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RESUMO

Presenca de polimorfismos genéticos no receptor de vitamina D e padrdo da reserva
corporal de micronutrientes e sua relacdo com os marcadores do controle glicémico, perfis
lipidico e inflamatorio de individuos com diabetes mellitus tipo 2. Universidade Federal
de Sergipe, Sdo Cristovdo, Sergipe, 2024.

Polimorfismos genéticos de nucleotideos Unicos (SNPs) e hapl6tipos no receptor da
vitamina D (VDR), e as deficiéncias de vitamina D, magnésio (Mg), zinco (Zn), célcio
(Ca) e potassio (K) sdo fatores que isoladamente contribuem para o inadequado controle
metabdlico de individuos com diabetes mellitus tipo 2 (DM2). Assim, o0 objetivo deste
estudo foi testar a associacdo entre a presenca de SNPs no VDR, hapl6tipos e padrdes da
reserva corporal de micronutrientes com marcadores do controle glicémico, lipidico e
perfil inflamat6rio de individuos com DM2. Para isso, uma metanalise avaliou a
associacao entre a presenca dos SNPs no VDR e marcadores do controle glicémico,
lipidico e perfil inflamatério de individuos com DM2, seguindo as orientagbes do
MOOSE e registrada no PROSPERO (n°CRD42021268152). A busca sistemética dos
dados foi realizada nas bases de dados PubMed, EMBASE e SCOPUS. Foram incluidos
estudos que compararam os valores de marcadores do controle glicémico, perfil lipidico
e inflamatdrio entre os genotipos identificados. A qualidade dos estudos foi avaliada pela
escala da Newcastle-Ottawa. Os tamanhos de efeito foram testados utilizando modelo de
efeito randdmico e reportados em diferenca padronizada de media (SMD) e intervalo de
confianga 95% (IC95%). Paralelamente, estudo observacional, transversal foi realizado
com 160 adultos com DM2, ambos 0s sexos, residentes em Sergipe. Foram coletadas
informacgbes sociodemograficas, realizada avaliagdo antropométrica e da composicao
corporal, e colhido sangue para identificacdo dos SNPs, e avaliacdo dos marcadores
bioguimicos de controle glicémico e lipidico. A frequéncia dos SNPs, desequilibrio de
ligacdo e o teste de Hardy-Weinberg foram calculados e SNPs com frequéncia maior que
1% inseridos no modelo dos haplétipos. Os SNPs e hapl6tipos, e os padrbes da reserva
corporal de micronutrientes, estabelecidos por meio da analise de componentes principais
e estratificados em quartis foram inseridos nos testes de modelos de regressdo logistica
binaria (variaveis dependentes valores de alvo terapéutico para a glicemia de jejum,
percentual de hemoglobina glicada (%HbA1c) e (Homeostasis Model Assessment -
Insulin Resistance (HOMA-IR) ajustados para sexo, idade, tempo de diagnéstico e indice
de Massa Corporal (IMC), significancia p<0,05. A metanalise identificou quatro SNPs:
Fokl (rs2228570); Bsml (rs1544410); Taql (rs731236) e Apal (rs7975232). Os SNPs Fokl
e Bsml foram associados com maior %HbAlc (SMD=0.409, p=0,002) e triacilglicerol
(SMD=0.206, p=0,023), respectivamente. No estudo observacional, o SNP Bsml se associou
ao aumento do %HbA1c (OR=2.071, p=0.045), mas os haplétipos ndo contribuiram para o
inadequado controle glicémico. Dois padrdes da reserva corporal de micronutrientes foram
estabelecidos. Os menores quartis dos Padrdo 1 (Mg, Zn, Ca e K) e Padrdo 2 (25(CH)D e
Zn) apresentaram 4,319 (p=0,019), e 3,970 (p = 0,038) vezes mais chances de aumentar
os valores de HOMA-IR e %HbAlc, respectivamente. Conclui-se que os SNPs Fokl e
Bsml no VDR e padrdo da reserva corporal de micronutrientes explicados pelas menores
concentragBes de 25(0OH)D, Zn, Mg, Ca e K contribuem para o0 mau controle metabdlico
de individuos com DM2.

