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Resumo

Introducdo: A diabetes mellitus tipo 2 € uma doenca metabdlica cronica
caracterizada por niveis elevados de glucose no sangue, originando, com o
tempo, lesdes no coragdo, olhos, rins e nervos. Esta doencga heterogénea resulta
da interacdo entre fatores ambientais e fatores genéticos. A predisposi¢cao
genética tem um papel relevante no risco de desenvolver DMT2. Tem sido
relatado que a DMT2 é uma manifestacéo clinica de uma continua inflamacao
cronica de baixo grau, e que esta € vista como um fator crucial para o
desenvolvimento e progressédo da DMT2. A patogénese desta doenca parece ser
mediada por citocinas, quimiocinas e interleucinas que provocam uma resposta

inflamatoria e imune.

Objetivos: 1. Avaliar o contributo da variacdo genética e de biomarcadores do
processo inflamatoério na progressao para a doenca cardiovascular em pessoas
com DMT2; 2. Avaliar as frequéncias na distribuicdo de quatro variantes
polimdérficas genéticas das citocinas envolvidas no processo inflamatorio; 3.
Avaliar o0s niveis sanguineos dos biomarcadores bioquimicos e celulares
associados ao processo inflamatério e stress oxidante na DMT2; 4. Estudar a
associacao das variantes polimérficas genéticas com os niveis circulantes de
biomarcadores do processo inflamatorio e a progressdo para a doenca

cardiovascular em pessoas com DMT?2.

Métodos: A amostra foi constituida por 148 adultos portugueses com diabetes
tipo 2, de ambos os géneros e com idades compreendidas entre 0s 45 e 75 anos.
Os participantes foram categorizados de acordo com dois grupos: grupo | (n=75)
— diabéticos do tipo 2 com angiopatia; e grupo Il (n=73) — diabéticos do tipo 2
sem angiopatia. Os parametros biolégicos (bioquimicos e celulares)
inflamatorios foram obtidos apenas para 130 participantes. As variantes
polimorficas genéticas da IL-6 -174 G/C, do TNF-a -238 G/A e do RAGE -374
T/A pré-inflamatdrias foram determinadas por Endpoint genotyping. A variante
polimérfica genética da HMOX-1 -413 T/A anti-inflamatoéria foi determinada por
PCR-RFLP. A analise estatistica dos dados foi realizada utilizando os softwares
informéticos para Windows, SPSS®, versao 26 (SPSS INc, Chicago). Os testes
foram considerados estatisticamente significativos quando p<0,05.



Resultados: Foram identificados dois biomarcadores circulantes bioquimicos
relacionados com o stress oxidativo associado ao processo inflamatério e
progressdo para a doenca angiopatica séo eles, o malondialdeido (MDA) e
homocisteina (Hcy). Apenas se observou uma correlacdo entre o MDA e 0s
parametros dos eritrécitos nos individuos com doenca cardiovascular.
Observamos, por outro lado, uma correlacdo indireta entre a Hcy e os
parametros dos eritrécitos em ambos os grupos. Nao foram encontradas
associacdes entre os polimorfismos estudados e a progressdo para a doenca
cardiovascular. Neste trabalho foi encontrada uma associacdo entre o
polimorfismo da IL-6 com niveis mais elevados, no entanto, ainda dentro dos
valores de referéncia, de parametros hematolégicos e marcadores de processo
inflamatorio. E uma associagéo do polimorfismo de RAGE com homocisteina. No
caso do polimorfismo anti-inflamatério (HMOX-1), houve uma associagdo com o
parametro mondcitos, apesar de se encontrar dentro dos valores de referéncia,
e com niveis elevados de um parametro relacionado com a extensao da

inflamacao e stress oxidativo (racio monécitos/C-HDL).

Concluséo: Estes resultados poderao constituir um contributo para a definicdo
de um perfil de risco cardiovascular em doentes com DMT2 baseado nos
biomarcadores genéticos, bioquimicos e celulares. Foi possivel identificar
biomarcadores inflamatorios que estdo associados ao desenvolvimento de
complicacdes da DMT2, como € o caso da doenca cardiovascular, bem como, a
sua modulacao por variantes polimérficas genéticas que poderdo ajudar a prever
os riscos individuais do aparecimento e posteriormente, fazer o seu diagnéstico

e determinar qual o tratamento mais adequado a cada individuo.

Palavras-chave: Diabetes mellitus tipo 2; IL-6; TNF-a; RAGE; HMOX-1.



Abstract

Introduction: Type 2 diabetes mellitus is a chronic metabolic disease
characterized by high blood glucose levels, leading to damage to the heart, eyes,
kidneys, and nerves over time. This heterogeneous disease results from the
interaction between environmental factors and genetic factors. Genetic
predisposition plays an important role in the risk of developing T2DM. It has been
reported that T2DM is a clinical manifestation of ongoing chronic low-grade
inflammation, and that this is seen as a crucial factor in the development and
progression of T2DM. The pathogenesis of this disease appears to be mediated
by cytokines, chemokines and interleukins that provoke an inflammatory and

immune response.

Aims: 1. To assess the contribution of genetic variation and biomarkers of the
inflammatory process in the progression to cardiovascular disease in people with
T2DM; 2. To evaluate the frequencies in the distribution of four genetic
polymorphic variants of the cytokines involved in the inflammatory process; 3. To
assess blood levels of biochemical and cellular biomarkers associated with the
inflammatory process and oxidative stress in T2DM; 4. Study the association of
genetic polymorphic variants with circulating levels of biomarkers of the
inflammatory process and progression to cardiovascular disease in people with
T2DM.

Methods: The sample consisted of 148 Portuguese adults with type 2 diabetes
of both genders and aged between 45 and 75 years. Participants were
categorized according to two groups: group | (n=75) — type 2 diabetics with
angiopathy; and group Il (n=73) — type 2 diabetics without angiopathy.
Inflammatory biological (biochemical and cellular) parameters were obtained only
for 130 participants. The pro-inflammatory genetic polymorphic variants IL-6 -174
G/C, TNF-a -238 G/A and RAGE -374 T/A were determined by Endpoint
genotyping. The polymorphic genetic variant of the anti-inflammatory HMOX-1 -
413 T/A was determined by PCR-RFLP. Statistical analysis of the data was
performed using computer software for Windows, SPSS®, version 26 (SPSS INc,

Chicago). The tests were considered statistically significant when p<0.05.



Results: Two circulating biochemical biomarkers related to oxidative stress
associated with the inflammatory process and progression to angiopathic disease
have been identified: malondialdehyde (MDA) and homocysteine (Hcy). A
correlation between MDA and erythrocyte parameters was only observed in
subjects with cardiovascular disease. On the other hand, we observed an indirect
correlation between Hcy and erythrocyte parameters in both groups. No
associations were found between the polymorphisms studied and progression to
cardiovascular disease. In this work, an association was found between the IL-6
polymorphism with higher levels, however, still within the reference values, of
hematological parameters and markers of the inflammatory process. And an
association of RAGE polymorphism with homocysteine. In the case of anti-
inflammatory polymorphism (HMOX-1), there was an association with the
monocyte parameter, despite being within the reference values, and with high
levels of a parameter related to the extent of inflammation and oxidative stress
(monocyte/HDL-C ratio).

Conclusion: These results may contribute to the definition of a cardiovascular
risk profile in patients with T2DM based on genetic, biochemical, and cellular
biomarkers. It was possible to identify inflammatory biomarkers that are
associated with the development of complications of T2DM, such as
cardiovascular disease, as well as its modulation by genetic polymorphic variants
that may help to predict the individual risks of the onset and subsequently make

its diagnosis. and determine which treatmentis most appropriate for each subject.

Keywords: Type 2 diabetes mellitus; IL-6; TNF-a; RAGE; HMOX-1.
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1. INTRODUCAO

1.1. Etiologia e Fisiopatologia da Diabetes mellitus tipo 2

A diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) é uma doenca metabdlica cronica
caracterizada por niveis elevados de glucose no sangue (1), originando, com o
tempo, lesbes no coracao, olhos, rins e nervos (2). Esta doenca heterogénea
resulta da interacdo entre fatores ambientais e fatores genéticos (1,3). A
predisposicdo genética tem um papel relevante no risco de desenvolver DMT2
(2). A presenca de histéria familiar de DMT2 representa um risco aumentado de
2 a 3 vezes para o surgimento da doenga, com um risco de 15% a 30% de
desenvolver DMT2 ou menor tolerancia a glucose em familiares de 1° grau de
individuos com DMT2. Se ambos os pais tiverem DMT2, o descendente tera um
risco superior, cerca de 60% aos 60 anos de vir a desenvolver diabetes mellitus
do tipo 2. O mesmo acontece se, no caso de gémeos monozigoticos, um dos
gémeos tiver DMT2, o risco de o outro gémeo desenvolver DMT2 ser& superior,
cercade 35% a 58%, quando comparado com gémeos dizigéticos em gue o risco
diminui para cerca de 20% (1).

A insulina é a hormona responsavel por regular os niveis de glucose no sangue
e € produzida nos ilhéus de Langerhans localizados no pancreas. Neste 6rgéao,
existem dois tipos de células, as células a, que quando existe uma redug¢ao dos
niveis de glucose no sangue secretam glucagina, ao passo que as células 8 séo
responsaveis pela producdo de insulina que é libertada quando existe uma
elevacado dos niveis plasmaticos de glucose. No caso de um individuo nao
diabético, a glicémia é mantida estavel devido a uma interacédo equilibrada entre
a secrecdo de insulina e a eficacia da acdo da mesma, isto é, as células
pancreaticas sdo capazes de se adaptar a variacdes na acéo da insulina e, como
tal, se existir uma diminuicdo da acao da insulina, haver4 uma maior secre¢cédo
da mesma (1). Em individuos ndo diabéticos, apds uma refei¢cdo, os niveis de
glucose sobem e a libertacdo de insulina aumenta, ao passo que a secrecao de
glucagina diminui. Nos individuos com DMT2, o cenario é diferente, depois de
uma refeicdo, os niveis de glucose no sangue sobem mais comparando com 0s
individuos nao diabéticos, o pico de insulina plasmatica é retardado e os niveis

de glucagina nao diminuem, em vez disso, observa-se um ligeiro aumento.
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Efetivamente, o facto de os niveis de glucagina ndo diminuirem, pensa-se que
sera a chave para entender a desregulagcdo do metabolismo da glucose, a

resisténcia a insulina e a sua produgéo insuficiente (4).

A diabetes mellitus tipo 2 € uma doenca inflamatodria cronica induzida pela
obesidade. Caracteriza-se por uma inflamacdo crénica de baixo grau,
hiperglicemia, resisténcia a insulina, hiperinsulinémia e secrecéo deficiente de
insulina pelas células B pancreaticas. Os 6rgaos envolvidos no desenvolvimento
desta doenca incluem o pancreas (células a e células B), figado, musculo

esquelético, rins, cérebro, intestino delgado e tecido adiposo (5,6).

A inflamacao cronica leva a resisténcia a insulina nos érgaos-alvo da insulina
primaria, nomeadamente, o tecido adiposo, musculo e figado. No processo de
inflamacao, existem uns mediadores importantes, os macrofagos, que atuam

principalmente no tecido adiposo e nas células 3 pancreaticas (6).

No processo inflamatério, existem determinados macréfagos que promovem a
inflamacéo, designados por M1 (macréfago pré-inflamatorio), e macréfagos que

atenuam a inflamacdao, apelidados por M2 (macréfago anti-inflamatorio) (7).

A resisténcia a insulina é uma condi¢cdo na qual a insulina no corpo ndo exerce
acao suficiente proporcional a sua concentracdo no sangue (2). As células B
tendem a aumentar a secrecdo de insulina (hiperinsulinémia) de forma a
compensar a resisténcia a insulina, mantendo as concentragfes plasmaticas de
glucose em niveis normais ou pré-diabéticos. O pancreas €é incapaz de continuar
a produzir insulina de maneira adequada, ou seja, 0s niveis de insulina séo
sempre deficientes em relacdo aos niveis elevados de glucose, tornando-se
dificil de manter a homeostase da glucose, levando a uma condicao de
hiperglicemia (2,3). Quando isto acontece, € feito o diagnéstico de diabetes
mellitus tipo 2 (3).

Os critérios de diagnostico segundo a Associacdo Americana de Diabetes (8)

Sao:

e Glicemia em jejum superior a 126 mg/dl. O jejum € definido como nao
havendo ingestao calérica por pelo menos 8 horas;
ou
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e Glicemia superior a 200 mg/dl as 2 horas na Prova de Tolerancia a Glicose
Oral (PTGO) com 75 g de glucose;
ou

e Hemoglobina Glicada Alc superior a 6,5%;
ou

e Sintomas classicos + glicemia ocasional superior a 200 mg/dI.

Os sintomas classicos no diagnéstico da diabetes sdo a polidipsia (sede
constante e dificil de controlar), poliria (urinar em grande quantidade e varias
vezes), polifagia (fome constante e dificil de controlar), xerostomia (sensacao de

boca seca), fadiga, feridas de cicatrizacao lenta e viséo turva (9).

A resisténcia a insulina causa hiperglicemia, e esta por sua vez, promove um
aumento da formacéao intercelular Advanced glycation end-products (AGEs) (10).
Os AGEs sdo um grupo de compostos heterogéneos, formados a partir de uma
reacao ndo enzimatica que ocorre entre acucares redutores ou lipidos oxidados
com proteinas, aminofosfolipidos ou acidos nucleicos, durante o
envelhecimento, mas que ocorre de forma acelerada na diabetes mellitus como
resultado da hiperglicemia (11,12,13,14). Os mecanismos por de tras da lesédo
no tecido causada por AGEs, tem que ver com glicagéo intracelular, formacéo
de reticulacao e interagdo com Receptor for advanced glycation end products
(RAGE) (10).

A hiperglicemia desenvolve-se progressivamente e normalmente, ao inicio, nao
€ grave o suficiente para que o individuo perceba os sintomas classicos da
diabetes. No entanto, estes individuos ndo diagnosticados apresentam ja um
risco aumentado de desenvolver complicacbes microvasculares e

macrovasculares (3).

Estas circunstancias resultam em danos na vasculatura, podendo originar
complicacdes como aterosclerose, insuficiéncia renal e retinopatia. Condicbes
inflamatorias prejudicam a cicatrizacdo de feridas por macréfagos, levando a
uma das principais causas de amputacdo em doentes com DMT2, as Ulceras nos

pés (6).

Na diabetes mellitus tipo 2, existem fatores de risco modificaveis e nao

modificaveis. Os fatores de risco modificaveis podem ser alvo de intervencéo por
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parte dos profissionais de saude, e sdo eles, a alimentacdo, sedentarismo,
excesso de peso ou obesidade, hipertensdo arterial, exposicdo ambiental,
tabagismo e consumo de bebidas alcoodlicas. E existem fatores de risco néo

modificaveis, tais como, a idade, genética, histéria familiar e etnia (15).

1.2. Epidemiologia e prevaléncia da diabetes

A diabetes mellitus tem vindo a ser reconhecida como sendo uma epidemia
emergente em todo o mundo (16) fortemente impulsionada pela interagéo entre
fatores socioecondémicos, demograficos, genéticos e ambientais (17). A evolugéo
da sociedade, a crescente urbanizacdo e a alteragcdo de estilos de vida,
nomeadamente, um aumento da ingestdo de alimentos excessivamente
caldricos e o sedentarismo, tém contribuido para o aumento da prevaléncia da
DMT2. Muito embora, a prevaléncia global de diabetes seja em areas urbanas
com 10,8%, a prevaléncia em zonas rurais tem vindo a aumentar, estando
atualmente em 7,2% (17).

Segundo a International Diabetes Federation (IDF), 92 edicdo do Atlas da
Diabetes, estimou-se que em 2019 existisse em todo o0 mundo cerca de 463
milhdes de pessoas adultas com diabetes, ou seja, 9,3% dos adultos com idades
compreendias entre os 20 e 79 anos é diabético (18). Em 2010, a projecao global

América do Norte e Caribe MUNDO
€75 63 milhdes ° E73 700 milhdes 4\ o,
&3 56 milhéesT ;ué,ﬁm ’ . 51%
I ‘ EED 578 milhdes ¢
T8 48 milhdes * o °
€75 463 milhdes 3
Europa
EI5 68 milhd o,
érica Central e do mihter s 15%
B0 66 milhdes } aumento
EZ3 49 milhdes / 59 milhdes :
EZ 40 milhdes aumento
EIE0 32 milhdes
’
Africa Oriente Médio e Norte de Africa Sudeste Asiatico Pacifico Ocidental
2045 } 47mi|h5&s1\ 143% 2045 | 108mi|h6estT\ 96% 2045 ] 153milh6e51\ 74% 2045 ] 212mi|h6esT 31%
29milhdes ! 5umento 76milhdes | aumento EED 115milhdes ! aumento B350 197 milhes ! aumento
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Figura 1. Namero estimado de pessoas com diabetes em todo o mundo e por regido da IDF em 2019, 2030 e 2045

(20-79 anos). [Adaptado de (17)].
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para a diabetes em 2025 era de 438 milhdes, o que significa que, a data da
publicacdo desta edicdo, ainda restavam 5 anos e essa previsao ja tinha sido
superada em 25 milhdes. Estes dados demonstram que existe a necessidade
urgente de se implementar estratégias que abrangem varias areas e setores, de
modo a “combater” a diabetes, se tal ndo acontecer, estima-se que em 2030,
havera 578 milhdes de adultos com diabetes e em 2045, havera 700 milhdes
(Fig. 1) (17).

Ainda assim, dos 463 milhdes de adultos com diabetes, metade néo tinha sido
diagnosticado (cerca de 232 milhdes de pessoas) (18). Das pessoas
diagnosticadas com diabetes, cerca de 352 milhdes esta em idade ativa, ou seja,
situam-se na faixa etaria entre 20 e 64 anos. Calcula-se que em 2030 sejam 417
milhdes e, em 2045 sejam 486 milhdes. Estes dados revelam que nas proximas
décadas, havera um impacto bastante negativo na produtividade e crescimento

economico (17).

No ano de 2019, os dados indicam que uma em cada cinco pessoas com mais
de 65 anos tem diabetes (cerca de 111 milhdes de pessoas) e estima-se que
este numero aumente para 195 milhdes em 2030, e 276 milhdes em 2045. Estes
valores indicam que nos proximos 25 anos, havera uma sociedade em
envelhecimento diabética e como tal, trara inevitaveis custos econémicos para a
saude. Em 2019, a regidao do mundo com maior prevaléncia de diabetes em
adultos ajustada por idade era o Médio Oriente e o Norte de Africa,
representando 12,2% da prevaléncia global, e estima-se que em 2030 este valor
aumente para 13,3% e, em 2045 para 13,9%. No mesmo ano de 2019, a regido
do mundo com menor prevaléncia de diabetes em adultos ajustada por idade era
Africa, representando 4,7% da prevaléncia global, e calcula-se que em 2030 este
valor aumente para 5,1% e, em 2045 para 5,2%. Estas percentagens mais baixas
podem ser, em parte, justificadas pelos baixos niveis de urbanizacao, existéncia
de subnutricdo e reduzida prevaléncia de pessoas com excesso de peso e
obesidade. Em 2019, os paises com maior niumero de adultos com diabetes era
a China com 116 milhdes, a india com 77 milhdes e os Estados Unidos da
América com 31 milhdes, e estima-se que este ranking permaneca assim até
2030 (17). Em 2019, estimou-se que morreriam nesse mesmo ano, 4,2 milhdes

de adultos com idade entre 20 e 79 anos em todo o mundo devido a diabetes,
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representando 11,3% de todas as causas de morte. Estimando-se ainda que,
gquase metade (46,2% - 1,9 milhdes de adultos) tenham acontecido em adultos
com idade inferior a 60 anos. No mesmo ano de 2019, o numero de mortes
devido a diabetes foi superior nas mulheres (2,3 milhdes), do que nos homens
(1,9 milhdes). Contudo, ao estratificar-se por idade e género, pode observar-se
gue no género feminino, a maior mortalidade associada a diabetes situa-se na
faixa etaria dos 70 aos 79 anos (aproximadamente 708 mil), e no caso do género

masculino, situa-se na faixa etaria dos 60 aos 69 anos (cerca de 524 mil) (19).

A diabetes mellitus cria um impacto econdémico negativo nos sistemas de saude
dos paises. A IDF estima que 10% dos gastos globais anuais com a saude sejam
gastos devido a diabetes, aproximadamente 621 milhdes de euros. Prevé-se que
estes custos diretos atinjam os 674 milhdes de euros em 2030 e os 690 milhdes
de euros em 2045. Os custos dos tratamentos por complicagdes derivadas da
diabetes representam mais de 50% dos custos diretos nos sistemas de saude.
Em relacdo aos custos indiretos, estima-se que acrescentem 35% aos gastos
anuais globais, estes compreendem a invalidez, abandono/perda do emprego,
absenteismo, presenteismo e mortalidade prematura (17).

Recentemente, foi divulgada a 102 edicdo do Atlas da Diabetes — IDF,
confirmando que a diabetes € uma das doencas que mais cresce a hivel mundial
no século XXI. Estima-se que em 2021 existisse mais de meio milhdo (537
milhdes) de pessoas com diabetes em todo o mundo com idades compreendias
entre 20 e 79 anos, e que mais de 6,7 milhdes tenham morrido de causas
associadas a diabetes. Prevé-se ainda que em 2030 existam cerca de 643
milhdes de pessoas com diabetes e 783 milhdes em 2045. Estes numeros
superam as previsdes da 92 edicdo do Atlas da Diabetes, revelando o grave
problema de salde que os sistemas de saude de todos os paises do mundo tém

em maos, e que urge a tomada de decisbes para o resolver (20).

Foi estimado para a Unido Europeia (UE) em 2019, a existéncia de 32,3 milhdes
de adultos com diabetes, um aumento bastante consideravel tendo em conta 0s
16,8 milhBes estimados em 2000. Estimou-se ainda que mais de 24,2 milhdes
ndo tenham sido diagnosticados. O numero de mulheres com diabetes em 2000
era de 9,5 milhdes, tendo aumentado para 15,6 milhdes em 2019. Em relacao

ao numero de homens com diabetes, a data de 2000 era de 7,3%, aumentando
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mais do dobro, com 16,7% em 2019. Tal é explicado devido a maior
probabilidade destes ultimos desenvolverem esta doencga, por apresentarem
fatores biologicos e ndo necessitarem de ganhar tanto peso como as mulheres

para desenvolverem diabetes (21).

E mais comum surgirem pessoas com diabetes na faixa etaria dos 60 aos 79
anos, existindo cerca de 19,3 milhdes de individuos com esta doenca na UE. J&
na faixa etéria dos 40 aos 59 anos, existem 11,3 milhdes e 1,7 milhdes entre os
20 e 39 anos. Em 2019, a média da prevaléncia de diabetes em adultos nos
paises da UE era de 6,2%. Os trés paises da UE que apresentavam maior
prevaléncia eram a Alemanha com 10,4%, de seguida Portugal com 9,8% e o
Chipre com 9,0%. Os paises da EU com menor prevaléncia eram a Irlanda com

3,2%, a Lituania com 3,8% e a Estonia com 4,2% (21).

Nos ultimos anos, a prevaléncia desta doenca parece ter estabilizado em vérios
paises europeus, principalmente nos paises do Norte da Europa, contudo,
parece ter havido um ligeiro aumento nos paises do Sul, Centro e Leste da
Europa. Tal pode ser justificado devido ao aumento do sedentarismo, obesidade
e a forma como olham para o envelhecimento da populacdo. Como ja antes
referido, a diabetes mellitus acarreta elevados custos econémicos. As despesas
de saude reservadas para o tratamento e prevencdo de complicacdes pela
diabetes, foram estimadas em aproximadamente 150 mil milh6es de euros em
2019 na UE, sendo a despesa média por cada adulto diabético estimada em 3
mil euros por ano. Portugal, Espanha e Itélia apresentaram as taxas mais baixas
por admissdes hospitalares evitaveis por diabetes. Sendo que entre 2012 e 2017,
este tipo de admissdes hospitalares diminuiu em mais de 40% em Portugal. Em
2017, a diabetes foi responséavel por 2% de todas as causas de morte nos paises

europeus (21).

Em Portugal, no ano de 2018, a prevaléncia estimada de diabetes na faixa etaria
dos 20 aos 79 anos era de 13,6%, cerca de 7,7 milhdes de individuos. Sendo
gque 56% destes individuos ja tinham diagndéstico e os restantes ainda nao.
Observa-se uma diferenca estatisticamente significativa na prevaléncia da

diabetes entre homens e mulheres, sendo mais prevalente nos homens (18).
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Existe também um aumento da prevaléncia consoante a idade, sendo que mais
de um quarto dos individuos entre os 60 e 79 anos sofre desta patologia. Verifica-
se que existe uma relacéo entre o escaldo de indice de Massa Corporal (IMC) e
a diabetes, pois cerca de 90% da populagdo com diabetes apresenta excesso
de peso ou obesidade. A prevaléncia desta doenga em individuos obesos
(IMC=30kg/m?) é quatro vezes superior do que nos individuos com IMC normal
(18,6kg/m?>IMC<24,9kg/m?) (18).

Nos ultimos 10 anos, tem sido verificado anualmente um ligeiro aumento do
namero de novos casos diagnosticados. Em 2018, havia uma incidéncia de 605
a 618 novos casos de diabetes por cada 100 mil individuos. Os individuos com
diabetes representaram em 2018, cerca de 26,6% (10 701 individuos) da
letalidade intra-hospitalar no Sistema Nacional de Saude (SNS), ou seja, mais
de ¥ das pessoas que morreram nos hospitais sofriam desta patologia. Nao
obstante, em casos em que a diabetes era o diagnéstico principal, houve um
decréscimo no numero absoluto de 6bitos registados nos internamentos, -38%
nos ultimos 10 anos. Entre 2009 e 2018, diminuiu significativamente o nimero
de utentes saidos dos internamentos em hospitais do SNS, cuja diabetes é o
diagnostico principal. Em casos em que a diabetes é considerada como
diagnostico associado, foi registado um aumento de 39,3% entre 2009 e 2018
dos utentes saidos dos internamentos em hospitais do SNS. As causas principais
destes internamentos devem-se maioritariamente a doencas do aparelho
circulatério (26%), do aparelho respiratério (16%) e do aparelho digestivo (10%).
De salientar que se registou uma perda da representatividade das doencas

endocrinas entre 2009 e 2018, de 12% para 7%, respetivamente (18).

Relativamente as causas de internamento por descompensacdo ou
complicacdes derivadas da diabetes, as manifestagfes oftalmicas mostram ser
a principal causa com 83%, de seguida outras manifestacdes especificadas com
7%, e a cetoacidose e alteracdes circulatorias periféricas a registarem ambas
3%. A permanéncia constante de elevados niveis de glucose no sangue, leva ao
surgimento de lesdes em tecidos e 6rgdos, nomeadamente nos olhos, rins,
nervos periféricos e sistema vascular, dando origem a complicacdes da diabetes,
graves e por vezes fatais. Os custos associados a esta doenca sdo muito

elevados, estesincluem os cuidados de saude, a perda de rendimentos, a perda
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de produtividade e os custos econdmicos para a sociedade portuguesa. As
complicacdes cronicas mais frequentes desta doenca, sdo a neuropatia e
amputacao, retinopatia, nefropatia e doencas cardiovasculares (DCV). Nos
ultimos anos, tem-se observado uma reducédo significativa no numero total de
amputacdes nos membros inferiores devido a diabetes, diminuindo de 1620 em
2009, para 928 em 2018. Desde 2009, que se observa um crescente niumero de
pessoas com diabetes inseridas em Programas de Rastreio da Retinopatia
Diabética. A prevaléncia de diabetes em pessoas com insuficiéncia renal cronica
erade 27,2% em 2011, e de 27,8% em 2018. Em relac&o aos internamentos por
Acidente Vascular Cerebral (AVC) em pessoas com diabetes, estes rondavam
0s 30% em 2018. E em internamentos por Enfarte Agudo do Miocéardio em

pessoas com diabetes, rondavam em 2018%, os 32,6% (18).

