECA) e metilenotetrahidrofolato redutase (MTHRF) /
Flavio Fontes Pirozzi. -- S&o José do Rio Preto, 2016

87 f. 1l tabs.
Orientador: Prof Dr. Milton Artur Ruiz
Coorientadora: Prof. Dra. Claudia Regina Bonini Domingos

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Estadual "JUlio de Mesquita
Filho", Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas

1. Genética molecular humana. 2. Obesidade - Aspectos genéticos. 3.
Diabetes Mellitus Tipo 2 - Aspectos genéticos. 4. Polimorfismo (Genética).
5. Estresse oxidativo. 6. indice de massa corporal. |. Universidade Estadual
Paulista "Julio de Mesquita Filho". Instituto de Biociéncias, Letras e
Ciéncias Exatas. Il. Titulo.

CDhU -575.1

Ficha catalografica elaborada pela Biblioteca do IBILCE

UNESP - Campus de Sdo José do Rio Preto




Flavio Fontes Pirozzi

Relacao entre o indice de massa corpoérea, diabetes mellitus tipo 2,
estresse oxidativo e polimorfismos nos genes da enzima conversora de

angiotensina (ECA) e metilenotetrahidrofolato redutase (MTHRF)

Dissertacdo apresentada como parte dos requisitos
para obtencdo do titulo de Mestre em Biociéncias,
junto ao Programa de Pos-Graduagdo em
Biociéncias, do Instituto de Biociéncias, Letras e
Ciéncias Exatas da Universidade Estadual Paulista
“Julio de Mesquita Filho”, Campus de S&o José do
Rio Preto.

Comissao Avaliadora

Prof. Dr. Milton Artur Ruiz
UNESP - Sdo0 José do Rio Preto

Orientador

Prof. Dr. Antébnio Carlos Pires

FAMERP

Profa. Dra. S6nia Maria Oliani
UNESP - Sao0 José do Rio Preto

Sao José do Rio Preto
2016



Este trabalho foi realizado no Laboratério de Hemoglobinas e Genética
das Doencas Hematoldgicas, do Departamento de Biologia e no
Laboratério de Biomarcadores de Contaminacdo Ambiental, do
Departamento de Quimica e Ciéncias Ambientais, do Instituto de

Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas, UNESP Campus de Sédo José do

Rio Preto, com recursos proprios.



Dedicatéria

Dedico este trabalho aos meus pais, Jodao e Izabel, pois desde cedo, me
ensinarem o valores éticos da vida, o amor a profissdo e por todo o apoio
ao longo de todos estes anos, apoio este que foi a chave fundamental
para que eu pudesse alcancar todos os meus sonhos. Dedico também a
minha esposa, Graziela, e minha filha, Nicole, por continuarem me dando
todo o carinho e amor deste mundo, mesmo quando eu tive que dividir o
meu eterno carinho e amor que tenho por elas, com o carinho e amor que

também tenho pelo que faco.



AGRADECIMENTOS

Aos meus pais, Jodo Octavio de Biasi Pirozzi e I1zabel Cristina Ferreira
Fontes Pirozzi, pelo amor, carinho, conhecimento, confianca e exemplos de

dedicacao com a familia e o trabalho.

A minha esposa, Graziela Alves Pereira Pirozzi (Gabi), por todo amor,
carinho, cumplicidade, confianga, compreensao, respeito e admiragao; te amo

para sempre minha vida.

A minha filha, Nicole Alves Pirozzi, o meu presente da vida, minha razéo de
viver, desculpa pelos momentos de auséncia das brincadeiras e obrigado por

todo amor que recebo de vocé.

A minha irm3, Renata Fontes Bizarri, e meu cunhado, Jo&o Henrique Bizarri
(e n&o esquecendo da minha sobrinha, Bianca Bizarri) por todo amor, carinho,
respeito e admiragao.

Para toda a familia Ferreira Fontes e a familia Pirozzi, pelo carinho, respeito,

amor e companheirismo ao longo de todos estes anos.

Ao meu sogro, Wilson Corréa Pereira Filho, e minha sogra, Sonia Corréa,

por todo carinho, respeito e admiracao.

Aos meus professores de graduacéo da Disciplina de Endocrinologia da

Faculdade de Medicina de Catanduva, Dr. Marcos Antdnio Lopes e Dr.

Marino Cattalini, por sempre confiarem no meu trabalho e serem fontes
inspiradoras de ética e trabalho na minha carreira e que tanto me deram forca

para seguir na carreira académica.

Aos meus professores da residéncia de Endocrinologia na Faculdade de
Medicina de Rio Preto, Dr. Anténio Carlos Pires, Dr. Marco Antdnio Dias,
Dra. Lucia Helena Téacito, Dra Luciana Vilela e Dra. Maristela Rui pelos dois

anos de convivio intenso e muito aprendizado.

Aos meus colegas do Laboratério de Hemoglobinas e genética das Doencas
Hematologicas - IBILCE/UNESP, Jéssika, Mariana, Edis, Patricia, Lidiane,
Danilo e todos aqueles que de uma forma, direta e indireta, contribuiram para



8

este trabalho, o auxilio com a analise laboratoriais e os dados estatisticos deste
estudo, e claro, pelos momentos de profunda discussao cientifica e
descontragéo.

A Prof. Dra. Lilian Castigloni e Prof. Dr. Edis Belini Junior pela grandiosa
ajuda e toda paciéncia do mundo com a avaliacdo estatistica.

Aos meus amigos, colegas de especialidade e de disciplina, Dr. Cleber Favaro
e Dra. Danielli Favaro, por todo respeito, companheirismo e admiracao que

sempre tive de vocés (0 mesmo é reciproco).

Ao colega Dr. Edmo Atique Gabriel, e todos os docentes da faculdade de
Medicina da UNILAGO.

A minha coorientadora, Profa. Dra. Claudia Regina Bonini Domingos, pela
paciéncia, dedicagdo e amor pela ciéncia, serei eternamente grato pelas portas

gue me foram abertas.

Ao meu orientador, Prof. Dr. Milton Artur Ruiz, pela confianca por vocé
depositada para que tivesse mais este éxito em minha vida profissional e tanto

contribuir para o meu crescimento cientifico.

A Deus pelo dom da vida e da sabedoria.



"A verdadeira viagem de descobrimento ndo consiste

em procurar novas paisagens, e sim em ter novos olhos"

(Marcel Proust)



10

RESUMO

Introducdo: o aumento da prevaléncia da obesidade e do diabetes mellitus tipo 2 (DM2) é um
grande desafio de saude publica mundial e, por serem doencas heterogéneas e que elevam a
chance do surgimento de doencas cardiovasculares, parametros de avaliacdo de risco séo
necessario na avaliagdo destes individuos. Objetivos: correlacionar diferentes varidveis como o
indice de massa corpérea (IMC), os polimorfismos I/D ECA e C677T MTHFR e provas de
estresse oxidativo em uma populagdo de obesos brasileiros, com e sem diabetes, e doencas
associadas com a sindrome metabdlica. Casuistica e métodos: avaliamos 125 individuos com
obesidade (IMC maior ou igual a 30 Kg/m?) que foram divididos em dois grupos: grupo DM2
(obesos com DM2, n = 47) e grupo controle (obesos sem DM2, n= 78). Os pacientes do grupo
DM2 apresentavam maior média de idade (p=0,02) e maior nimero de individuos com
dislipidemia (p<0,05). Por meio de uma amostra de sangue periférico foi avaliado os
polimorfismos I/D ECA e C677T MTHRF e as provas de estresse oxidativo, o0 TBARS e o
TEAC. Resultados: na comparacdo entre os grupos com o0s polimorfismos analisados, néo
encontramos diferenga significativa de chance de ocorréncia e protegdo para o DM2 em
diferentes modelos de heranc¢a, na avaliacdo dos genétipos e no sinergismo entre eles. No
polimorfismo I/D ECA, o gendtipo mais frequente em ambos 0s grupos é o DD. Também né&o
encontramos diferenca significativa destes polimorfismos e as complicagbes microvasculares
no grupo DM2. Correlacionando o IMC com o estresse oxidativo, encontramos uma correlagéo
diretamente com o TBARS (r =0,7941) e inversamente proporcional com o TEAC (r=-0,6022)
de forma significativa (p<0,0001). Entretanto, ndo houve diferenca nos valores médios de
TBARS e do TEAC entre os grupos DM2 e controle. O genétipo DD foi 0 mais frequente em
ambos e 0 mesmo esta relacionado com aumento do risco cardiovascular. Na presenca do
gendtipo DD do polimorfismo I/D ECA, notamos um pior estresse oxidativo em relacdo aos
outros genétipos. O mesmo ndo ocorreu na analise do homozigoto mutante TT no polimorfismo
C677T MTHFR. Discussdo: em uma populacdo multiétnica, ndo encontramos relagdo destes
polimorfismos na génese do DM2 mas a maior frequéncia do genétipo DD em obesos com e
sem diabetes e um pior padrdo do estresse oxidativo nesses individuos se corelacionam com
os dados na literatura e o maior risco do desenvolvimento de doengas cardiovasculares estaria
mais relacionado com a obesidade do que a presenca do diagnéstico do DM2. Conclusdes:
pela andlise do estresse oxidativo, o IMC e a presenca do genétipo DD sdo importantes
ferramentas na avaliagdo de risco cardiovascular. Ressaltamos que, pela primeira vez,
avaliamos o papel desses dois polimorfismos em uma populagdo multiétnica de obesos

brasileiros.

Palavras-chaves: Obesidade. indice de massa corpdreo. Diabetes. Polimorfismo. Estresse

oxidativo
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ABSTRACT

Introduction: the increase in the prevalence of obesity and type 2 diabetes mellitus (T2DM) is a
major global public health challenge and, because they are heterogeneous diseases that
increase the chance of cardiovascular diseases, risk assessment parameters are necessary in
the evaluation of these individuals. Aims: to correlate different variables such as body mass
index (BMI), ACE I/D and MTHFR C677T polymorphisms, and oxidative stress tests in a
population of obese Brazilians, with and without diabetes, and diseases associated with
metabolic syndrome. Casuistry and methods: we evaluated 125 individuals with obesity (BMI
greater than or equal to 30 kg /m?) who were divided into two groups: T2DM group (obese with
T2DM, n = 47) and control group (obese without T2DM, n = 78). Patients in the T2DM group
presented higher mean age (p=0.02) and higher number of individuals with dyslipidemia
(p<0.05). The ACE I/D and MTHRF C677T polymorphisms and the oxidative stress, TBARS
and TEAC tests, were evaluated using a peripheral blood sample. Results: in the comparison
between the groups with the analyzed polymorphisms, we do not find a significant difference in
the chance of occurrence and protection for T2D in different inheritance models, in the
evaluation of genotypes and in the synergism between them. In the ACE I/D polymorphism, the
most frequent genotype in both groups is DD. We also do not find a significant difference of
these polymorphisms and the microvascular complications in the T2DM group. Relating BMI to
oxidative stress, we found a correlation directly with TBARS (r=0.7941) and inversely
proportional to the TEAC (r =-0.6022) in a significant way (p <0.0001). However, there was no
difference in the mean values of TBARS and TEAC between T2DM and control groups. The DD
genotype was the most frequent in both, and the same is related to increased cardiovascular
risk. In the presence of the DD genotype of the ACE I/D polymorphism, we noticed a worse
oxidative stress in relation to the other genotypes. The same do not occur in the analysis of the
mutant homozygote TT in the MTHFR C677T polymorphism. Discussion: in a multiethnic
population, we do not find a relation of these polymorphisms in the genesis of T2DM, but the
greater frequency of the DD genotype in obese patients with and without diabetes and a worse
pattern of oxidative stress in these individuals corelate with the data in the literature and the
greater risk of development of cardiovascular diseases would be more related to obesity than
the presence of the diagnosis of T2DM. Conclusions: BMI and presence of the DD genotype are
important tools for assessing cardiovascular risk by oxidative stress analysis. We emphasize
that, for the first time, we evaluated the role of these two polymorphisms in a multiethnic

population of obese Brazilians.