Descritores: diabetes tipo 2. vitamina D. glicemia. Inflamag&o. Micronutrientes. receptor
de vitamina D. polimorfismo genético.



ABSTRACT

Presence of genetic polymorphisms in the vitamin D receptor and pattern of micronutrient
body reserves and their relationship with markers of glycemic control, lipid profile and
inflammation in individuals with type 2 diabetes mellitus. Federal University of Sergipe,
Sdo Cristovéo, Sergipe, 2024.

Genetic single nucleotide polymorphisms (SNPs) and haplotypes in the vitamin D
receptor (VDR), and deficiencies in vitamin D, magnesium (Mg), zinc (Zn), calcium (Ca)
and potassium (K) are factors that alone contribute to inadequate metabolic control in
individuals with type 2 diabetes mellitus (DM2). Thus, the aim of this study is to associate
the presence of SNPs in the VDR, haplotypes and patterns of micronutrient body reserves
with markers of glycemic control, lipid levels and inflammatory profile in individuals
with DM2. To this end, a meta-analysis evaluated the association between the presence
of SNPs in the VDR and markers of glycemic control, lipid levels and inflammatory
profile in individuals with DM2, following the MOOSE guidelines and registered with
PROSPERO (n°CRD42021268152). A systematic search of the data was carried out in
the PubMed, EMBASE and SCOPUS databases. Studies comparing the values of markers
of glycemic control, lipid profile and inflammation between the identified genotypes were
included. The quality of the studies was assessed using the Newcastle-Ottawa scale.
Effect sizes were tested using a random-effects model and reported as standardized mean
difference (SMD) and 95% confidence interval (95%CIl). In parallel, an observational,
cross-sectional study was carried out with 160 adults with DM2, both sexes, living in
Sergipe. Sociodemographic information was collected, anthropometric and body
composition assessments were carried out, and blood was drawn to identify SNPs and
assess biochemical markers of glycemic and lipid control. The frequency of SNPs,
linkage disequilibrium and the Hardy-Weinberg test were calculated and SNPs with a
frequency greater than 1% were inserted into the haplotype model. The SNPs and
haplotypes, and the micronutrient body reserve patterns established by principal
component analysis and stratified into quartiles, were entered into the binary logistic
regression model tests (dependent variables therapeutic target values for fasting glycemia,
percent of glycated hemoglobin (%0HbA1c) and Homeostasis Model Assessment - Insulin
Resistance (HOMA-IR) adjusted for gender, age, time of diagnosis and BMI, significance
p<0.05. The meta-analysis identified four SNPs: Fokl (rs2228570); Bsml (rs1544410);
Tagl (rs731236) and Apal (rs7975232). The Fokl and Bsml SNPs were associated with
higher %HbAlc (SMD=0.409, p=0.002) and triacylglycerol (SMD=0.206, p=0.023),
respectively. In the observational study, the Bsml SNP was associated with increased
%HbAlc (OR=2.071, p=0.045), but the haplotypes did not contribute to inadequate
glycemic control. Two patterns of body micronutrient reserve were established. The
lowest quartile of Pattern 1 (Mg, Zn, Ca and K) and Pattern 2 (25(OH)D and Zn) were
4.319 (p=0.019) and 3.970 (p=0.038) times more likely to increase HOMA-IR and
%HbALc values, respectively. It is concluded that SNPs in the VDR and the pattern of
micronutrient body reserves explained by the lower concentration of 25(OH)D, Zn, Mg,
Ca and K contribute to poor metabolic control in individuals with DM2.