Ao longo da ultima década, tem sido observado um decréscimo no nimero de
anos potenciais de vida perdida devido a diabetes mellitus, cerca de -26%. No
entanto, em 2018, verificou-se a perda de 8 anos de vida por cada 6bito devido
a diabetes em individuos com idade inferior a 70 anos. Embora, tenha havido
uma ligeira reducao da representatividade da diabetes como causa de morte, a
mesma continua a ter um peso significativo, tendo originado 3,8% dos Obitos
verificados em 2018. Os custos da diabetes para o sistema de saude portugués,
sdo também eles elevados, sendo que em 2018, foram gastos entre 1 300 e
1 550 milhdes de euros em custos diretos, representando 0,6 a 0,8% do Produto
Interno Bruto portugués e 7 a 8% da despesa em saude (18). Em 2019, em
Portugal, a prevaléncia estimada de diabetes na faixa etaria dos 20 aos 79 anos
era de 9,8% (21).

A Organizacdo Mundial de Saude e a Organizacdo das NacbGes Unidas
estabeleceram metas a nivel global para incentivar agbes com vista a fortalecer
os sistemas de saude e a melhorar o atendimento das pessoas com esta
patologia. Assim, podera ser possivel reduzir o nimero de mortes prematuras
por doengas ndo transmissiveis, onde se inclui a diabetes, em 30% até 2030
(22).
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1.3. Patogénese e complicacfes da diabetes mellitus

O stress oxidativo desempenha um papel relevante na patogénese das
complicacdes micro e macrovasculares em individuos diabéticos. O aumento do
stress oxidativo em pacientes com DMT2 é devido a varios fatores, tais como, a

hiperglicemia, resisténcia a insulina, hiperinsulinemia e dislipidemia (23).

A presenca constante de niveis elevados de glucose no sangue esta também
associada a um risco aumentado de desenvolvimento de complicagdes micro e
macrovasculares em doentes diabéticos através de mecanismos moleculares,
nomeadamente aumento da formacao de AGEs, producédo excessiva de ROS,
ativacdo da proteina quinase C e ainda a ativacdo das vias do poliol e da
hexosamina, mecanismos estes que tém sido mencionados como estando
envolvidos na disfuncdo endotelial e aterogénese (17,24,25). Estas

complicacdes sdo responsaveis por morbidade e mortalidade significativas (16).

A glicacdo ndo enzimética é outro importante fator que pode explicar como a
hiperglicemia cronica leva a danos celulares e teciduais, tendo assim, uma
grande contribuicdo na patogénese das complicacfes de diabetes mellitus (26).
Esta descrito na literatura que pessoas com diabetes tém niveis mais elevados
AGEs, comparando com pessoas ndo diabéticas. Tal acontece porque a

hiperglicemia e o stress oxidativo contribuem para a sua acumulacgéo (27).

A capacidade que os AGEs tém para alterar irreversivelmente as propriedades
guimicas e funcionais de diversas estruturas biolégicas esta relacionada com os
efeitos patoldgicos que AGEs produzem, através da producéo de radicais livres,
da formacéo de ligacdes cruzadas com proteinas e de interacdo com recetores
celulares, promovendo respetivamente, stress oxidativo, altera¢cdes morfoldgicas

e funcionais e aumento da expressao de mediadores inflamatérios (13).

A reacéo de Maillard, umareacdo ndo enzimatica, é a via mais comum conhecida
para formar AGEs (11), designando-se simultaneamente por glicacdo, é
constituida por trés etapas principais: iniciagdo, propagacao e terminacao (13).
O grupo carbonilo de um agucar redutor, como por exemplo a glucose, reage
com o grupo amino, como por exemplo a lisina, formando uma base de Schiff. A
base de Schiff que € instavel, sofre varios rearranjos formando um produto mais

estavel, denominado por produto de Amadori (11). Os produtos de Amadori
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formados possuem grupos carbonila reativos que se condensam com grupos
aminas primarios que estao disponiveis, originando os produtos avancados da
reacdo de Maillard — os AGEs (13).
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Figura 2. Vias de formag&o e produtos finais de glicagdo avangada. CML, Na-(carboximetil) lisina; CEL,
Na-(carboxietil) lisina; DOGDIC, dimero de lisina-arginina, com formacao de imidazolidina, para a glicose;
DOLD, dimero de lisina e 3-deoxiglicosona; GOLA, glioxal lisina amida; GOLD, dimero de glioxal-lisina;
GALA, acido glioxilico lisina amida; GODIC, dimero de lisina-arginina derivado para o glioxal; MODIC,
dimero de lisina-arginina derivado para o metilglioxal; MOLD, dimero de lisina derivado para o metilglioxal.
[Adaptado de (12)].

Contudo, existem mecanismos alternativos para a formacdo de AGEs que
incluem a via do stress carbonilico, que consiste na oxidacdo de lipidos ou de
acucares que por sua vez, formam compostos dicarbonilicos intermédios que
sdo extremamente reativos e ao interagir com aminoacidos, originam os AGEs
(13). Aformacédode AGEs faz parte do metabolismo normal, mas se existir niveis
excessivamente elevados em circulacdo e nos tecidos, pode tornar-se

patogénico (26).

A formacdo de AGEs em condi¢Bes fisiologicas ditas normais, da-se de forma
lenta e afeta maioritariamente moléculas com tempo de vida longa,

nomeadamente o colagénio, hemoglobina e albumina. A formacdo de AGEs
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pode ocorrer em proteinas, lipidos e acidos nucleicos. No caso das proteinas,
como por exemplo o colagénio, os AGEs causam ligacdes cruzadas entre
polipeptideos da membrana do colagénio e aprisionam proteinas plasmaticas ou
intersticiais ndo glicadas. Nos vasos, o aprisionamento da lipoproteina de baixa
densidade (LDL) diminui o efluxo a partir da parede vascular e acelera a
deposicdo de colesterol na intima, promovendo o processo de aterogénese.
Complementarmente, a membrana basal glicosilada dos capilares leva a fixacao
de proteinas plasméticas, como a albumina, que é em parte responsavel pelo
aumento da espessura da membrana, caracteristica de microangiopatia
diabética. Os AGEs ligam-se a recetores que estdo presentes em VAarios tipos de
células, tais como, células endoteliais, macréfagos, mondcitos, linfocitos, células
do musculo liso, células mesangiais. Esta ligacdo origina uma grande variedade
de atividades biolégicas, nomeadamente, emigracao de mondcitos, libertacédo de
citocinas e fatores de crescimento induzidos por macréfagos, incremento da
permeabilidade endotelial, aumento da atividade pré-coagulante nas células
endoteliais e os macrofagos, proliferacdo acelerada da sintese da matriz
extracelular por parte de fibroblastos e células musculares lisas. Todos estes

efeitos podem contribuir para as complicacdes da diabetes mellitus (26).

O primeiro exemplo de glicacdo ndo enzimatica de proteinas a ser descoberto in
vivo foi a hemoglobina glicada (HbAlc). Esta sofre glicacdo na valina terminal da
cadeia [3 com alteragao da sua carga elétrica de superficie. Regra geral, o tempo
médio de vida das hemacias é de 120 dias, durante esse periodo, a hemoglobina
presente nos glébulos vermelhos € exposta a glucose plasmaética e dependendo
da sua concentracdo, a glucose reage com a hemoglobina de forma né&o
enzimatica, originando a hemoglobina glicada. Como tal, a concentracdo de
HbAlc reflete a média da concentracdo de glucose plasméatica durante as
semanas antecedentes. Deste modo, a HbAlc é utilizada para avaliar o controlo
metabdlico da diabetes a longo prazo, promovendo um melhor controlo da

doencga e das suas complicagbes cardiovasculares (3,26).

O pool enddégeno de AGEs tem que ver com o balanco entre a formacgéo
endogena e a absorcdo de AGEs exdgenos e, por outro lado, a degradacao e
eliminacdo destes. A formacdo de AGEs é maioritariamente endoégena, porém

podem também ser introduzidos no organismo a partir de fontes exdgenas
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(alimentacdo e fumo) (13). Os Ultimos anos tém sido tomados por uma
modificagdo na alimentacdo humana, tendo-se observado um aumento do
consumo de alimentos industrializados. Estes alimentos processados contém
elevados niveis de AGEs que contribuem para o incremento do stress oxidativo
e da inflamacao, através da ligacdo a recetores de superficie celular ou ligagéo
cruzada com proteinas alterando a estrutura e funcédo, estando ambos
relacionados com a diabetes mellitus e doencas cardiovasculares, como referido
anteriormente. Os AGEs estdo naturalmente presentes em alimentos né&o
cozinhados de origem animal e o proprio processamento e aquecimento,
nomeadamente técnicas que utilizam elevadas temperaturas e baixa humidade
durante longos periodos de tempo, como assar, grelhar e fritar, aceleram
formagéo de novos AGEs. Como referido anteriormente, vivemos numa era em
gue existe um excessivo consumo de alimentos industrializados. De facto, a
indastria produz alimentos que sdo expostos a processos térmicos seja por
razBes de seguranca, seja por conveniéncia, para além de real¢ar o seu sabor,
cor e aparéncia, com a finalidade de induzir o consumidor a adquirir estes
produtos. Como tal, a alimentacdo dos dias de hoje € extremamente rica em
AGEs, e tem sido relacionada com a diabetes e doencas cardiovasculares (28).
Cerca de 10% dos AGEs consumidos numa refeicdo, podem ser absorvidos e
entram em circulacao (29). Da fragc&o absorvida, cerca de dois tergos sao retidos
pelo organismo e o restante um tergo € excretado pela urina num periodo de 48
horas, em individuos com funcao renal normal (13). Em pessoas com diabetes
mas sem complicacdes, tem sido observado um aumento de 20-30% dos niveis
plasmaticos de AGEs, e em pessoas diabéticas com doenca arterial coronéria
ou microalbumindria, tem sido notado um aumento de 40-100% (27). Alterar o
tipo de confecdo e diminuir o consumo de alimentos ricos em AGEs, como o0s
alimentos de origem animal com elevado teor em gordura e proteina, lacticinios
com elevado teor de gordura e alimentos processados, diminuird os niveis
plasmaticos destes em circulacdo. Assim, devera optar-se pelo aumento do
consumo de alimentos como vegetais, frutas, grao integrais, peixe, produtos
lacteos com baixo teor de gordura, porque contém menores niveis de AGEs,
mesmo apds a confecdo. Bem como, por métodos de confecdo que limitem a
formacdo de novos AGEs, homeadamente, estufar, cozinhar ao vapor, ferver,

pois levam menor tempo de aquecimento, a baixa temperatura e elevada
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humidade. Outra estratégia € expor determinados alimentos a um ambiente
acidificado, como sendo o uso de ingredientes acidos, por exemplo sumo de
liméo e vinagre, através de marinadas feitas antes de cozinhar, diminuindo
substancialmente a quantidade de novos AGEs formados. Tais recomendagdes
sustentam as diretrizes ja publicadas por organizacdes como a American Heart
Association, a American Institute for Cancer Research e a American Diabetes
Association, como medidas de controlo e prevencdo da diabetes e suas

complicacdes cardiovasculares (28).

Os AGEs podem contribuir para a lesdo vascular através de trés mecanismos:
1) modificagao de estruturas intracelulares, incluindo as que est&o envolvidas na
transcricdo génica; 2) interacdo de AGEs com proteinas da matriz extraceluler
alterando a sinalizacdo entre moléculas desta e células, levando a disfuncao; e
3) modificacdo de proteinas ou lipidos em circulagdo, sendo que estes podem
ligar-se a recetores especificos, como por exemplo RAGE, originando producéao
de citocinas inflamatorias e fatores de crescimento, contribuindo para o
surgimento de complicacdes vasculares da diabetes. O RAGE pertence a
superfamilia de imunoglobulinas de recetores de superficie celular. Alguns
estudos comprovaram o envolvimento do RAGE no desenvolvimento de macro
e microangiopatias da diabetes mellitus. Nas células endoteliais, a interacdo
AGE-RAGE ativa a transcricdo de fator nuclear kappa B (NF-kB), originando
consequentemente um aumento da expressdo dos seus genes-alvo, como a
endotelina-1, moléculas de adesé@o de células vasculares 1, seletina E, fator
tecidual, trombomodulina, fator de crescimento endotelial vascular e citocinas
pré-inflamatérias, nomeadamente, interleucina-1a (IL-1a), interleucina 6 (IL-6) e
TNF-a, e também de RAGE (11,13).

Em condi¢cbes de excesso de AGEs, observa-se um aumento da expressao de
RAGE, exemplo de feedback positivo (13). Ou seja, os AGEs aceleram a
producao do seu recetor RAGE. Mediante o reconhecimento de AGEs por RAGE
em células endoteliais, a producdo de stress oxidativo € acelerada nas células,
e diversas citocinas e fatores de crescimento sédo secretados através da ativacao
do NF-kB, induzindo a expressao do fator de adeséo e originando uma resposta
inflamatoria. A interacdo AGE-RAGE leva ao aumento do stress oxidativo, que

por sua vez, inativa o 6xido nitrico (NO), causando uma resposta inflamatéria ou
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levando ao agravamento de aspetos tendencialmente trombdéticos que levam a
progressdo da arteriosclerose, ou seja, esta interecdo desempenha um papel
importante no desenvolvimento de progressao de complicacbes vasculares na
diabetes mellitus (30;31). Os AGEs promovem a producdo de vascular
endothelial growth factor (VEGF) nas células endoteliais, induzindo a
angiogénese. O VEGF esté relacionado com o aumento do ateroma em lesdes
ateroscleroticas, sugerindo que o sistema AGE-RAGE ativa a angiogénese nos
ateromas, através da producédo de VEGF, agravando a inflamacéo da placa. Este
sistema AGE-RAGE inibe a produgdo de prostaciclina, um importante
vasodilatador e inibidor da agregacao plaquetaria, em células endoteliais e
promove a sintese de novo do inibidor-1 do ativador do plasminogénio (PAI-1),
inibindo a atividade fibrinolitica, levando assim a estabilizacdo do trombo. Os
AGEs contribuem para a agregacao plaquetaria e também para a cascata de
coagulacdo através da producao de fator tecidual. As sindromes coronarianas
agudas resultam de um bloqueio repentino de uma artéria coronaria, causando
angina instavel ou infarto agudo do miocardio. A caracteristica trombdtica
induzida por AGEs é considerada uma causa para estes eventos. Os macréfagos
expressam recetores necr6fagos que reconhecem as moléculas de LDL
oxidadas e desnaturadas por AGEs e desenvolvem-se em células espumosas,
libertando quimiocinas e acelerando o desenvolvimento da aterosclerose. Em
doentes diabéticos, € comum observar-se o desenvolvimento da aterosclerose
acompanhada por lesdes calcificadas, sendo considerado um fator preditor de
futuros eventos cardiovasculares. Os AGEs comportam-se como 0s pericitos em
células da parede dos vasos sanguineos, ou seja, promovem a sua diferenciacao
em osteoblastos, originando calcificagdo. Como tal, os AGEs estdo envolvidos

no surgimento e desenvolvimento de lesGes cardiovasculares (31).

As doencas microvasculares apresentam maior prevaléncia e envolvem os
pequenos vasos sanguineos, incluindo a retinopatia, nefropatia e neuropatia (3,
16).

A retinopatia diabética é considerada a principal causa de cegueira na populagao
em idade ativa, compreendendo o impacto econémico que a perda de visdo e a
cegueira tém nos paises. E, por isso, de extrema importancia o diagndstico

precoce e posterior tratamento (17,32). A hiperglicemia crénica leva a lesées nos
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capilares da retina, podendo levar a perda de visdo e eventualmente a cegueira.
Niveis constantemente elevados de glucose no sangue, em conjunto com
pressao arterial elevada e colesterol também elevado, demonstram ser as
principais causas de retinopatia. Aproximadamente uma em cada trés pessoas
com diabetes sofrem de retinopatia diabética, sendo que uma em cada dez

pessoas podera desenvolver esta complicacao (33).

A nefropatia diabética € uma das causas mais comuns da doenca renal cronica.
E causada por lesdes nos pequenos vasos, podendo contribuir para que os rins
sejam menos eficientes ou falhem por completo a sua funcdo. A constante
presenca de elevados niveis de glucose no sangue induz hiperfiltracdo e
alteracbes morfolégicas nos rins, levando ao aumento da excrecao urinaria de

albumina (albumindria) (34).

A neuropatia diabética é causada devido a lesbes nos nervos do corpo todo,
derivado da hiperglicemia cronica e de elevada presséo arterial. As partes do
corpo mais afetadas sé@o as extremidades, nomeadamente os pés. A lesdo do
nervo nesta area, designada por neuropatia periférica, pode causar dor,
dorméncia progressiva e perda de sensibilidade, facilitando que os ferimentos
passem despercebidos, originando graves infecdes e por vezes, amputacdes
(35). O pé diabético, que consiste na presenca de Ulcera no pé, esta associado
a neuropatia, doenca arterial periférica e a infecédo, sendo esta uma das causas
principais de amputacdo dos membros inferiores (16). E também uma das
complicacbes mais comuns, graves e caras decorrentes da diabetes. A
amputacdo do membro inferior em pessoas com diabetes acontece 10 a 20
vezes mais, comparando com pessoas sem diabetes (35).

As doencas macrovasculares envolvem os grandes vasos sanguineos, onde se
incluem a doenca arterial coronaria, a doenca arterial periférica e doenca

cerebrovascular (3,36).

Pensa-se que o principal mecanismo patoldgico das complicacbes
macrovasculares seja a lesdo do endotélio vascular. Devido ao metabolismo da
glucose estar alterado, da-se um aumento da producdo de ROS e a enzima
responsavel pela producédo de NO ¢€ inibida. Estes fatores, em combinagdo com

a resisténcia a insulina das células endoteliais, resultam nomeadamente, em
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disfuncédo endotelial que se manifesta no aumento da expressdo de moléculas
de adeséo. Outro fator relacionado com desenvolvimento e progressao de
complicacdes macrovasculares, € o comprometimento da funcéo plaquetéria,
podendo originar um aumento do risco de formacé&o de trombo e progressao da

aterosclerose (24).

Niveis elevados de glucose em circulagcdo no sangue e a propria diabetes leva a
um risco aumentado de DCV, decorrentes da resisténcia a insulina, inflamacéo
causada, disfuncdo endotelial e efeitos negativos da glucose na
microvasculatura. As pessoas com diabetes tém duas a trés vezes mais
probabilidade de vir a desenvolver DCV do que as pessoas sem diabetes. A

DCV é a causa mais comum de mortalidade em pessoas com diabetes (36).

Além destas complicacOes da diabetes, existem outras que néo se incluem nas
categorias acima referidas, séo elas, as doengas periodontais, complicagdes no
parto em mulheres com diabetes gestacional e maior suscetibilidade para

desenvolver infecdes (16).

A manutencdo dos niveis de glucose no sangue, da pressao arterial e niveis de
colesterol iguais ou préximos dos parametros normais, pode auxiliar a retardar
ou mesmo prevenir complicacdes da diabetes. Dai que, a monitorizacado regular
seja de enorme importancia, até porque, este tipo de complicacbes tem um
enorme impacto socioecondémico, tanto nos sistemas de salde dos paises, como

também nos doentes e seus familiares (17).

A diabetes tipo 2 é amplamente evitavel. Varios fatores de risco, como sobrepeso
e obesidade, nutricdo e sedentarismo, sdo modificaveis por meio de estratégias
preventivas eficazes e mudancas no estilo de vida. A formacéo e a acumulacdo
de AGEs desempenham um papel central no dano vascular, como tal, a inibicao
da formacéo de AGEs, o bloqueio do sistema AGE-RAGE e a restricdo de AGEs
oriundos de determinados alimentos, podem também ser novas estratégias
terapéuticas nas complicacdes vasculares da diabetes mellitus. O controle eficaz
do ndmero crescente de pessoas com diabetes também é uma prioridade em
muitos paises, geralmente envolvendo uma quantidade consideravel de
autocuidado. Portanto, o aconselhamento e educacdo adequados sao

essenciais para os cuidados primarios de pessoas com diabetes (21;30).
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1.4. Processo inflamatério e a Diabetes Mellitus

Para que a funcéo celular decorra de forma correta e equilibrada, € necessario
um equilibrio entre as citocinas pro-inflamatérias e anti-inflamatorias. Na DMT2,
este equilibrio é perturbado devido a destruicdo e inflamacado das células

pancreaticas (37).

Tem sido relatado que a DMT2 é uma manifestacao clinica de uma continua
inflamacédo cronica de baixo grau (38), e que esta inflamacao crénica é vista
como um fator crucial para o desenvolvimento e progressdo da DMT2 (39). A
patogénese desta doenca parece ser mediada por citocinas, quimiocinas e

interleucinas que provocam uma resposta inflamatéria e imune (37).

O processo inflamatério consiste numa cascata de acontecimentos induzidos em
resposta a diversos estimulos patoldgicos. A resposta a este processo
inflamatorio acontece em duas fases: fase aguda que tem a duracéo de algumas

horas e posteriormente a fase cronica (38).

Este processo inflamatdrio que é desencadeado tem como objetivo a destruicdo
e eliminacdo dos agentes que estdo a prejudicar o sistema, para que,
posteriormente, seja restaurada a homeostase (38).

Normalmente, a resposta inflamatoria inicia-se com a deslocacéo dos neutrofilos
para o local lesado, sendo que de seguida fagocitam os corpos estranhos e
libertam citocinas pré e anti-inflamatérias. Posteriormente, os mondcitos sdo
recrutados, diferenciando-se depois em macrofagos (7). Em consequéncia da
destruicao e inflamacgao das células 3 pancreaticas, varias citocinas, quimiocinas
e interleucinas estdo envolvidas no desenvolvimento da DMT2, originando
respostas inflamatérias e imunitarias, através de mediadores de inflamacéo
como fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina 1 beta (IL-18), IL-6,
interleucina 18 (IL-18), e pensa-se que a interleucina 10 (IL-10) e algumas

guimiocinas estejam relacionadas com a causa da DMT2 (37).

A resisténcia a insulina esta habitualmente presente durante a progressao de
pré-diabetes para DMT2. Os principais mecanismos que explicam a resisténcia
a insulina e a disfungado das células B em pessoas com DMT2 sdo o stress

oxidativo, stress do reticulo endoplasmético (RE), a deposi¢cdo de amiloide no

32



Introducéo

pancreas (amiloidose), deposicdo ectopica de lipidos no musculo, figado e
pancreas, glucotoxicidade e lipotoxicidade. No entanto, pensa-se que estes
mecanismos, exceto a deposicdo amiloide, tenham um papel relevante na
resisténcia a insulina e na secrecdo deficiente de insulina pelas células B
pancreaticas, induzindo uma resposta inflamatéria. O envolvimento patoldgico
do sistema imunitario esta implicado na DMT2, e por isso, a patogénese desta

doenca pode ser vista como uma doenca autoinflamataoria (40).

Tem sido descrito que individuos com DMT2, apresentam niveis elevados de
proteinas de fase aguda, acido sialico, citoquinas, quimiocinas. Além do mais,
niveis elevados de IL-1B, IL-6 e de proteina C reativa (PCR) tém sido referidos
como preditores da DMT2. Na obesidade e pré-diabetes, as concentracdes
séricas do antagonista do recetor da interleucina-1 (IL-1RA) encontram-se
elevadas, revelando um aumento acelerado antes do inicio da DMT2. A
expressao deste antagonista (IL-1RA) é induzida pelo IL-1pB e reflete a resposta
do organismo para contrabalancar o aumento da atividade de IL-1B. E de relevar
o nivel de PCR, que é atualmente o melhor biomarcador para doenca
cardiovascular relacionada com a DMT2 (40). Recentemente, 0s racios

do trato gastrointestinal llhéus Pancrei\tflggi

Célula p g
& 8 @)
« Glucose ( > :

* Acidos gordos livres

Lot LIL-IRA| £
) tIL-1g (@D

— P
|

©) Adipscito \ w
/ N

S

(4

N
o

&

Ly

CélulaT

4

CCL2,CCL3, ‘

CXCL8

S giA%=——t—, Citocinas e quimiocinas
N pré-inflamatérias
/‘ IL-1B, TNF, CCL2, CCL3, CXCL8

e

.3

Macrofago

Tecido adiposo obeso

Figura 3. Desenvolvimento do estado de inflama¢éo na DMT2. Niveis excessivos de
nutrientes, nomeadamente glucose e acidos gordos livres, irdo causar stress nos ilhéus
pancreaticos e tecidos sensiveis a insulina como é o caso do tecido adiposo (e o figado
e musculos, ndo evidenciados na figura), levando a producéo e libertagdo de citocinas
e quimiocinas no local. Estes fatores incluem IL-13, TNF, ligante 2 de quimiocina CC
(CCL2), (CCL3) e ligante 8 de quimiocina CXC (CXCL8). Para além disso, a producao
de IL-1RA pelas células B estd diminuida. Como tal, as células imunitarias seréo
recrutadas e contribuirdo para a inflamac&o do tecido. A libertacdo de citocinas e
guimiocinas do tecido adiposo para a circulagdo sanguinea ira promover a inflamagao
noutros tecidos, nomeadamente nos ilhéus pancreaticos. [Adaptado de (40)].
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neutrofilos/linfocitos, mondcitos-linfocitos, plaquetas-linfocitos e mondcitos/C-
HDL foram sugeridos como potenciais marcadores de respostas inflamatorias, e
como tal, tém sido estudados por serem dados de facil obtencéo e de baixo custo
(41,42). A relacdo neutrofilos/linfécitos tem sido a mais investigada, porque 0s
neutrofilos estdo associados a inflamacédo e os linfocitos refletem a via de
resposta regulatoria imune, por isso tem sido considerado um indicador para
inflamacao sistémica (42), e também como um indicador potencial de
complicagdes vasculares em pacientes com diabetes, sendo considerado fator
de risco para DCV quando a razao for superior a 3,0 (43). A relagdo mondcitos/C-
HDL foi definida recentemente como um novo marcador associado a extensao
da inflamacao e stress oxidativo e também como desfechos cardiovasculares,
sendo considerado fator de risco para DCV quando a razao for superior a 8,2
(43,44).

1.5. Processo inflamat6ério e obesidade

Parece haver um consenso de que o tecido adiposo e as células musculares e
pancreaticas sao locais de inflamacéo na presenca de obesidade e DMT2 e que
essas células sdo muito importantes na producao de citocinas pré-inflamatdrias
(45).

A obesidade é considerada um dos principais fatores associados a DMT2 (46).
O tecido adiposo € composto por tecido adiposo visceral e tecido adiposo
subcutaneo. Diversas moléculas bioativas sdo secretadas pelo tecido adiposo,
nomeadamente, as adipocinas (citocinas), que comunicam com outros 6rgaos e
tecidos, regulando a ingestdo energética, sensibilidade a insulina e também a
inflamacédo (47). Em condi¢des fisiologicas normais, os adipOcitos secretam
maioritariamente adipocinas anti-inflamatorias, tais como, adiponectina, fator de
transformacédo do crescimento beta (TGF-B), IL-10 e oOxido nitrico, que tém
efeitos protetores a nivel cardiovascular e sdo antiaterogénicos, para além de
promoverem a sensibilidade a insulina. Todavia, quando estamos perante um
caso patolégico como a obesidade, os adipécitos produzem e secretam
adipocinas pro-inflamatorias, sdo exemplos, o TNF-a, IL-6, IL-18, leptina e

resistina. A obesidade visceral esta fortemente relacionada com o
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desenvolvimento de risco cardiovascular, nomeadamente a resisténcia a
insulina, dislipidemia aterogénica e hipertensao, com a producédo de adipocinas
pro-inflamatérias. Por outro lado, a deposicdo de gordura subcutédnea tem um
efeito protetor em relacdo ao risco de DCV e liberta adipocinas anti-inflamatoérias
(48).