Keywords: Obesity. Body mass index. Diabetes. Polymorphism. Oxidative stress
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1. INTRODUCAO

1.1 Aspectos Gerais

A obesidade é um grave problema de saude publica na atualidade.
Estudo epidemioldgico recente aponta para um importante aumento em todo o
mundo. Comparando dados mundiais, desde o ano de 1975 até o ano de 2014,
observa-se uma nitida diminuicdo dos individuos com peso normal e baixo
peso e aumento importante no numero de pacientes com sobrepeso e
obesidade (NCR RISK FACTOR COLLABORATION, 2016).

O acumulo de tecido gorduroso corporal, principalmente o tecido
adiposo visceral ou abdominal, além de causar outros problemas de saude, tais
como esteatose hepatica, osteoartrites e aumento de risco de neoplasias,
também pode gerar distUrbios psicologicos pelo estigma social que envolve a
obesidade. Dentre as doencas relacionadas com a obesidade destacam-se o
diabetes mellitus tipo 2 (DM2), hipertensdo arterial sistémica (HAS) e a
dislipidemia (DLP), doencas que compdem a sindrome metabdlica (SM) e
aumentam de forma significativa o risco de desenvolvimento de doencas
cardiovasculares, como o infarto agudo do miocardio (IAM) e o acidente
vascular cerebral (AVC) (KRANENDONK et al., 2015).

Além destas doencas acima descritas, a obesidade ainda pode
aumentar o risco para outros problemas de saude como a sindrome da
apneia/hipopneia e obstrutiva do sono (SAHOS), problemas osteoarticulares,
distarbios respiratorios, insuficiéncia venosa cronica, diversos tipos de
neoplasias e problemas psicossociais (GURNANI, BIRKEN, HAMILTON, 2015).

Este conjunto de disturbios metabolicos, em especial a obesidade e o
DM2, tem tratamentos complexos que envolvem aspectos fisiopatoldgicos
(AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2016). Mesmo com o uso de
ferramentas clinicas e cirdrgicas, orientacdes sobre mudanca do estilo de vida
e 0 uso de diversas medicacdes, sao discretos 0os avancgos para a reducao da
morbidade e mortalidade destes pacientes. Por este motivo, existe a
necessidade pela investigacdo de outras causas para o0 desenvolvimento
destas doencas e novas formas de tratamento.
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1.2 Etiologia da Obesidade

A obesidade é uma doenca crbnica, inflamatoria, subaguda, de
etiologia multifatorial, na qual estdo envolvidos fatores genéticos e ambientais
(GRUN, 2010). Na questdo genética, apesar de existir formas monogénicas de
obesidade e sindromes genéticas relacionadas com a obesidade, a principal
influéncia genética envolvida com o aumento de peso é poligénica conferindo
maior susceptibilidade de acordo com a dieta, os habitos alimentares e maior
risco de desenvolver distiurbios metabdlicos (HINNEY, HEBEBRAND, 2008).
Recente estudo aponta mais de 400 genes envolvidos na génese da obesidade
com loci em todos os cromossomos, com excec¢do do cromossomo Y. Dentre
as alteracbes genéticas relacionadas com a obesidade destaca-se o
polimorfismo do gene fat mass and obesity-associated protein (FTO),
responsavel pelo acumulo de gordura visceral e resisténcia a acdo da insulina
(KIM et al, 2016).

Por ser uma doencga multifatorial, existe um forte envolvimento dos
fatores genéticos com o0 meio ambiente. Segundo o médico americano, Dr.
George Bray,fundador da The Obesity Society, "a genética carrega a arma e 0
ambiente aperta o gatilho" (BRAY, 2004). Dentre os aspectos ambientais mais
importantes, destacam-se os maus habitos alimentares e o sedentarismo, no
acumulo de tecido adiposo na regidao abdominal, o que determina maior risco

para o desenvolvimento de doencas relacionadas a SM.

Apesar dos dados cientificos relacionando os aspectos genéticos e
ambientais com a obesidade, ainda existem grandes lacunas a serem
desvendadas. Recentemente, novos genes envolvidos com o excesso de peso
vem sendo descobertos (LOPOMO , BURGIO , MIGLIORE , 2016). Também
vém sendo relatados novos fatores ambientais relacionados com a obesidade,
em especial os disruptores enddcrinos (PONTELLI, NUNES, DE OLIVEIRA,
2016) presentes em produtos que usamos no cotidiano (como plastico,
bisfenol A, pesticidas,...) e problemas ligados a qualidade do sono e reducao
na producdo da melatonina durante o periodo noturno (CIZZA, REQUENA, DE
JONGE, 2011).
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1.3 Classificacao da Obesidade

A obesidade pode ser classificada de forma qualitativa e quantitativa.
Além das diferentes forma de distribuicdo do tecido adiposo, das medidas de
circunferéncia abdominal e a relacdo das circunferéncias da cintura e do
quadril, bioimpedancia elétrica e a quantificacdo do tecido adiposo por meio de
exames de imagem, uma das principais formas de classificar a obesidade é por
meio do calculo do indice de massa corpérea (IMC).

O IMC é calculado pela divisdo do peso (em quilogramas) pela altura
(em metros) elevado ao quadrado - IMC = peso (Kg)/altura (m) x altura (m) - e o
paciente pode ser classificado como: baixo peso (IMC < 18,5 Kg/m?), peso
normal (IMC entre 18,5 e 24,9 Kg/m?), sobrepeso (IMC entre 25,0 e 29,9
Kg/m?) e obesidade (IMC = 30 Kg/m?. A obesidade pode ser divida em trés
graus: obesidade grau | (IMC entre 30,0 e 34,9 Kg/m?), obesidade grau Il (IMC
entre 35,0 e 39,9 Kg/m?) e obesidade grau Ill (IMC = 40,0 Kg/m?) (Tabela 1)
(DE LORENZO et al, 2016).

Tabela 1. Férmula e classificacdo da obesidade conforme o indice de Massa
Corpérea (IMC).

IMC = Peso (Kq)
Altura (m)?2

Classificacao IMC
Baixo peso Menor ou igual a 18,4
Peso normal 18,5 até 24,9
Sobrepeso 25,0 até 29,9
Obesidade grau | 30,0 até 34,9
Obesidade grau Il 35,0 até 39,9
Obesidade grau Il Maior ou igual a 40,0

Formula para o célculo do IMC e a classificagdo (baixo peso, peso normal, sobrepeso e
obesidade grau I, Il e Ill) de acordo com o peso (em Kg) e altura (em metros). (Fonte:
Sociedade Brasileira de Endocrinologia e Metabologia, 2016).
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Apesar das criticas sobre a aplicagdo do IMC em relacdo a gravidade
da obesidade e a sua associacdo com o desenvolvimento de comorbidades e
mortalidade, o IMC €& uma das formas mais usadas para a classificacdo da
obesidade, em grande parte dos artigos cientificos (BOSSELO, DONATACCIO,
CUZZOLARO, 2016).

1.4 Epidemiologia da Obesidade

Estudos recentes, com dados do ano de 2014, mostram que existiam
mais de 600 milhdes de pessoas com IMC = 30 Kg/m?, a maioria do sexo
feminino, sendo que, no ano de 1975 existia pouco mais de 100 milhdes de
pacientes apresentando obesidade. Em uma avaliacdo epidemioldgica das
dltimas quatro décadas, foi bem evidente uma redugdo do numero de
individuos com baixo peso e peso normal e um importante incremento
daqueles que apresentam sobrepeso e obesidade, em todas as partes do
mundo (Figura 1). Dos obesos, quase 30% destes pacientes foram
classificados como obesidade grave, ou seja, apresentavam obesidade grau Il
e grau lll. Apenas 18,4% destes pacientes com obesidade viviam em paises
desenvolvidos, o que implica em menor uso de recursos financeiros para o
tratamento direto e indireto para a obesidade e suas complicacfes (NCR RISK
FACTOR COLLABORATION, 2016).
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Figura 1. Epidemiologia global da obesidade
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Avaliacdo epidemiolégica da populagdo mundial entre os anos de 1975 até 2014 mostrando
globalmente uma redugéo dos individuos com baixo peso e peso normal e um importante

incremento dos pacientes com sobrepeso e obesidade (Fonte: Adaptado de NCD Risk Factor
Collaboration, Lancet 2016; 387: 1377-1396).

No Brasil, seguindo uma tendéncia mundial, vem ocorrendo uma
diminuicdo dos individuos que apresentam baixo peso e um importante
aumento no numero de pessoas com sobrepeso e obesidade. Comparando 0s
dados entre os ano de 1975 e 2014, entre 0os homens, o pais passou da
décima para terceira colocagcdo em numeros absolutos de pacientes com
obesidade. Entre as mulheres, neste mesmo periodo, o Brasil passou da nona
para a quinta posicao (Figura 2). De forma geral, os dados epidemioldgicos
mostram aumento de 75% nos casos de obesidade entre os brasileiros na
ltima década (NCR RISK FACTOR COLLABORATION, 2016)
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Figura 2: Ranking dos paises com numeros absolutos e relativos de
pacientes obesos entre 1975 e 2014

Homens Mulheres
1975 2014 1975 2014
Ranking ~ Paises  %obesos  Ranking  Pases  %obesos |Ranking  Paises  ‘oobesos  Ranking  Paises  %eobesos

1 Estados Unidos 225 1 China 163 1 Russia 17 1 China 124

2 Russia 74 2 Estados Unidos 157 2 Estados Unidos 148 2 Estados Unidos 123

3 Alemanha 59 13 Brasi 45| 3 Ucrdnia 53 3 india 53

4 ReinoUnido 51 [ 4 Rissia 4 4 Aemanha 34 4 Rissia 5

5 Franga b f 5 india 37 5 Itélia 3 JE Bras] 48]

5 bl 26]
0 bl 28]

Homens com obesidade do lado esquerdo; mulheres com obesidade do lado direito; destaque
para o importante aumento no numero de individuos obesos no Brasil nas Ultimas quatro
décadas (Fonte: adaptado do NCD Risk Factor Collaboration, Lancet 2016; 387: 1377-1396).

1.5 Aspectos Gerais do DM2

O DM2 é uma doenca crbnica caracterizada por hiperglicemia devido
ao aumento da resisténcia e reducdo da producédo da insulina (AMERICAN
DIABETES ASSOCIATION, 2016). De todos as formas de diabetes mellitus, o
DM2 representa cerca de 90% dos casos de diabetes em todo o mundo
(BHUPATHIRAJU, HU, 2016). O bom controle glicEmico é fundamental para
estes pacientes pois, do contrario, a hiperglicemia cronica pode acarretar em
diversas complicacdes microvasculares e macrovasculares (CHAWLA,
CHAWLA, JAQQI, 2016).