Descriptors: type 2 diabetes; vitamin D; glycemia; inflammation; micronutrients;
vitamin D receptor; genetic polymorphism.
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1 INTRODUCAO

A diabetes mellitus tipo 2 € uma doenca de etiologia complexa e multifatorial,
(Langenberg; Lotta, 2018; Reisberg et al., 2017; Travers; McCarthy, 2011), influenciada
pela interacdo entre fatores genéticos (Schillinger et al., 2023) como a presenca de
polimorfismos de nucleotideos Unicos (Single Nucleotide Polymorphisms, SNPs) e e
ambientais como as deficiéncias nutricionais (Bilous; Donnelly, 2010; Stumvoll,
Goldstein; Haeften, 2005; Zakaria et al., 2021). Dentre os SNPs, localizados no gene do
receptor de vitamina D (Vitamin D Receptor, VDR) e avaliados em individuos com
diabetes mellitus tipo 2 destacam-se os SNPs Fokl (rs2228570) (Mackawy; Badawi,
2014; Safar et al., 2018); Bsml (rs1544410) (Khan et al., 2019; Nam et al., 2021); Taql
(rs731236) (Bid et al., 2009; Safar et al., 2018a) e Apal (rs7975232) (Nam et al., 2021).

Esses SNPs podem alterar a agdo da vitamina D na sintese, secre¢do e acdo da
insulina (Ortlepp et al., 2001; Safar et al., 2018; Uitterlinden et al., 2004), bem como
contribuir para a resisténcia a insulina por comprometer a funcdo da vitamina D como
cofator na atividade de enzimas antioxidantes, e aumentar a secre¢do de citocinas pro-
inflamatorias como as interleucinas, especialmente a interleucina 6 (IL6) e o fator de
necrose tumoral afla (Tumor Necrosis Factos alpha, TNF-alfa) (Zhong et al., 2014). Além
disso, SNPs no VDR foram associados as alteracdes no metabolismo de lipidios e
consequentemente inadequado perfil lipidico em individuos com diabetes mellitus tipo 2
(Han et al., 2017; Paulo, 2011). Os estudos que avaliam a relagdo entre os SNPs no gene
VDR e o controle metabdlico de individuos com diabetes mellitus tipo 2 sdo controversos
(Han et al., 2017; Paulo, 2011), sendo que a localizacdo dos SNPs e formacdo de
haplotipos podem explicar esses resultados (Razi et al., 2018; Uitterlinden et al., 2004).

Adicionalmente, a adequada reserva corporal de micronutrientes favorece o
controle glicémico, adequado perfil lipidico e melhora da resposta inflamat6ria em
humanos (Dubey; Thakur; Chattopadhyay, 2020; Valdés-Ramos et al., 2015; Vondra;
Hampl, 2021). Individuos com diabetes mellitus tipo 2 apresentam deficiéncia de
micronutrientes envolvidos diretamente em processos de sintese, secrecdo e acdo da
insulina, tais como a vitamina D avaliada pela concentracdo sérica de 25 hidroxivitamina
D (25(0OH)D), e plasmatica do Zinco (Zn), Magnésio (Mg), Calcio (Ca) e Potassio (K)
(Valdés-Ramos et al., 2015).

O Zn, via transportador de zinco 8 (ZnT8), contribui para armazenamento de

moléculas de insulina mais estaveis (Chausmer, 1998), e enquanto a expressao de VDRs
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nas células beta pancreaticas explica a acdo da vitamina D na sintese da insulina
(Neelankal John; Jiang, 2018; Zeitz et al., 2003) e sua secrecdo a partir da inducao dos
canais de Ca. A vitamina D ainda favorece a homeostase do Ca, Mg e K (Christakos et
al., 2017; Pittas et al., 2007). O Ca e 0 K sdo essenciais para a exocitose dos granulos de
insulina do citoplasma para a membrana plasmatica e sua consequente secrecdo pelas
células beta pancreéticas (Berridge, 2017; Szymczak-Pajor, Drzewoski; Sliwifiska, 2020).
Ja 0 Mg atua na fosforilacdo dos receptores de insulina (Insulin Receptors — IR), levando
assim a translocacdo do transportador de glicose 4 (Glucose transportes GLUT-4) e
captacdo de glicose pelos tecidos periféricos (Huang, 2014). A resposta a acdo dos
micronutrientes no metabolismo da glicose € individual e leva em consideracdo as
caracteristicas genéticas do individuo e a interacdo com o ambiente (Khan et al., 2019;
Travers; McCarthy, 2011).