Pessoas com DMT2 apresentam uma ativacao crénica do sistema imunitario nos
ilhéus pancreaticos e nos tecidos sensiveis a insulina. Isto decorre de uma
resposta patologica a supernutricdo e da inexisténcia de atividade fisica, que se

pode observar em individuos geneticamente predispostos (49).

1.6. Doenca Cardiovascular e a Diabetes Mellitus tipo 2

A diabetes mellitus é considerada uma doenga metabdlica com consequéncias
vasculares devido a uma aceleracdo dos processos ateroscleroticos. O risco
cardiovascular em pessoas com diabetes mellitus esta aumentado, podendo
variar entre 1,7 e 4,5 em homens e entre 1,8 e 9,5 em mulheres, comparando
com homens e mulheres sem diabetes mellitus. O risco cardiovascular esta
relacionado com diversos fatores que s&o mais comuns em pessoas com DMT2
comparando com a populacdo em geral, nomeadamente o sedentarismo,

obesidade, dislipidemia e hipertenséo (50).

A doenca cardiovascular €, por isso, uma comorbilidade muito comum da DMT2
e a sua prevaléncia tem aumentado ao longo dos ultimos anos. Além disso, é
uma das principais causas de morte e de incapacidade em pessoas com DMT2
(51). A taxa de incidéncia anual de DMT2 por 1000 individuos nos Estados
Unidos da América aumentou de 3,0 na década de 1970 para 5,5 na primeira
década dos anos 2000 (52).

Varios estudos tém indicado que o stress oxidativo, a inflamacédo vascular e a
disfuncédo endotelial, que sao fatores fisiopatologicos relacionados com a DMT2,
podem contribuir para o desenvolvimento de DCV. As pessoas com DMT2 tém
maior carga de placa aterosclerética, maior volume de ateromae menor diametro
luminal das artérias coronarias, relativamente a pessoas nao diabéticas. Verifica-

se uma relacéo linear entre a HbAlc e a doenga macrovascular, havendo um
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risco aumentado de eventos cardiovasculares adversos entre 11% e 16% por
cada 1% de aumento da HbA1c (50).

A hiperglicemia, a resisténcia a insulina, a dislipidemia, a inflamacéo, o stress
oxidativo, a disfuncéo endotelial, a hipercoagulabilidade e a calcificagéo vascular
sao fatores que contribuem para o risco cardiovascular aumentado na DMT2
(50).
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Figura 4. Fatores que contribuem para o risco cardiovascular aumentado na diabetes mellitus tipo 2. AGL,
acidos gordos livres; HDL, lipoproteinas de alta densidade; LDL, lipoproteinas de baixa densidade; PAI-1,
inibidor do ativador do plasminogénio tipo 1; PCR, proteina C-reativa; TG, triglicéridos; TNF-a, fator de
necrose de tumoral alfa; VLDL, lipoproteinas de muito baixa densidade. [Adaptado de (50)].

Tem sido sugerido que a resisténcia a insulina estd associada a uma maior
incidéncia de hipertenséo, dislipidemia e a uma diminuicdo da tolerancia a
glucose, contribuindo para o processo aterosclerético e por conseguinte o
desenvolvimento de DCV. A resisténcia a insulina esta relacionada com o
aumento dos niveis de acidos gordos livres no plasma em pessoas com DMT2,
levando ao aumento da producdo hepatica de glucose e de insulina, e ao

aumento das reservas de triglicéridos (50).

O risco aumentado de sofrer um evento cardiovascular esta relacionado com
marcadores e mediadores inflamatorios, nomeadamente, a IL-6 e PCR. Uma das
relagbes que tem sido estabelecida em varios estudos, assenta na associa¢cao

entre estes mediadores inflamatérios, deduzindo que niveis aumentados de
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interleucina-1 (IL-1), IL-6 e PCR, poderao ser um dos indicadores preditivos mais
relevantes na progressdo de DMT2. Dada a producédo de IL-1B8 a partir das
células B pancreaticas que levam a sua apoptose, a DMT2 podera porventura

ser definida como uma forma de doenca crénica autoinflamatoéria (50).

O endotélio desempenha uma funcdo importante na regulacdo do tonus
muscular e na estrutura vascular, através da libertacao equilibrada de fatores de
contracdo e relaxamento. Na presenca de DMT2, este equilibrio é alterado,
conduzindo a alteracdes na parede vascular devido a disfungcéo endotelial, stress
oxidativo, hiper-reatividade plaquetaria e inflamacéo (2). A disfuncdo endotelial
significa por isso, uma incapacidade do endotélio em regular a homeostase
vascular (53). A disfuncéo endotelial leva a adeséo de plaquetas e leucdcitos, a
trombose e inflamacdo. Quando existem niveis elevados de glucose, a
biodisponibilidade de 6xido nitrico (responsavel pela vasodilatacdo do endotélio)
situa-se em estado reduzido e como tal, ocorre comprometimento da
vasodilatacdo. Tem sido descrito que condicbes de hiperinsulinemia e
hiperglicemia contribuem para um aumento em circulacdo do fator tecidual,
demonstrando deste modo, o risco de trombose mais elevado em pessoas com
diabetes. Um dos fatores de aceleracdo da calcificagdo vascular € a
hiperglicemia. O risco de aterotrombose é mais elevado em individuos com
diabetes, devido aos indices de calcificacdo arterial serem mais elevados,

guando comparado com individuos sem a presenca desta patologia (50).

A inflamacéao, diabetes e doencas cardiovasculares estédo relacionadas através
de uma série de mecanismos fundamentais de inflamacéo, stress oxidativo e

disfuncao endotelial (54).

| Alteragio do potencial redox | | Stress oxidativo |

N\ /

[Formacéo de AGEs| «— [HIPERGLICEMIA| —

/ N

| Disfuncao endotelial | | Hipercoagulabilidade|

Figura 5. Mecanismos envolvidos no desenvolvimento de complica¢des vasculares na diabetes
mellitus. [Adaptado de (83)].
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1.7. Anemia e a progressdao de Diabetes Mellitus para doenca

cardiovascular

A anemia consiste numa condigcdo na qual os eritrocitos estdo em numero
insuficiente para fazer face as necessidades fisiologicas do organismo, e que ira,
consequentemente, interferir na capacidade de transporte de oxigénio. Trata-se
de uma complicagdo comum na diabetes mellitus e o risco de anemia em
pessoas diabéticas é cerca de duas a trés vezes maior do que em pacientes sem
esta patologia. A etiologia da anemia na diabetes é multifatorial e inclui
deficiéncias nutricionais, inflamacdo, doencas autoimunes, idade avancada,
doenca vascular periférica, certos medicamentos, alteracdes hormonais e
doenca renal. Diversos estudos concluiram que a duracdo da diabetes e
complicacdes microvasculares (nefropatia, neuropatia e retinopatia diabéticas)

estdo significativamente associadas a anemia em pacientes com DMT2 (55).

A anemia esta associada a um maior risco cardiovascular em individuos com
diabetes mellitus tipo 2 (56). A anemia contribui para o desenvolvimento e
progressdo das complicacbes micro e macrovasculares da diabetes, causando
um impacto negativo na esperanca e qualidade de vida do paciente, e tem ainda
uma grande importancia como fator de risco cardiovascular relacionado com a

doenca renal (55,57).

Tém sido sugeridos diversos fatores como responsaveis para o inicio precoce da
anemia em pacientes diabéticos, nomeadamente, neuropatia autonoma
sintomatica que causa denervacdo simpatica eferente do rim; danos no
intersticio renal; producdo de eritropoietina afetada; inflamacao sistémica; e

inibicdo da libertagéo de eritropoietina (57).

A diabetes mellitus esta relacionada com diversas alterac6es hematologicas que
afetam os eritrdcitos. A hiperglicemia cronica, tipica da diabetes mellitus, provoca
o desenvolvimento de uma condicao inflamatoria causada pelo aumento da
expressao de citocinas pro-inflamatodrias, nomeadamente, a IL-1, IL-6, TNF-a e
fator de transformacdo de crescimento beta (TGF-B), que induzem o
aparecimento de complicacdes micro e macrovasculares, doenca renal e anemia
(58). Niveis elevados de IL-6 circulante promovem um efeito antieritropoiético,

bY

altera a sensibilidade das células progenitoras a eritropoietina, promove a
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apoptose dos eritrocitos imaturos, causando a diminuicdo do numero de
eritrécitos em circulagéo (59,60). Além disto, a hiperglicemia crénica da diabetes
pode resultar em eritrocitos anormais, stress oxidativo e denervagao simpatica
eferente do rim associada a neuropatia autbnoma sintomatica. Estas razfes
promovem um ambiente hipoxico no intersticio renal, causando o
comprometimento na producéo de eritropoetina pelos fibroblastos peritubulares
renais, e consequentemente, como o nivel de eritropoetina é reduzido, leva ao

estado de anemia em pacientes com diabetes mellitus (58).

Niveis persistentemente elevados de glucose no sangue leva a formacéo de
RAGE e hiperatividade associada a um elevado risco de complicacdes
vasculares. A interacdo do RAGE com os seus ligantes pode resultar na ativacao
de diversas vias de sinalizagdo, que por sua vez, podem aumentar a secrecao
de citocinas pré-inflamatérias como a IL-6 e o TNF-a em individuos com DMT2
(61).

De notar que, com o desenvolvimento da diabetes mellitus, pode surgir a
nefropatia que compromete ainda mais a producdo renal de eritropoietina,
piorando o quadro anémico. O facto de a fung&o renal estar diminuida e a
secrecdo de citocinas pré-inflamatérias estar aumentada, sdo dois fatores
importantes para a reducgdo dos niveis de hemoglobina. Nestes pacientes, existe
uma condi¢do inflamatéria que é criada pela doenca renal e tal, interfere na
absorcéo intestinal de ferro e na mobilizacdo das suas reservas. Assim, 0S
individuos diabéticos que sofram de doenca renal terdo maior risco de

desenvolver anemia (59).

De facto, uma condicdo anémica em individuos com diabetes afeta
negativamente a sua saude, agravando o risco cardiovascular e causando danos
em oOrgaos-alvo devido ao ambiente hipdxico, como a nefropatia, neuropatia e
retinopatia diabéticas, dai a importancia de se avangar com o tratamento da

anemia assim que é diagnosticada (58,59).
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1.8. Nutrigenéticae a DMT2

A nutrigenética estuda, com base na andlise de polimorfismos genéticos, o efeito
gue as variagfes genéticas individuais tém na resposta a ingestao alimentar e a
sua influéncia no estado de saude e risco de aparecimento de doencgas (62). Ou
seja, a nutrigenética debruca-se sobre a forma como a composicéo genotipica

de um individuo influencia a resposta fenotipica aos habitos alimentares (63).

Varios estudos referem que muitas das variantes genéticas associadas a DMT2
estdo localizadas em genes relacionados com a via de secreg¢ao de insulina,
sinalizacao de insulina, disfuncdo das células B pancreaticas e resisténcia a
insulina (64). Embora ainda sejam necesséarias pesquisas mais especificas,
varios estudos concluem que fazer uso da nutrigenética podera ser uma mais
valia para prevenir eventuais riscos geneticos prée-existentes, de modo a diminuir
a suscetibilidade a doencas relacionadas com o estilo de vida, como € o caso da
diabetes mellitus tipo 2 (65).

1.9. Variantes genéticas polimorficas

Variagfes na sequéncia de DNA que sé&o herdadas e ocorrem na populagdo com
uma frequéncia superior a 1%, designam-se por polimorfismos genéticos.
Dependendo da posicdo no genoma, € possivel observar-se diferentes efeitos
no fendtipo. Pode acontecer existir uma substituicdo num Gnico par de bases,
designado por polimorfismo de nucleétido unico (SNP), sendo estes tipos de
polimorfismos os mais comuns. Normalmente, ocorrem em &reas que cercam
genes codificadores de proteinas, essenciais para a ligacdo do microRNA e
regulacdo da expressdo génica, em sequéncias de codificacdo, intrées ou

regides intergénicas (66,67).

Este tipo de polimorfismos genéticos pode levar a algumas alteragdes, bem
como alterar a expressao génica e a funcao da proteina quando um aminoacido
é alterado, tornando o gene mais ou menos ativo, ou seja, podem nao ser
capazes de causar diretamente doenca, mas podem levar a uma maior
propensdo para desenvolver a doenca. Estas variantes genéticas podem ter um

papel relevante em doencas, como diabetes, doenca de Crohn, doenca
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coronaria, doenca celiaca, esclerose multipla e degeneracdo macular. Os SNPs
sao utilizados como assinaturas genéticas em popula¢cdes com o intuito de se
estudar a predisposicao a certas situagdes, incluindo doencas (66,68).

1.9.1. Gene da Interleucina-6 (IL-6)

O gene IL-6 localiza-se no cromossoma 7, regido 15.3 (7pl15.3), sendo
constituido por seis exdes e quatro intrbes (Fig. 6). O SNP do promotor do gene

da IL-6 em estudo é rs1800795 que se localiza na posi¢éo -174.

Cromossoma 7 — NC_000007.14

[ 22650564 p [ 22774017 p
LOC11 6153056 IL6-AS1 HTCYEP42 RPS2BP32
LOC116183057 TL 6

Figura 6. Localizacdo do gene IL-6. [Adaptado do site (69)].

A IL-6 é uma citocina que atua como pro-inflamatoéria. E secretada por células T
e macréfagos e estimula a resposta imune levando a inflamacéo (54). E uma
citocina pleiotropica, ou seja, pode ter agdo pro-inflamatéria como anti-
inflamatoria e desempenha um papel relevante de defesa do organismo. Na
presenca de infecbes ou lesdes nos tecidos, esta interleucina contribui para a
eliminag&o dos agentes infeciosos e para a restauragéo dos tecidos danificados
através da ativacao de respostas imunolédgicas, hematoldgicas e de fase aguda.
Assim que a homeostase € atingida, a sintese de IL-6 é reduzida e a
concentracdo sérica € normalizada. Porém, a producdo persistente e
descontrolada de IL-6 origina uma situacdo patolégica no desenvolvimento de
diversas doencgas inflamatdérias cronicas e cancros (70). Niveis elevados de IL-6
tém sido associados a obesidade e deposicdo de gordura visceral, ao aumento
do risco de intolerancia a glucose, DMT2 e presséo arterial elevada. O tecido
adiposo visceral secreta duas a trés vezes mais esta citocina do que o tecido
subcutéaneo, secretando também outras moléculas que levam ao aumento da
expressdo de IL-6 (71). O facto de IL-6 estar presente nos tecidos € uma
consequéncia normal, no entanto, a sua producao irregular leva a inflamacéo de

baixo grau, estando fortemente ligada a varios tipos de doencas inflamatorias. A
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IL-6 tem também um papel importante no desenvolvimento da resisténcia a
insulina, por estar envolvida na inducao de inflamacéo tecidual de baixo grau nos
ilnéus pancreaticos, prejudicando a secrecédo de insulina (72). E também uma
citocina relevante para doengas cardiovasculares (73). Individuos com DMT2 e
aterosclerose, apresentam niveis de IL-6 mais elevados do que os individuos
sem diabetes (74).

O SNP que se localiza na posicdo -174 dentro do promotor da IL-6 esta
relacionado com a presenca de dois alelos, G e C, verificando-se que o alelo G

tem maior frequéncia do que o alelo C (75).

A nivel mundial, a frequéncia dos genotipos deste polimorfismo rs1800795 de
IL-6 -174 GC é de 76,6% para o genotipo GG, de 18,6% para o genotipo GC e
de 4,8% para o genotipo CC. Na Europa, a frequéncia do genoétipo GG é de
36,0%, do gendtipo GC é de 44,9% e por ultimo, 19,1% para o genétipo CC (75).

Numa meta-analise realizada em 2006, com dados de adultos com DMT2
(n=4.746) e controlos ndo diabéticos (n=16.230), refere o papel causal da
citocina IL-6 -174 GC no desenvolvimento de DMT2, os autores observaram que
o polimorfismo IL-6 -174 GC estava associado a DMT2 e que os genotipos GC
e CC do polimorfismo rs1800795 da IL-6 estavam associados a uma reducgéo do
risco de DMT2, cerca de 9%, em comparacao com individuos com o genétipo
GG selvagem. Assim, os autores concluiram que os individuos portadores do

alelo C tinham menor probabilidade de vir a desenvolver DMT2 (76).

Num estudo publicado em 2014 por Papaoikonomou S, Tousoulis D, Tentolouris
N, et al. (74), que teve como objetivo avaliar a associagdo do polimorfismo
rs1800795 da IL-6 na prevaléncia de alguma doenca macrovascular em
pacientes com DMT2, foram incluidos participantes adultos caucasianos com
DMT2 e macroangiopatia (n=208) e sem macroangiopatia (n=203). Os autores
concluiram que os individuos portadores do alelo C do polimorfismo rs1800795
da IL-6 apresentaram menor probabilidade de sofrer complicagbes
macrovasculares, comparando com genoétipo GG. Concluiram também que
existiu uma estreita associacdo entre polimorfismos inflamatérios e

complicacdes macrovasculares em individuos diabéticos (74).
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Em 2015, num estudo realizado por Buraczynska M, et al. em adultos com DMT2
(n=1.090) e um grupo controlo saudavel (n=612), com o0 objetivo de avaliar a
associacao entre o polimorfismo -174 do gene da IL-6 e o risco cardiovascular
em pacientes com DMT2, foi demonstrado pelos autores que as pessoas com
DMT2 portadores do geno6tipo CC do polimorfismo rs1800795 da IL-6 tinham um

risco de quase 5 vezes superior de desenvolver DCV (73).

Em 2016, Lu QK, et al., investigaram uma possivel associacdo do polimorfismo
-174 do gene da IL-6 com a retinopatia diabética numa populacéo chinesa, tendo
sido concluido que o polimorfismo -174 do gene da IL-6 era mais frequente nos
participantes com retinopatia diabética. Concluiram também que a presenca do
polimorfismo -174 do gene da IL-6 pode representar um risco relativamente alto

para pacientes com DMT2 e retinopatia diabética em estado avancado (77).

Em 2019, Chen B, et al., realizaram uma meta-analise com objetivo avaliar a
relevancia de polimorfismos frequentes da IL-6 na suscetibilidade para a
nefropatia diabética, sendo um dos polimorfismos estudados o -174 GC do gene
da IL-6. Neste trabalho, os autores concluiram que esse polimorfismo
desempenhava um papel importante no desenvolvimento da nefropatia
diabética. Revelando que o alelo C do polimorfismo estava relacionado com a
diminuicdo do risco de nefropatia diabética, podendo ter por isso, um efeito
protetor. Os autores sugeriram ainda que o polimorfismo -174 GC da IL-6 poderia
ser considerado um bom indicador para a previsdo do risco de nefropatia
diabética, acrescentando que o alelo G possivelmente estaria relacionado com
a patogénese desta doenca (78). J& em outra meta-andlise do mesmo ano, foram
incluidos 1.203 individuos adultos com DMT2 e nefropatia diabética e 1.571
controlos com DMT2 sem nefropatia diabética. Os autores concluiram que o
polimorfismo -174 GC da IL-6 estava associado ao risco de nefropatia diabética
em individuos com DMT2, sendo que o alelo G contribuiu para o aumento do
risco de nefropatia diabética, sugerindo que estes resultados poderiam ser Uteis
para a identificacdo precoce de pacientes de alto risco para desenvolver esta
patologia (79).

Recentemente, em 2021, foi realizada uma meta-analise e revisdo sistematica,
conduzida por Salari N, et al. com o objetivo de investigar a relacdo entre

polimorfismos do gene da IL-6, nomeadamente do polimorfismo -174 GC do
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gene da IL-6 e a doenca arterial coronaria. Esta meta-analise incluiu individuos
adultos com doenca arterial coronaria e adultos sem esta patologia. Os autores
concluiram que existia uma relacdo entre o genotipo GC do polimorfismo e a
doenca arterial coronaria, sendo que o genétipo GG teve um efeito protetor, ou
seja, pessoas com este genodtipo tiveram menos 20% de probabilidade de
apresentar esta patologia. Verificou-se também que individuos com genétipo GC
tinham maior risco de vir a desenvolver esta doenca, sendo 16% mais propensos
a ter esta doenca. Foi também verificado que pessoas com o genétipo CC
tiveram um efeito crescente na probabilidade de desenvolver esta doenca.
Concluiu-se que o alelo C representava um fator de risco para doenca arterial
coronaria (80). Numa outra meta-analise e revisdo sistematica publicada no
mesmo ano, em individuos adultos (de ascendéncia europeia, do Médio Oriente,
asiatica, indiana, africana e mista) com doenca arterial coronaria e respetivos
controlos, os autores concluiram que existia uma associacdo significativa do
polimorfismo -174 GC do gene da IL-6 com a doenga arterial coronaria. No
entanto, acrescentaram que estes resultados foram impulsionados
principalmente por estudos com participantes de ascendéncia asiatica e indiana.
Em estudos com participantes de ascendéncia europeia ou do Médio Oriente,
nao foi observada a mesma associa¢do. Ainda assim, em portadores do alelo C
no grupo controlo, pareceu haver niveis plasmaticos significativamente mais
elevados de IL-6, o que pode explicar parte da associacdo entre este

polimorfismo e doenca arterial coronéria (81).

1.9.2. Gene do Fator de necrose tumoral alfa (TNF-a)

O gene TNF-a localiza-se no cromossoma 6, regido 21.33 (6p21.33), sendo
constituido por quatro exdes e trés intrdes (Fig. 7). O SNP do promotor do gene

TNF-a em estudo é rs361525 que se localiza na posigao -238.

Cromossoma 6 — NC_000006.12

[ 31546851 p [ 31593024 p

NFKEIL1 THF - LET1
LOC1O0257329 LTE HCRE
LTR

Figura 7. Localizacdo do gene TNF-a. [Adaptado do site (82)].
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O TNF-qa, pertencente a superfamilia dos fatores de necrose tumoral, € uma
citocina com acao proé-inflamatéria e faz parte de um grupo de citocinas que
estimulam a reacdo de fase aguda (54,83). E produzida principaimente por
macrofagos, mas é também produzida por neutréfilos, células NK (natural Killer).
Esta citocina desempenha fun¢des em diversos processos bioldgicos, tais como
proliferacdo celular, diferenciacéo, apoptose, metabolismo lipidico, coagulacdo
e inflamacé&o. Esta relacionada com diversas doencas, nomeadamente doencas

autoimunes, resisténcia a insulina, cancro, entre outras (82,83).

Esta citocina induz uma resposta inflamatoria no local da infecdo, dando inicio a
uma cascata de citocinas e ao aumento da permeabilidade vascular através do

recrutamento de macréfagos e neutrofilos (83).

O polimorfismo de nucledtido Unico localiza-se na posicdo -238 dentro do
promotor da TNF-a e esté relacionado com a presenca de dois alelos, 0 Ge 0 A,
verificando-se que o alelo G tem maior frequéncia que o alelo A (84).

Ao nivel global, a frequéncia dos gendtipos deste polimorfismo rs361525 de TNF-
a -238 GA é de 88,3% para o genotipo GG, de 11,2% para o genotipo GA e 0,5%
para genétipo AA. Na Europa, a frequéncia do genétipo GG é de 87,7%, do
gendtipo GA é de 11,9% e por ultimo, 0,4% para o0 genétipo AA (84).

Uma meta-analise de 2009 levada a cabo por Feng R, et al, realizada em 2.106
participantes diabéticos e 2.920 controlos ndo diabéticos com o objetivo de
verificar a existéncia de associacdo entre o polimorfismo rs361525 de TNF-a
-238 GA e o risco de DMT2, nédo foi possivel associar o risco de DMT2 com o
polimorfismo rs361525 de TNF-a (85).

Em 2012, foi demonstrado por Elmarakby AA, Sullivan JC. que o aumento dos
niveis urinarios de TNF-a antecede o aumento da albuminuria na diabetes e que
0s niveis urindrios desta citocina aumentam com a evolucdo da nefropatia
diabética, sugerindo que niveis elevados de TNF-a podem contribuir para o

desenvolvimento e progresséo da lesédo renal em doentes diabéticos (86).

Recentemente (2019), foi realizada outra meta-analise por Guo X, et al., em
individuos adultos com diabetes mellitus tipo 2 (n=4.935) e respetivos controlos

(n=5.260) de varias etnias, com o objetivo de estudar a existéncia de associagdo
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entre o polimorfismo rs361525 de TNF-a -238 GA e suscetibilidade a DMT2. Os
resultados mostraram que o polimorfismo rs361525 de TNF-a n&o estava
associado a DMT2 nos grupos populacionais estudados, necessitando de mais

pesquisas (87).
1.9.3. Gene do Recetor para produtos finais de glicacdo avancada

(RAGE)

O gene RAGE localiza-se no cromossoma 6, regido 21.32 (6p21.32), sendo
constituido por onze exdes (Fig. 8). O SNP do promotor do gene RAGE em

estudo é rs1800624 que se localiza na posigéo -374.

Cromossoma 6 — NC_000006.12

[ 32163212 [ 32224067 b
AGPAT1 PENZ
HIRE721 HIREE3S GPSH3
RNFS NOTCH4
AGER s

Figura 8. Localizacdo do gene RAGE. [Adaptado do site (88)].

O RAGE pertence a superfamilia de imunoglobulinas de recetores de superficie
celular e trata-se de um recetor multifuncional, que se liga a Advanced glycation
end-products e a outras moléculas envolvidas na homeostase, desenvolvimento
da inflamacgéao e em algumas doencas, nomeadamente, na diabetes (88,89). Em
condicdes fisiologicas ditas normais, o RAGE é produzido em baixos niveis por
monaocitos, células endoteliais, células musculares lisas e células epiteliais

glomerulares (90).

Em doentes diabéticos, foram identificados niveis aumentados de RAGE nas
células mesangiais glomerulares, na retina e em vasos da aorta, em simultaneo

com a acumulagéo de AGEs (14).

Foram identificados niveis aumentados de RAGE em locais envolvidos em
complicacdes cardiovasculares resultantes da diabetes, derivado dos niveis
elevados de AGEs em circulacdo. A relacdo entre AGE e RAGE, como
testemunhado em situacéo de diabetes, origina um estado pré-trombdético e pré-

adesivo ao nivel do endotélio (14).
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Ao nivel global, a frequéncia dos gendtipos deste polimorfismo rs1800624 de
RAGE -374 TA é de 73,7% para o genétipo AA, de 22,6% para o genétipo TA e
3,7% para gendtipo TT. Na Europa, a frequéncia do gendtipo AA é de 55,8%, do
genotipo TA é de 38,4% e por ultimo, 5,8% para o gendtipo TT (91).

Em condicbes de aterosclerose e em especial, de complicacdes da diabetes,
RAGE funciona como um mediador da inflamacéo vascular aguda e crénica. A
sinalizacdo de AGE/RAGE tem um papel relevante na regulacdo da
producao/expressdo de TNF-a, do stress oxidativo e disfungdo endotelial na
DMT2 (92).

Num estudo realizado em 2001 por Hudson B, et al. (14) com participantes com
DMT2 e retinopatia diabética (n=5.106), participantes com DMT2 sem retinopatia
diabética (n=5.109) e controlos sem diabetes (n=5.113), os autores concluiram
gque a prevaléncia do polimorfismo RAGE -374 TA néo apresentava diferencas
significativas entre os grupos, embora existisse uma tendéncia para um aumento

da frequéncia do alelo A no grupo com retinopatia diabética (14).

Em outro trabalho realizado 6 anos depois, por Picheth G, et al. (93), em 98
pacientes com DMT2 e 148 pacientes sem DMT2, em que foi avaliada a
associacdo do polimorfismo RAGE -374 TA com a gravidade da doencga arterial
coronaria. Os autores verificaram que o genotipo AA teve um efeito protetor na

doenca cardiaca coronaria em individuos com DMT2 (93).