As complicagBes microvasculares sédo a retinoapatia diabética (principal
causa de cegueira em todo o mundo), a nefropatia diabética (uma das

principais causas de insuficiéncia renal crénica e de ingresso em programas de
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dialise) e neuropatia diabética (relacionada com lesGes periféricas e

amputacdes, principalmente de membros inferiores)

1.6 Etiologia do DM2

O DM2 é uma doencga crbnica multifatorial. Entre os principais fatores
de risco para o desenvolvimento do DM2 destacam-se 0s maus habitos
alimentares, sedentarismo, a presenca de doencas relacionadas a SM
(obesidade, HAS e DLP), os antecedentes pessoais de sindrome do ovario
policistico e diabetes gestacional e o antecedente familiar de pacientes de
primeiro grau com diagnoéstico de DM2 (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
DIABETES, 2016). Apesar dos efeitos positivos sobre a reducdo do peso com
melhor dieta e a pratica de exercicios regulares, cerca de 10% a 20% dos
pacientes com DM2 apresentam peso normal o que mostra a importancia dos

aspectos genéticos na fisiopatologia da doenca (ACOSTA et al, 2016).

Muitos genes estao envolvidos na génese do DM2, com destaque para
as variantes nos genes transcription factor 7-like-2 (TCF7L2), peroxisome
proliferator-activated receptor gamma (PPARG) e potassium voltage-gated
channel subfamily J member 11 (KCNJ11l). Porém, existem na literatura
cientifica a descricdo de diversos outros genes no desenvolvimento desta
doenca, mas nao de forma significativa e que podem variar de acordo com a
populacao estudada (ABBAS et al, 2013).

1.7 Epidemiologia do DM2

Seguindo a perspectiva mundial do aumento do namero de individuos
com sobrepeso e obesidade, vem ocorrendo um espantoso aumento na
prevaléncia de pacientes com diabetes mellitus. Segundo os dados
epidemioldgicos mais recentes da International Diabetes Federation (IDF),
existiam, no total, cerca de 415 milhdes de pacientes diabéticos. No inicio
deste século, segundo a mesma organizagao, acreditava-se que alcancariamos
360 milhdes de individuos com diabetes somente no ano de 2030. Uma

reavaliacdo dos dados prevé que no ano de 2040 teremos cerca de 642
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milhdes de pacientes diabéticos (Figura 3). Segundo o mesmos estudo
epidemioldgico, em 2015, o Brasil ocupava a quarta posicdo em numero de
pacientes com diabetes mellitus, com cerca de 14,3 milhdes de individuos com
a doenca (Tabela 2) (INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2015).
Levantamento epidemiol6gico mostra uma prevaléncia de DM2 em torno de
15% na populacdo no municipio de Ribeirdo Preto-SP (MORAES et al, 2010).

Figura 3. Dados epidemioldgicos do diabetes mellitus

MUNDO

Individuos com Diabetes

2015: 415 milhoes
2040: 642 milhoes

Ameérica do Sul e Central

2015: 29,6 milhoes
2040: 48,8 milhoes

NuUmeros absolutos de pacientes diabéticos no mundo, em 2015, e as perspectivas estatisticas
para o ano de 2040, de acordo com a International Diabetes Federation (Fonte: adaptado do
IDF Diabetes Atlas - sétima edi¢céo).

Tabela 2. Ranking dos paises com maior nimero de pacientes diabéticos

China 109,6 milhdes
india 69,2 milhdes
Estados Unidos 29,3 milhdes
Brasil 14,3 milhdes
Russia 12,1 milhdes
México 11,5 milhdes
Indonésia 10 milhdes

Dados epidemioldgicos com o niumero absoluto de individuos com diabetes por pais, de acordo
com a International Diabetes Federation (Fonte: IDF Diabetes Atlas - sétima edigao).
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1.8 Tratamento da Obesidade

A mudanca do estilo de vida, com a adocdo de bons hébitos
alimentares e a pratica regular de atividade fisica, sdo passos fundamentais
para a perda de peso. Estudos apontam que além destas duas praticas, 0 uso
de substitutos alimentares e psicoterapia sdo fundamentais para o sucesso do
tratamento clinico (APOVIAN, GARVEY, RYAN, 2015).

O tratamento clinico pode ser complementado com o uso de algumas
medicacdes. Atualmente, no Brasil, estdo disponiveis comercialmente o uso do
orlistate, sibutramina e, mais recentemente, o liraglutide (FARIA et al, 2010).
H& um ano foi aprovado pelo Food and Drugs Administration (FDA) novas
medicacOes para o tratamento da obesidade (APOVIAN, GARVEY, RYAN,
2015), medicacdes que ainda ndo passaram pela avaliacdo da Agéncia

Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), no Brasil.

Para individuos com obesidade grau Il ou pacientes com obesidade
grau Il, com a presenca de comorbidades que melhoram com a perda de peso
(como o DM2, HAS, DLP, SAHOS e osteoartropatias), existe a indicacdo de
diferentes técnicas de cirurgia bariatrica (DE LORENZO, 2016).

1.9 Tratamento do DM2

Assim como na obesidade, a mudanca do estilo de vida - a adocéo de
uma dieta saudavel e evitar o sedentarismo - € parte fundamental no
tratamento do DM2 para o bom controle glicémico (MOZAFFARIAN, 2016).
Além disso, na quase totalidade dos casos existe a necessidade do uso adjunto
de medicacbes pertencentes a diferentes classes farmacolégicas (AMERICAN
DIABETES ASSOCIATION, 2016). Podemos dividir estas medicagbes de

acordo com os seus efeitos, como:

- Sensibilizadores de insulina: biguanidas (metformina) e agonistas do PPAR-y

ou glitazonas (pioglitazona);

- Secretores de insulina: medicacfes que atuam sobre 0s canais de potassio

nas células 3 pancreaticas como as sulfoniluréias e as glinidas;
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- Inibicdo da absor¢ao de carboidratos: inibidores da a-glucosidase (acarbose);

- terapia baseada em incretinas ou incretinomiméticos: inibidores da DPP4 e

analogos do GLP1;

- Inibidores da reabsorcdo renal de glicose ou glicosuricos ou glifozinas;
inibidores da SGLT2;

- Insulinas: insulina humana ou analogos de insulina com diferentes aspectos

de farmacodinamina e farmacocinética.

Mais recentemente, algumas sociedades cientificas sugerem que a
cirurgia bariatrica entre como parte do arsenal terapéutico para o paciente com
DM2, desde que, 0 mesmo apresente obesidade grave (obesidade grau Il ou
grau Ill) (BATTERHAM, CUMMINGS, 20186).

1.10 Polimorfismos Genéticos no DM2

Como descrito acima, existem diversas alteracdes genéticas envolvidas
no desenvolvimento do DM2 e atuando em diferentes aspectos na
fisiopatologia desta doenca. Alteracdes no gene TCF7L2 estdo relacionadas
com disturbios na secregao de insulina pelas células 3 pancreaticas. Alteracdes
no gene FTO estdo relacionadas com resisténcia a acdo deste horménio.
Outras alteracfes genéticas ganham destaque na literatura cientifica, em
especial os polimorfismos insercdo/delecdo (/D) no gene da enzima
conversora de angiotensina (ECA) e do polimorfismo C677T no gene da
metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR) (KHODAEIAN et al, 2015).

1.10.1 Polimorfismo I/D ECA no DM2

Apesar das divergéncias, de acordo com a populacdo estudada, o
polimorfismo D/I ECA parece ter um papel importante em diversos aspectos do
DM2 como no seu desenvolvimento, no surgimento de complicacdes
microvasculares e macrovasculares e também na génese do diabetes

gestacional (DAIMON et al, 2003). A presenca do genétipo DD e do alelo D



31

determinam maior risco para doencgas cardiovasculares (LEI et al, 2012; YAKO
et al, 2016).

1.10.2 Polimorfismo C677T MTHFR no DM2

Este polimorfismo esté& envolvido diretamente no ciclo do folato e a sua
presenca promove incremento nos niveis de homocisteina, o que também
eleva o risco cardiovascular em pacientes com DM2. Apesar de ser mais
divergente na literatura do que o polimorfismo descrito acima, principalmente
no que diz respeito ao risco no desenvolvimento do DM2 e de suas
complicagbes macrovasculares, o polimorfismo C677T MTHFR parece ter um
papel importante na génese das complicacdes microvasculares causadas pelo
diabetes (AL-HARBI et al, 2015; LUO et al, 2016).

1.11 Estresse Oxidativo

Além de avaliacbes através do exame fisico e simples exames
laboratoriais, os problemas metabdlicos como obesidade, DM2, HAS e DLP
podem ser estratificados por meio da avaliacdo do estresse oxidativo causado
por estas doencas. Se o sistema antioxidante néo for suficiente para superar 0s
fenbmenos oxidativos, o estresse oxidativo pode causar lesdo no endotélio
destes pacientes e aumentar o risco de problemas vasculares, como o IAM e o
AVC (FERREIRA, 2011).

Este desequilibrio resulta na formacgéo de espécies reativas de oxigénio
e na oxidagdo de diferente moléculas como lipideos, proteinas e DNA (POLI,
2008). A oxidacdo destas substancias causa lesbes importantes levando a
mudancas na estrutura das células, na sua funcdo e morte celular. As reacdes
de lipoperoxidacdo ganham destaque na SM pois geram grandes danos da
formacdo e acdo da insulina, glicose-6-fosfato desidrogenase e funcéo
endotelial (FERREIRA, 2011).

Com o ganho de peso, além da hipertrofia dos adipdcitos, com o
aumento do seu conteudo citoplasmatico de gordura, também ocorre infiltracdo

de células inflamatdrias, como os macrofagos, que também sdo importantes
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geradores de estresse oxidativo (NAMGALADZE, BRUNE, 2016). O estresse
oxidativo sobre o tecido adiposo e a producdo de interleucinas,
agiontesinogénio, entre outras, € uma das bases fisiopatoldgicas para o

surgimento das outras doengas que compdes a SM (JOHNSON et al, 2016).

No paciente diabético, a hiperglicemia por si s6 € uma importante fonte
de estresse oxidativo. O excesso de glicose no sangue induz a sua propria
oxidacdo com aumento do sorbitol, pela via dos polidis, ativacdo da proteina
quinase C, ativacdo da via das hexosaminas e a producdo de produtos finais
de glicacdo avancados, o que gera uma memdéria metabdlica ruim, devido ao
aumento do estresse oxidativo neste grupo de pacientes, e também € a uma
via fisiopatolégica para o desenvolvimento das complicacdes causadas pelo
diabetes (CERIELLO, IHNAT, THORPE, 2009; YAO, BROWNLEE, 2010).

A disfuncéo endotelial € uma das possiveis complicacbes em pacientes
com disturbios metabdlicos. Espécies reativas de oxigénio induzem a oxidacéo
da fracdo do LDL-colesterol e formacdo de células espumosas, base da
fisiopatologia das doencas ateroscleréticas, como IAM e AVC. Pacientes
obesos e hipertensos tém aumento na producdo de angiotensina-ll e
endotelina, o que gera um incremento na geracdo de superoxidos e,
consequentemente, reducdo na biodisponibilidade de 6xido nitrico,
vasoconstricdo e aumento na resisténcia vascular periférica (BAHIA, et al,
2006).