Estudos que avaliam os micronutrientes de maneira conjunta no controle
metabdlico de individuos com diabetes mellitus tipo 2 ndo sdo reportados na literatura,
no entanto, isoladamente exercem func¢des importantes na homeostase do metabolismo
da glicose, perfis lipidico e inflamatdrio e consequentemente na melhor resposta a acéo
da insulina (Chausmer, 1998; Neelankal John; Jiang, 2018; Szymczak-Pajor; Drzewoski;
Sliwinska, 2020).

Apesar de fatores genéticos e ambientais interagirem na génese da diabetes
mellitus tipo 2, e da literatura reportar a relagéo entre a presenga de SNPs no VDR com o
maior risco de desenvolver a doenga (Han, et al., 2017; Liu et al., 2021), ainda nao esta
esclarecida a associacdo entre a presenca dos SNPs no gene do VDR e seus haplotipos
com o controle glicémico, perfil lipidico e inflamatério de individuos com diabetes
mellitus tipo 2. Ao mesmo tempo padrdes da reserva corporal de micronutrientes e sua
associacdo com variaveis preditoras do controle glicémico ndo foram estabelecidas em
individuos com este tipo de diabetes. Desta maneira, este estudo justifica-se pela
possibilidade de discutir de maneira concomitante aspectos genéticos e ambientais que
estdo associados com o controle metabdlico de individuos com diabetes mellitus tipo 2 e
assim contribuir para elucidacdo de lacunas cientificas inerentes ao tema. Além disso,
pode subsidiar ensaios clinicos randomizados (ECR) que busquem avaliar o efeito de
estratégias nutricionais para o controle glicémico, melhora do perfil lipidico e da acdo da
insulina que considerem caracteristicas genéticas e padrGes de reserva corporal de

micronutrientes em individuos com diabetes mellitus tipo 2.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Diabetes mellitus tipo 2

A diabetes mellitus tipo 2 é uma doenca cronica caracterizada por hiperglicemia
persistente decorrente da falha na sintese, secrecdo e acdo da insulina, ou da associacao
desses fatores (Elsayed et al., 2023). O Brasil encontra-se em sexto lugar no ranking
mundial de diagnostico de diabetes com 15.733,6 milhdes de pessoas com idade entre 20
e 79 anos diagnosticados com algum tipo da doenca no pais no ano de 2021 (IDF, 2021).
Dados atualizados do Inquérito “Vigilancia de Fatores de Risco e Prote¢ao para Doengas
Cronicas por Inquérito Telefénico — VIGITEL”, publicados em 2023, mostram frequéncia
de diagndstico de 10,2% de algum tipo de diabetes no Brasil, sendo que na cidade de
Aracaju a frequéncia é de 9,6% (95% IC 7,3 — 11,9) (Brasil, 2023).

A diabetes mellitus tipo 2 € uma doenca poligénica (Langenberg; Lotta, 2018;
Reisberg et al., 2017; Travers; McCarthy, 2011), cuja manifestacdo € influenciada por
fatores como habitos alimentares e inatividade fisica (Schillinger et al., 2023), e
corresponde a 90 a 95% dos mais de 536 milhdes de diagnosticos de diabetes no mundo
em individuos com idade entre 20 e 79 anos (IDF, 2021). Ainda, a diabetes mellitus tipo
2 é considerada uma doenca crbénica onerosa tanto para o individuo quanto para o estado,
uma vez que o inadequado controle metabolico do individuo com a doenga esta associado
ao risco aumentado de doencas cardiovasculares, retinopatia, nefropatia e neuropatia
diabéticas e amputacGes (Chatterjee; Khunti; Davies, 2017; IDF, 2021), como sendo
observado que no Brasil, cerca de 30% dos custos do Sistema Unico de Satde (SUS) com
hospitalizagdes, procedimentos ambulatoriais e medicamentos séo referentes ao cuidado
da diabetes (Nilson et al., 2020).