Ja numa meta-andlise realizada por Lu X, Feng B (90) em 2010, baseada em
adultos de diferentes etnias (caucasiana, asiatica e africana), dos quais 3.799
com DMT2 e angiopatia (retinopatia diabética, nefropatia diabética ou doenca
macrovascular) e 4.899 controlos com DMT2 sem complicacdes, os autores
observaram que existia uma associacdo entre o gendtipo AA do polimorfismo
RAGE -374 TA com a reducdo de 30% no risco de complicacdes
cardiovasculares resultantes da diabetes, em comparacao com os restantes dois
genotipos, concluindo, assim, que o alelo A teria um potencial efeito protetor para
complicagbes vasculares diabéticas, especialmente em descendentes
caucasianos e em doencas macrovasculares (90). Esta também descrita na
literatura cientifica, outra meta-analise realizada em 2017, com o objetivo de

estudar uma possivel associacdo entre o polimorfismo RAGE -374 TA e o0 risco
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de retinopatia diabética, tendo sido sugerido pelos autores que o alelo A do
polimorfismo RAGE -374 TA acarreta um risco moderadamente aumentado para
retinopatia diabética em pacientes com DMT2 (94).

1.9.4. Gene da Heme oxigenase-1 (HMOX-1)

O gene da HMOX-1 localiza-se no cromossoma 22, regido 12.3 (22q12.3), sendo
constituido por cinco exdes (Fig. 9). O SNP do promotor do gene HMOX-1 em

estudo é rs2071746 que se localiza na posigéo -413.

Cromossoma 22 — NC_000022.11
[ 35299275 p» [ 35503595 p

TOHL HHDH L — LOCI001 31536
HIRZ309 HCRS
HIR&0 &S

Figura 9. Localizacdo do gene HMOX-1. [Adaptado do site (95)].

A HMOX-1 pertence a familia da heme oxigenase, € uma enzima essencial para
0 catabolismo do heme, faz a clivagem do grupo heme para formar biliverdina,
sendo posteriormente convertida em bilirrubina através da biliverdina redutase,
monoxido de carbono e ferro (95). Tem um efeito antioxidante e anti-inflamatério.
Em condicdes fisiologicas normais, a atividade da HMOX-1 é superior no baco,
onde os eritrocitos senescentes sdo sequestrados e destruidos. Possui efeitos
citoprotetores, porque o excesso de heme livre sensibiliza as células para a
apoptose (96).

O stress oxidativo causado pela hiperglicemia crénica pode desempenhar um
papel fundamental na patogénese da nefropatia diabética. Reactive oxygen
species podem estimular a expressao de citocinas, lesando poddcitos e células
mesangiais que sao fulcrais para a manutencao da funcéo glomerular. A HMOX-
1 € uma enzima chave relativamente a mecanismos citoprotetores contra o

stress oxidativo no sistema cardiovascular-renal (97).

Ao nivel global, a frequéncia dos genotipos deste polimorfismo rs2071746 da
HMOX-1 -413 TA é de 46,2% para o genoétipo TA, de 29,7% para o genétipo TT
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e 24,1% para genotipo AA. Na Europa, a frequéncia do gendtipo TA é de 50,7%,
do gendtipo AA é de 30,6% e por ultimo, 18,7% para o genoétipo TT (98).

A evidéncia cientifica que estuda uma possivel associagdo entre o polimorfismo
rs2071746 da HMOX-1 e a DMT2 é escassa, no entanto em 2010, foi realizada
uma meta-analise por Bao W., et al. (99) em adultos com DMT2 (n=1.751) e seus
controlos (n=2.902), com o objetivo de avaliar o risco de ter DMT2 em funcé&o do
gendtipo do polimorfismo rs2071746 da HMOX-1. Verificou-se que os portadores

do alelo T apresentavam um maior risco para desenvolver diabetes (99).

Na bibliografia cientifica € também possivel encontrar um estudo efetuado em
2015 por Lee EY, et al. (97) com o objetivo de estudar a associacdo entre o
polimorfismo rs2071746 da HMOX-1 e a nefropatia diabética. Nesse trabalho,
foram incluidos 536 adultos Sul Coreanos com DMT2, dos quais 239 com
albumindria e 297 sem albumindria e a presenca de albuminudria foi utilizada
como marcador de nefropatia diabética. Os autores concluiram que os homens
com DMT2, portadores do genétipo TT do polimorfismo rs2071746 da HMOX-1,
com diagnéstico de diabetes ha mais de 20 anos e com mau controlo glicémico,
estdo mais suscetiveis a desenvolver albumindria, com possivel evolugdo para
nefropatia diabética quando comparados com outros participantes no estudo
(97).
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Introducéo

De seguida, a Tabela 1 apresenta um resumo dos 4 polimorfismos estudados
(IL-6 -174 GC, TNF-a -238 GA, RAGE -374 TA e HMOX-1 -413 TA) com a

respetiva alteracdo nucleotidica, qual o alelo e possivel efeito dessa variacao

alélica e a percentagem do alelo menos frequente.

Tabela 1. Tabela resumo sobre os polimorfismos estudados.

Alelo e possivel efeito da

Percentagem do alelo

Gene Alteracdo nucleotidica . .
variacdo alélica menos frequente
-174 G/C; Substituicao de Alelo C — Expressao
IL-6 uma guanina (G) por uma diminuida do 41,5% (C) (100)
citosina (C), na posicdo -174 gene IL-6
-238 G/A; Substituicdo de Alelo A — Expresséo
TNF-a uma guanina (G) por uma aumentada do 6,4% (A) (101)
adenina (A), na posigao -238 gene TNF-a
-374 T/A; Substituicao de
o Alelo A — Expresséo
RAGE uma timina (T) por uma 25,0% (T) (102)
] ) aumentada do gene RAGE
adenina (A) na posicao -374
-413 T/A; Substituicdo de Alelo A — Expresséo
HMOX-1 uma timina (T) por uma aumentada do 44,0% (T) (103)

adenina (A) na posicao -413

gene HMOX-1
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar o contributo da variacdo genética e de biomarcadores do processo
inflamatorio na progressdo para a doenca cardiovascular em pessoas com
DMT2.

2.2. Objetivos Especificos

e Avaliar as frequéncias na distribuicdo de quatro variantes polimorficas
genéticas das citocinas envolvidas no processo inflamatorio;

e Avaliar os niveis sanguineos dos biomarcadores bioquimicos e celulares
associados ao processo inflamatorio e stress oxidante na DMT2;

e Estudar a associacéo das variantes polimérficas genéticas com os niveis
circulantes de biomarcadores do processo inflamatorio e a progressao

para a doenca cardiovascular em pessoas com DMT2.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Caracterizagdo da Amostra Populacional

Os resultados do presente estudo foram baseados nos resultados do projeto
“Habitos alimentares, hiperhomocisteinémia e doenca cardiovascular na
diabetes tipo 2” (104), financiado pela Fundacdo para a Ciéncia e Tecnologia
com a referéncia PIC/IC/82957/2007. A amostra foi constituida por 148 adultos
portugueses com diabetes tipo 2. Os participantes foram categorizados de
acordo com dois grupos: grupo | (n=75) — diabéticos do tipo 2 com angiopatia; e
grupo Il (n=73) — diabéticos do tipo 2 sem angiopatia. Os dados bioquimicos
foram obtidos apenas para 130 participantes. Em relacdo aos polimorfismos
genéticos estudados, o tamanho amostral foi o seguinte: IL-6: n=92; TNF-a:
n=72; RAGE: n=45; HMOX-1: n=57. E relativamente as complicacbes
angiopaticas, o tamanho amostral foi: microangiopatia: n=40 (53,3%); macro e

microangiopatia: n=25 (33,3%) e macroangiopatia: n=10 (13,4%).

3.2. Critérios de incluséao

Os critérios de inclusdo foram: a) ambos os géneros; b) 40-75 anos; c)
caucasianos; d) presenca de DMT2 diagnosticada ha pelo menos 1 ano; e)
assinar o consentimento informado; e um critério de inclusdo adicional para o
grupo | que foi a presenca de pelo menos uma das seguintes complicacfes
angiopaticas: acidente vascular cerebral, enfarte agudo do miocéardio, doenca

vascular periférica ou retinopatia (104).

3.3. Critérios de exclusao

Foi considerado critério de exclusédo para o grupo I, a presenca de complicacdes

micro- e/ou macroangiopaticas (104).

3.3. Consideracgdes éticas

O presente estudo foi submetido e aprovado pela Comissédo de Etica e Pesquisa

da Faculdade de Medicina da Universidade de Lisboa.
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Todo o trabalho de investigacdo foi desenvolvido de acordo com as

consideragfes constantes na Declaragdo de Helsinquia (105).

3.4. Colheita de dados
3.4.1. Colheita de dados Gerais e Bioquimicos

Todos os dados gerais e bioguimicos foram obtidos por consulta da base de
dados criada no ambito do projeto “Habitos alimentares, hiperhomocisteinémia e
doenca cardiovascular na diabetes do tipo 2” (104).

3.4.2. Extracdo de DNA gendmico

O DNA genomico foi extraido do sangue total através de um método de extracéo

nao enzimatico e adaptado do método descrito por Lahiri e Nurnberger (106).

3.4.3. Avaliacdo da concentracdo e do grau de pureza do DNA
extraido

A avaliacdo da concentracdo e do grau de pureza do DNA extraido foram
determinadas utilizando NanoDrop® (ND-1000, Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, EUA), usando com referéncia a solugcdo TE, tendo sido realizadas
espectrofotometricamente através da leitura da absorvéncia a 260 nm e a razéo

entre a absorvéncia a 260 e 280 nm, respetivamente.

3.5. Variantes genéticas polimorficas analisadas

Encontram-se descritos na seguinte tabela (Tabela 2) os polimorfismos

genéticos analisados.

Tabela 2. Polimorfismos genéticos analisados, numero rs, localizagdo no cromossoma e
respetivas alteragdes.

Polimorfismo Namero rs Cromossoma Alelos
IL-6 -174 G/C rs1800795 7p15.3 G:C
TNF-a -238 G/A rs361525 6p21.33 G:A
RAGE -374 T/A rs1800624 6p21.32 T:A
HMOX-1 -413 T/A rs2071746 22012.3 T:A
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3.6. Genotipagem dos polimorfismos genéticos

3.6.1. Identificacdo dos polimorfismos genéticos IL-6 -174 G/C,
TNF-a -238 G/A e RAGE -374 T/A

Os polimorfismos IL-6 -174 G/C, TNF-a -238 G/A e RAGE -374 T/A foram
determinados por Endpoint genotyping, que combina a técnica PCR com um
mecanismo de detecdo e quantificacdo por fluorescéncia. As amostras
produzem fluorescéncia e o termociclador (LightCycler® 480 Instrument I, 96-
multiwell plate, Roche Applied Science, Penzberg, Alemanha) deteta-a a medida
que o DNA vai sendo amplificado, possibilitando o acompanhamento da reacéo

e apresentacao dos resultados em tempo real.

Na Tabela 3 encontram-se descritas as condi¢cdes a que as sequéncias de DNA
de interesse foram amplificadas e genotipadas e respetivos componentes

utilizados no Endpoint genotyping.

Tabela 3. Condi¢des de amplificagé@o e genotipagem e respetivos componentes utilizados no Endpoint
genotyping.

Polimorfismos Condicoes Componentes
IL-6 -174 G/C Pré-incubacéo: 95°C, 10 min. 5 ng DNA (50/[DNA]ng/uL) + H20
TNF-a -238 G/A até 50 pL
RAGE -374 T/IA 40 ciclos
Amplificacéo: DNA + H20: 6,75 L, 5 ng
- 95°C, 5s TagMan™ Master Mix: 7,5 pL
- 60°C, 1min. TagMan™ SNP: 0,75 L

TagMan™ SNP diluida 20x.

3.6.2. Identificagdo do polimorfismo genético HMOX-1 -413 T/A

O polimorfismo genético HMOX-1 -413 T/A foi determinado por PCR-RFLP
(Polymerase chain reaction - Restriction fragment length polymorphism). Para a
realizacdo desta técnica, foi utlizado o termociclador 2720 Thermal Cycler

(Applied Biosystems, Foster City, EUA).
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Nas Tabela 4 e 5 encontra-se descrito a sequéncia de DNA de interesse que foi
amplificada e as condi¢cbes de amplificacdo e componentes utilizados na reacao
de PCR, respetivamente.

Tabela 4. Sequéncia do primer utilizado para amplificag8o dos fragmentos de interesse.

Fragmento
Polimorfismo Sequéncia do Primer de
amplificacéo

Forward 5— TGATGTTGCCCACCAGGCTT -3’
HMOX-1 Direto 5 — TGATGTTGCCCACCAGGCTA -3 290pb
Reverse 5 — GGAGCAGTCATATATGACCCTTGGG -3

pb — pares de bases.

Tabela 5. Condi¢des de amplificagéo e componentes utilizados na reagéo de PCR.

Polimorfismo Condi¢cdes PCR Componentes (Thermo Scientific®)

Desnaturacao inicial: 94°C, 5 200 ng DNA (200/[DNA]ng/uL) + H20

min. até 10 pL
28 ciclos:
Desnaturacao: 94°C, 30 s DNA: 10 pL, 200 ng
HMOX-1 Emparelhamento: 61°C, 30 s Primer A: 0,5 pL + Primer R: 0,5 uL
Extenséo: 72°C, 40 s ou Primer T: 0,5 pL + Primer R: 0,5 uL
1 ciclo Green Taq PCR Master Mix: 12,5 uL
Extensao final: 72°C, 10 min. H20: 1,5 pL

DreamTag Green PCR Master Mix (2X) (Thermo Scientific ™).
Primers A, R e T diluidos 10x.

As quantidades dos componentes referidos na Tabela 5 foram multiplicadas

tendo em conta o nUmero de amostras a analisar em cada uma das vezes.

Os fragmentos de DNA obtidos foram posteriormente submetidos a eletroforese
onde foram separados tendo em conta o tamanho (tina de eletroforese Sub-Cell
GT (BIO-RAD, Hercules, EUA) fonte de alimentacdo PowerPac 300 (BIO-RAD,
Hercules, EUA)) em gel de agarose a 2% (m/v) em 100 mL (SeaKem® LE
Agarose (Lonza, Basiléia, Suica)), em tampdo TBE (Tris/Borato/EDTA) 1x

(GRISP) e corado com 7,5 uL de brometo de etidio. Ap6s uma corrida de 60
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minutos a 120 Volts, as bandas de DNA foram visualizadas através de um

transiluminador ultravioleta (GenoSmart, VWR, Radnor, EUA).

3.7. Parametros bioquimicos e celulares estudados

Os parametros bioquimicos e celulares estudados foram os seguintes: HbAlc,
glicémia ocasional, eritrocitos, hemoglobina, hematocrito, volume globular
meédio, hemoglobina globular média, concentracdo de hemoglobina globular
média, plaquetas, leucocitos, neutrofilos, eosindfilos, basofilos, linfécitos,
monacitos, neutrofilos/linfécitos, neutrofilos  x  neutrdfilos/linfocitos,
mondcitos/linfocitos, mondcitos/colesterol das lipoproteinas de alta densidade
plasméticas, creatinina, colesterol total, colesterol das lipoproteinas de alta
densidade plasmaticas, colesterol das lipoproteinas de baixa densidade

plasmatica, triglicéridos, proteina C-reativa, MDA e Hcy.

No entanto, apenas os parametros bioquimicos e celulares que originaram
resultados estatisticamente significativos ou com tendéncia para ser

estatisticamente significativos foram introduzidos no presente trabalho.

A anadlise dos resultados obtidos foi feita com base no seguinte diagrama

(Fig. 10) com o objetivo de facilitar o entendimento e significado dos mesmaos.

Genética ¢—> Bioquimica «—— Doengca

[ ]

Figura 10 — Diagrama utilizado na andlise dos
resultados obtidos.
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3.8. Andlise estatistica

Foi construida uma base de dados com todas as variaveis em estudo, onde foi
definida a codificagdo, descricdo, valoracdo e categorizacdo estatistica das
variaveis. A andlise estatistica dos dados foi realizada utilizando os softwares
informaticos para Windows, SPSS®, versédo 26 (SPSS INc, Chicago). Os
resultados foram expressos como média + desvio padréo (DP) ou como ndmero
e percentagem. Relativamente aos polimorfismos estudados, foram avaliados
estatisticamente segundo os trés modelos: modelo codominante (gendtipo),
modelo dominante (agrupando o gendtipo heterozigoto com o gendtipo
dominante) e modelo recessivo (agrupando o genétipo heterozigoto com o
genotipo recessivo). Foi testada a normalidade de todas as variaveis pela
aplicacdo do teste Kolmogorov-Smirnov. A comparagéo dos valores médios de
variaveis numeéricas com distribuicdo normal foi realizada pela aplicacdo dos
testes de t-student. As variaveis qualitativas foram comparadas pela aplicacéo
do teste do Qui-quadrado ou pelo teste exato de Fisher e 0 Odds Ratio (OR) foi
calculado através de regressao logistica binaria, com 0s seus respetivos
intervalos de confianga (IC) de 95%. Foram ainda realizadas correlagbes e
considerados apenas os resultados estatisticamente significativos. Os testes

foram considerados estatisticamente significativos quando p<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. Caracterizacdo da amostra

As caracteristicas iniciais da amostra estudada encontram-se descritas na
Tabela 6. Recorreu-se ao teste t student para identificar possiveis diferencas
entre os dois grupos para 0s parametros quantitativos, e recorreu-se ao teste
qui-quadrado de Pearson para parametros qualitativos. Foram incluidos no
presente estudo 75 participantes com DMT2 e angiopatia (idade média: 62,9 +
7,17 anos, 52,0% do sexo feminino) e 73 participantes com DMT2 sem
angiopatia (idade média: 62,7 + 7,07 anos, 58,9% do sexo feminino). Nao foram
observadas diferencas significativas para a idade (p= 0,878), para o0 sexo
(p=0,398) e para a presséao arterial diastolica (p=0,133). Contudo, os parametros
IMC, perimetro abdominal e presséo arterial sistolica apresentam uma tendéncia
para serem estatisticamente significativos (p=0,062; p=0,060; p=0,051,
respetivamente). Os resultados evidenciam que o tempo de duracédo da diabetes
foi estatisticamente significativo (p=0,000) e que o grupo com angiopatia (19,4 +
9,33 anos) tem em média quase 6 anos a mais de duracdo da DMT2 do que o
grupo sem angiopatia (13,6 £ 7,92 anos). Por ultimo, em relacdo ao valor médio
de PAS, o grupo | (154 = 20,3 mmHg) teve valores superiores aos do grupo Il
(148 £ 21,0 mmHg).
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Tabela 6. Caracteristicas iniciais da amostra.

Resultados

P Grupo | Grupo Il

Caracteristicas (N total=75) (N total=75) P
Idade (anos)
(GI: N=75; GIi: N=73) 62,9 7,17 62,7 £7,07 0,878*
Sexo

Masculino 36 (48,0) 30 (41,1) 0,398**

Feminino 39 (52,0) 43 (58,9)
Duracdo da diabetes mellitus
(anos) 19,4 £ 9,33 13,6 £ 7,92 0,000*
(Gl: N=74; Gll: N=72)
IMC (kg/m?) "
(Gl: N=75: GlI: N=73) 31,0+ 5,47 29,5 + 3,89 0,062
Perimetro abdominal (cm)
(GI: N=75: GlI: N=73) 103+12,6 99,6 £11,2 0,060*
PAS (mmHg) *
(Gl N=74: GII* N=73) 154 + 20,3 148 £ 21,0 0,051
PAD (mmHg) 79,2+ 13,1 82,2+ 12,8 0,133*

(GI: N=74; Gl N=73)

Os resultados estdo expressos como numero de individuos (percentagem) ou média + desvio-padrao.
Grupo | — DMT2 com angiopatia; Grupo Il — DMT2 sem angiopatia; DMT2, diabetes mellitus tipo 2; IMC, indice
de massa corporal; PAS, presséo arterial sistélica; PAD, presséo arterial diastélica; N, numero de individuos
analisados.

*Teste t-student

**Teste qui-quadrado de Pearson.

4.2. Dados bioquimicos e celulares da amostra total

Os dados bioquimicos e celulares da amostra estudada encontram-se descritos

na Tabela 7. Os dados bioquimicos foram obtidos apenas para 130 participantes.
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Tabela 7. Dados bioquimicos e celulares da amostra total.

Parametros A?ﬂ,"tﬁfgﬁfgg)a'
(HNb:Allgf))(%) 7,68 +1,26
E'B\:i:cggia ocasional (mg/dL) 181 + 61,3
(El\jfl‘;g')tos (ML) 4,61 + 0,52
I(—|Ne:rr1(:;(g))lobina (g/dL) 13,5 + 1,58
(HNeznlgtO";C”to 0) 39,8 + 4,42
E/Ni“gé)f') 86,8 3,97
(HNG:“E;'G()DG) 29,5 + 1,57
&'132’)' (g/dL) 33,9+£1,05
(F’l\'li%lg)ﬂas (K/uL) 285 + 85,8
(L’\(leggg)citos (K/uL) 7,68 + 1,86
ooy oS (mm) 3998 + 565
(Lg;fgg““ mm?) 2183 + 542
?,"\loznggg“os (mm?) 414 + 131
z\lNe:;g)ﬁfilos/Linfécitos 204 +0,92
E\INegégc;filos X Plaquetas/Linfécitos 585 + 340
I(\I/I\lo:r;c'é():itos/Linfécitos 0,20 + 0,08
I(\’/I\lo:r;%():itos/HDL 8,53 + 4,25
ooy (mafdt) 1,02 £0,39
fNT:g”;%’dU 181 + 37,9
(Cl\;gfzg)(mgm) 14,0 + 12,6
e 115 + 31,4
'(I’I\Gi:gllizceé)ridos (mg/dL) 167 + 93,1
(PNC:F; 1(;'*9/0 3,88 £4,78
L\I/I\lazlcngg)ialdel’do (umol/L) 238 + 0,67
I(—|No:nlgg)iste|’na (umol/L) 8,73 +4,07

Resultados

Os resultados estdo expressos em média + desvio-padréo. Grupo | —
DMT2 com angiopatia; Grupo Il - DMT2 sem angiopatia; HbAlc,
hemoglobina glicada; VGM, volume globular médio; HGM, hemoglobina
globular média; CHGM, concentragéo de hemoglobina globular média; CT,
colesterol total; C-HDL, colesterol das lipoproteinas de alta densidade
plasmatica; C-LDL, colesterol das lipoproteinas de baixa densidade
plasmética; PCR, proteina C-reativa; N, nimero de individuos analisados.
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Resultados

4.3. Dados bioquimicos e celulares da amostra por grupos

Os dados bioquimicos e celulares da amostra por grupos estudados encontram-
se descritos na Tabela 8. Recorreu-se ao teste t student para identificar
possiveis diferencas entre os dois grupos. Os dados bioquimicos foram obtidos
apenas para 130 participantes. Apenas foram observadas diferencas
estatisticamente significativas para o0s pardmetros malondialdeido e
homocisteina (p=0,010 e p=0,022, respetivamente), sendo que o grupo |
apresenta niveis mais elevados destes parametros relativamente ao grupo sem

angiopatia.
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Tabela 8. Dados bioquimicos e celulares da amostra por grupos estudados.

Resultados

Parametros (rxcl3 trol:zfl)l(:)6|4) (r\(l3 :cl;tggelels) P
(G Nooa Gll: N=66) 8,65 + 1,45 8,34 +1,36 0,218
mod) 204 +72,0 186 + 61,5 0,302
(Gl: N=30; GlI: N=36)

o o h26) 4,58 + 0,59 4,64 + 0,44 0,375
o G 13,4 +1,72 13,7 +1,43 0,337
A 39,3 +4,74 40,3 + 4,06 0,203
(o1 N\s: Gll: N=53) 86,4 + 4,19 87,2 + 3,79 0,376
(Or NA. Gl N=53) 29,5 + 1,58 29,4 +1,58 0,959
Ol N Gl N=53) 34,1+0,98 33,8 +1,08 0,130
(O N S NLs3) 288 + 86,1 283 + 86,2 0,771
AR g 8,06 +1,93 737 1,77 0,072
O Nt Gl No3) 4092 + 616 3922 + 515 0,144
o s M ss) 2086 + 583 2261 + 498 0,115
oA o sz, 385 + 80,9 437 + 157 0,077
o Ny i e 2,22 +1,02 1,89 + 0,81 0,109
Pladuetas/Linfocitos 631 + 333 547 + 344 0,147
(GI: N=43; GII: N=53)

Mondcitos/Linfécitos 0.20 + 0.08 0.21 + 0.09 0.966
(Gl: N=43; GlI: N=53) ! ’ ! ! !
N Gl N=53) 8,28 +3,43 8,74 + 4,83 0,619
o N Ny 1,16 + 0,57 1,01 +0,19 0,182
oL Bl N=66) 203 + 49,4 201 + 37,8 0,967
O N I N=66) 48,9 + 13,8 52,2 +137 0,125
%t?\legg;g/Gdﬁ)sts) 129 + 38,2 127 + 33,4 0,870
N0 B nee) 199 + 97,5 176 + 110 0,088
(O1 Noa Bl n=d6) 3,93 +2,85 3,85 + 5,87 0,347
) 2,92 +0,76 2,58 + 0,72 0,010
Homocisteina (LmoliL) 11,0 + 4,90 9,26 + 4,62 0,022

(Gl: N=64; GlI: N=66)

Os resultados estao expressos em média + desvio-padrdo. Grupo | — DMT2 com angiopatia; Grupo
I — DMT2 sem angiopatia; HbAlc, hemoglobina glicada; VGM, volume globular médio; HGM,
hemoglobina globular média; CHGM, concentracao de hemoglobina globular média; CT, colesterol total;
C-HDL, colesterol das lipoproteinas de alta densidade plasmatica; C-LDL, colesterol das lipoproteinas
de baixa densidade plasmatica; PCR, proteina C-reativa; N, nimero de individuos analisados.
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Resultados

4.4. Comparacao entre a distribuicdo dos gendétipos da IL-6, TNF-a, RAGE e HMOX-1 da populacédo estudada e as

populagbes europeia, espanhola e italiana

Recorreu-se ao teste qui-quadrado de Pearson para identificar possiveis associacfes entre a distribuicdo genotipica dos
polimorfismos estudados neste trabalho e as popula¢gdes europeia, espanhola e italiana (Tabela 9).

Tabela 9. Comparacéo das frequéncias genotipicas entre a populacédo estudada e as populagdes europeia, espanhola e italiana.

a - Distribuicdo b - Distribuicdo c - Distribuicdo  d - Distribuicdo

Polimorfismos  Genotipos na populacao na populacao na populagao na populagao p* (a-b) p*(a-c) p*(a-d)
em estudo (%) europeia (%) espanhola (%) italiana (%)
GG 37 (40,2) 181 (36,0) 44 (41,1) 45 (42,1)
|L-g-0174 GC 46 (50,0 226 (44,9) 51 (47,7) 48 (44,9) 0195 0951 0,704
cc 9 (9,80) 96 (19,1) 12 (11,2) 14 (13,1)
GG 61 (84.7) 441 (87,7) 96 (89,7) 91 (85,0)
TNF(';‘A'Z?’S GA 11 (15,3) 60 (11,9) 11 (10,3) 14 (13,1) 0813 0541 0,831
AA 0 (0,00) 2 (0,40) 0 (0,00) 2 (1,90)
T 3(6,70) 29 (5,80) 5 (4,70) 9 (8,40)
RAGE 374 TA 17 (37,8) 193 (38,4) 45 (42,1) 47 (43,9) 0,958 0,752 0,612
AA 25 (55,5) 281 (55,9) 57 (53,3) 51 (47,7)
T 14 (24.6) 94 (18,7) 16 (15,0) 17 (15,9)
H'\"Oﬁ"m TA 24 (42,1) 255 (50,7) 59 (55,1) 53 (49,5) 0,400 0111 0,276
AA 19 (33,3) 154 (30,6) 32 (29,9) 37 (34,6)

Os resultados estdo expressos como numero de individuos e percentagem. IL-6, interleucina-6; TNF-a, fator de necrose tumoral alfa;
RAGE, recetor para produtos finais de glicagdo avancada; HMOX-1, Heme oxigenase-1.
* Teste qui-quadrado de Pearson.
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Resultados

Nado se verificaram-se diferencas estatisticamente significativas entre a

populacéo estudada e as populacdes europeia, espanhola e italiana.