Apesar do seu uso na literatura cientifica, o IMC néo reflete com
clareza a relacdo entre tecido muscular e tecido gorduroso. Recentes estudos
discutem novas nomenclaturas devido ao achado de pacientes obesos
metabolicamente saudaveis e pacientes magros metabolicamente doente, ou
seja, o paradoxo da obesidade (DE LORENZO et al, 2016, BOSSELO,
DONATACCIO, CUZZOLARO, 2016). Diante destes achados na avaliacéo de
individuos com distarbios metabdlicos, a avaliagdo dos polimorfismos e o
estresse oxidativo surge como uma op¢ao na avaliagdo dos pacientes de maior

risco para o desenvolvimento de complicacdes cardiovasculares.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar 0 estresse oxidativo e os polimorfismos em uma populacdo de
individuos obesos Brasileiros e a sua relagdo com o grau de obesidade entre
estes pacientes de acordo com o IMC e se ha diferenca nos seus valores entre

0s grupos de participantes obesos com e sem o diagndstico de DM2.

2.2 Objetivos Especificos

-Avaliar a frequéncia dos polimorfismos e o sinergismo entre 0s polimorfismos
I'D ECA e C677T MTHFR em um grupo de individuos obesos, com e sem

DM2, para avaliar o papel destes como fator de protecao ou de ocorréncia,

-Avaliar o estresse oxidativo e a sua relacdo com a frequéncia dos
polimorfismos I/D ECA e C677T MTHFR;

-Avaliar o estresse oxidativo e a sua relacgdo com as comorbidades
relacionadas a SM (HAS e DLP) e o diagnostico de doenca cardiovascular

prévia (IAM e/ou AVC) encontradas nesta populacao de obesos;

-Avaliar o0 estresse oxidativo e a sua relacdo com as complicacdes
microvasculares encontradas no subgrupo de pacientes obesos com

diagnéstico de DM2.

-Avaliar o estresse oxidativo e a agao antioxidante das amostras analisadas em

relacéo aos habitos do sono e o uso da metformina.
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3. CASUISTICA E METODOS

3,1 Casuistica

O grupo de estudo envolveu 125 adultos obesos, sendo 47 diabéticos
(grupo DM2) e 78 ndo diabéticos (grupo controle). Os critérios de incluséo
foram: pessoas na faixa etaria entre 18 a 65 anos, homens e mulheres com
IMC maior ou igual a 30 Kg/m?

Em uma andlise descritiva de todos os 125 pacientes com média de
idade de 44 anos, 90 (71,4%) sao do género feminino, 87 (69%) séo casados
no estado civil e a grande maioria se autodeclarou como sendo da etnia branca
(81%) (Tabela 3). Em relacdo a escolaridade, 43,7% e 35,7% tem o terceiro e
segundo grau completo, respectivamente. A maioria dos participantes dormiam
de 6 a 8 horas por dia (51,6%) e mais de um terco deles (35,7%) dormiam de 4

a 6 horas por dia.
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Tabela 3. Dados demograficos e clinicos dos participantes do estudo; grafico
comparando 0s grupos com pacientes obesos com diabetes mellitus tipo 2
(DM2) e grupo controle de pacientes obesos sem diabetes mellitus tipo 2
(controles).

Caracteristicas DM2 (n=47) Controles (n=78) p value
|dade (média + DP) 478 (6.9) 416 (11.9) 0.020¢
Masculino [n (%)) 17(36.2) 19 (24 4) 0157
Feminino [n (%)] 30 (63.8) 99 (75.6) '
Caucasianos [n (%)] 39 (83.0) 62 (79.9) 0631
Afro-Brasileiros [n (%)] 8 (17.0) 16 (20.9) '
Obesidade grau | (IMC: 30-3499) 23 (48.9) 43 (55.1)

Obesidade Grau Il (IMC: 35-39,99) 13 (27.7) 24 (30.9) 0.416°
Obesidade grau Il (IMC: 2 40) 11(23.4) 11(14.1)

Retinopatia [n (%)] 3(6.4) 0 <0.05°
Nefropatia [n (%)] ® 7(14.9) 0 <0052
Neuropatia [n (%)) @ 7(14.9) 0 <0.06®
Hipertenséo [n (%)] ® 24 (51.1) 30 (38.5) 0.168°
Dislipidemia [n (%)]® 20 (53.2) 12 (15.4) <0.05°
Doenca cardiovascular [n (%)] ® 3(6.4) 1(1.3) 0.148*

*teste exato de Fisher

“teste do chi-quadrado de Person
“teste do t Student

DP: desvio padrao

Foram considerados diabéticos os individuos que apresentavam duas
medidas de glicemia de jejum = 126 mg/dL e/ou glicemia 2 horas pos dextrosol
75 gramas = 200 mg/dL e/ou hemoglobina glicada (HbAlc) = 6,5% e/ou
glicemia ao acaso = 200 mg/dL na presenga de sintomas de
hiperglicemia/hipoinsulinemia, segundo os critérios da American Diabetes
Association (ADA), ou que ja estivessem usando alguma medicacdo para o
tratamento do diabetes (metformina, sulfoniluréias, glinidas, inibidor da a-
glucosidase, pioglitazona, inibidor da DDP4, agonistas do GLP1, inibidores da
SGLT2 e insulina) (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2016). Entre os
pacientes diabéticos, também foi analisada a presenca de complicacdes

microvasculares como a retinopatia diabética (diagnostico realizado por
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oftalmologista), nefropatia diabética (microalbuminiria, macroalbuminuria ou
insuficiéncia renal cronica) e neuropatia diabética (de acordo com o quadro
clinico e exame fisico) (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2016).

Investigamos também se 0s pacientes apresentavam diagnostico
prévio de:

- Hipertensédo: pacientes com diagnostico prévio de HAS em uso de alguma
medicacdo anti hipertensiva ou pela avaliacdo do nivel da presséo arterial
sistémica, através de afericdo da mesma com esfigmomandmetro posicionado
em membro superior esquerdo, em repouso, de acordo com as normativas da
American Heart Association (AHA) e a diretriz brasileira de hipertensao
(SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2016);

- Dislipidemia: pacientes com diagndstico prévio de DLP em uso de estatinas
e/ou fibratos ou niveis de triglicérides em jejum de 12 horas > 200 mg/dL e/ou
avaliacdo do risco cardiovascular pelo valor dos niveis séricos individuais do
LDL-colesterol (SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2013);

- Doenca cardiovascular: diagnéstico prévio de IAM e/ou AVC e/ou DAP em
acompanhamento com cardiologista, neurologista e cirurgido vascular,
respectivamente.

Os pacientes foram selecionados, de acordo com o0s critérios de
inclusdo descritos acima, em uma clinica particular de Endocrinologia no
municipio de S&o José do Rio Preto-SP no periodo de junho/l5 até
novembro/15.

3.2 Considerac@es Eticas

O presente projeto foi registrado sob o nimero 43467515.5.0000.5466
CAAE (Certificado de Apresentacdo para Apreciacdo Etica) com nimero de
comprovante 024866/2015 na Plataforma Brasil e aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa (CEP) da Universidade Estadual Paulista "Julio de Mesquita
Filho" Campus de Sao José do Rio Preto (UNESP/IBILCE) obedecendo aos
principios estabelecidos na Resolucdo 196/96 do Conselho Nacional de Saude
(CNS) (Apéndice A).

Apéds explanacdo sobre o estudos, seus objetivos e 0s procedimentos

gue seriam adotados, todos participantes, junto do pesquisador principal (Flavio
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Fontes Pirozzi) preencheram um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE) e, apés isso, preencheram também um questionario sobre dados
clinicos, exame fisico e perguntas sobre a qualidade do sono, uso de

medicacdes e presenca ou auséncia de comorbidades (Apéndice B e C).

3.3 Metodologia
3.3.1 Coleta das Amostras

Foram coletados 4 mL de sangue periférico por venopuncado de um dos
membros superiores de todos os individuos e colocados em tubos contendo

EDTA 5% para a extracdo do DNA de leucécitos, entre 8 e 9 horas manha.

3.3.2 Polimorfismo I/D da ACE

A deteccdo do polimorfismo insercdo/delecdo (I/D) de 278 pb
(rs1799752) no gene ACEL (17g23.3) foi realizado por reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) baseado em duas amplificacbes com primers diferentes. A
primeira amplificagéo utilizamos o} primer ACE1 (sense)
5'CTGGAGACCACTCCCATCCTTTCT3' e a ACE2 (antisense)
5'GATGTGGCCATCACATTCGTCAGATS3' e, como resultado, o fragmento de
insercao apresenta 490 pb e de delecdo 190 pb. Nesta primeira amplificacéo,
ha uma preferéncia do alelo com insercao amplificar como delecdo. Assim, as
amostras homozigotas para a delecdo passam por uma segunda amplificacdo
para a correta identificacdo do heterozigoto. Os primers utilizados nesta
segunda amplificacéo sao 0 ACE3 (sense)
5TGGGACCACAGCGCCCGCCACTAC3 e 0 ACE4 (antisense)
5TCGCCAGCCCTCCATGCCCATAATZ3'. O fragmento de insercdo amplificado
apresenta 355 pb e o de delecdo ndo é amplificado. Ambas as amplificacdes
foram analisadas por eletroforese em gel de agarose a 2,0% sob corrente
constante de 80 V por 30 minutos e visualizados sob luz UV ap0s coloracéo

com brometo de etidio.
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3.3.3 Polimorfismo C677T da MTHFR

Para o polimorfismo C677T (rs1801133) do gene MTHFR utilizamos
PCR seguido da restricdo de polimorfismo Unico (RFLP). Para a amplificacéo,
utilizamos o primer MTHFR1 (sense) 5TGAAGGAGAAGGTGTCTGCGGS' e o
MTHFR2 (antisense) 5’AGGACGGTGCGGTGAGAGTG3'. A amplificacao
gerou um fragmento de 198 pb o qual foi digerido pela enzima Hinfl
(GNVVANTC). A mutacédo gera um sitio de restricdo para a enzima. Portanto, o
homozigoto selvagem (CC) apresenta uma banda de 198 pb, o homozigoto
mutante (TT) apresenta duas bandas - uma de 175 pb e a outra de 23 pb - e o
heterozigoto (CT) apresenta as trés bandas, 198 pb, 175 pb e 23 pb. O
resultado foi analisado por eletroforese em gel de agarose a 4,0% sob corrente
constante de 80 V por 40 minutos e visualizados sob luz UV apos coloracdo

com brometo de etidio.

3.3.4 Dosagens bioquimicas para determinacdo da peroxidagcdo lipidica e
capacidade antioxidante total

3.3.4.1 Dosagem das espécies reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS)

A dosagem das espécies reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS) é
utilizada para avaliar a peroxidagdo lipidica das amostras. Este método é
baseado na reacdo do malondialdeido e de outros aldeidos com o &cido
tiobarbitirico (TBA) em pH baixo e temperatura elevada, para formar um
complexo com absor¢cdo maxima em 535 nm, considerando normal os valores
de até 440mg/mL (MIHARA, UCHIYAMA, 1978; PERCARIO et al, 2004)

3.3.4.2 Determinacdo da capacidade antioxidante em equivaléncia ao
Trolox (TEAC)

A capacidade antioxidante das amostras (TEAC) foi determinada pela
sua equivaléncia ao Trolox (4cido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrameticromono-2-
carboxilico), um antioxidante analogo sintético hidrossoluvel da vitamina E. A
técnica colorimétrica € baseada na reacdo entre o ABTS (2,2'-azinobis-3-

etilbenzotiazolinaacido-6-sulfonico-diamonio) com persulfato de potassio
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(K2S20g) que produz o radical cétion ABTS+, cromodforo de coloragdo
verde/azul. A adicdo das amostras contendo antioxidantes a este radical cation
pré formado o reduz novamente a ABTS e a descoloracdo € avaliada em 734
nm (MILLER et al, 1993; RE et al, 1999). Os valores de normalidade para este
trabalho foram estabelecidos entre 1,85 a 2,31 mMJL.