Individuos com diabetes mellitus tipo 2 sdo normalmente oligossintomaticos ou
assintomaticos, sendo os sintomas manifestados ap6s anos de exposicdo a hiperglicemia
(SBD, 2023). Os principais sintomas da diabetes séo poliuria, polidpisia, perda repentina
de peso e visdo turva, e o principal sinal clinico é a presenca da acantose nigricans,
caracteristica da resisténcia a insulina presente primordialmente em individuos com
diabetes mellitus tipo 2 (SBD, 2023).

Nesse sentido, recomenda-se 0 rastreamento da doenca em individuos
assintomaticos com mais de 45 anos de idade que apresentem sobrepeso e/ou obesidade,

e pelo menos mais um dos fatores de risco associados, como: historico familiar de
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diabetes em parentes de primeiro grau, ser afro descendente, hispanico e indigena, ter
histérico de doenca cardiovascular, hipertensdo arterial, elevados valores de
triacilglicerol, acantose nigricans, pré-diabetes, infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia
humana (human immunity virus — HIV) e mulheres com sindrome dos ovarios policisticos
e historia de diabetes gestacional (ADA, 2019).

O diagnostico da diabetes mellitus tipo 2 se dd mediante confirmacdo de pelo
menos um dos critérios: concentracdes de glicemia em jejum ou glicose ao acaso maior
que 126 mg/dL (7,0 mmol/L), teste oral de tolerancia a glicose (apds 2 horas de
administracdo da carga oral de 75 g de glicose) maior que 200 mg/dL (11,1 mmol/L) e
percentual de hemoglobina glicada (%HbALc) maior que 6,5 % (48,0 mmol/L) (Elsayed
etal., 2023).

A principal caracteristica metabdlica observada em individuos com diabetes
mellitus tipo 2 é a disfuncéo da atividade da insulina nos processos de captacao de glicose,
glicogénese, gliconeogénese e regulacdo da lipdlise e lipogénese (SBD, 2023; Stumvaoll;
Goldstein; Haeften, 2005).

2.2 Aspectos metabolicos da diabetes mellitus tipo 2

A diabetes mellitus tipo 2 é caracterizada pela hiperglicemia, hiperinsulinemia,
hiperglucagonemia, resisténcia dos tecidos periféricos a agdo da insulina, aumento da
producdo hepética de glicose, disfuncdo das incretinas, aumento da lipolise e,
consequentemente, de acidos graxos livres circulantes, aumento da reabsorcao renal da
glicose e diferentes graus de deficiéncia na sintese e secrecdo da insulina (SBD, 2023;
Stumvoll; Goldstein; Haeften, 2005).

A insulina é um polipeptidio composto por 51 aminodcidos, sintetizada pelas
células beta nas ilhotas de Langerhans do pancreas mediante a ativacdo do gene da
insulina (Boland; Rhodes; Grimsby, 2017), que codifica o precursor pré-pré insulina com
uma sequéncia de sinal N terminal, permitindo sua entrada no lumen do reticulo
endoplasmatico rugoso e facilitando o dobramento e formacao da pré-insulina, um proé-
hormo6nio composto por trés cadeias peptidicas, cadeia A, B e C e estabilizado por trés
ligacdes de sulfeto (Steiner etal., 1976). Por meio da acdo de duas enzimas pré-horménios
convertase sensiveis ao célcio, a PCSK2 (PC2) e PCSK3 (PC1/3), ocorre a quebra da pro-
insulina, o que da origem a duas moléculas de insulina (cadeias A e B) e uma molécula

denominada peptideo C (cadeia C) (Shennan et al., 1995). A pré-insulina é entdo
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transportada do reticulo endoplasmatico rugoso para o complexo de Golgi, onde é
armazenada em granulos de insulina imaturos, sendo secretada em processo estimulado
pela glicose (Boland; Rhodes; Grimsby, 2017; Steiner et al., 1976).