4.5. Associacdo das variantes genéticas polimérficas com os

grupos estudados

Recorreu-se aos testes de independéncia do qui-quadrado de Pearson para
identificar possiveis associacdes entre os polimorfismos genéticos e 0s grupos
estudados, ndo tendo havido resultados estatisticamente significativos. Em
relacéo a IL-6, observa-se em ambos o0s grupos, maior prevaléncia do genotipo
GC (GI:51,1% vs. GllI: 48,9%). Relativamente ao TNF-a, existe maior predominio
do gendtipo homozigético GG (Gl: 85,7% vs. GllI: 83,8%). Observou-se maior
prevaléncia do genoétipo AA do polimorfismo RAGE (Gl: 56,5% vs. Gll: 54,5%).
E por ultimo, em relacdo a HMOX-1 houve maior predominio do genotipo
heterozigdtico TA (Gl: 48,3% vs. Gll: 35,7%), sendo que no grupo Il se observou

igual prevaléncia do genétipo TAe TT.

Tabela 10. Associacdo dos polimorfismos genéticos com os grupos estudados.

Grupo | Grupo I
Polimorfismos Genotipos (N total=75) (N total=73) )
N % N %

GG 17 36,2 20 44,4

IL-6-174 GC

(GI: N=47; GlI: N=45) GC 24 511 22 48,9 0,525
CcC 6 12,7 3 6,70
GG 30 85,7 31 83,8

TNF-a-238 GA

(Gl: N=35; GlI: N=37) GA 5 14,3 6 16,2 1,000
AA 0 0,00 0 0,00
TT 1 4,40 2 9,10

RAGE -374 TA

(Gl: N=23; GlI: N=22) TA 9 391 8 36,4 0,815
AA 13 56,5 12 54,5
TT 4 13,8 10 35,7

HMOX-1-413 TA

(GI: N=29; GlI: N=28) TA 14 48,3 10 35,7 0,158
AA 11 37,9 8 28,6

Os resultados estdo expressos como numero de individuos e percentagem. Grupo | — DMT2 com angiopatia; Grupo Il —
DMT2 sem angiopatia; IL-6, interleucina-6; TNF-a, fator de necrose tumoral alfa; RAGE, recetor para produtos finais de glicagéo
avancada; HMOX-1, Heme oxigenase-1; N, nimero de individuos analisados.
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4.6. Frequéncia e distribuicdo dos modelos genéticos para os quatro

polimorfismos genéticos nos grupos estudados

Recorreu-se aos testes de independéncia do qui-quadrado de Pearson e de
Fisher para identificar possiveis associacdes entre a frequéncia e distribuicao
dos quatro polimorfismos genéticos e os grupos com DMT2 e angiopatia e sem

angiopatia (Tabela 11).

Tabela 11. Frequéncia e distribuicdo dos modelos genéticos dos 4 polimorfismos avaliados na amostra.

Grupo | Grupo I
Polimorfismo p*
N % N %
GG+GC 41 87,2 42 93,3
0,486
CcC 6 12,8 3 6,7
GC+CC 30 63,8 25 55,6
IL-6 -174 GC 0,524
GG 17 36,2 20 44,4
GG+CC 23 48,9 23 51,1
1,000
GC 24 51,1 22 48,9
GG+GA ---
AA -
GA+AA 5 14,3 6 16,2
TNF-a-238 GA 1,000
GG 30 85,7 31 83,8
GG+AA 30 85,7 31 83,8
1,000
GA 5 14,3 6 16,2
AA+TA 22 95,7 20 90,9
0,608
TT 1 4,3 2 9,1
TT+TA 10 43,5 10 45,5
RAGE -374 TA 1,000
AA 13 56,5 12 54,5
TT+AA 14 60,9 14 63,6
1,000
TA 9 39,1 8 36,4
AA+TA 25 86,2 18 64,3
0,070
TT 4 13,8 10 35,7
TT+TA 18 62,1 20 71,4
HMOX-1-413 TA 0,576
AA 11 37,9 8 28,6
TT+AA 15 51,7 18 64,3
0,424
TA 14 48,3 10 35,7
Os resultados estdo expressos como numero de individuos e percentagem. Grupo | — DMT2 com
angiopatia; Grupo Il — DMT2 sem angiopatia; IL-6, interleucina-6; TNF-a, fator de necrose tumoral alfa;

RAGE, recetor para produtos finais de glicagdo avangada; HMOX-1, Heme oxigenase-1; N, nimero de
individuos analisados. *Teste de Fisher.
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N&o se verificaram diferencas estatisticamente significativas entre os dois grupos
estudados, no entanto, é possivel observar que, no modelo genético AA+TA vs
TT do polimorfismo -413 TA da HMOX-1 existe uma tendéncia para ser

estatisticamente significativo (p=0,070).

4.7. Associacdo dos parametros bioquimicos e celulares com as

variantes genéticas polimorficas

Para cada um dos polimorfismos, agruparam-se os genétipos consoante
0s modelos dominante e recessivo e sao apresentados apenas os resultados
estatisticamente significativos ou com tendéncia para serem estatisticamente

significativos.

4.7.1. Associacdo dos parametros bioquimicos e celulares com o
polimorfismo IL-6 -174 GC

Recorreu-se ao teste t-student para identificar possiveis associagdes entre 0s
parametros bioquimicos e celulares e os diferentes modelos genéticos (Tabelas
12, 13, 14).

Tabela 12. Associacdo do alelo G do polimorfismo -174 GC da IL-6 com os parametros bioguimicos.

IL-6

A OR
CcC *
Parametros GG+GC p [1C 95%)] p

N Média DP N Média DP

0,465
HGM 45 29,2 1,40 8 30,5 1,01 0,015 [0,245-0,883] 0,019
CHGM 45 33,9 1,12 8 34,7 1,09 0,062 - e

Os resultados estdo expressos em numero de individuos, média e desvio-padrdo. VGM, volume globular médio; HGM, hemoglobina
globular média; CHGM, concentracao de hemoglobina globular média; N, numero de individuos analisados; DP, desvio-padrao; p* - ajustado
para duragcdo de diabetes.

e HGM: os individuos com os genétipos GG+CC apresentam valores mais
baixos de HGM em comparac¢do com os individuos com o gen6tipo CC. Para
os individuos portadores do alelo G, em relacdo a este parametro, parece ser

um fator de protecéo independentemente dos anos de duracéo de diabetes.
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Resultados

Contudo, é possivel observar que o parametro concentracdo de hemoglobina

globular média apresenta uma tendéncia para ser estatisticamente significativo.

Tabela 13. Associagdo do alelo C do polimorfismo -174 GC da IL-6 com os parametros bioquimicos.

IL-6
A OR
Parametros GC+CC GG P [IC 95%] b
N  Média  DP N  Média  DP
Racio 31 7,74 2,43 22 943 338 0,038 1,242 0,050

Mondcitos/C-HDL [1,000-1,544]

Os resultados estdo expressos em numero de individuos, média e desvio-padrdo. C-HDL, colesterol das lipoproteinas de alta
densidade plasmatica; N, nimero de individuos analisados; DP, desvio-padrdo; p* - ajustado para duracdo de diabetes.

e Racio mondcitos/C-HDL: os individuos homozigoticos para o genétipo GG
apresentam valores mais elevados comparativamente com os individuos com
0s gendtipos GC+CC. Para os individuos portadores do gendtipo
homozig6tico GG, em relacdo a este parametro, parece ser um fator de risco
independentemente dos anos de duracao de diabetes.

Tabela 14. Associagcdo do gendtipo GC do polimorfismo -174 GC da IL-6 com os parametros bioguimicos.

IL-6
A OR *
Parametros GG+CC GC p [1C 95%] p
N Média DP N Média DP
HGM 30 29,8 1,45 23 28,8 1,22 0,015 0,561 0,020
' ' ’ ' ' [0,345-0,915] '
Récio 0,759
Monécitos/C-HDL 30 9,22 3,17 23 7,41 2,33 0,026 [0,593-0,971] 0,028
Malondialdeido 46 2,85 0,80 46 2,53 0,76 0,049 0,554 0,038

[0,316-0,969]

Os resultados estéo expressos em numero de individuos, média e desvio-padrdo. HGM, hemoglobina globular média; C-HDL, colesterol
das lipoproteinas de alta densidade plasmatica; N, nimero de individuos analisados; DP, desvio-padrdo; p* - ajustado para duragdo de
diabetes.
e HGM: os individuos com os gendtipos GG+CC apresentam valores mais
elevados relativamente aos individuos com o genoétipo GC. Para os individuos
portadores do genétipo GC, em relagédo a este parametro, parece ser um fator
de protecao independentemente dos anos de duracdo de diabetes.
e Racio mondcitos/C-HDL: os individuos com os genotipos GG+CC

apresentam valores mais elevados comparando com os individuos com o
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genotipo GC. Para os individuos portadores do genétipo GC, em relagéo a
este parametro, parece ser um fator de protecdo independentemente dos
anos de duracao da diabetes.

e Malondialdeido: os individuos com os genétipos GG+CC apresentam
valores mais elevados comparativamente com os individuos com o genétipo
GC. Para os individuos portadores do gendtipo GC, em relagdo a este
parametro, parece ser um fator de protecao independentemente dos anos de

duracéo de diabetes.

4.7.2. Associacado dos parametros bioquimicos e celulares com o
polimorfismo RAGE -374 TA

Recorreu-se ao teste t-student para identificar possiveis associacfes entre 0s
parametros bioquimicos e os diferentes modelos genéticos (Tabelas 15, 16, 17).

Tabela 15. Associacao do alelo A do polimorfismo -374 TA do RAGE com os parametros bioquimicos.

RAGE
Parametros AA+TA TT p
N Média DP N Média DP
Linfécitos 29 2219 493 3 1626 247 0,051

Os resultados estdo expressos em nimero de individuos, média e desvio-padrdo. N, nimero de individuos analisados;
DP, desvio-padrao.

Nao se verificaram-se diferencas estatisticamente significativas, contudo, é

possivel observar que o parametro linfécitos apresenta uma tendéncia para ser

estatisticamente significativo.
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Tabela 16. Associacdo do alelo T do polimorfismo -374 TA do RAGE com os pardmetros bioguimicos.

RAGE
A OR
AA
Parametros TT+TA p [IC 95%] p*
N Média DP N Média DP
Creatinina 16 1,15 0,28 17 0,98 0,20 0,068 W - e
L 0,827
Homocisteina 20 10,9 4,24 25 8,52 2,91 0,039 [0,686-0,998] 0,048

Os resultados estdo expressos em numero de individuos, média e desvio-padréao. N, numero de individuos analisados; DP, desvio-
padrdo; p* - ajustado para duragao de diabetes.

e Homocisteina: os individuos com os genétipos TT+TA apresentam valores
mais elevados comparativamente com os individuos com o genétipo AA. Para
os individuos portadores do gendtipo AA, em relacdo a este parametro,
parece ser um fator de protecéo independentemente dos anos de duracéo de

diabetes.
No entanto, é possivel observar que o parametro creatinina apresenta uma

tendéncia para ser estatisticamente significativo.

Tabela 17. Associacdo do gendtipo TA do polimorfismo -374 TA do RAGE com os parametros bioquimicos.
RAGE

A OR p*
TA
Parametros TT+AA p [IC 95%]
N Média DP N Média DP
Réacio
Mondcitos/Linfécitos 19 0,22 0,08 13 0,18 0,04 0,069  —eem e
C-Total 28 191 35,2 16 214 44,3 0,069 - -
iotaf 1,195
Homocisteina 28 8,71 3,17 17 11,0 4,19 0,041 [1,002-1,431] 0,054

Os resultados estdo expressos em numero de individuos, média e desvio-padrdo. N, nimero de individuos analisados; DP, desvio-
padrdo; p* - ajustado para duracéo de diabetes.

e Homocisteina: os individuos com os genoétipos TT+AA apresentam valores
mais baixos relativamente aos individuos com o genétipo TA. Para os
individuos portadores do gendtipo TA, em relagdo a este parametro, parece

ser um fator de risco independentemente dos anos de duracéo de diabetes.

Contudo, os parametros racio mondcitos/linfocitos e colesterol total apresentam

uma tendéncia para serem estatisticamente significativos.
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4.7.3. Associacdo dos parametros bioquimicos e celulares com o
polimorfismo HMOX-1 -413 TA

Recorreu-se ao teste t-student para identificar possiveis associagdes entre 0s

parametros bioquimicos e os diferentes modelos genéticos (Tabelas 18, 19).

Tabela 18. Associacdo do alelo A do polimorfismo -413 TA da HMOX-1 com os pardmetros bioquimicos.

HMOX-1
A OR .
Parametros AA+TA TT p [1C 95%] p
N Média DP N Média DP
Monécitos 25 360 63,3 8 470 114 0,030 0,984 0,017
’ ’ [0,972-0,997] ’
Racio Monocitos/ g 018 0,06 8 0,22 0,02 0,055 e e
Linfocitos
Racio 0,649
Monécitos/C-HDL 25 7,30 1,73 8 9,16 3,13 0,039 [0,419-0,985] 0,053

Os resultados estao expressos em numero de individuos, média e desvio-padrdo. HbAlc, hemoglobina glicada; C-HDL, colesterol das
lipoproteinas de alta densidade plasmatica; N, nimero de individuos analisados; DP, desvio-padrdo; p* - ajustado para duracdo de diabetes.

e Mondcitos: os individuos homozigéticos para o alelo T apresentam valores
mais elevados em relacdo aos individuos com os genotipos AA+TA. Para os
individuos portadores do alelo A, em relagdo a este parametro, parece ser
um fator de protecéo independentemente dos anos de duragéo de diabetes.

e Racio monocitos/C-HDL: os individuos homozigoticos para o alelo T
apresentam valores mais elevados comparativamente aos individuos com os
gendtipos AA+TA. Para os individuos portadores do alelo A, em relacdo a
este parametro, parece ser um fator de protecédo independentemente dos

anos de duracao de diabetes.

Todavia, o parametro racio monacitos/linfécitos apresenta uma tendéncia para

ser estatisticamente significativo.
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Tabela 19. Associacao do gen6tipo TA do polimorfismo -413 TA da HMOX-1 com os parametros bioquimicos.

HMOX-1
Parametros AA+TT TA p
N Média DP N Média DP
Creatinina 20 1,14 0,31 16 0,98 0,15 0,054

Os resultados estdo expressos em numero de individuos, média e desvio-padrdo. N, nimero de individuos analisados;
DP, desvio-padrao.

Nao se verificaram-se diferencas estatisticamente significativas, contudo, é

possivel observar que o parametro creatinina apresenta uma tendéncia para ser

estatisticamente significativo.
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4.8. Associacdo dos parametros bioquimicos e celulares com as variantes genéticas polimérficas e os grupos

estudados

Para cada um dos polimorfismos, agruparam-se 0s genétipos consoante os modelos dominante e recessivo para o grupo | e
grupo Il. S&o apresentados apenas 0s resultados estatisticamente significativos ou com tendéncia para serem estatisticamente

significativos.
4.8.1. Associacdo do polimorfismo-174 GC da IL-6 com os par@metros bioquimicos e celulares e os grupos estudados

Recorreu-se ao teste t-student para identificar possiveis associagfes entre os parametros bioquimicos e os diferentes modelos
genéticos (Tabelas 20, 21, 22).

Tabela 20. Associacdo do alelo G do polimorfismo -174 GC da IL-6 com o0s pardmetros bioquimicos e os grupos estudados.

Grupo | Grupo |l

Parametros GG+GC cC p “C%F;%] p* GG+GC € P [|C%F;%] P
N__ Média___DP N__Média__DP N__ Média DP N__ Média DP
Glicémia 1,009
oheeme 16 194 765 2 125 488 0237 - e 17 192 598 2 161 141 0049 [0981- 0,542
1,037]
VGM 17 846 328 5 87,7 134 0058 - e 28 872 4,02 3 884 133 0619 - -
0,280
HGM 17 289 1,26 5 30,7 119 0009 [0,079- 0,049 28 294 147 3 301 061 0403 - e
0,993]
1,015
cT 37 199 465 6 171 21,4 0155 - e 41 198 343 3 182 315 0007 [0,978 0,420
1,054]

Osresultados estdo expressos em numero de individuos, média e desvio-padrdo. Grupo |- DMT2 com angiopatia; Grupo Il — DMT2 sem angiopatia; VGM, volume globular médio; HGM, hemoglobina
globular média; CT, colesterol total; N, nimero de individuos analisados; DP, desvio-padrdo; p* - ajustado para duragéo de diabetes.
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No grupo |, observou-se uma diferenca estatisticamente significativa para o parametro HGM. Contudo, o parametro VGM apresenta

uma tendéncia para ser estatisticamente significativo.

e HGM: os individuos homozigéticos para o alelo C apresentam valores mais elevados relativamente aos individuos com os
gendtipos GG+GC. Para os individuos do grupo | portadores do alelo G, em relacdo a este parametro, parece ser um fator de
protecdo para a evolucdo da doenca angiopética nestes individuos que ja a tém, independentemente dos anos de duracéo de

diabetes.

No grupo I, verificou-se a existéncia de diferencas estatisticamente significativas para os parametros: glicémia ocasional e colesterol

total, sendo que no grupo | ndo se verificaram diferengas estatisticamente significativas nestes parametros.

e Glicémia ocasional: os individuos com os genétipos GG+GC apresentam valores mais elevados comparativamente aos
individuos com o gendtipo CC. Para os individuos do grupo Il portadores do alelo G, em relacéo a este parametro, parece ser um
fator de risco para doenca angiopatica, independentemente dos anos de duracdo de diabetes.

e CT: os individuos com os gendtipos GG+GC apresentam valores mais elevados em comparacdo com os individuos com o
gendtipo CC. Para os individuos do grupo |l portadores do alelo G, em relagdo a este parametro, parece ser um fator de risco
para doenca angiopatica, independentemente dos anos de duracao de diabetes.
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Tabela 21. Associacdo do alelo C do polimorfismo -174 GC da IL-6 com os parametros bioquimicos e os grupos estudados.

Grupo | Grupo Il
Parametros GC+CC GG p GC+CC GG p

N Média DP N Média DP N Média DP N Média DP

HbAlc 29 8,84 1,47 16 801 125 0,065 25 8,29 1,53 19 843 1,18 0,746

Osresultados estdo expressos em numero de individuos, média e desvio-padrédo. Grupo |- DMT2 com angiopatia; Grupo Il - DMT2
sem angiopatia; HbAlc, hemoglobina glicada; N, nUmero de individuos analisados; DP, desvio-padrao.

Em ambos os grupos ndo se observaram diferencas estatisticamente significativas, contudo, no grupo | € possivel verificar que o
parametro hemoglobina glicada apresenta uma tendéncia para ser estatisticamente significativo, ndo se observando o mesmo para

0 grupo II.
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Tabela 22. Associagdo do genétipo GC do polimorfismo -174 GC da IL-6 com os parametros bioguimicos e os grupos estudados.

Grupo | Grupo |l
Paramet GG+CC GC OR . GG+CC GC OR *
arametros P [IC 95%] P P ncosw P
N  Média DP N  Média DP N Média DP N Média  DP
0,715
VGM 14 86,4 2,30 8 83,4 3,80 0,032 [0,503- 0,062 16 87,9 4,24 15 86,7 3,42 0,394
1,017]
0,340
HGM 14 29,9 1,34 8 28,4 1,14 0,015 [0,125- 0,035 16 29,7 1,57 15 29,1 1,21 0,227 - emeee
0,928]
2,385
Leucdcitos 14 7,42 1,75 8 9,85 1,91 0,007 [1,081- 0,031 16 7,10 1,19 15 7,39 211 0634 W - -
5,262]
Récio 0,553
Monécitos/ 14 9,41 3,91 8 5,90 1,78 0,027 [0,315- 0,039 16 9,06 2,48 15 8,22 223 0329 @ ceeem e
C-HDL 0,971]
Malondialdei 0,315
do 23 2,91 0,84 24 2,74 085 0488 @ - - 23 2,79 0,77 22 2,30 0,57 0,019 [0,111- 0,029
0,891]
Os resultados estdo expressos em numero de individuos, média e desvio-padrédo. Grupo | — DMT2 com angiopatia; Grupo || — DMT2 sem angiopatia; VGM, volume globular médio; HGM,

hemoglobina globular média; C-HDL, colesterol das lipoproteinas de alta densidade plasmatica; N, nUmero de individuos analisados; DP, desvio-padrédo; p* - ajustado para duragdo de diabetes.

No grupo |, observaram-se diferengas estatisticamente significativas para os parametros: VGM, HGM, leucdcitos e racio mondcitos/C-

HDL, ndo se observando diferencas estatisticamente significativas nestes parametros no grupo |II.

e VGM: os individuos com os genoétipos GG+CC apresentam valores mais elevados relativamente aos individuos com o genotipo
GC. Para os individuos do grupo | portadores do gendtipo GC, em relacdo a este parametro, parece ser um fator de protecao

para a evolugcdo da doenca angiopética nestes individuos que ja a tém, independentemente dos anos de duracdo de diabetes.
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e HGM: os individuos com os genotipos GG+CC apresentam valores mais elevados em relagédo aos individuos com o genotipo GC.
Para os individuos do grupo | portadores do genoétipo GC, em relacdo a este parametro, parece ser um fator de protegéo para a
evolucdo da doenca angiopatica nestes individuos que ja a tém, independentemente dos anos de duracéo de diabetes.

e Leucodcitos: os individuos com os gendtipos GG+CC apresentam valores mais baixos comparativamente aos individuos com o
gendtipo GC. Para os individuos do grupo | portadores do genétipo GC, em relacdo a este parametro, parece ser um fator de
risco para a evolucdo da doencga angiopatica nestes individuos que ja a tém, independentemente dos anos de duragédo de
diabetes.

e Racio mondcitos/C-HDL: os individuos com os gendtipos GG+CC apresentam valores mais elevados relativamente aos
individuos com o gendétipo GC. Para os individuos do grupo | portadores do gendtipo GC, em relacéo a este parametro, parece
ser um fator de protecéo para a evolucao da doenca angiopatica nestes individuos que ja a tém, independentemente dos anos

de duracgao de diabetes.

No grupo II, o parametro malondialdeido demonstrou ser estatisticamente significativo, o que n&o se verificou no grupo I.

e Malondialdeido: os individuos com os genotipos GG+CC apresentam valores mais elevados em relagdo aos individuos com o
genotipo GC. Para os individuos do grupo Il portadores do gendtipo GC, em relacdo a este parametro, parece ser um fator de

protecdo para doenca angiopatica, dependente dos anos de duracao de diabetes.
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4.8.2. Associacdo do polimorfismo -238 GA do TNF-a com os parametros bioquimicos e celulares e os grupos

estudados

Recorreu-se ao teste t-student para identificar possiveis associagfes entre os parametros bioquimicos e os diferentes modelos

genéticos (Tabelas 23, 24).

Tabela 23. Associa¢do do alelo A do polimorfismo -238 GA do TNF-a com os parametros bioquimicos e os grupos estudados.

Grupo | OR Grupo Il OR
3 + GG * GA+AA *
Parametros Gfx .AA = p [IC 95%] P — GG p [1C 95%] P
N  Média DP N Média DP N Média DP N Média DP
391,6
Eritrécitos 5 4,63 0,74 25 4,52 0,61 0,714 - - 5 4,22 0,36 28 4,71 0,46 0,032 [2,422- 0,021
63339]
PCR 2 9,69 1,83 11 4,17 2,38 0,011 NA NA 3 1,50 0,84 19 4,22 388 0249 W - -eee-
Os resultados estdo expressos em numero de individuos, média e desvio-padrdo. Grupo | — DMT2 com angiopatia; Grupo Il — DMT2 sem angiopatia; PCR, proteina C-reativa; N, nimero de

individuos analisados; DP, desvio-padrdo; p* - ajustado para duragéo de diabetes; NA —néo aplicavel.

No grupo |, observou-se uma diferenca estatisticamente significativa para o parametro PCR, ndo se observando diferencas

estatisticamente significativas neste parametro no grupo Il.

e PCR: os individuos com os genotipos GA+AA apresentam valores mais elevados em relacéo aos individuos com o gendétipo GG.
N&o foi possivel obter os valores de odd ratio e valor de p ajustado para a duracédo da diabetes mellitus, provavelmente devido

ao tamanho reduzido da amostra.

77



Resultados

No grupo I, verificou-se a existéncia de uma diferenca estatisticamente significativa para o parametro eritrocitos, sendo que no grupo

| ndo se verificou nenhuma diferenca estatisticamente significativa neste parametro.

e Eritrécitos: os individuos homozigoéticos para o alelo G apresentam valores mais elevados comparativamente com os individuos

com os genotipos GA+AA. Para os individuos do grupo Il portadores do genétipo GG, em relacdo a este parametro, parece ser

um fator de risco para doenca angiopatica, independentemente dos anos de duracdo de diabetes.

Tabela 24. Associacdo do gendtipo GA do polimorfismo -238 GA do TNF-a com os parametros bioquimicos e os grupos estudados.

Grupo | Grupo |l
Parametros GG+AA GA p OR p* GG+AA GA p OR p*
— — [1C 95%] — — [1C 95%]
N Meédia DP N Média DP N Meédia DP N Meédia DP
0,003
Eritrécitos 25 4,52 0,61 5 4,63 0,74 0,714 - - 28 4,71 0,46 5 4,22 0,36 0,032 [0,000- 0,021
0,413]
PCR 11 4,17 2,38 2 9,69 1,83 0,011 NA NA 19 4,22 3,88 3 1,50 0,84 0,249 - e
Os resultados estdo expressos em numero de individuos, média e desvio-padrdo. Grupo | — DMT2 com angiopatia; Grupo Il — DMT2 sem angiopatia; PCR, proteina C-reativa; N, nimero de

individuos analisados; DP, desvio-padrdo; p* - ajustado para duracéo de diabetes; NA — néo aplicavel.

No grupo |, observou-se uma diferenga estatisticamente significativa para o parametro PCR, ndo se observando diferencas

estatisticamente significativas neste parametro para o grupo II.

e PCR: os individuos com o genétipo GA apresentam valores mais elevados em relacéo aos individuos com os genétipos GG+AA.

N&o foi possivel obter os valores de odd ratio e valor de p ajustado para a duracédo da diabetes mellitus, provavelmente devido

ao tamanho reduzido da amostra.
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e No grupo Il, verificou-se a existéncia de uma diferenca estatisticamente significativa para o parametro eritrécitos, sendo que no
grupo | ndo se verificou nenhuma diferenca estatisticamente significativa neste parametro.

e FEritrécitos: os individuos com os genoétipos GG+AA apresentam valores mais elevados comparativamente com os individuos
com o gendtipo GA. Para os individuos do grupo Il portadores do genétipo GA, em relacdo a este parametro, parece ser um fator
de protecao para doenca angiopatica, independentemente dos anos de duracao de diabetes.

4.8.3. Associacdo do polimorfismo -374 TA do RAGE com os parametros bioquimicos e celulares e os grupos

estudados

Recorreu-se ao teste t-student para identificar possiveis associacfes entre os parametros bioquimicos e os diferentes modelos

genéticos (Tabelas 25, 26).

Tabela 25. Associacdo do alelo T do polimorfismo -374 TA do RAGE com os pardmetros bioguimicos e os grupos estudados.