3.3.5 Analise Estatistica

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o programa R
versao 3.2.3 (http://www.r-project.org) e SPSS (IBM) e p <0,05 foi considerado
significativo. As variaveis quantitativas foram expressas como média + desvio
padrdo e foram testadas para a distribuicdo normal e de homogeneidade de
variancias. Médias entre os grupos foram comparados pelo teste de t Student e
diferencas de proporc¢des foram avaliadas por meio do teste exato de Fisher ou
o teste do qui-quadrado de Pearson usando o pacote Rcmdr. Frequéncias
alélicas e genotipicas e desvios de Hardy-Weinberg foram avaliados utilizando
o0 pacote SNPassoc. Analises de correlacdo para verificar a associacao entre
variaveis foram conduzidas pelo método de Spearman. Um modelo de
regressdo logistica binaria foi construido para avaliar a associacdo dos
polimorfismos com pacientes com diabetes mellitus em diferentes modelos
genéticos de heranca. O valor de p foi ajustado para covariaveis usando o

mesmo modelo de regresséo logistica por pacote SNPassoc.
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4. RESULTADOS

4.1 Avaliacédo Geral e Comparacao Entre os Grupos

Em relacdo ao grau de obesidade pelo IMC, 53,2% apresentam
obesidade grau |, 29,4% obesidade grau Il e 17,5% obesidade grau Ill. Dos 125
individuos, 47 (37,3%) tinham diagnostico prévio de DM2. De todos os
pacientes obesos com DM2, apenas trés (6,3%) ndo estavam usando
metformina em monoterapia ou em associacao com outros antidiabéticos orais
e/ou insulina. Entre os individuos do grupo controle, trés (3,8%) fazem uso da
metformina devido esteatose hepatica e sindrome dos ovarios policisticos. De
todos os participantes, 54 (42,9%), 37 (29,4%) e 4 (3,2%) tinham diagndstico
prévio de HAS, DLP e DAC, respectivamente.

A Tabela 2 mostra a divisdo dos grupos de pacientes obesos com DM2
(grupo DM2) e obesos nao diabéticos (grupo controle). O grupo DM2
apresentou média de idade de 47,8 £ 8,8 anos e 0 grupo controle de 41,6 +
11,5 anos, com diferenca significativa (p= 0,02). N&o houve diferenca
significativa em relacdo ao género, etnia e o grau da obesidade pelo IMC.
Apesar da populacdo brasileira ser multiétnica, a maioria dos individuos, em

ambos 0s grupos, eram caucasianos.

Em relagdo ao IMC, ndo foi encontrada diferenca estatistica na
porcentagem de individuos com obesidade grau I, Il e lll entre o grupo DM2 e o
grupo controle (p= 0,416). Entretanto, conforme observado na populacéo geral,
ambos 0s grupos apresentam maior proporcdo de pacientes com obesidade

grau |, em comparacao com obesidade grau Il e Il (p <0,01).

N&o houve diferenca significativa entre os dois grupos quando
comparamos 0 numero de individuos com hipertensdo e doenca
cardiovascular. Quanto a dislipidemia, o grupo DMZ2 apresentou maior
frequéncia quando comparado com o grupo controle. Destacamos que, no
grupo controle ndo houve pacientes com retinopatia, nefropatia e neuropatia
por outras causas, desta forma o grupo DM2 teve mais pacientes com essas

manifestacdes.
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4.2 Andlise dos Polimorfismos Genéticos em Relagéo aos Grupos
Analisamos as frequéncias genotipicas e alélicas dos polimorfismos
analisados nos genes ECA e MTHFR entre o grupo DM2 e o grupo controle, e
ndo houve diferenca estatistica significativa para a populacao estudada (Tabela
4). Além disso, os genotipos dos polimorfismos avaliados ndo apresentaram

chances de ocorréncia e nem de protecdo para o desenvolvimento de DM2.

Tabela 4. Avaliacao dos genotipos e frequiéncias alélicas dos polimorfismos de
I/D ECA e C677T MTHFR entre individuos obesos com diabetes mellitus tipo 2
(DM2) em comparacdo com o grupo controle (controles).

Gendtipos/Alelos ~ DM2 Controles OR (95% IC) p value
ACE (rs1799752) (n=45) (n=75)

Gendtipos

| 6 (13.3) 9(12.0) 0.87 (0.27-2.77)

ID 17 (37.8) 28 (37.3) 0.95(0.43-212) 097
DD 22 (48.9) 38 (50.7) 1.00

Alelos

l 29 (32.2) 46 (30.7)

D 61 (679 104 (603) 0.93(0.53-1.63) 0.88
MTHFR (rs1801133)  (n=47) (n=17)

Genotipos

CC 17 (36.2) 30 (39.0) 1.0

CT 22 (46.8) 38 (49.3) 0.98 (0.44-2.16) 0.71
1T 8 (17.0) 9(11.7) 0.64 (0.21-1.96)

Alelos

C 96 (59.6) 98 (63.6)

r 3% (40.4) 5 (36.4 0.84(0.49-1.42) 059

Avaliamos diferentes modelos de heranca génica para verificar o efeito
de chance na ocorréncia ou protecdo do DM2 entre os dois grupos. Os
resultados dos diferentes genotipos podem ser observados na Tabela 5 e, de
acordo com os achados, nenhum dos modelos de heranga analisados
(codominancia, dominancia, recessiva e log aditivo) apresentam influéncia no

desenvolvimento do DM2 em pacientes obesos.
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Tabela 5. Andlise da associagdo de DM2 com os polimorfismos I/D ECA e
C677T MTHFR em diferentes modelos de herancas.

Modelos Gendtipo DM2 Controles OR (95% IC) p value
ACE (rs1799752) n=45 n=75
I 6 (13.3) 9(12.0) 0.87 (0.27-2.17)
Codominante ID 17 (37.8) 28(373)  095(043212) (g7
DD 2 (48.9) 38 (50.7) 1.00
_ DD 2 (48.9) 38 (50.7) 1.00
Dominant 0.85
ominante 1.y 23 (51.1) 37(493) 093 (0.44-1.95)
_ I 6(13.3) 9(12.0) 1.00
R 0.83
ik R 39 (86.7) 66(880)  0.89(0.29-268)
Log aditve ~  -— e e 0.94 (0.55-1.59) 0.81
MTHER (rs1801133) n=47 n=17
cc 17 (36.2) 30 (39.0) 10
Codominante ~ CT 2 (46.8) 38(494)  098(044-216) (71
T 8 (17.0) 9(117)  064(021-19)
; cC 17 (36.2) 30 (39.0) 10
dommante - orIr 30(68) q610 0890418y T
_ TT 8 (17.0) 9(11.7) 0.65 (0.23-1.81)
S T 39(83.0) 68 (88.3) 1.00 0.41
Logadivo @ — @@ o - 0.84 (0.49-1.43) 0.52

Com o intuito de avaliar o sinergismo dos polimorfismos na chance de
ocorréncia ou de protecdo do DM2, foi avaliado diferentes combinagbes dos
polimorfismos entre os grupos DM2 e controle. Diante das analises
demonstradas (Tabela 6), ndo foi encontrado diferenca significativa em

nenhuma combinagéo de polimorfismos.
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Tabela 6. Andlise de associagdo de diabetes mellitus tipo 2 (DM2) com a
combinacgéo de polimorfismos (sinergismo entre I/D ECA e C677T MTHFR).

Combinagdo DM2 (n=45) Controles (n=74) OR (95% IC) p value

DD/CC 8 (17.9) 15(20.3) 0.85(0.33-220) 0.74
DD/CT 12 (26.7) 18 (24.3) 1.13(0.48-264)  0.77
DDITT 2(44) 5(6.8) 0.64(0.12-345)  0.63
ID/CC 7(15.6) 9(12.2) 1.31(0.45-3.86)  0.59
ID/CT 7(15.6) 15(20.3) 0.72(0.27-1.94)  0.52
IDITT 3(8.8) 3(3.9) 246 (0.51-13.81)  0.35
Il/CC 1(2.2) 5 (6.8) 0.31(0.03-2.77) 0.4
IW/CT 2(4.9) 3(4.0) 1.14(0.16-712) 089
IWTT 3(36.2) 1(39.0) 0.2(0.53-51.74)  0.15

Analisando somente o grupo de pacientes com DM2, ndo encontramos
diferenca estatistica significativa entre os polimorfismos nos genes ECA e
MTHFR em relacdo a presenca ou auséncia de complicacdes microvasculares
(retinopatia, nefropatia e neuropatia diabética), apesar de termos uma amostra
pequena de individuos com estas comorbidades, e outras doencas
relacionadas com a sindrome metabdlica como a hipertenséo, dislipidemia e

doencas cardiovasculares.

Os dados gerais e analise dos grupos em relacdo a ambos o0s
polimorfismos foram mostrados no Exame Geral de Qualificagdo do Mestrado,
no dia 23/05/15. Andlise submetida ao periddico 'Archives of Endocrinology and
Metabolism' da Sociedade Brasileira de Endocrinologia e Metabologia e

aguardando avaliagéo dos revisores (Apéndice D).
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4.3 Analise dos Grupos em Relagdo ao Estresse Oxidativo

Em uma andlise de correlagdo de Spearman entre o grau de obesidade
pelo IMC e o estresse oxidativo encontramos uma correlacdo forte e
diretamente proporcional com o TBARS (r = 0,7941) e moderada e
inversamente proporcional com o TEAC (r = -0,6022), ambos significativos (p <
0,0001). Em uma analise comparativa entre os grupos DM2 e controle com o
valor médio do TBARS (262,60 x 281,97, p = 0,305) e do TEAC (2,50 x 2,42, p

= 0,234), nao foi encontrado diferenca significativa.

Foi realizado uma analise estatistica pelo teste do qui-quadrado em
relacdo as provas de estresse oxidativo e os polimorfismos I/D ECA e C677T
MTHRF. No polimorfismo I/D ECA, encontramos uma diferenca significativa
para o genoétipo DD, gendtipo mais frequente em ambos 0s grupos e com maior
risco para eventos cardiovasculares (LEI t al, 2012), em comparacdo aos
outros gendtipos, para os valores do TBARS (p = 0,04) e TEAC (p < 0,0001).
Em relacdo ao polimorfismo C677T MTHRF e a presenca do homozigoto
mutante (TT), ndo encontramos diferenga significativa para os valores de
TBARS (p = 0,51) e TEAC (p = 0,46).

Realizamos uma analise com teste de qui-quadrado de Pearson com a
prova de estresse oxidativo pelo TBARS e sua associacdo com o diagndstico
de HAS, DLP e DAC e nao encontramos significancia (p = 0,629, p = 0,827 e p
= 0,649, respectivamente). Realizamos a mesma andlise com a prova de
estresse oxidativo, o TEAC, e sua associacdo com o diagnéstico de HAS, DLP
e DAC e novamente ndo encontramos diferenca significativa (p = 0,150, p =

0,557 e p = 1,000, respectivamente).