Grupo | Grupo |l
Paréametros TT+TA AA p OR p* TT+TA AA 0 OR p*
[IC 95%)] [IC 95%)]
N Média DP N Média  DP N Média DP N Média  DP
1,023
Mondcitos 7 344 64,3 6 454 75,6 0,016 [1,000- 0,064 9 466 124 10 421 84,1 0361 @ - -
1,049]
Réacio 4,017E+19
Mondcitos/ 7 0,17 0,04 6 0,23 0,05 0,029 [0,000- 0,112 9 0,22 0,10 10 0,19 006 0429 ----- -
Linfécitos 6,516E+43]
Récio
Monocitos/ 7 6,41 1,75 6 9,33 328 0,065 @ - e 9 9,65 2,04 10 8,02 206 0102 - -
C-HDL
Homocisteina 10 11,6 4,11 13 8,34 384 0,067 ----- - 10 10,3 4,50 12 8,72 153 0271 - -
Os resultados estdo expressos em numero de individuos, média e desvio-padrdo. Grupo | — DMT2 com angiopatia; Grupo Il — DMT2 sem angiopatia; C-HDL, colesterol das lipoproteinas de alta

densidade plasmatica; N, nimero de individuos analisados; DP, desvio-padrédo; p* - ajustado para duracdo de diabetes.
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No grupo |, observaram-se diferengas estatisticamente significativas para os parametros: monadcitos e racio mondcitos/linfécitos, no
entanto, os parametros racio monécitos/C-HDL e homocisteina apresentam uma tendéncia para serem estatisticamente

significativos.

e Mondcitos: os individuos homozigoticos para o alelo A apresentam valores superiores aos individuos com os genaotipos TT+TA.
Para os individuos do grupo | portadores do gendtipo AA, em relacdo a este parametro, parece ser um fator de risco para a
evolucdo da doenga angiopatica nestes individuos que ja a tém, independentemente dos anos de duracéo de diabetes.

e Ra&cio mondcitos/linfdcitos: os individuos homozigoticos para o alelo A apresentam valores superiores aos individuos com os
gendtipos TT+TA. Para os individuos do grupo | portadores do genoétipo AA, em relacdo a este parametro, parece ser um fator
de risco para a evolucdo da doenca angiopatica nestes individuos que ja a tém, independentemente dos anos de duracao de

diabetes.

No grupo II, ndo se observaram diferencas estatisticamente significativas nos parametros analisados para os dois grupos.
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Tabela 26. Associagdo do gendtipo TA do polimorfismo -374 TA do RAGE com os parametros bioguimicos e os grupos estudados.

Grupo | Grupo Il
Parametros TT+AA TA p [IC%IEO/] p* TT+AA TA p OR p*
0
N  Média DP N  Média DP N Média  DP N Média DP [IC 95%)]

HGM 7 29,8 1,64 6 28,7 1,23 0,194 - - 12 28,7 1,20 7 30,1 190 0,051 W - e

.- 0,973
Monocitos 7 443 74,9 6 339 68,6 0,024 [0,946-0,999] 0,055 12 435 98,6 7 454 121 0,718  -----  ame--

Racio Mondcitos/

Linfécitos 7 0,23 0,04 6 0,16 0,03 0,006 NA NA 12 0,22 0,09 7 0,19 0,05 0,539 —meem eeee-

Racio Mondcitos/ 0,469
C-HDL 7 9,25 3,00 6 6,01 1,54 0,037 [0,195-0,988] 0,092 12 8,40 2,07 7 9,47 229 0305 - e
Triglicéridos 14 206 88,6 8 160 55,0 0,198 - - 14 148 79,3 8 227 101 0,055 == —eee-

Os resultados estdo expressos em nimero de individuos, média e desvio-padrdo. Grupo | — DMT2 com angiopatia; Grupo Il — DMT2 sem angiopatia; HGM, hemoglobina globular média; C-HDL,
colesterol das lipoproteinas de alta densidade plasmatica; N, nimero de individuos analisados; DP, desvio-padrédo; p* - ajustado para duragdo de diabetes; NA — néo aplicavel.

No grupo |, observaram-se diferencas estatisticamente significativas para os parametros: mondcitos, racio mondcitos/linfécitos e

racio mondcitos/C-HDL, ndo se observando diferencas estatisticamente significativas nestes parametros no grupo II.

e Mondcitos: os individuos com os gendtipos TT+AA apresentam valores mais elevados em relagédo aos individuos com o genotipo
TA. Para os individuos do grupo | portadores do gendétipo TA, em relacdo a este parametro, parece ser um fator de protecao para
a evolucdo da doenca angiopatica nestes individuos que ja a tém, independentemente dos anos de duracéo de diabetes.

e Racio mondcitos/linfocitos: os individuos com os gendtipos TT+AA apresentam valores mais elevados relativamente aos
individuos com o genotipo TA. Nao foi possivel obter os valores de odd ratio e valor de p ajustado para a duracdo da diabetes

mellitus, provavelmente devido ao tamanho reduzido da amostra.
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e R&cio monocitos/C-HDL: os individuos com os genoétipos TT+AA apresentam valores mais elevados em compara¢cdo com os
individuos com o gendétipo TA. Para os individuos do grupo | portadores do genétipo TA, em relagdo a este parametro, parece
ser um fator de protecéo para a evolugdo da doencga angiopética nestes individuos que ja a tém, independentemente dos anos

de duracéo de diabetes.

No grupo II, ndo se observaram diferencas estatisticamente significativas nos parametros analisados para os dois grupos, contudo,

os parametros HGM e triglicéridos apresentam uma tendéncia para serem estatisticamente significativos.

4.8.4. Associacdo do polimorfismo -413 TA da HMOX-1 com os parametros bioquimicos e celulares e os grupos

estudados

Recorreu-se ao teste t-student para identificar possiveis associacfes entre os parametros bioquimicos e os diferentes modelos

genéticos (Tabelas 27, 28).

Tabela 27. Associagdo do alelo T do polimorfismo -413 TA da HMOX-1 com os parametros bioquimicos e os grupos estudados.

Grupo | Grupo |l
Parametros TT+TA AA p OR p* TT+TA AA p OR p*
- - [1C 95%)] - - [1C 95%]
N  Média DP N  Média DP N Média DP N Média DP
Monécitos 9 378 92,6 6 372 351 0,852  emeem e 13 423 104 5 325 64,7 0,070 ----- e
Ré&cio 0,000
Mondcitos/ 9 0,18 0,06 6 0,22 0,05 0,207  —eee= meeee 13 0,20 0,04 5 0,13 0,05 0,008 [0,000- 0,038
Linfécitos 0,083]
491,4
Creatinina 9 0,94 0,14 7 1,32 0,36 0,030 [1,191- 0,044 15 1,07 0,21 5 0,92 0,14 0,151 = ----- eee-
202669]

Os resultados estdo expressos em numero de individuos, média e desvio-padrao. Grupo | — DMT2 com angiopatia; Grupo Il — DMT2 sem angiopatia; N, nimero de individuos analisados; DP,
desvio-padrado; p* - ajustado para duragdo de diabetes.
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No grupo I, observou-se uma diferenca estatisticamente significativa para o parametro creatinina, ndo se observando diferencas

estatisticamente significativas neste parametro para o grupo II.

e Creatinina: os individuos homozigoticos para o alelo A apresentam valores mais elevados em relacdo aos individuos com os
gendtipos TT+TA. Para os individuos do grupo | portadores do genétipo AA, em relacdo a este parametro, parece ser um fator
de risco para a evolugédo da doenca angiopatica nestes individuos que ja a tém, dependente dos anos de duracdo de diabetes.

No grupo Il, verificou-se uma diferenca estatisticamente significativa para o parametro racio mondcitos/linfécitos, contudo, o

parametro mondcitos apresenta uma tendéncia para ser estatisticamente significativo.

e R&cio mondcitos/linfécitos: os individuos com os gendtipos TT+TA apresentam valores mais elevados relativamente aos
individuos com o genotipo AA. Para os individuos do grupo Il portadores do genétipo AA, em relacao a este parametro, parece
ser um fator de protecao para doenca angiopatica, independentemente dos anos de duracao de diabetes.
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Tabela 28. Associacdo do genétipo TA do polimorfismo -413 TA da HMOX-1 com os parametros bioquimicos e os grupos estudados.

Grupo | Grupo I
A OR OR
TT+AA TA * TT+AA TA *
Parametros p [IC 95%] p p [IC 95%] p
N Média DP N Média DP N Média DP N Média DP
VGM 7 86,4 2,11 8 833 333 005 @ —eem e 12 86,6 3,30 6 86,9 432 0900 - e
Creatinina 8 1,28 0,35 8 0,94 0,15 0,030 0,004 0,067 12 1,04 0,25 8 1,02 0,14 0862 - -
, , , : , [0,000-0,895] , , , , , ,
C-HDL 15 43,2 9,03 13 528 160 0,057 = —e--m - 18 54,2 145 9 45,2 6,88 0,038 0,930 0,124

[0,847-0,998]
Os resultados est@o expressos em numero de individuos, média e desvio-padrdo. Grupo | — DMT2 com angiopatia; Grupo Il — DMT2 sem angiopatia; VGM, volume globular médio; C-HDL,
colesterol das lipoproteinas de alta densidade plasmatica; N, nUmero de individuos analisados; DP, desvio-padrédo; p* - ajustado para duragdo de diabetes.

No grupo |, observou-se uma diferenca estatisticamente significativa para o parametro creatinina, contudo, os parametros VGM e C-

HDL apresentam uma tendéncia para serem estatisticamente significativos neste grupo.

e Creatinina: os individuos com os genotipos TT+AA apresentam valores mais elevados em relagéo aos individuos com o genotipo
TA. Para os individuos do grupo | portadores do genaétipo TA, em relacdo a este parametro, parece ser um fator de protecédo para

a evolucdo da doenca angiopética nestes individuos que ja a tém, independentemente dos anos de duragdo de diabetes.

No grupo I, verificou-se uma diferenca estatisticamente significativa para o parametro C-HDL.

e C-HDL: os individuos com os genétipos TT+AA apresentam valores mais elevados relativamente aos individuos com o genoétipo
TA. Para os individuos do grupo Il portadores do genoétipo TA, em relacéo a este parametro, parece ser um fator de protecéo para
doenca angiopatica, independentemente dos anos de duracao de diabetes.
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4.9. Associacado dos parametros bioquimicos e celulares com as variantes genéticas polimaorficas por grupo estudado

Para cada um dos polimorfismos, agruparam-se os genotipos consoante os modelos dominante e recessivo para o grupo | e
grupo Il. S&o apresentados apenas os resultados estatisticamente significativos ou com tendéncia para serem estatisticamente

significativos.
4.9.1. Associacao do polimorfismo-174 GC da IL-6 com os par@metros bioquimicos e celulares e 0s grupos estudados

Recorreu-se ao teste t-student para identificar possiveis associacées entre os parametros bioquimicos com 0s grupos para 0s

diferentes modelos genéticos (Tabelas 29, 30, 31).

Tabela 29. Associacao dos parametros bioquimicos com a doenga para o alelo G do polimorfismo -174 GC da IL-6.

IL-6
Parametros Grupo GG+GC OR o CC OR -
N Média DP p [IC 95%] N Média DP p [IC 95%]
VoM Gl 17 84,6 3,28 0.033 1.301 0.033 5 87,7 1,34 0.500
Gl 28 87,2 4,02 ’ [1,022-1,657] ’ 3 88,4 1,33 ’
Leucocitos 1r 8% 2170,y 0,595 0,012 ° 744 198 o7
u | 3 ' ’ yJ4eL o mEE= TEEe
Gl 28 7,21 1,73 [0,397-0,891] 3 7,48 1,11
Monecitos  © r 365 B0 007 1,008 0,045 > 430 102 658
Gll 28 450 126 ’ [1,000-1,017] ’ 3 400 40,2 ’
S Gl 36 204 96,3 6 165 75,1
Triglicéridos 0059 - - 0,560 - e
Gl 40 164 86,2 3 199 91,2

Osresultados estédo expressos em numero de individuos, média e desvio-padrao. Grupo | —DMT2 com angiopatia; Grupo Il — DMT2 sem angiopatia; VGM, volume globular
médio; N, nimero de individuos analisados; DP, desvio-padrdo; p* - ajustado para duracdo de diabetes.
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Na coluna do gendtipo GG+GC, observaram-se diferencas estatisticamente significativas para os parametros: VGM, leucdcitos e

mondcitos. No entanto, o parametro triglicéridos apresenta uma tendéncia para ser estatisticamente significativo.

e VGM: os individuos do grupo Il com os genétipos GG+GC apresentam valores mais elevados em relacdo aos individuos do grupo
I. Para os individuos do grupo Il portadores dos genétipos GG+GC, em relacdo a este parametro, parece ser um fator de risco
para doenga angiopatica, independentemente dos anos de duragdo de diabetes.

e Leucdcitos: os individuos do grupo | com os gendétipos GG+GC apresentam valores mais elevados relativamente aos individuos
do grupo II. Para os individuos do grupo Il portadores dos genoétipos GG+GC, em relacdo a este parametro, parece ser um fator
de protecao para doenca angiopatica, independentemente dos anos de duragéo de diabetes.

e Mondcitos: os individuos do grupo Il com os gendtipos GG+GC apresentam valores mais elevados em relacdo aos individuos
do grupo I. Para os individuos do grupo Il portadores dos genétipos GG+GC, em relacdo a este parametro, parece ser um fator

de risco para doenca angiopatica, independentemente dos anos de duracéo de diabetes.

Na coluna do gendtipo CC, nédo se verificaram diferencas estatisticamente significativas para os parametros estudados.
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Tabela 30. Associagdo dos parametros bioguimicos com a doencga para o alelo C do polimorfismo -174 GC da IL-6.

Resultados

Pardmetros  Grupo GC+CC OR . GG OR .
N  Média DP D [1C 95%] P N Média  DP D [IC 95%] P
. Gl 13 8,92 2,21 9 7,41 1,75
Leucocitos 0053 - - 0537 -
Gll 18 7,41 1,95 13 7,01 1,23
Vondeit Gl 13 375 90,2 0.043 9 386 78,6 0041 1,007 0047
onocitos 243 e e , ,
Gl 18 423 125 13 475 113 [1,000-1,018]
. i Gl 30 2,78 0,81 17 2,90 0,92
Malondialdeido 0,068 - - 0,602 - -
Gll 25 2,39 0,65 20 2,76 0,77

Osresultados estao expressos em numero de individuos, média e desvio-padrao. Grupo | —DMT2 com angiopatia; Grupo Il — DMT2 sem angiopatia; N, nUmero de individuos

analisados; DP, desvio-padrdo; p* - ajustado para duragéo de diabetes.

Na coluna do gendtipo GC+CC, ndo se observaram diferencas estatisticamente significativas para os parametros estudados,

contudo, é possivel verificar uma tendéncia estatisticamente significativa para os parametros: leucocitos e malondialdeido.

Na coluna do gendétipo GG, observou-se uma diferenca estatisticamente significativa para o pardmetro monaocitos.

e Mondcitos: os individuos diabéticos do grupo sem angiopatia e com o genétipo GG apresentam valores mais elevados em
relacdo aos individuos diabéticos do grupo com angiopatia. Para os individuos do grupo Il portadores do genétipo GG, em relacao

a este parametro, parece ser um fator de risco para doenca angiopatica, independentemente dos anos de duracao de diabetes.
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Tabela 31. Associacdo dos parametros bioguimicos com a doenga para o genétipo GC do polimorfismo -174 GC da IL-6.

IL-6
Parametros Grupo GG+CC OR . GC OR .
N  Média  DP o [1IC95%] P N Média  DP D [1C 95%] P
VGM Gl 14 86,4 2,30 0256 o 8 83,4 3,80 0.049 1,459 0.065
Gl 16 87,9 4,24 ' 15 86,7 3,42 ' [1.277-2,177) ™
Leucocitos ©! “ 42 Y ° %55 Lot 0,012 0,305 0,043
Gl 16 7,10 1,19 ’ 15 7,39 2,11 ’ [0,097-0,962] ™
ACi 4Ci Gl 14 9,41 3,91 8 5,90 1,78
RacmC'\—/ll-cl)B(I)_CItOS/ Gll 16 9,06 2,48 Ofre o 15 8,22 2,23 0.019 [1, li,Z(?gz,lSBS] 0,022
Malondialdeido = AT Y - D — 24 274 08 s 0,430 0,072
Gl 23 2,79 0,77 ’ 22 2,30 0,57 ’ [0,171-0,974] ™
Os resultados estdo expressos em numero de individuos, média e desvio-padrdo. Grupo | — DMT2 com angiopatia; Grupo Il — DMT2 sem angiopatia; VGM, volume globular

médio; C-HDL, colesterol das lipoproteinas de alta densidade plasmatica; N, nUmero de individuos analisados; DP, desvio-padrdo; p* - ajustado para duracdo de diabetes.

Na coluna dos gendtipos GG+CC, ndo se observaram diferencas estatisticamente significativas para os parametros estudados.

Na coluna do genotipo GC, verificaram-se diferencas estatisticamente significativas para os parametros: VGM, leucdcitos, racio

mondcitos/C-HDL e malondialdeido.

e VGM: os individuos diabéticos do grupo sem angiopatia e com o genétipo GC apresentam valores mais elevados em comparacao
com os individuos diabéticos do grupo com angiopatia. Para os individuos do grupo Il portadores do genétipo GC, em relagéo a

este parametro, parece ser um fator de risco para doenca angiopatica, independentemente dos anos de duragéo de diabetes.
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e Leucdcitos: os individuos do grupo | com o genétipo GC apresentam valores mais elevados relativamente aos individuos do
grupo Il. Para os individuos do grupo Il portadores do genétipo GC, em relagéo a este parametro, parece ser um fator de protecao
para doenca angiopatica, independentemente dos anos de duracdo de diabetes.

e Racio mondcitos/C-HDL: os individuos do grupo Il com o gendétipo GC apresentam valores mais elevados em relacdo aos
individuos do grupo I. Para os individuos do grupo Il portadores do genétipo GC, em relacédo a este parametro, parece ser um
fator de risco para doencga angiopatica, independentemente dos anos de duracéo de diabetes.

e Malondialdeido: os individuos diabéticos do grupo com angiopatia e com o genoétipo GC apresentam valores mais elevados
relativamente aos individuos do grupo Il. Para os individuos do grupo Il portadores do genétipo GC, em relagédo a este parametro,

parece ser um fator de protecdo para doenca angiopatica, independentemente dos anos de duracao de diabetes.

4.9.2. Associacdo do polimorfismo -238 GA do TNF-a com 0s parametros bioquimicos e celulares e os grupos

estudados

Recorreu-se ao teste t-student para identificar possiveis associacdes entre os parametros bioquimicos com 0s grupos para 0s
diferentes modelos genéticos (Tabelas 32, 33).
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Tabela 32. Associacdo dos parametros bioguimicos com a doenga para o alelo A do polimorfismo -238 GA do TNF-a.

TNF-a
Pardmetros  Grupo GA+AA OR . GG OR .
N Média DP 0 [1IC 95%] P N Média DP 0 [IC 95%] P
Gl 3 34,6 2,45 13 34,4 0,67 0.141
CHGM 0454 - e 0,024 ’ 0,019
Gll 4 33,4 1,38 21 33,7 1,12 [0,028-0,723]
Gl 2 9,69 1,83 11 4,17 2,38
PCR 0,006 NA NA 0,971 e e
Gll 3 1,50 0,84 19 4,22 3,88

Os resultados estao expressos em nuamero de individuos, média e desvio-padrdo. Grupo | — DMT2 com angiopatia; Grupo Il — DMT2 sem angiopatia;, CHGM, concentragdo de
hemoglobina globular média; PCR, proteina C-reativa; N, nimero de individuos analisados; DP, desvio-padrdo; p* - ajustado para duragéo de diabetes; NA — ndo aplicavel.

Na coluna dos gendtipos GA+AA, verificou-se uma diferenca estatisticamente significativa para o parametro PCR.

e PCR: os individuos diabéticos do grupo com angiopatia e com 0s genétipos GA+AA apresentam valores mais elevados em
comparacdo com os individuos diabéticos do grupo sem angiopatia. N&o foi possivel obter os valores de odd ratio e valor de p

ajustado para a duracéo da diabetes mellitus, provavelmente devido ao tamanho reduzido da amostra.

Na coluna do gendtipo GG, verificou-se uma diferenca estatisticamente significativa para o parametro concentracdo de hemoglobina

globular média.

e Concentracdo de hemoglobina globular média: os individuos diabéticos do grupo com angiopatia e com o genoétipo GG

apresentam valores mais elevados relativamente aos individuos do grupo II. Para os individuos do grupo Il portadores do genoétipo
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GG, em relacdo a este parametro, parece ser um fator de protecdo para doenca angiopatica, dependente dos anos de duragéo

de diabetes.

Tabela 33. Associacdo dos pardmetros bioquimicos com a doenga para o gen6tipo GA do polimorfismo -238 GA do TNF-a.

TNF-a
Parametros Grupo GG+AA OR . GA OR .
N Média DP p [1C 95%] P N Média DP p [IC 95%] P
CHGM Gl 13 34,4 0,67 0.024 0,141 0.019 3 34,6 2,45 0.454
Gll 21 33,7 1,12 ’ [0,028-0,723] ’ 4 33,4 1,38 ’
Gl 11 4,17 2,38 2 9,69 1,83
PCR 0,971 - e 0,006 NA NA

Gll 13 4,22 3,88 3 1,50 0,84

Os resultados estdo expressos em nimero de individuos, média e desvio-padrdo. Grupo | - DMT2 com angiopatia; Grupo Il — DMT2 sem angiopatia, CHGM, concentracéo
de hemoglobina globular média; PCR, proteina C-reativa; N, nimero de individuos analisados; DP, desvio-padréo; p* - ajustado para duracdo de diabetes; NA — ndo aplicavel.

Na coluna dos genoétipos GG+AA, verificou-se uma diferenca estatisticamente significativa para o parametro concentracdo de

hemoglobina globular média.

e Concentracdo de hemoglobina globular média: os individuos diabéticos do grupo com angiopatia e com os genétipos GG+AA
apresentam valores mais elevados relativamente aos individuos do grupo II. Para os individuos do grupo Il portadores dos
genotipos GG+AA, em relagdo a este parametro, parece ser um fator de protecéo para doenga angiopatica, dependente dos anos

de duracgao de diabetes.
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Na coluna do gendtipo GA, verificou-se uma diferenca estatisticamente significativa para o parametro PCR.

e PCR: os individuos diabéticos do grupo com angiopatia e com o genétipo GA apresentam valores mais elevados em comparacao
com os individuos diabéticos do grupo sem angiopatia. Nao foi possivel obter os valores de odd ratio e valor de p ajustado para

a duracgao da diabetes mellitus, provavelmente devido ao tamanho reduzido da amostra.

4.9.3. Associacdo do polimorfismo -374 TA do RAGE com o0s parametros bioquimicos e celulares e os grupos

estudados

Recorreu-se ao teste t-student para identificar possiveis associacdes entre 0s parametros bioquimicos com 0S grupos para 0s

diferentes modelos genéticos (Tabelas 34, 35).

92



Resultados

Tabela 34. Associacdo dos parametros bioquimicos com a doenga para o alelo T do polimorfismo -374 TA do RAGE.

RAGE
Pardmetros Grupo TT+TA OR - AA OR -
N  Média DP p [IC 95%] N Média DP p [IC 95%]
CHGM S Y 0 34.0 L33 5020 0,099 0,066
Gl 9 33,9 1,06 ’ 10 33,1 0,96 ’ [0,008-1,166] ’
L it Gl 7 8,97 1,26 0.033 0,283 0.070 6 8,38 3,30 0.347
eucocitos , , 347 - e
Gll 9 7,26 1,56 [0,072-1,110] 10 7,20 1,60
Monbcit Gl 7 344 64,3 0.034 1,012 0.151 6 454 75,6 0.439
onécitos , , 439 e e
Gll 9 466 124 [0,996-1,029] 10 421 84,1
Racio Gl 7 641 1,75 3997 6 9,33 3,28
Mondcitos/ 0,005 ; 0,062 0339 - e
C-HDL Gll 9 965 2,04 [0,942-11,533] 10 8,02 2,06
L Gl 9 156 52,5 13 212 89,2
Triglicéridos 0,109 - 0,065 -
Gll 10 215 93,7 12 144 84,7
Os resultados estdo expressos em numero de individuos, média e desvio-padrao. Grupo | — DMT2 com angiopatia; Grupo Il — DMT2 sem angiopatia; CHGM, concentracdo de

hemoglobina globular média; C-HDL, colesterol das lipoproteinas de alta densidade plasmatica; N, numero de individuos analisados; DP, desvio-padrdo; p* - ajustado para duracdo de
diabetes.

Na coluna dos genotipos TT+TA, verificaram-se diferencas estatisticamente significativas para os parametros: leucécitos, mondcitos

e racio mondécitos/C-HDL.

e Leucdcitos: os individuos diabéticos do grupo com angiopatia e com o0s genétipos TT+TA apresentam valores mais elevados
comparativamente aos individuos do grupo Il. Para os individuos do grupo Il portadores dos genétipos TT+TA, em relacdo a este

parametro, parece ser um fator de protecéo para doenca angiopatica, independentemente dos anos de duracao de diabetes.
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Monécitos: os individuos diabéticos do grupo sem angiopatia e com os genétipos TT+TA apresentam valores mais elevados em
comparacdo com os individuos diabéticos do grupo com angiopatia. Para os individuos do grupo Il portadores dos genotipos
TT+TA, em relacdo a este parametro, parece ser um fator de risco para doenga angiopética, independentemente dos anos de
duracéo de diabetes.

Racio mondcitos/C-HDL: os individuos diabéticos do grupo com angiopatia e com os genétipos TT+TA apresentam valores
mais baixos relativamente aos individuos do grupo Il. Para os individuos do grupo Il portadores dos genaétipos TT+TA, em relacao

a este parametro, parece ser um fator de risco para doenca angiopatica, dependente dos anos de duracao de diabetes.

Na coluna do gendtipo AA, verificou-se uma diferenca estatisticamente significativa para o parametro: concentracdo de hemoglobina

globular média, contudo, o parametro triglicéridos apresenta uma tendéncia para ser estatisticamente significativo.

Concentracdo de hemoglobina globular média: os individuos diabéticos do grupo com angiopatia e com o genotipo AA
apresentam valores mais elevados em comparacdo com os individuos diabéticos do grupo sem angiopatia. Para os individuos
do grupo Il portadores do gendtipo AA, em relacdo a este parametro, parece ser um fator de protecdo para doenca angiopatica,

independentemente dos anos de duracao de diabetes.
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Tabela 35. Associacdo dos parametros bioguimicos com a doenga para o gendtipo TA do polimorfismo -374 TA do RAGE.

RAGE
Pardmetros Grupo TT+AA OR . TA OR .
N Meédia DP p [IC 95%] P N  Média DP D [IC 95%] P
VoM Gl 7 859 259 oo 6 83,9 289 o 1,780 0.143
GlI 12 87 38 7 89,6 494 [0,822-3,853] ’
CHGM cl ! s e 0,040 0,246 0,082 ° 342 L3 0,356
Gll 12 334 115 [0,051-1,192] ’ 7 33,6 o9s -~ 7
_ Gl 7 829 3,02 6 9,18 1,24
Leucécitos 0,49% - - 0,003 NA NA
Gl 12 754 1,72 7 6,69 1,06
L Gl 7 185 77,4 6 163 103
Eosindfilos 0061 - e 0,275 - e
GlI 12 126 52,5 7 109 38,8
. Gl 7 443 74,9 6 339 68,6
Mondcitos 0857 e e 0,064 - e
Gl 12 435 98,6 7 454 121
Racio Gl 7 9,25 3,00 6 6,01 1,54 2946
Mondcitos/ 0,470 - e 0,009 0 867’ 10 005 0,083
C-HDL Gll 12 839 207 7 9,47 2,29 [0,867-10,008]

Os resultados estdo expressos em nimero de individuos, média e desvio-padrdo. Grupo | — DMT2 com angiopatia; Grupo Il — DMT2 sem angiopatia; VGM, volume globular
médio; CHGM, concentragdo de hemoglobina globular média; C-HDL, colesterol das lipoproteinas de alta densidade plasmatica; N, nimero de individuos analisados; DP, desvio-
padrdo; p* - ajustado para duracao de diabetes; NA —nao aplicavel.