Também realizamos uma analise com teste de qui-quadrado de
Pearson com a prova de estresse oxidativo pelo TBARS e sua relagdo com o
diagnostico de retinopatia, nefropatia e neuropatia entre os individuos do grupo
DM2 e nao encontramos diferenga significativa (p = 0,640, p = 0,454 e p =
0,454, respectivamente). Realizamos a mesma analise com a prova de
estresse oxidativo pelo TEAC e sua relacdo com as mesmas complicacbes
microvasculares e novamente ndo encontramos diferenca significativa (p =
0,525, p = 0,727 e p = 0,638, respectivamente)
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Estudos mostram uma relacdo inversa com o tempo de sono e o grau
da obesidade (CIZZA, REQUENA, DE JONGE, 2011; CRISPIM et al, 2007).
Avaliamos o estresse oxidativo em relacdo ao tempo de sono relatado pelos
participantes no questionario inicial (Apéndice C). Em uma correlagdo de
Spearman do tempo de sono com o IMC, TBARS e TEAC, ndo encontramos
diferenca significativa (p = 0,834/r = -0,01, p = 0,32/r = 0,08 e p = 0,20/r = 0,11,
respectivamente). Em uma analise estatistica por qui-quadrado de Pearson
entre os individuos que fazem uso da metformina, em ambos os grupos, com
as provas de estresse oxidativo ndo encontramos significancia para analise
com o TBARS (p = 0,837) e TEAC (p = 0,854).
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5. DISCUSSAO

A obesidade e o DM2 sdo importantes epidemias do século XXI A
principal estratégia de prevencéo e tratamento é a mudanca do estilo de vida,
com adocdo de bons habitos alimentares e pratica regular de atividade fisica.
Apesar da sua importancia e da magnitude das campanhas em relacdo a essas
condutas saudaveis, a prevaléncia da obesidade e do DM2 continuam
aumentando perigosamente (NCR RISK FACTOR COLLABORATION, 2016;
INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2015).

Se por um lado, as melhorias no campo da saude trouxeram aumento
na expectativa de vida e diminuicdo no numero de individuos com baixo peso,
por outro lado notamos um importante aumento na frequéncia de individuos
com sobrepeso e obesidade, em todas as faixas etarias (NCR RISK FACTOR
COLLABORATION, 2016). Dados brasileiros mostram que mais da metade da
populacdo adulta brasileira esta acima do peso (sobrepeso e obesidade).
Porém, é entre as criancas e adolescentes que identificamos o maior problema.
Nesta faixa etéria, na ultimas duas décadas, dobramos o nimero de individuos
gue estdo acima do peso e houve um aumento de 300% de criancas e
adolescentes obesos (ASSOCIACAO BRASILEIRA PARA O ESTUDO DA
OBESIDADE E SINDROME METABOLICA, 2016). De forma diretamente
proporcional, 0 aumento da prevaléncia da obesidade acarreta no aumento da
prevaléncia do DM2. No inicio deste século, dados estatisticos previam que
teriamos mais de 360 milhdes de pacientes diabéticos no mundo
(INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2015; SOCIEDADE
BRASILEIRA DE DIABETES, 2016). Com metade deste tempo percorrido, ja

ultrapassamos esta marca em 50 milhdes.

Além das formas tradicionais de prevengdo para 0s problemas
metabdlicos, novos conceitos vem sendo estudados como os hébitos
relacionados ao sono (CIZZA, REQUENA, DE JONGE, 2011). Estudo mostra
uma relacdo inversa entre o tempo de sono com o0 aumento do peso e 0O
desenvolvimento de doengas metabdlicas (CRISPIM et al, 2007).
Trabalhadores noturnos, que invertem o ciclo sono-vigilia estdo mais

propensos ao surgimento de doencas como a obesidade e o DM2 (FROY,
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2010). Estudo que relaciona imagens noturnas de satélite e dados
epidemioldgicos da obesidade mostram que locais mais iluminados no periodo
da noite estdo associados com maior prevaléncia de obesidade (RYBNIKOVA,
HAIM, PORTNOV, 2016). Recente pesquisa com adolescentes brasileiros
mostra uma piora no perfil metabdlico dos participantes que dormiam menos,
independente do IMC destes individuos (DE BERNARDI RODRIGUES et al,
2016). Como nova medida preventiva, a adocdo de uma boa higiene do sono,
dormir no tempo recomendado e evitar a exposi¢do a iluminacdo no periodo

noturno parecem ser medidas importantes a serem tomadas.

Em uma andlise geral entre dois grupos de individuos com obesidade,
com e sem o diagnéstico de DM2, sem diferenca significativa em relacdo ao
género, etnia e o0 IMC, os pacientes obesos com DM2 apresentam maior média
na idade (p = 0,02) e maior prevaléncia no diagnéstico de DLP (p < 0,05). Em
relacdo ao diagnostico prévio de HAS e DCV, ndo encontramos diferenca

significativa

O papel da genética com a obesidade e o DM2 ndo est4 muito bem
estabelecido. A historia familiar destes problemas metabdlicos em parentes de
primeiro grau sdo importantes fatores de risco para o desenvolvimento destas
doencas. No DM2 em humanos, por exemplo, estima-se a participacdo de
cerca de 150 genes (PERSAUD, JONES, 2016). Porém, diferente de outras
nacionalidades, a populacdo brasileira apresenta como peculiaridade o fato de
ser multiétnica e isso, por vezes, dificulta a avaliacdo genética para estas
doencas. No presente estudo, fizemos uma analise entre grupos de individuos
obesos, com e sem o diagnostico de DM2, e a sua relagdo com o0s
polimorfismos I/D ECA e C677T MTHRF. Estudos anteriores brasileiros
analisaram estes polimorfismos em pacientes diabéticos sem considerar a sua
presenca associada com a fisiopatogénese do DM2 (COSTA et al, 2002;
MELLO et al, 2012). Na nossa analise, a presenca destes polimorfismos nao
apresentaram chance nem de protecdo e nem de ocorréncia para o surgimento
do DM2. Avaliando as herancas alélicas de ambos os polimorfismos, também
nao encontramos diferenca significativa para o desenvolvimento do DM2.
Apesar de alguns trabalhos estrangeiros mostrarem o papel do sinergismo dos
polimorfismos I/D ECA e C677T MTHRF na génese do DM2, também né&o

encontramos a chance de ocorréncia e protecdo deste sinergismo para o
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surgimento desta doencga. Pesquisa internacional, avaliando o polimorfismo I/D
ECA e sua associagdo com o desenvolvimento do DM2 nao achou diferenga
significativa entre os participantes da etnia caucasiana. Ressaltamos que, na
nossa analise, ambos 0s grupos, a maioria dos participantes (80,8%) se auto

declaram caucasianos.

Pesquisas relacionam a associagcédo destes mesmos polimorfismos e a
presenca de complicagbes microvasculares (retinopatia, nefropatia e
neuropatia) e macrovasculares (IAM, AVC e DAP) (MA, YU, WANG, 2015; WU
et al, 2016). No grupo de individuos obesos com DM2, avaliamos o0s
polimorfismos I/D ECA e C677T MTHRF com o diagnésticos associado de
complicagbes microvasculares e nao encontramos diferenca significativa.
Também avaliamos estes mesmos polimorfismos, em ambos 0s grupos, e a
associacdo com HAS, DLP e DCV e, novamente, ndo encontramos grau de
significancia. Porém, ressaltamos um numero muito pequeno de individuos

com historia prévia de DCV o que limita a avaliacdo estatistica.

Estudo aponta para um maior risco de DCV em individuos com DM2 na
presenca do alelo D na andlise do gene da ECA (LEI et al, 2012) Outra
pesquisa mostra um maior risco de DCV, menor circulacdo colateral
coronariana e pior condicionamento isquémico na presenga do gendtipo DD
analisando o mesmo polimorfismo (CEYHAN et al, 2012). Na nossa amostra,
encontramos maior frequéncia alélica D e do gendtipo DD em ambos 0s grupos
e sem diferenca significativa. Com estes dados, em uma andlise secundaria
desta presente pesquisa, concluimos que a obesidade parece ter uma relagéao
mais importante do que o DM2 com a DCV.

Em uma analise comparando o estresse oxidativo com o grau da
obesidade pelo IMC encontramos uma importante correlacdo diretamente
proporcional com o TBARS e inversamente proporcional com o TEAC. Porém,
nao encontramos diferenca significativa entre os valores de TBARS e de TEAC
entre os grupos DM2 e controle. Apesar das criticas a classificagdo da
obesidade pelo IMC, o presente estudo mostra uma importante relacdo do grau
de inflamag&o quanto pior o grau da obesidade por esta classificagdo e néo
houve uma diferenca desta analise com a presenca ou auséncia do diagnostico

de DM2 entre individuos obesos.
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Fazendo uma avaliacdo dos polimorfismos I/D ECA e C677T MTHRF e
0 estresse oxidativo, encontramos significancia da relacdo entre o alelo DD do
gene da ECA com TBARS e o TEAC. O mesmo n&do acontece na avaliagdo do
gene MTHRF com o seu homozigoto mutante TT. Novamente, este achado
vem de encontro com a descricdo da literatura da associacao da frequéncia
alélica D e do gendtipo DD com maior risco para o surgimento de DCV (LEI et
al, 2012; CEYHAN et al, 2012).

Realizamos uma analise estatistica para avaliar o estresse oxidativo
pelo TBARS e o TEAC com o diagnéstico de HAS, DLP e DCV, em ambos o0s
grupos, e a presenca de complicacdes microvasculares no grupo de individuos
obesos com DM2, e ndo encontramos diferenca significativa. O surgimento
destas doencas e complicacfes relacionadas com a obesidade e o DM2 tem
diversos outros fatores (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2016) e
estas provas de inflamac&o nao foram eficazes para avaliar a gravidade destes
individuos. Em ambos os grupos, a mesma analise foi feita para avaliar as
mesmas provas de estresse oxidativo com o tempo de sono e também com o
uso da metformina e, novamente, ndo encontramos diferenca significativa.
Apesar do tempo de sono ter uma importante relagdo metabdlica no peso e no
controle da glicemia ndo encontramos uma relacao eficiente entre a quantidade
de horas dormidas com os resultados analisados pelo TBARS, TEAC e o grau
da obesidade pelo IMC. A metformina, principal e primeira escolha no
tratamento do DM2, também usadas para outras doencas associadas a
resisténcia insulinica, (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2016) nao
se mostrou eficaz em reduzir o estresse oxidativo analisado através dessas

provas inflamatérias.

Em relacdo a etnia, por apresentar uma populacdo extremamente
miscigenada, a andlise genética dos polimorfismos I/D ECA e C677T MTHRF
para avaliar o risco de desenvolvimento do DM2, em um grupo de adultos
obesos brasileiros, ndo mostrou-se efetiva. Estudos recentes apontam para
outros polimorfismos mais relevantes, como no gene TCF7L2 e FTO, que néo
foram avaliados neste presente estudo (LESLIE et al, 2016; ABBAS et al,
2013). Na avaliacao do estresse oxidativo foi notado uma importante correlacéo
com o grau da obesidade o que valida o IMC como um importante instrumento

para predizer risco cardiovascular aos individuos obesos. Fazendo uma relacéo
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entre o polimorfismo I/D ECA, TBARS e TEAC para a presenca do genoétipo DD
encontramos uma piora do estresse oxidativo. O mesmo gendtipo tem uma
importante relacdo com um maior risco para o surgimento de DCV (LEI et al,
2012; CEYHAN et al, 2012). Na avaliacao deste polimorfismo entre os grupos
DM2 e controle, ndo encontramos diferenga significativa o que implica, em uma
analise secundaria, que a obesidade teria um impacto maior do que o DM2 e 0

risco cardiovascular.
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6- CONCLUSOES

A partir do desenvolvimento do presente estudo é possivel concluir que:

- A obesidade, analisada através do IMC, analisando os grupos DM2 e
controle, apresentou importante relacdo com o0 estresse oxidativo sendo
diretamente proporcional ao TBARS e inversamente proporcional ao TEAC.
Porém, comparando entre os grupos DM2 e controle, ndo ha diferenca

significativa entre os valores médios destas duas provas de estresse oxidativo.

- N&o existe correlacdo entre os grupos e os polimorfismos I/D ECA e C677T
MTHRF para ocorréncia e protecdo, em relacdo ao DM2. Entretanto, existem
associacOes significativas entre o estresse oxidativo e o polimorfismo I/D ECA

com a presenca do genotipo DD.

- Na analise entre as provas de estresse oxidativo e o polimorfismo I/D ECA
com a presenca do genoétipo DD, nota-se uma diferenca significativa para os
valores de TBARS e TEAC. Na mesma andlise para o polimorfismo C677T
MTHRF com a presenca do homozigoto mutante TT, ndo encontramos este

mesmo achado.

- Na avaliacdo do estresse oxidativo pelo TBARS e TEAC e a presenca de
comorbidades (HAS, DLP e DAC), entre ambos 0s grupos, hdo ha diferenca

significativa.

- No subgrupo de pacientes obesos com DM2 e sua relacdo entre o estresse
oxidativo pelo TBAR e TEAC e a presenca de complicacbes microvasculares

(retinopatia, nefropatia e neuropatia), nao foi possivel determinar uma relacéo.

- Comparando os grupo DM2 e o grupo controle, relacionando os habitos de
sono pelo tempo de sono durante a noite (duragdo do sono auto reportado no
guestionario inicial - anexo 3) e as provas de estresse oxidativo pelo TBARS e
TEAC, ndo hé diferenca significativa. Analisando o tempo de sono e o grau da
obesidade pelo IMC n&o encontramos diferenca significativa. Também né&o
encontramos grau de significancia entre o uso da metformina e as provas de

estresse oxidativo pelo TBARS e TEAC, analisando ambos 0s grupos.
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Sumarizando, nao encontramos diferenca significativa entre o0s
polimorfismos I/D ECA e C677T MTHRF entre os grupos mas notamos uma
importante relacdo do estresse oxidativo com o IMC e a presenca do genaotipo
DD. Apesar deste gendtipo estar relacionado com o aumento do risco
cardiovascular em pacientes com DM2, ndo encontramos diferenca na
avaliacao do gendtipo DD entre os individuos obesos com e sem diabetes. Este
achado sugere que o risco cardiovascular nesta populacdo € independente do
diagnostico de DM2 neste grupo de obesos Brasileiros e a correlacdo do
TBARS e do TEAC com o IMC mostra que a obesidade € um importante fator

de risco para o surgimento de doencas cardiovasculares.
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Questionario:

1- nome/nimero

2- data de nascimento: [/ [/ (idade atual = anos)

3- género: masculino (') / feminino ()

4- raca: branca () / pardo () / negra ()

5- escolaridade: estudo fundamental () / estudo médio () / estudo superior ()

- completo () / incompleto ()

6- estado civil: solteiro () / casado () / viavo ()

7- tem algum distarbio do sono? sim ( ) / ndo ( ); se

qual(is)

67

sim,
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8 - faz uso continuo ou esporadico de alguma medicacdo da classe dos
benzodiazepinicos ou indutores do sono ? sim ( ) / ndo ( ); se sim,

qual(is)?

9- tem o habito de assistir TV ou manipular celulares/smartphone/tablets no periodo

da noite? sim () / néo ()

10- tempo total de sono: 4-6 horas () / 6-8 horas () / mais de 8 horas ()

11- faz uso de alguma medicacao que possa interferir na qualidade do sono ? sim ()

/ nédo ()- se sim qual(is) e dose:

12- faz uso de algum antidiabético oral? sim () / ndo ()

- se sim, qual(is) e dose:

() metformina:

() sulfoniluréia:

() glitazona:

() acarbose:
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() inibidor DPP4:

() analogo de GLP-1:

() glifozinas:

13- faz uso de algum tipo de insulina: sim () / nao ()

- se sim, qual(is) e dose:

() NPH

() regular

() analogo basal

() analogo ultra rapido

() pré-mistura

14- faz uso de medicacéao (on/off label) para tratamento da obesidade: sim () / ndo (

); se sim, qual(is) e dose:

15- faz uso de anti hipertensivos: sim () / néo ()

- se sim, qual(is) e dose:




70
16 - faz uso de estatina para dislipidemia: sim ( ) / ndo ( );se sim, qual e

dose:

17- ja teve manifestac6es clinica e/ou subclinicas de DAC? sim () / ndo ( ); se sim,

qual(is): IAM () / AVC () / DAP ()

18- dados para o trabalho:

- peso: - altura: - IMC:

- obesidade: grau | () /grau ll () /grau lll ()

-DM2:sim () /néo ()

- se for DM2, tem complica¢des microvasculares: sim () / nédo ()

se sim, qual(is): retinopatia () / nefropatia () / neuropatia ()

19- ocupagao

trabalha a noite? sim () / ndo ()
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Abstract

Brazil has a high prevalence of patients with type 2 diabetes mellitus (T2DM) but there are
few epidemiological studies correlating genetic polymorphisms with the disease. This study
aimed to evaluate the frequencies of the angiotensin converting enzyme (ACE) gene
insertion/deletion (I/D) and methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR) gene C677T
polymorphisms in obese patients with and without T2DM. This polymorphisms were analyzed
by polymerase chain reaction in 125 patients with obesity, 47 (T2DM) and 78 (control group).
No significant difference was found on comparing the T2DM and control groups in respect to
the genotypic frequencies of the polymorphisms (II: 13.3% vs. 12.0%; ID: 37.8% vs. 37.3;
DD: 48.9% vs. 50.7%; CC: 36.2% vs. 39.0%; CT: 46.8% vs. 49.3%; TT: 17.0% vs. 11.7%),
and alleles (I: 32.2% vs. 30.7%; D: 67.8% vs. 69.3%; C: 59.6% vs. 63.6%; T: 40.4% vs.
36.4%) and their synergisms in the pathophysiology of T2DM. On analyzing the group of
T2DM, there were no significant differences in the presence of complications. In this
population of Brazilian obese patients, no correlation was found with the ACE and MTHFR
polymorphisms in the development of T2DM. Analyzing only the group with diabetes, there

was also no relationship between these polymorphisms with comorbidities.

Keywords: Type 2 diabetes mellitus, angiotensin-converting enzyme gene,

methylenetetrahydrofolate reductase gene, polymorphism.
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Introduction

Type 2 diabetes mellitus (T2DM) is considered a serious public health problem (1,2).
Currently, there are about 415 million diabetics in the world, with more than 14 million in
Brazil (3). In addition to the known environmental risk factors such as obesity, there are
several genetic changes that are correlated to the pathophysiology of T2DM and its

complications (4,5).

As in hypertension, some studies implicate angiotensin converting enzyme (ACE) gene
polymorphisms in the pathogenesis of T2DM, nephropathy and diabetic retinopathy (6,7).
The relationship of MTHFR polymorphisms associated with hyperhomocysteinemia and
changes in the folate cycle is unclear in respect to the development of T2DM with some

studies linking these conditions with microvascular complications (8,9).

Epidemiological studies show the relationship of environmental factors in the development of
T2DM in the Brazilian population, but few epidemiological studies show the relationship of
this metabolic disease with genetic alterations in the same population (10,11), especially in
respect to the polymorphisms of the ACE and MTHFR genes. This study aimed to evaluate
the frequency of the insertion/deletion (I/D) polymorphism of the ACE gene and the C677T
polymorphism of the MTHFR gene in a population of obese individuals with and without
T2DM. Additionally, the association between these polymorphisms and the occurrence of

T2DM and its complications were investigated.

Subjects and Methods
Subjects

This study enrolled 125 obese adults, 47 with T2DM and 78 nondiabetic patients (control
group) from June 2015 to November 2015. Inclusion criteria were male and female patients

aged 18 to 65 with a body mass index (BMI) greater than or equal to 30 kg/m?. The control
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group was matched with respect to gender, BMI and ethnicity (Caucasian and Afro-

Brazilian).

Individuals who had two fasting glucose measurements = 126 mg/dL or glycemia levels =
200 mg/dL two hours after ingesting 75g dextrosol or glycated hemoglobin (HbA1c) = 6.5%
were considered diabetics according to the criteria of the American Diabetes Association
(12). Moreover, patients who were already taking medication to treat diabetes (metformin,
sulfonylureas, inhibitor of a-glucosidase, pioglitazone inhibitor, DDP-4, GLP-1 agonists,

SGLT-2 inhibitors and insulin) were included in this group.

Microvascular complications, such as diabetic retinopathy (diagnosis by an ophthalmologist),
diabetic nephropathy (microalbuminuria, macroalbuminuria or chronic renal failure) and
diabetic neuropathy (according to clinical conditions, physical examination and
electromyography) were also investigated in diabetic patients. Additionally, this study
investigated whether the patients had previous diagnoses of hypertension, dyslipidemia or
cardiovascular disease (myocardial infarction, stroke and peripheral arterial disease). This
research was approved by the Ethics Committee of the Universidade Estadual Paulista "Julio
de Mesquita Filho" (UNESP/IBILCE) in Sao Jose do Rio Preto, and followed the ethical
principles stated in the Declaration of Helsinki. Informed consent was obtained from all

participating individuals.

Sample collection

After fasting for 10 hours, 4 mL of peripheral blood were drawn by venipuncture of the upper
limbs and placed into tubes containing 5% EDTA in order to extract DNA from leukocytes

(13).

I/D polymorphism of the ACE gene

The investigation of the I/D polymorphism of 278 bp (rs1799752) in the ACE1 gene (17923.3)
was carried out by polymerase chain reaction (PCR) using two amplifications with different

primers. The first amplification used the ACE1 (sense)
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5'CTGGAGACCACTCCCATCCTTTCT3 and ACE2 (antisense)
5'GATGTGGCCATCACATTCGTCAGAT3' primers; the resulting insertion fragment has 490
bp and the deletion fragment has 190 bp. In this first amplification, there is a preference for
the insertion allele to amplify as a deletion allele. Thus, samples homozygous for the deletion
allele are submitted to a second amplification to identify heterozygous samples. In this
second amplification, the ACE3 (sense) 5TGGCACGACAGCGCCGCCCACTAC3 and
ACE4 (antisense) 5TCGCCAGCCCTCCATGCCCATAATSI primers are used. The amplified
insertion fragment has 355 bp and the deletion fragment is not amplified (14). Both
amplifications were analyzed by 2.0% agarose gel electrophoresis under a constant current
of 80V for 30 minutes and visualized under ultraviolet (UV) light after staining with ethidium

bromide.

C677T polymorphism of the MTHFR gene

The PCR-restriction fragment length polymorphism (RFLP) technique was used to
investigate the C677T polymorphism (rs1801133) of the MTHFR gene. The MTHFRL1 (sense)
5TGAAGAAGGAGGTGTCTGCGG3' and MTHFR2 (antisense)
5'AGGACGGTGCGGTGAGAGTG3' primers were used for amplification generating a 198 bp
fragment which was digested using the Hinfl enzyme (GVANTC). The mutation creates a
restriction site for the enzyme. The wild homozygous genotype (CC) gives a 198 bp band,
the homozygous TT genotype has two bands - one of 175 bp and the other of 23 bp and the
heterozygous genotype (CT) gives all three bands (198 bp, 175 bp and 23 bp) (15). The
result was analyzed by 4.0% agarose gel electrophoresis under a constant current of 80V for

40 minutes and visualized under UV light after staining with ethidium bromide.