Na coluna dos genotipos TT+AA, verificou-se uma diferenca estatisticamente significativa para o parametro: concentracdo de

hemoglobina globular média, contudo, o par@metro eosindfilos apresenta uma tendéncia para ser estatisticamente significativo.

e Concentracdo de hemoglobina globular média: os individuos diabéticos do grupo com angiopatia e com os genétipos TT+AA
apresentam valores mais elevados em comparagcdo com os individuos diabéticos do grupo Il. Para os individuos do grupo I
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portadores dos genotipos TT+AA, em relacdo a este parametro, parece ser um fator de protecdo para doenca angiopatica,

independentemente dos anos de duracao de diabetes.

Na coluna do genotipo TA, verificaram-se diferencas estatisticamente significativas para os parametros: VGM, leucdcitos e racio

mondcitos/C-HDL, no entanto, o parametro mondcitos apresenta uma tendéncia para ser estatisticamente significativo.

e VGM: os individuos diabéticos do grupo Il com o gendtipo TA apresentam valores mais elevados comparativamente aos
individuos do grupo I. Para os individuos do grupo Il portadores do genétipo TA, em relacdo a este parametro, parece ser um
fator de risco para doencga angiopatica, independentemente dos anos de duragéo de diabetes.

e Leucécitos: os individuos diabéticos do grupo com angiopatia e com o genoétipo TA apresentam valores mais elevados
relativamente aos individuos do grupo Il. Nao foi possivel obter os valores de odd ratio e valor de p ajustado para a duracdo da
diabetes mellitus, provavelmente devido ao tamanho reduzido da amostra.

e RA&cio monocitos/C-HDL: os individuos diabéticos do grupo com angiopatia e com o gendtipo TA apresentam valores mais
baixos em relacdo aos individuos do grupo Il. Para os individuos do grupo Il portadores do gendtipo TA, em relagdo a este

parametro, parece ser um fator de risco para doenca angiopética, independentemente dos anos de duracdo de diabetes.

4.9.4. Associacdo do polimorfismo -413 TA da HMOX-1 com os parametros bioquimicos e celulares e os grupos
estudados

Recorreu-se ao teste t-student para identificar possiveis associacdes entre 0s parametros bioquimicos com 0S grupos para 0s

diferentes modelos genéticos (Tabelas 36, 37).
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Tabela 36. Associagdo dos parametros bioquimicos com a doencga para o alelo T do polimorfismo -413 TA da HMOX-1.

HMOX-1
Pardmetros  Grupo TT+TA OR . AA OR .
N  Média DP D [1C 95%] P N  Média DP  p [IC 95%] P
CHGM Gl 9 349 LT o 0,127 0,067 6 3L 156 e
Gll 13 33,7 1,16 ’ [0,014-1,153] ’ 5 338 153 ’
o , Gl 9 306 65,2 0.929 6 328 51,0 0.020 0,030 0.992
aquetas 229 e e , + ,
q Gll 13 271 63,0 5 251 36,4 [0,000-1,861E*25]
L euchcit Gl 9 9,34 2,30 0.048 0,362 0.060 6 9,00 1,60 0.051
eucocitos , , 01 e
Gl 13 7,35 2,08 [0,126-1,049] 5 6,87 1,05
Neutrofilos Gl o 4055 628 0,790 6 4465 435 0,043 0,993 0,477
Gll 13 3984 581 ' 5 3737 595 ’ [0,973-1,013] ’
Linfécitos ¢l o 217 °38 0,902 6 1721331 0,011 1,286 0,993
I I yJgvoe. 77/ TEEES 1 + b
Gll 13 2200 459 5 2580 557 [0,000-1,018E*%]
Racio Gl 9 2,08 1,00 6 2,74 0,94
Neutroéfilos/ 0,818 W - ameee 0,052 - e
Linfocitos Gl 13 1,98 0,94 5 1,58 0,75
Racio
Neutr&filos X Gl 9 678 464 6 888 258 0.492
Plaquetas/ 0564 e e 0,013 15,000-2,231E2 0,989
adueras Gll 13 567 416 5 409 257 [0,000-2, 1
Racio Gl 9 0,18 0,06 6 022 0,05 0.000
Monécitos/ 0568 - e 0,015 ' 125 0,202
Linfécitos Gl 13 0,20 0,04 5 0,13 0,05 [0,000-5,708E*%%]
o Gl 9 0,94 0,14 7 1,32 0,36
Creatinina 0,120 - e 0,038 NA NA
Gll 15 1,07 0,21 5 092 014
Os resultados estdo expressos em numero de individuos, média e desvio-padrdo. Grupo | — DMT2 com angiopatia; Grupo Il — DMT2 sem angiopatia; CHGM, concentracdo de

hemoglobina globular média; N, nimero de individuos analisados; DP, desvio-padréo; p* - ajustado para duracdo de diabetes; NA — ndo aplicavel.
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Na coluna dos genétipos TT+TA, verificaram-se diferencas estatisticamente significativas para os parametros: CHGM e leucdcitos.

Concentracdo de hemoglobina globular média: os individuos diabéticos do grupo com angiopatia e com os genétipos TT+TA
apresentam valores mais elevados em comparacdo com os individuos diabéticos do grupo Il. Para os individuos do grupo I
portadores dos genoétipos TT+TA, em relacdo a este parametro, parece ser um fator de protecdo para doenca angiopatica,
dependente dos anos de duragéo de diabetes.

Leucdcitos: os individuos diabéticos do grupo | com os genotipos TT+TA apresentam valores mais elevados em relagdo aos
individuos diabéticos do grupo II. Para os individuos do grupo Il portadores dos genotipos TT+TA, em relagdo a este parametro,

parece ser um fator de protecéo para doencga angiopatica, dependente dos anos de duracdo de diabetes.

Na coluna do genétipo AA, verificaram-se diferencas estatisticamente significativas para os parametros: plaquetas, leucdécitos,

neutrofilos, linfécitos, racio neutrdéfilos x plaquetas/linfocitos, racio mondcitos/linfocitos e creatinina, embora, o parametro racio

neutrofilos/linfécitos apresente uma tendéncia para ser estatisticamente significativo.

Plaquetas: os individuos diabéticos do grupo | com o genétipo AA apresentam valores mais elevados em relagéo aos individuos
diabéticos do grupo sem angiopatia. Para os individuos do grupo Il portadores do gendtipo AA, em relacdo a este parametro,
parece ser um fator de protecéo para doenca angiopatica, independentemente dos anos de duracdo de diabetes.

Neutréfilos: os individuos diabéticos do grupo com angiopatia e com o gendtipo AA apresentam valores mais elevados em
comparacdo com os individuos diabéticos do grupo Il. Para os individuos do grupo Il portadores do genoétipo AA, em relacdo a

este parametro, parece ser um fator de protecdo para doencga angiopatica, independentemente dos anos de duracao de diabetes.
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Linfocitos: os individuos diabéticos do grupo com angiopatia e com o gendtipo AA apresentam valores mais baixos
comparativamente com os individuos diabéticos do grupo sem angiopatia. Para os individuos do grupo Il portadores do gendtipo
AA, em relacdo a este parametro, parece ser um fator de risco para doenga angiopatica, independentemente dos anos de duracao
de diabetes.

Racio neutroéfilos x plaquetas/linfécitos: os individuos diabéticos do grupo | com o gendtipo AA apresentam valores mais
elevados em relacdo aos individuos diabéticos do grupo sem angiopatia. Para os individuos do grupo |l portadores do gendtipo
AA, em relacdo a este parametro, parece ser um fator de protecéo para doenga angiopética, independentemente dos anos de
duracéo de diabetes.

Racio monadcitos/linfocitos: os individuos diabéticos do grupo com angiopatia e com o genotipo AA apresentam valores mais
elevados em comparacédo com os individuos do grupo Il. Para os individuos do grupo Il portadores do gendétipo AA, em relacdo a
este parametro, parece ser um fator de protecao para doencga angiopatica, independentemente dos anos de duracao de diabetes.
Creatinina: os individuos diabéticos do grupo | e com o genétipo AA apresentam valores mais elevados em relacéo aos individuos
do grupo Il. Nao foi possivel obter os valores de odd ratio e valor de p ajustado para a duracao da diabetes mellitus, provavelmente

devido ao tamanho reduzido da amostra.
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Tabela 37. Associagdo dos parametros bioguimicos com a doenga para o genétipo TA do polimorfismo -413 TA da HMOX-1.

HMOX-1
Pardmetros  Grupo TT+AA OR . TA OR .
N  Média DP D [IC 95%] P N  Média DP D [IC 95%] P
Plaquetas ¢l ! 309 67.3 0,194 - e 8 319 2.0 0,065 - e
Gll 12 269 59,0 6 258 56,1
o Gl 7 8,58 1,83 8 9,75 2,08 0,097
Leucécitos Gl 12 710 22 0,155 - e 5 747 0,73 0,018 [0,001-9,945] 0,324
o Gl 7 1810 383 1,012 8 2152 571
Linfécitos Gl 12 23 sgs 0,049 [0,995-1,029] 0,168 : 2974 302 0,662 - e
Gl 15 43,2 9,03 1,136 13 52,8 16,0
C-HDL Gl 18 sa2 145 0% [Low01278 0034 o 42 ess O T
o Gl 15 208 89,5 0,989 13 188 90,9
Triglicéridos Gl 17 140 68.0 0,020 [0,977-1,001] 0,071 9 179 89.9 0824 - e
Malondialdeido Gl 15 3,00 0,84 0,015 0,341 0,068 14 257 0.79 0,551 e=- e
Gll 18 2,34 0,64 ’ [0,108-1,083] ’ 10 2,76 0,69 ’
Os resultados estdo expressos em numero de individuos, média e desvio-padrao. Grupo | — DMT2 com angiopatia; Grupo Il — DMT2 sem angiopatia; C-HDL, colesterol das

lipoproteinas de alta densidade plasmatica; N, nimero de individuos analisados; DP, desvio-padréo; p* - ajustado para duracéo de diabetes.

Na coluna dos genotipos TT+AA, verificaram-se diferengas estatisticamente significativas para os parametros: linfocitos, C-HDL,

triglicéridos e malondialdeido.

e Linfécitos: os individuos diabéticos do grupo com angiopatia e com o0s genotipos TT+AA apresentam valores mais baixos em
comparacado com os individuos diabéticos do grupo Il. Para os individuos do grupo Il portadores dos genotipos TT+AA, em relagédo
a este parametro, parece ser um fator de risco para doenca angiopatica, independentemente dos anos de duracao de diabetes.
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C-HDL: os individuos diabéticos do grupo com angiopatia e com o0s genotipos TT+AA apresentam valores mais baixos em relacéo
aos individuos diabéticos do grupo sem angiopatia. Para os individuos do grupo Il portadores dos gendtipos TT+AA, em relacdo
a este parametro, parece ser um fator de risco para doenc¢a angiopatica, independentemente dos anos de duracéo de diabetes.
Triglicéridos: os individuos diabéticos do grupo | e com o0s genétipos TT+AA apresentam valores mais elevados
comparativamente com os individuos diabéticos do grupo Il. Para os individuos do grupo Il portadores dos genétipos TT+AA, em
relacdo a este parametro, parece ser um fator de protecdo para doenca angiopética, dependente dos anos de duragédo de
diabetes.

Malondialdeido: os individuos diabéticos do grupo | com os gendtipos TT+AA apresentam valores mais elevados relativamente
aos individuos diabéticos do grupo sem angiopatia. Para os individuos do grupo Il portadores dos genotipos TT+AA, em relacéo

a este parametro, parece ser um fator de protecao para doenca angiopatica, dependente dos anos de duracao de diabetes.

Na coluna do gendtipo TA, verificou-se uma diferenca estatisticamente significativa para o parametro leucécitos. Contudo, o

parametro plaquetas apresenta uma tendéncia para ser estatisticamente significativo.

Leucocitos: os individuos diabéticos do grupo com angiopatia e com o0 gendtipo TA apresentam valores mais elevados em
comparacdo com os individuos diabéticos do grupo sem angiopatia. Para os individuos do grupo Il portadores do gendtipo TA,
em relacdo a este parametro, parece ser um fator de protecao para doenca angiopatica, independentemente dos anos de duracéo

de diabetes.
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5. DISCUSSAO

Como ja referido anteriormente neste trabalho, os individuos com DMT2
apresentam um risco aumentado de complicacdes vasculares (107). A
inflamacédo crénica sistémica de baixo grau — caracteristica da DMT2 -
desempenha um papel importante nas complicacbes associadas a diabetes
mellitus (42). A literatura cientifica tem indicado que o stress oxidativo, a
inflamacdo vascular e a disfuncdo endotelial sédo fatores fisiopatoldgicos
relacionados com a DMT2, podendo contribuir para o desenvolvimento de DCV
(50). A disfuncdo das células endoteliais e musculares lisas levam a uma
modificacdo da homeostase vascular, tornando-se numa condicdo proé-
inflamataoria (107). As células inflamatdrias contribuem para o inicio e progresséo
da leséo ateroscletorica (42). Os macrofagos e os monaocitos séo considerados
os tipos de células mais importantes na secrec¢do de citocinas pré-inflamatorias
e pro-oxidantes no local da inflamacéo (108).

Adicionalmente, a anemia esta associada a um maior risco cardiovascular em
individuos com DMTZ2, contribuindo para o desenvolvimento e progressao das

complicagcdes micro e macrovasculares da diabetes (56,57).

5.1. Frequéncias e distribuicdo dos gendétipos na populacéo

diabética estudada

O presente trabalho mostrou que os pacientes com DMT2 e angiopatia
apresentaram duragcdo da doenca significativamente maior, comparativamente
com os pacientes com DMT2 sem angiopatia (Gl: 19,4 + 9,33 anos vs. Gll: 13,6
*+ 7,92 anos; p=0,000) (Tabela 6). Estes resultados vao de encontro ao verificado
em Shawki HA, Elzehery R, Shahin M, et al., cuja duracdo da doenca foi
significativamente superior no grupo dos pacientes diabéticos com retinopatia
diabética (21,3 + 10,9 anos) relativamente ao grupo de individuos diabéticos sem
complicacdes angiopaticas (8,7 £ 2,3 anos) (109).

N&o foram observadas diferencas estatisticamente significativas nas frequéncias
genotipicas dos polimorfismos estudados IL-6 -174 GC, TNF-a -238 GA, RAGE
-374 TA e HMOX-1 -413 TA, entre o grupo | e o grupo Il (Tabela 10). Tendo-se
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verificado a mesma situacdo para a comparacao das frequéncias genotipicas
entre a populacdo estudada e as populagdes europeia, espanhola e italiana
(Tabela 9).

A Tabela 10 apresenta os dados da frequéncia e distribuicdo dos polimorfismos
estudados por grupos. Relativamente ao polimorfismo IL-6 -174 GC, os
pacientes com DMT2 e angiopatia apresentaram maior frequéncia do genoétipo
GC (51,1%), tal como no grupo de pacientes com DMT2 sem angiopatia onde
houve maior frequéncia do genétipo GC (48,9%). De seguida, observou-se maior
prevaléncia em ambos os grupos do gendétipo GG, sendo que o grupo |
apresentou cerca de 36,2% e o grupo Il 44,4%. Por ultimo, o gendtipo CC
apresentou menor prevaléncia, cerca de 12,7% no grupo | e 6,70% no grupo II.
Foi desenvolvido um estudo por Buraczynska M, Zukowski P, Drop B, et al. (73)
numa populagdo polaca incluindo 1.090 individuos com DMT2 dos quais 738
com uma ou uma combinacéo de varios estados patolégicos, nomeadamente,
doenca cardiaca isquémica (doenca coronaria cronica e/ou sindrome coronaria
aguda), insuficiéncia cardiaca congestiva, acidente vascular cerebral isquémico
ou arteriopatia, 352 individuos com DMT2 sem doenga cardiovascular e ainda
612 controlos saudaveis. Observou-se que no grupo diabético com DCV havia
19% GG, 56% GC e 25% CC, e no grupo diabético sem DCV havia 51% GG,
34% GC e 15% CC (73). Verificam-se algumas diferencas na distribuicéo
comparando com a populacdo do presente estudo, que poderéo ser justificadas
pelo facto da populacédo estudada no presente trabalho ser essencialmente
constituida por individuos com microangiopatia, ao contrario deste estudo na
populacdo polaca que é composto por individuos com macroangiopatia, e além
disso, o tamanho amostral do presente estudo é menor face ao estudo na
populacédo polaca. Ainda num outro estudo, os resultados do presente trabalho
vao de encontro aos resultados obtidos por Lu QK, Zhang JT, Zhao N, et al. (77)
num estudo realizado numa populagao chinesa em 215 pacientes com DMT2 e
retinopatia diabética e em 207 pacientes com DTM2 sem retinopatia diabética.
Onde as frequéncias genotipicas observadas foram de 29,8% GG, 54,9% GC e
15,3% CC para o grupo com retinopatia diabética. E para o grupo sem retinopatia
diabética, verificou-se que 37,7% GG, 42,0% GC e 20,3% CC (77). Tanto numa
populagcdo caucasiana como numa populacéo chinesa, os resultados obtidos sao
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bastante semelhantes. Os individuos com DMT2 apresentam niveis aumentados
de IL-6 comparativamente a individuos sem DMT2 (74). Sugere-se que o facto
de existirem niveis aumentados de IL-6 em pacientes com DMT2 e retinopatia
diabética, que o processo inflamatério possa desempenhar um papel importante

na patogénese da retinopatia diabética (77).

Em relagcdo ao polimorfismo TNF-a -238 GA, as frequéncias genotipicas
observadas foram de 85,7% GG, 14,3% GA e de 0,0% AA para o grupo |, e de
83,8% GG, 16,2% GA e de 0,0% AA para o grupo Il (Tabela 10). Estes resultados
corroboram os resultados obtidos num estudo desenvolvido por Sesti LFC,
Crispim M, Canani LH, et al. (110) numa populagéo brasileira que incluiu 228
individuos com DMT2 e retinopatia diabética e 308 individuos com DMT2 sem
retinopatia diabética. Sendo que as frequéncias genotipicas observadas foram
de 88,6% GG, 10,5% GA e 0,9% AA para o0 grupo com retinopatia diabética. E
para o grupo sem retinopatia diabética, verificou-se que 89,9% GG, 9,1% GA e
1,0% AA (110). Os resultados do presente estudo corroboram igualmente os
resultados obtidos num outro estudo desenvolvido por Fathy SA, Mohamed MR,
Ali MAM, et al. (111) numa populacdo do Kuwait que incluiu 67 individuos com
DMT2 e nefropatia diabética e 50 individuos com DMT2 sem nefropatia diabética.
Onde as frequéncias genotipicas observadas foram de 98,5% GG, 1,5% GA e
0,0% AA para o grupo com nefropatia diabética. E para o grupo sem nefropatia
diabética, verificou-se que 98,0% GG, 2,0% GA e 0,0% AA. Também num outro
estudo realizado por Paine SK, Sem A, Choudhuri S, etal. (112) numa populacao
indiana com 253 individuos com DMT2 e retinopatia diabética e 240 individuos
com DMT2 sem retinopatia, as frequéncias genotipicas foram semelhantes. No
grupo com retinopatia diabética observou-se que houve 51,38% com o gendtipo
GG, 36,36% com o gendtipo GA e 12,25% com o genétipo homozig6tico AA. No
grupo sem retinopatia diabética verificou-se que houve 70,83% com o gendtipo
GG, 26,25% com o gendtipo GA e 2,91% com o gendtipo AA (112). Nos quatro
estudos, verifica-se que a distribuicdo e frequéncias genotipicas sao

semelhantes entre si.

As frequéncias genotipicas para o polimorfismo RAGE -374 TA para o grupo |
foramde 4,40% TT, 39,1% TA e 56,5% AA. Para o grupo Il, as frequéncias foram
de 9,10%, 36,4% TA TT e 54,5% AA (Tabela 10). Num estudo desenvolvido por
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Kirbis J, Milutinovic A, Steblovnik K, et al. (113) numa populacdo eslovena com
409 individuos com DMT2, dos quais 168 individuos tinham doenca arterial
coronaria e 241 individuos ndo sofriam desta patologia cardiaca, verificou-se que
no grupo diabético com doenca arterial coronaria houve 44,1% TT, 48,2% TA e
7,7% AA. No grupo diabético sem doenca arterial coronaria houve 45,6% TT,
43,2% TA e 11,2% AA (113). Os resultados obtidos no presente trabalho ndo vao
de encontro dos resultados do estudo realizado na populacao eslovena, podendo
ser justificado através da predominancia da doenca microangiopatica no caso no
nosso estudo, ao contrario do estudo na populacdo eslovena que é
essencialmente constituida por individuos com macroangiopatia, para além
disso, pode também ser justificado pelo tamanho amostral ou por diferengas na

distribuicdo do gene na populagéo.

Para a HMOX-1 -413 TA, as frequéncias genotipicas observadas para o grupo |
foram de 13,8% TT, 48,3% TA e 37,9% AA. Para o grupo Il foram de 35,7% TT,
35,7% TA e 28,6% AA (Tabela 10). Um estudo levado a cabo por Lee EY, et al.
(97) teve como objetivo estudar a associacao entre o polimorfismo rs2071746 da
HMOX-1 e a nefropatia diabética numa populacdo sul coreana, utilizando a
presenca de albumindria como marcador de nefropatia diabética. Foram
incluidos 536 individuos com DMT2, dos quais 239 com albuminuria e 297 sem
albumindria. Verificou-se que no grupo diabético com albumindria houve 35,6%
TT, 39,7% TA e 24,7% AA, e no grupo diabético sem albumindria houve 25,9%
TT, 51,5% TA e 22,6% AA (97). Os resultados obtidos neste trabalho n&o vao de
encontro dos resultados do estudo realizado na populacdo sul coreana, sendo
gue o tamanho amostral e a diferenca de etnias poderao justificar a diferenca na
distribuicdo e frequéncias genotipicas, além de que a amostra da populacao sul

coreana mostra ser mais homogénea do que a amostra do nosso trabalho.

5.2. Associacao entre os parametros bioquimicos e celulares e os

grupos estudados

De todos os parametros bioquimicos e celulares estudados, apenas foram
observadas diferencas estatisticamente significativas para o0s parametros

malondialdeido e homocisteina (p=0,010 e p=0,022, respetivamente).
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Em ambos os grupos, verificou-se a existéncia de uma correlacao direta entre a
HbAlc e a glicémia ocasional (Gl: c=+0,361; p=0,039 vs GlI: c=+0,326; p=0,046)
(Tabela 38 e 40). A concentracéo de HbAlc reflete a média da concentracéo de
glucose plasmatica durante as semanas antecedentes, sendo utilizada para
avaliar o controlo metabdlico da diabetes a longo prazo (3,26). O facto de nos
dois grupos existirem correlacbes diretas entres estes dois parametros
demonstra que a HbAlc esta de acordo com as glicémias ocasionais mantidas,

0 que seria de esperar pois trata-se de individuos diabéticos.

Observou-se a existéncia de diferencas estatisticamente significativas para a
homocisteina (p=0,022) entre o grupo com DMT2 e angiopatia € 0 grupo com
DMT2 sem angiopatia, onde o grupo | apresentou niveis mais elevados de
homocisteina em relacéo ao grupo Il (GI: 11,0 £ 4,90 pmol/L vs. GlI: 9,26 + 4,62
umol/L). De ressalvar que, estes sdo valores médios e que apresentam
diferencas estatisticamente significativas entre grupos, mas nenhum destes
valores esta classificado dentro da hiperhomocisteinémia, pois ndo estdo acima
de 15 pmol/L. Existirdo pessoas que estdo acima ou abaixo de 15 umol/L nestes
dois grupos, mas os dados apresentados séo valores médios. Varios estudos
tém referido que a homocisteina € considerada um fator de risco independente
para doencas cardiovasculares (114). Os efeitos adversos da homocisteina
aumentada envolvem modificacdo da funcdo endotelial devido ao stress
oxidativo, reducao da producédo de oxido nitrico, diminuicdo da vasodilatacédo e
aumento da proliferacdo de células musculares lisas (115). Estes resultados
corroboram os resultados de um estudo realizado por Goldstein M, Leibovitch I,
Yeffimov I, et al. (116) com 179 pacientes diabéticos tipo 2, sendo que 62 ndo
tinham retinopatia diabética, 71 tinham retinopatia diabética ndo proliferativa e
46 tinha retinopatia diabética proliferativa, e um grupo controlo com 156
pacientes sem diabetes. Constatou-se que os niveis médios de homocisteina
foram mais elevados nos grupos com retinopatia proliferativa (15,86 + 1,34
pmol/L) e ndo proliferativa (14,56 £ 0,64 pumol/L), comparando com o grupo sem
retinopatia diabética (13,46 + 0,74 pmol/L). A homocisteina é toxica para o
endotélio vascular e pode originar um agravamento do estado hipoxico na retina,
como é observado na retinopatia diabética. Niveis plasmaticos elevados de
homocisteina em individuos diabéticos podem acelerar as alteracfes
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microvasculares da retina e contribuir para a gravidade da retinopatia diabética
(116).

Também foi possivel verificar a existéncia de diferencas estatisticamente
significativas para o malondialdeido (p=0,010) entre o grupo com DMT2 e
angiopatia e o grupo com DMT2 sem angiopatia, onde o grupo | apresentou
niveis mais elevados de malondialdeido relativamente ao grupo Il (grupo I: 2,92
+ 0,76 pumol/L vs. grupo II: 2,58 + 0,72 pmol/L). Existem diversos estudos que
associam a diabetes mellitus com o aumento do processo inflamatdrio e niveis
aumentados de stress oxidativo, e os niveis de malondialdeido costumam estar
aumentados nestas pessoas, sendo este amplamente considerado como um
bom biomarcador do stress oxidativo (109). Estes resultados obtidos estdo de
acordo com o descrito por Shawki HA, Elzehery R, Shahin M, et al. (109) num
estudo realizado numa populagdo do Egipto que incluiu 110 individuos
diabéticos, dos quais 70 individuos diabéticos com retinopatia diabética, 40
individuos diabéticos sem complicacdes angiopaticas e ainda 40 individuos
saudaveis, em que se observou valores de malondialdeido superiores no grupo
com retinopatia diabética (18,6 + 3,67 nmol/mL) relativamente ao grupo sem
retinopatia diabética (12,0 + 4,99 nmol/mL) (109). Deve ser ressalvado que os
valores de referéncia para os niveis de malondialdeido descritos na literatura
apresentam grande variabilidade, devido a condicbes experimentais usadas nos
estudos, dai existir diferencas nos valores obtidos no presente estudo e no
estudo desenvolvido por Shawki HA, Elzehery R, Shahin M, et al. (117).

Observou-se também uma correlacdo direta entre malondialdeido e
homocisteina em ambos os grupos (Gl: c=+0,327; p=0,004 vs GllI: c=+0,448;
p=0,000). Sendo que a correlacdo direta no grupo Il € mais forte do que a
correlacdo do grupo I, o que poderé significar que no grupo com doenca
cardiovascular, existe menos homocisteina para dar origem a cisteina que por
sua vez, origina o poderoso antioxidante glutationa, como tal, o grupo sem
angiopatia tera menor processo oxidativo. O malondialdeido conduz ao aumento
de homocisteina, e portanto, devido ao stress oxidante, haverd uma acumulagéo
de homocisteina. Podera também ser explicado pelo facto de a homocisteina
acumular-se mais em funcdo da falta de funcdo da enzima

metilenotetrahidrofolato redutase. Nestes grupos, grupo | e IlI, podem existir
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propor¢cdes diferentes de individuos com o polimorfismo C677T da
metilenotetrahidrofolato redutase (104). O facto de existir uma correlacao direta
superior no grupo de individuos com DMT2 sem angiopatia, € possivelmente
justificado pelo facto de estes poderem ter mais a forma lenta da
metilenotetrahidrofolato redutase. Provavelmente os niveis aumentados de
homocisteina tem que ver com a relacdo com o stress oxidante que causa
degradacdo do FAD (flavina adenina dinucleotidio, cofator de
metilenotetrahidrofolato redutase) que inibe a metilenotetrahidrofolato redutase.
Secundariamente ao stress oxidante, aumenta a homocisteina e este aumento
estd relacionado com o nivel de stress oxidante que é medido pelo
malondialdeido, dai a existéncia das correlacdes diretas entre malondialdeido e

a homocisteina.

Verificou-se também uma correlacéo direta entre o parametro dos eritrocitos e
malondialdeido no grupo | e uma correlacdo indireta entre o parametro dos
eritrocitos e homaocisteina no grupo Il. Em relagcéo a correlacédo do grupo |, estes
parametros estdo diretamente correlacionados, mas isso € um reflexo do facto
de o stress oxidante afetar a producao de eritrécitos. No caso da correlacdo do
grupo Il, o aumento da homocisteina leva a uma menor produgédo de globulos
vermelhos, ou seja, € concomitante com a reduc¢éo da producéo de eritrocitos.
Isto podera ser explicado por ndo existir reciclagem do acido félico, logo os
individuos que tém mais acumulacéo de homocisteina, tém menor producéo de

eritrocitos.

5.3. Associacdo entre os parametros bioquimicos e celulares e os

polimorfismos genéticos estudados por grupos
5.3.1. Polimorfismos pro-inflamatorios (RAGE, IL-6 e TNF-a)

Os polimorfismos pro-inflamatérios estudados foram o RAGE -374 TA, a
IL-6 -174 GC e 0 TNF-a -238 GA.

A hiperglicemia croénica, caracteristica da diabetes mellitus tipo 2, origina a
formacdo e acumulacdo de AGEs que resultam em efeitos adversos, como
alteracbes vasculares irreversiveis, mediados por recetores especificos (RAGE)
gue estdo presentes na populacdo ndo diabética, mas duas a cinco vezes
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superiores em individuos diabéticos, sendo responsavel pelo surgimento de
complicacdes crénicas da diabetes. Devido aos efeitos pro-trombaoticos e pré-
inflamatorios, os polimorfismos de nucleotideo unico do RAGE (nomeadamente
o polimorfismo em estudo, -374 TA) tém ganho importancia como gene candidato

para aterosclerose e outras patologias associadas (118).

Num estudo realizado por Picheth G, Costantini CO, Pedrosa FO, et al. (93) e
também noutro estudo realizado por Yan SF, Ramasamy R, Schmidt AM (25),
verificou-se que o alelo A do polimorfismo -374 TA do gene RAGE é protetor no
desenvolvimento de doencas cardiovascular em pacientes diabéticos tipo 2
(25,93). Os resultados destes dois estudos corroboram os resultados do nosso
estudo porque os individuos que obtiveram valores mais elevados de
homocisteina, considerado fator de risco para doencas cardiovasculares, foram
os individuos com o alelo T pertencentes ao grupo com angiopatia. Ao contrario
do que seria de esperar, pois o alelo A do polimorfismo RAGE -374 TA esta

associado a maior expressao.

O parametro concentracdo de hemoglobina globular média parece ser um fator
de protecao para doenca angiopatica, independentemente dos anos de duracao
de diabetes, para os individuos do grupo |l portadores do gendtipo AA, o que
contradiz com o0 que seria esperado. Porque em teoria, os individuos com os
gendtipos TT+TA teriam mais protecdo, pois o alelo A esta associado a maior
expressao, logo maior processo inflamatorio. E os individuos do grupo | deveriam

ter CHGM diminuida, porque tém maior processo inflamatorio.

No que diz respeito ao parametro leucdcitos, este parece ser um fator de
protecdo para doencga angiopatica, independentemente dos anos de duracéo de
diabetes, para os individuos do grupo Il portadores dos genétipos TT+TA,
estando de acordo com o esperado. O alelo T estd associado a expressao
diminuida do polimorfismo RAGE -374 TA. Os individuos do grupo com
angiopatia terdo maior processo inflamatério e como tal valores de leucdcitos

superiores, indo ao encontro dos valores obtidos no presente trabalho.

Relativamente a IL-6, esta tem sido implicada no desenvolvimento da
patogénese da DMT2, a desregulacdo da sinalizacdo desta citocina tem sido

envolvida na etiologia de diversas doencas autoimunes, nomeadamente, DMT2.
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Individuos com DMT2 tém niveis significativamente mais elevados de IL-6
relativamente a individuos sem DMT2. Vérios estudos tém associado a IL-6 a

resisténcia a insulina, disfuncdo das células {3 e retinopatia diabética (119).

Parece existir um fator de risco para doenca angiopatica nos individuos sem
angiopatia portadores do alelo G para os parametros glicémia ocasional,
colesterol total e mondcitos, independentemente dos anos de duracdo de
diabetes. O alelo G esta associado a maior expressdo de IL-6, logo maior
processo inflamatério. Um estudo de Papaoikonomou S, Tousoulis D,
Tentolouris N, et al. (74), que teve como objetivo avaliar a associacdo do
polimorfismo rs1800795 da IL-6 na prevaléncia de alguma doenca
macrovascular em pacientes com DMT2, concluiram que os individuos
portadores do alelo C do polimorfismo rs1800795 da IL-6 apresentaram menor
probabilidade de sofrer complicagbes macrovasculares, comparando com 0s
individuos portadores do alelo G. Deste modo, 0s nossos resultados estdo de

acordo com o esperado.

Observou-se uma relacéo estatisticamente significativa entre os individuos do
grupo | com os genétipos GG+GC e valores mais elevados de leucécitos. A IL-6
€ conhecida por ter acGes pré-ateroscleréticas, nomeadamente, a promocao do
recrutamento de leucécitos para o endotélio, contribuindo para uma resposta de
fase aguda relacionada com a DMT2 (120). O alelo C do polimorfismo IL-6 -174
GC esta associado a menor expressao/atividade de IL-6. Neste sentido, os
individuos com angiopatia portadores do alelo G, terdo valores mais elevados de

leucdcitos, corroborando com os resultados do presente estudo.

Verificou-se também que os individuos do grupo | com o gendétipo GC estao
associados a niveis mais baixos do racio mondcitos/colesterol HDL
comparativamente com os individuos com o genétipo GG+CC. E este parametro
aparenta funcionar como fator de protecéo para maior progressdo da doenca
angiopatica nos individuos do grupo com angiopatia, independentemente dos
anos de duracao de diabetes. Os macrofagos e mondcitos séo o tipo de células
mais importantes para a secrecao de citocinas pro-inflamatorias e pro-oxidantes
no local da inflamacéo (108). Pelo contrario, é sabido que o C-HDL é considerado
protetor das células endoteliais porque estimula a libertacdo de oxido nitrico e

aumenta a expressao de Oxido nitrico sintase — enzima que cataliza a producéo
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de 6xido nitrico — ao nivel endotelial. Para além disso, o C-HDL interfere na
oxidacdo de C-LDL e tem um efeito anti-trombdético pois reduz a expresséo do
fator tecidual em células endoteliais expostas a citocinas e diminui a ativacéo
plaguetaria. Também inibe a adesdo de glébulos brancos e reduz a expressao
de moléculas de adesdo, como molécula de adesdo de células vasculares 1
(107). Recentemente, a razdo mondcito para C-HDL surgiu como um novo
marcador prognostico para doencas cardiovasculares (108) e por serem dados
de facil obtencdo e de baixo custo (41,42). O aumento deste racio mondcito/C-
HDL esta associado a inflamacao sistémica e a disfuncéo endotelial (121). Por
outro lado, verificou-se também que, os individuos do grupo Il portadores do
genodtipo GC, em relacdo a este parametro, parece ser um fator de risco para
doenca angiopatica, independentemente dos anos de duracdo de diabetes.
Neste caso, seria expectavel que os individuos sem complicacdes
cardiovasculares tivessem niveis mais baixos deste parametro, ao contrario do

gue é observado no presente estudo.

Para os individuos do grupo Il portadores do gendétipo GC, em relagdo a este
parametro malondialdeido, parece ser um fator de protecdo para doenca
angiopatica, independentemente dos anos de duracdo de diabetes, além do
mais, os individuos com angiopatia evidenciam valores mais elevados. O alelo
G esta associado a maior expresséao de IL-6, logo maior processo inflamatério,

como mostram os resultados do nosso trabalho.

No que diz respeito ao TNF-a, é uma citocina que promove 0 aumento de
producdo de moléculas de adeséo, recrutamento de leucécitos, apoptose e
quimioatracéo de mondcitos. E responsavel pela amplificacéo da respostaimune
através da estimulacdo da expressdo de diversos fatores de crescimento, de
transcricdo e outros mediadores inflamatoérios. Os niveis de TNF-a costumam
estar aumentados na retina de pacientes diabéticos, e também em individuos
diabéticos com retinopatia diabética ou retinopatia diabética proliferativa,
comparando com individuos saudaveis. Esta citocina estd por isso
correlacionada com a gravidade da retinopatia diabética em individuos com
DMT2 (110).

Foi possivel verificar que os individuos do grupo Il com o genétipo GG estao
associados a valores de eritrocitos ligeiramente mais elevados do que os
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individuos com os genétipos GA+AA. O alelo G do polimorfismo TNF-a -238 GA
esta relacionado com menor atividade de TNF-a, por isso estes individuos terdo
menor processo inflamatoério. Aléem disso, este parametro parece ser um fator de
risco para doenga angiopética nestes individuos, independentemente dos anos
de duracdo de diabetes. Estes resultados sdo também explicados pela
correlacao direta que existe no grupo | entre malondialdeido e o parametro dos

eritrocitos relacionado com a anemia, e que ndo existe no grupo II.

Os individuos do grupo | com o genoétipo GG estdo associados a valores
ligeiramente mais elevados de concentracdo de hemoglobina globular média do
gue os individuos do grupo II, o que contradiz com o esperado, pois deveriam
ser os individuos do grupo Il a apresentar valores mais elevados deste
parametro, por terem, a partida menor processo inflamatério. E os individuos do
grupo | deveriam ter CHGM diminuida porque tém maior processo inflamatorio,
que prejudica o processo de hematopoiese, estando relacionado com a

diminuicdo dos niveis séricos de ferro (122)

5.3.2. Polimorfismo anti-inflamatério (HMOX-1)

A HMOX-1 é uma enzima microssomal que limita a velocidade responsavel pela
oxidacdo e degradacdao do heme em metabolitos biologicamente ativos,
nomeadamente, a biliverdina que é reduzida rapidamente a bilirrubina, monéxido
de carbono e ferro (123). A HMOX-1 é ativada em condi¢des de stress oxidativo.
Num estudo realizado com um modelo animal com DMT2, € sugerido que ajuda
a melhorar o controlo glicémico, reduz o stress oxidativo e aumenta o nivel
antioxidante. Como ja referido, o controlo glicémico é um fator relevante a longo
prazo para a DMT2 e pensa-se que o stress oxidativo seja a razdo de algumas

alteracdes a nivel vascular que poderao levar a complicacdes diabéticas (124).

Verificou-se uma associacao estatisticamente significativa entre os individuos do
grupo | com os genotipos TT+TA e valores mais elevados de concentracdo de
hemoglobina globular média, o que contradiz com o que seria esperado. Isto
porque supostamente, os individuos com o genoétipo AA tém mais protecdo
porque o alelo A do polimorfismo HMOX-1 -413 TA estad associado a maior

expressao/atividade de HMOX-1, logo menor processo inflamatério. E os
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individuos do grupo | deveriam ter CHGM diminuida, porque tém maior processo
inflamatério. Para além de que, como a CHGM esta relacionada com a
hematopoiese, e esta é dependente dos fatores inflamatorios, estes inibem a
eritropoiese que esta associada a producdo de hepcidina que se encontra
aumentada no processo inflamatério e que inibe o transporte de ferro dos
enterocitos duodenais para o plasma, contribuindo para a diminuicdo dos niveis
séricos de ferro (122). Nos resultados do presente estudo, existe uma
contradicdo porque os individuos com o alelo T com angiopatia, que a partida
teriam maior processo inflamatério, esta situacdo inversa podera ser explicada
por outro fator relacionado com a atividade da HMOX-1. A HMOX-1 produz mais
monoxido de carbono e este pode diminuir a formacao de hemoglobina. Outra
explicacdo podera ser que estes individuos reabsorvam menos glucose e sodio
e terem uma melhor perfusdo que levara a maior producdo de eritropoietina,
sendo que esta € anti-inflamatéria, e por isso ter dado valores de CHGM mais
elevados nos individuos portadores do alelo T do grupo I.

Os individuos do grupo Il portadores do genétipo AA estdo associados a niveis
mais baixos de plaguetas do que os do grupo com angiopatia. Para além de que,
nestes individuos, parece existir um fator de protecdo para este parametro,
independentemente dos anos de duracdo de diabetes. Individuos com DMT2
tém maior reatividade plaquetaria comparando com individuos nédo diabéticos,
gue por sua vez, terdo um risco elevado para o surgimento de complicacdes

cardiovasculares (125). Os nossos dados estédo de acordo com o esperado.

Também se observou que os individuos do grupo | portadores dos gendtipos
TT+AA estao associados a niveis mais elevados de malondialdeido do que os
do grupo sem angiopatia. Para os individuos do grupo Il portadores dos
genodtipos TT+AA parece existir um fator de protecdo, relativamente a este
parametro, para doenca angiopdtica, dependente dos anos de duracdo de
diabetes. Um estudo realizado por Goycheva P, Mikolova G, Ivanova M, et al.
(126), teve como objetivo analisar os niveis de stress oxidativo, nomeadamente
de malondialdeido, na DMT2 com complicacdes vasculares derivadas da
diabetes. Foram incluidos 93 pacientes com DMT2 e complicacdes angiopaticas,
16 pacientes com DMT2 sem complicacBes angiopaticas e 94 controlos

saudaveis. Os autores demonstraram que os grupos de DMT2 apresentaram
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niveis significativamente mais elevados que no grupo controlo e que o grupo com
niveis mais elevados foi o grupo com DMT2 e complicacdes vasculares. Os
resultados do presente trabalho corroboram os resultados obtidos por estes
autores. O malondialdeido é considerado um importante biomarcador utilizado
na avaliagdo do stress oxidativo (117). Sugere-se que, juntamente com a
dislipidemia primaria, o dano oxidativo e as alteracfes quimicas irreversiveis das
lipoproteinas, estejam também envolvidas no estado de aceleracdo de
aterosclerose na DMT2 (127).

O presente estudo teve algumas limitagdes, desde ja o tamanho amostral, tendo
limitado a existéncia de determinados dados com significAncia estatistica, a falta
de uma populagéo controlo e uma certa falta de homogeneidade da amostra. O
facto de ndo existirem informacdes sobre o numero de individuos que estariam
a ser medicados, quais as medicacfes em uso, e também a inexisténcia de
informagdes sobre a alimentacdo dos mesmos, poderdo ter interferido nos
resultados e conclusdes. Por outro lado, até onde se conhece da literatura, é o
primeiro estudo que analisa o contributo destes quatro polimorfismos genéticos
(RAGE -374 TA, IL-6 -174 GC, TNF-a -238 GA e
HMOX-1 -413 TA) e de biomarcadores do processo inflamatério com a
predisposicdo de individuos diabéticos tipo 2 a desenvolverem doenga

cardiovascular.
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6. CONCLUSAO

Nas ultimas décadas, temos assistido a um crescimento acelerado da
prevaléncia de diabetes mellitus tipo 2 em todo o mundo, em grande parte, fruto
da globalizacdo e sedentarismo, juntamente com o aumento da obesidade. Esta
patologia pode resultar em diversas complicacdes de saude, originando custos
avultados para os sistemas de salde dos paises. E, por isso, de enorme
relevancia conduzir pesquisas nesta area, por forma a entender as etapas de
desenvolvimento e complicacdes da DMT2, com o objetivo de prevenir, controlar,

tratar ou reverter a fisiopatologia desta doenca e as suas complicagoes.

Cada vez mais se aposta numa abordagem individualizada e personalizada
como tratamento, para isso, a area da genética € essencial. A identificacdo de
genotipos associados ao desenvolvimento e complicacdes derivadas da doenca,
a pesquisa de novos biomarcadores que ajudem a detetar precocemente a
doenca, que avaliem a sua progressao e a resposta a intervencoes terapéuticas,
€ de enorme pertinéncia para tentar travar o incremento desta epidemia

emergente.

O objetivo principal deste estudo foi avaliar o contributo da variacdo genética e
de biomarcadores do processo inflamatério na progressdo da doenca
cardiovascular em pessoas com diabetes mellitus tipo 2. Os polimorfismos
estudados foram: IL-6 -174 GC, TNF-a -238 GA, RAGE -374 TA e HMOX-1 -413
TA. Procurou-se entender qual a importancia de cada polimorfismo e de alguns
biomarcadores do processo inflamatério na progressdo da doenca
cardiovascular em pessoas com DMT2.

Os fatores genéticos ajudam a identificar os individuos diabéticos tipo 2 com
maior risco para desenvolver doenca angiopatica e modulam diferencialmente
os fendtipos intermédios (parametros bioquimicos e celulares) associados a

progressédo para doenca cardiovascular.

Relativamente a associacdo genoétipo e fendtipo intermédio, houve uma
associacao entre o polimorfismo da citocina pro-inflamatéria (IL-6) com niveis
mais elevados, no entanto, ainda dentro dos valores de referéncia, de

parametros hematol6gicos e marcadores de processo inflamatério. E uma
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associacdo do polimorfismo de RAGE com homocisteina. No caso do
polimorfismo anti-inflamatério (HMOX-1), houve uma associacdo com o
parametro monaocitos, apesar de se encontrar dentro dos valores de referéncia,
e com niveis elevados de um parametro relacionado com a extensdo da

inflamacéo e stress oxidativo (racio mondécitos/C-HDL).

N&o foram encontradas associacdes entre os polimorfismos estudados e a
progressdo para a doenca cardiovascular (associacdo genétipo — fendtipo
distante). O facto do tamanho amostral ser pequeno e os individuos incluidos no
estudo terem bastantes semelhancas entre si, por se tratar de individuos todos
eles diabéticos e ndo existir uma populacdo controlo, podera ter levado a

inexisténcia de resultados estatisticamente significativos.

by

Em relacdo a associacdo fenotipo intermédio — fenotipo distante, foram
identificados dois parametros relacionados com a progressao da doenca
angiopatica, sé@o eles o malondialdeido e a homocisteina. Os resultados obtidos
vao de encontro ao esperado porque guando existe a presenca de doenca
cardiovascular, os valores destes parametros relacionados com o0 processo
inflamatodrio e stress oxidativo vao estar aumentados nestes individuos. De
realcar a correlacdo direta encontrada entre malondialdeido e o parametro dos
eritrécitos apenas nos individuos com doenca cardiovascular. E a correlagdo
indireta encontrada entre homocisteina e os parametros dos eritrocitos nos
individuos com e sem angiopatia. De referirtambém que a maioria dos individuos
tém doenca microangiopatica e isso pode explicar as associacdes encontradas

e a falta de relagdo com os parametros dos lipidos.

A importancia destas analises € identificar os individuos que tém maior tendéncia
para progridem para a doenga cardiovascular antes de terem um evento
cardiovascular. A genética ajuda a subclassificar os individuos com
determinadas varia¢gdes nos fenotipos intermédios, de forma a identificar os
individuos com DMT2 que tenham maior risco para desenvolverem doenca

cardiovascular.

Estes resultados poderdo constituir um contributo para a definicdo de um perfil
de risco cardiovascular em doentes com DMT2 baseado nos biomarcadores

genéticos, bioquimicos e celulares. Ressalvando mais uma vez, o facto de ndo
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existir neste trabalho informacdo sobre a medicacdo e a alimentacdo destes

individuos.

Por este motivo, estudar os biomarcadores inflamatérios que estdo associados
ao desenvolvimento de complicacdes da DMT2 (como a doenca cardiovascular),
bem como a modulacdo por variantes polimérficas genéticas, pode ajudar a
prever os riscos individuais do seu aparecimento e posteriormente, fazer o

diagnostico e determinar qual o tratamento mais adequado a cada individuo.

Perspetivas Futuras

O presente trabalho teve algumas limitacbes, tais como o pequeno tamanho
amostral, o que limitou a significancia de determinados dados e também a falta

de uma populacao controlo.

Numa oportunidade futura, sera interessante realizar um novo estudo com a
mesma populacdo, mas com um maior tamanho amostral e incluindo uma
populacdo controlo, que possibiite a comparacdo dos resultados entre
individuos saudaveis, individuos com DMT2 sem angiopatia e individuos com
DMT2 e angiopatia. Esta comparacéo ira permitir avaliar a possivel presenca de
diferencas estatisticamente significativas entre os trés grupos e estudar de forma
mais detalhada a progressao do desenvolvimento da DMT2 e da doenca

angiopatica nos individuos com DMT2.
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8. ANEXOS

Tabela 38. Correlagéo de Pearson entre os parametros bioguimicos para o grupo | (com angiopatia).

Grupo | (com angiopatia)

Anexos

HbA1c

Glicemia
Ocacional

Eritrocitos

Hemoglobina

Hematdcrito

VGM

HGM

CHGM

Plaquetas

Leucdcitos

Neutréfilos

Eosiondfilos

Basdfilos

Linfécitos

Meondcitos

Récio N/L

Ricio
Neutréfilos X
PIL

Monécitos/
Linfocitos

Mondcitos/HDL

Creatinina

C-Total

C-HDL

C-LDL

Triglicéridos

PCR

Malondialdeido

Homocisteina

HbAlc

C. de

Pearson

=

0,361

0,039

]

33

-0,280

0,017
72

Eritrocitos

C. de

Pearson

=

&

0,813

0,000
64

0,870

0,000
64

0,364
0,016
43

0,360

0,003
64

Hemoglobina

C. de

Pearzon

=)

N

0,972

0,000
64

0,325

0,033
a3

0,340

0,026
43

0,324

0,009
64

-0,312

0,012
64

Hematderito

C. de

Pearson

yal

N

0,321
0,010
54

-0,315

0,011
54

YGM

C. de

Pearzon

0,847

0,000
43

-0,318

0,038
43

-0,338

0,027
43

-0,418

0,005
43

C. de

Pearson

=

¥l

0,450

0,002
43

-0,349

0,022
43

0,320

0,037
43

-0,429

0,004
43

CHGM

C. de

Pearzon

=

¥l

-0,335

0,028
43

FPlaquetas

C. de

Pearson

=

I

0,483

0,001
43

0,590

0,000
43

Leucdcitos

C. de

Pearson

=

&

-0,306

0,046
43

0,595

0,000
43

Neutréfilos

C. de

Pearson

a

]

-0,375

0,013
a3

-0,386

0,011
43

-0,949

0,000
43

0924

0,000
43

0,729

0,000
43

0,622

0,000
43
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Tabela 39. Correlagdo de Pearson entre os parametros bioquimicos para o grupo | (com angiopatia) (continuagdo).

Anexos

Eosiondfilos

C. de
Pearson

I

N

0,324

0,034
43

Basdfilos

C. de
Pearson

I

N

-0,345

0,024
43

Linfocitos

C. de
Pearson

I

N

-0,831

0,000
43

-0,726

0,000
43

-0,772

0,000
43

0,321

0,038
42

Mondcitos

C. de
Pearson

I

N

0,597

0,000
43

0,642

0,000
43

Ricio
Neutréfilost
Linféei

C. de
Pearson

¥z

N

0,709

0,000
43

0,764

0,000
43

Ricio
Meutrifilos X
Plaquetas!

C. de
Pearson

a

N

0,484

0,001
43

0,339

0,046
35

C. de
Pearson

)

Linfocitos

a

N

0,517

0,000
43

0,324

0,034
43

0,338

0,047
35

C. de
Pearson

C-HDL

a

N

0,304

0,048
43

-0,766

0,000
43

Creatinina

C.de
Pearzon

a

N

0,354

0,016
16

0,453

0,006
35

0,418

0,004
15

C-Total

C. de
Pearson

¥z

N

0,353

0,003
69

0,898

0,000
68

0,383

0,001
67

C-LDL

C.de
Pearzon

a

N

0,383

0,002
66

Triglicéridos

C. de
Pearson

¥z

N

0,274

0,025
67

C. de
Pearson

do

a

N

0,327

0,004
75
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Tabela 40. Correlacéo de Pearson entre os parametros bioquimicos para o grupo Il (sem angiopatia).

Grupo Il {(sem angiopatia)

Anexos

HbA1c

Glicemia
Ocacional

Eritrocitos

Hemoglobina

Hematderito

VGM

HGM

CHGM

Plaquetas

Leucécitos

Neutréfilos

Eosiondfilos

Basdfilos

Linfécitos

Mandcitos

Racio N/L

Racio
Neutréfilos X
PIL

Mondcitos/
Linfécitos

Mondcitos/HDL

Creatinina

C-Total

C-HDL

C-LDL

Triglicéridos

PCR

Malondialdeido

Homocisteina

HbAlc

C. de

Pearson

o

N

0,326

0,046
38

0,321

0,006
72

0,370

0,011
46

Glicemia
Dcacional

C. de

Pearson

a

N

0,336

0,045
36

Eritrdcitos

C. de
Pearson

fz)

N

0,851

0,000
66

0,886

0,000
66

0,278
0,024
66

-0,286
0,020
66

Hemoglobina

C. de

Pearson

fz)

&)

0,853

0,000
66

0,276

0,046
53

0,430

0,001
53

0,345

0,011
53

-0,366

0,003
66

Hematderito

C. de

Pearson

Fz)

&)

0,306

0,026
53

0,272

0,049
53

-0,360

0,003
66

¥YGM

C. de

Pearson

Fz)

5!

0,806

0,000
53

HGM

C. de

Pearson

o

N

0,591

0,000
53

0,273

0,048
53

CHGM

C. de
Pearson

g

il

0,289

0,030
53

Flaquetas

C. de

Pearson

g

il

0,371

0,006
53

-0,275

0,046
53

0,602

0,000
53

0,327

0,017
53

Leuedeitos

C. de

Pearson

fz)

Wl

0,287

0,037
53

0,447

0,001
53

0,452

0,001
53

Neutrdfilos

C. de
Pearson

g

il

-0,330

0,016
53

-0,922

0,000
53

0,937

0,000
53

0,775

0,000
53

0,357

0,009
53

-0,302

0,028
53
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Tabela 41. Correlacéo de Pearson entre os parametros bioquimicos para o grupo |l (sem angiopatia) (continuacao).

Anexos

Eosiondfilos

Pearson

C.de

e

N

0,407

0,003
53

Basdfilos

Pearson

C.de

e

N

-0,300

0,029
53

-0,413

0,003
51

Linfdcitos

Pearson

C.de

e

N

-0,936

0,000
53

-0,718

0,000
53

-0,640

0,000
53

0,315

0,220
53

-0,316

0,033
46

Mondcitos

Pearson

C.de

e

N

0,819

0,000
53

0,843

0,000
53

C.de
Pearson

Neutrgfilos?
Linfécitos

e

N

0,848

0,000
53

0,528

-0,304

0,027
53

C.de
Pearson

e

Plaquetas?

N

0,366

0,007
53

Mondcitos?
Linfocitos

C.de

Pearson

=

M

0,609

0,000
53

0,323

0,028
46

Mondcitos?
C-HDL

C. de

Pearson

=

M

0,303

0,031
51

-0,490

0,000
53

0,316
0,021
53

Creatinina

C.de

Pearson

e

N

-0,404

0,002
54

0,567

0,000
54

C-Total

C. de

Pearson

e

N

0,870

0,000

0,400

0,001
71

C-HDOL

C. de

Pearson

=

&

-0,458

0,000
71,00

-0,272
0,021
72,00

C-LOL

C. de

Pearson

=

&

0,355

0,002
71

Triglicéridos

C. de

Pearson

yal

N

0,262
0,027
71

Malondialdei ]
do

Code

Pearzon

AL

]

0,448

0,000
73
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