Statistical analysis

Statistical analyzes were performed using the R program, version 3.2.3 (http://www.r-
project.org) and p-values <0.05 were considered significant. Quantitative variables, tested for
normal distribution and homogeneity of variances, are expressed as means + standard

deviation. Mean scores between groups were compared using Student’'s t test and
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differences in proportions were evaluated using the Fisher exact test or Pearson chi-square
test using the Remdr package (16). Allelic and genotypic frequencies and Hardy-Weinberg
deviations were evaluated using the SNPassoc package (17). A binary logistic regression
model was constructed to evaluate the association of polymorphisms in patients with T2DM
in different genetic models of inheritance. The p-value was adjusted for variables using the

same logistic regression model using the SNPassoc package (17).

Results

The Table 1 shows the characteristics of the obese T2DM and nondiabetic groups (control
group). The T2DM group had a mean age of 47.8 + 8.8 years and the mean age of the
control group was 41.6 + 11.5 years (p-value = 0.02). There was no significant differences in

relation to the gender or ethnicity.

There were no statistical differences in the percentages of subjects with Class I, Il and Il
obesity between the T2DM and control groups (p-value = 0.416). However, as noted in the
general population, both groups had a higher proportion of patients with Class | obesity

compared to Class Il and Il (p-value <0.01) (18).

There was no significant difference between the two groups in respect to the number of
individuals with hypertension and cardiovascular disease. However, the T2DM group had a
higher frequency of dyslipidemia compared to the control group. No patients in the control
group had retinopathy, nephropathy or neuropathy due to other causes, thus the T2DM

group had more patients with these manifestations.

Table 1

There was no statistically significant differences in the genotypic and allelic frequencies of
the polymorphisms of the ACE and MTHFR genes between the T2DM and control groups
(Table 2). Additionally, the genotypes of the polymorphisms evaluated showed no

predisposition for elevated risk or protection against the development of T2DM.
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Table 2

Different models of gene inheritance were evaluated to check any predisposition for elevated
risk or protection against T2DM by comparing the two groups. The results are shown in
Table 3, and according to the findings, none of the analyzed inheritance models
(codominant, dominant, recessive and additive log) have any influence on the development

of T2DM in this obese population.
Table 3

Different combinations of polymorphisms in the T2DM and control groups were evaluated in
relation to possible synergism between the polymorphisms to check any predisposition for
elevated risk or protection against T2DM. Significant differences between groups were not

found with any combination of polymorphisms (Table 4).
Table 4

The number of individuals with T2DM as well as microvascular complications (retinopathy,
nephropathy or diabetic neuropathy) or other diseases related to metabolic syndrome such
as hypertension, dyslipidemia, and cardiovascular diseases was small and no statistically

significant difference was found in relation to polymorphisms of the ACE and MTHFR genes.

Discussion

Brazil has one of the highest number of obese and diabetic patients in the world but few
epidemiological studies exist, especially related to the association of genetic polymorphisms
with this disease and its complications (3,10,11,18). Two groups of obese patients, with and
without T2DM, were matched with respect to gender, BMI and ethnicity (Caucasian and Afro-
Brazilian). The main objective of this study was to evaluate the frequency of polymorphisms
(ACE I/D and MTHFR C677T) and their influence on the pathophysiology of T2DM and

microvascular complications in individuals with a BMI = 30 kg/m?®.
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According to the findings of this study, the ACE I/D and MTHFR C677T polymorphisms are
not involved in the development of T2DM in this population. Studies had previously
correlated these polymorphisms, especially the 1/D polymorphism of the ACE gene, with
T2DM (4-9) even in Indian women with gestational diabetes (19). These polymorphisms have
also been implicated in the development of microvascular complications linked to diabetes
(20-22). However, studies in Caucasian populations show no significant relationship with the
polymorphism of the ACE gene (23). Although the Brazilian population is multiethnic, most of

the participants of this study (80.8%) were Caucasians, which supports this finding.

Recent studies point to a synergism between different polymorphisms as the triggering factor
for diseases that have a genetic component in their pathogenesis, such as T2DM. Although
some studies point to this effect on the development of diabetes, including synergism
between the ACE I/D and MTHFR C677T polymorphisms (24), our study found no significant
difference between the patients and controls. Moreover, in the group of patients with T2DM,
we did not find significant differences in the analysis of these polymorphisms in relation to
microvascular complications and comorbidities such as hypertension, dyslipidemia and

cardiovascular disease.

One study reported a higher frequency of the D allele in patients with T2DM and
cardiovascular disease and the DD genotype had higher risk for these individuals to present
with a cardiovascular event (25). Another study in patients with coronary artery disease, with
and without diabetes, showed that the DD genotype is associated with poor coronary
collateral circulation, which implies worse ischemic conditioning during acute myocardial
infarction (26). The frequencies of the D allele and the DD genotype of the ACE gene were
higher in both groups pointing to an increased cardiovascular risk probably due to obesity
and not T2DM. However, these results should be interpreted with caution, as the numbers of

individuals previously diagnosed with cardiovascular disease was very small in both groups.

One Brazilian study did not find any association between the I/D polymorphism of the ACE

gene and patients with T2DM and metabolic syndrome according to the criteria of the World
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Health Organization (27), and there are no studies reporting the risk of individuals with this
polymorphism developing diabetes. Although there is a Brazilian study that correlates
homocysteine levels in patients with and without T2DM to the polymorphism of the MTHFR
gene (28), there are no studies showing any association of this gene with the risk of

developing diabetes in the same population.

Even with the two matched groups, despite the higher age in the T2DM group and more
patients with hypertension (not statistically significant) and dyslipidemia (with statistical
significance) compared to the control group, the number of participants was small in this
study and because only patients with obesity were selected, this evaluation did not include

overweight patients with metabolic problems.

No association was found between the polymorphisms of the ACE and MTHFR genes and
the development of T2DM in a population of obese Brazilians. Additionally, no evidence of
synergism between the polymorphisms of these two genes and the emergence of diabetes
was found. Additionally, no relationship between polymorphisms of the ACE and MTHFR
genes with microvascular complications and diseases associated with the metabolic
syndrome (hypertension, dyslipidemia and cardiovascular diseases) was identified in the
group of T2DM patients. This is the first multiethnic Brazilian population study to evaluate

polymorphisms of the ACE and MTHFR genes in obese individuals.
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Table 1: Demographic and clinical data of the study participants

Controls (n =

Characteristic T2DM (n = 47) 78) p-value
Age (mean £ SD) 47.8 (8.8) 41.6 (11.5) 0.020 ¢
Male [n (%)] 17 (36.2) 19 (24.4) 0.157"
Female [n (%)] 30 (63.8) 59 (75.6) '
Caucasian [n (%)] 39 (83.0) 62 (79.5) 0.631°
Afro-Brazilian [n (%)] 8 (17.0) 16 (20.5) '
Obesity [n (%)]

Class | (BMI: 30 — 34.99) 23 (48.9) 43 (55.1)

Class Il (BMI: 35 -39.99) 13 (27.7) 24 (30.8) 0.416°

Class Il (BMI: = 40) 11 (23.4) 11 (14.1)
Retinopathy [n (%)] 3(6.4) 0 <0.05%
Nephropathy [n (%)] 7 (14.8) 0 <0.05%
Neuropathy [n (%)] 7 (14.8) 0 <0.05%
Hypertension [n (%) 24 (51.1) 30 (38.5) 0.168°
Dyslipidemia [n (%0)] 25 (53.2) 12 (15.4) <0.05"
Cardiovascular disease [n (%)] 3 (6.4) 1(1.3) 0.148°

T2DM: type 2 diabetes mellitus; SD: standard deviation

2 Fisher exact test

® Pearson chi-square test or chi-square goodness-of-fit test

¢ Student’s t-test

80
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Table 2: Genotypic and allelic frequencies of ACE I/D and MTHFR C667T polymorphisms in

patients with type 2 diabetes mellitus (T2DM) and controls

Genotype/Allele T2DM Controls OR (95% CI) p-value
ACE (rs1799752) (n =45) (n =75)

Genotype

Il 6 (13.3) 9 (12.0) 0.87 (0.27-2.77)

ID 17 (37.8) 28 (37.3) 0.95 (0.43-2.12) 0.97
DD 22 (48.9) 38 (50.7) 1.00

Allele

I 29 (32.2) 46 (30.7) )

D 61 (67.9) 104 (69.3) 0.93 (0.53-1.63) 0.88
MTHFR _ _

(rs1801133) f=av) =101

Genotype

CcC 17 (36.2) 30 (39.0) 1.0

CT 22 (46.8) 38 (49.3) 0.98 (0.44-2.16) 0.71
1T 8 (17.0) 9(11.7) 0.64 (0.21-1.96)

Allele

C 56 (59.6) 98 (63.6)

T 38 (40.4) 56 (36.4) 0.84 (0.49-1.42) 0.59

95% CI: 95% confidence interval



Table 3: Analysis of the association of type 2 diabetes mellitus (T2DM) with ACE I/D and

MTHFR C677T gene polymorphisms in different models of inheritance

Model Genotype T2DM Controls OR (95% IC) p-value
ACE (rs1799752) n =45 n=75
I 6 (13.3) 9(12.0)  0.87(0.27-2.77)
Codominant ID 17 (37.8) 28 (37.3) 0.95 (0.43-2.12) 0.97
DD 22 (48.9) 38 (50.7) 1.00
. DD 22 (48.9) 38 (50.7) 1.00
Dominant ID-I 23 (51.1) 37(49.3) 093 (0.44-1.95) O
. I 6 (13.3) 9 (12.0) 1.00
Recessve  pp.p 39 (86.7) 66 (88.0)  0.89(0.20-2.68) &3
Additive log - seeem e 0.94 (0.55-1.59) 0.81
MTHFR (rs1801133) n =47 n=77
cc 17 (36.2) 30 (39.0) 1.0
Codominant cT 22 (46.8) 38 (49.4)  0.98(0.44-2.16)  0.71
T 8 (17.0) 9(11.7)  0.64(0.21-1.96)
. cc 17 (36.2) 30 (39.0) 1.0
Dominant ¢ 30 (63.8) 47(61.0) 089 (0.42-1.88) O7°
. T 8 (17.0) 9(11.7)  0.65(0.23-1.81)
Recessve  coqr 39 (83.0) 68 (88.3) 1.00 O
Additive log - seem e 0.84 (0.49-1.43) 0.52

95% CI: 95% confidence interval
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Table 4: Association analysis of type 2 diabetes mellitus (T2DM) using combinations of

polymorphisms (ACE I/D and MTHFR C667T)

Combination T2DM (n =45) Controls (n =74) OR (95% IC) p-value
DD/CC 8 (17.8) 15 (20.3) 0.85(0.33-2.20) 0.74
DD/CT 12 (26.7) 18 (24.3) 1.13(0.48-2.64) 0.77
DD/TT 2(4.4) 5(6.8) 0.64 (0.12-3.45) 0.63
ID/CC 7 (15.6) 9(12.2) 1.31(0.45-3.86) 0.59
ID/ICT 7 (15.6) 15 (20.3) 0.72 (0.27-1.94) 0.52
IDITT 3(8.8) 3(3.5) 2.46 (0.51-13.81) 0.35
l/CC 1(2.2) 5(6.8) 0.31(0.03-2.77) 0.41
/CT 2(4.5) 3(4.0) 1.14 (0.18-7.12) 0.89
Tt 3(36.2) 1 (39.0) 5.2(0.53-51.74) 0.15

95% CI: 95% confidence interval
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