A falha na sintese e secrecdo da insulina é uma das caracteristicas inerentes ao
processo patologico da diabetes mellitus tipo 2, implicando em necessidade de
insulinoterapia, normalmente apds dez anos de diagnostico da doenga. O aumento na
producdo de espécies reativas de oxigénio (reactive oxigen specie - ROS) nas células beta,
e menor atividade de sistemas antioxidantes enzimaticos nas mesmas podem explicar tal
caracteristica (Stumvoll; Goldstein; Haeften, 2005).

A secrecdo da insulina se da principalmente por estimulo da presenca da glicose
circulante, que penetra no citosol das células beta pancreaticas por mecanismo facilitado
pelos GLUT1 e GLUT?2 (Lee et al., 1994). No citosol, a glicose sofre acdo da enzima
glicoquinase, originando a glicose 6 fosfato, a qual é oxidada para a produgdo de
adenosina trifosfato (ATP) (Mastrototaro; Roden, 2021; Saad, 2002). O aumento
intracelular de ATP favorece o fechamento dos canais de potassio sensiveis a ATP,
aumentando as concentracdes de potéssio no interior da célula, o que provoca alteracao
do potencial da membrana e despolarizacdo da mesma. Com isto, estimula a abertura dos
canais de célcio e o influxo do célcio para o interior da célula (Lee et al., 1994). Maior
concentracdo intracelular de célcio favorece o processo de exocitose dos granulos de
insulina para a membrana celular e sua secrecdo (Tokarz; Macdonald; Klip, 2018).

Apos secretada, a insulina age nos tecidos-alvo (figado, musculos e tecido
adiposo) como principal mediadora de processos de captacdo de glicose, glicogénese e
lipogénese, e como reguladora da gliconeogénese e lipolise (Saad, 2002). Nesses tecidos, a
acao da insulina € iniciada pela sua ligacdo ao receptor de insulina (Insulin Receptor — IR),
0s quais possuem duas subunidades sendo uma alfa e uma beta (Saad, 2002). A ligacdo da
insulina a subunidade alfa (localizada no meio extracelular) é o ponto inicial para a primeira
etapa da cascata de sinalizagdo da insulina, promovendo atividade tirosina quinase na
subunidade beta (intracelular) (Tokarz; Macdonald; Klip, 2018). A autofosforilacdo da
subunidade beta faz com que varios substratos do receptor de insulina (insulin receptor
substrate — IRS) sejam fosforilados em tirosina, o que desencadeia o processo intracelular
de sinalizacdo da insulina (Saad, 2002). Falhas nos processos extra e intracelular da cascata
de sinalizacdo da insulina leva o individuo a resisténcia a acdo desse horménio com prejuizos
importantes nas vias metabodlicas que estdo associadas ao desenvolvimento de doencas

cronicas ndo-transmissiveis, como a diabetes mellitus tipo 2 (Lebovitz, 2001).
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Os IRS1 e IRS2 sdo de maior relevancia na cascata de sinalizacdo da insulina,
uma vez que o IRS1 possui 22 moléculas de tirosina e por isso tem elevada capacidade
de fosforilacdo, enquanto o IRS2 possui 70% da capacidade de fosforilagdo do IRS (Saad,
2002). Os IRS1 e IRS2 fosforilados ativam a fosfatidilinositol 3-quinase
(phosphatidylinositol 3-kinase, PI3K), que possui uma subunidade catalitica de 110 kDa
e outra regulatéria de 85 kDa contendo as por¢ées SH2 e SH3 (Norton et al., 2022). Essa
etapa de ativacdo da PI3K é considerada a principal via de acdo da insulina, pois aumenta
as concentragdes de fosfatidilinositol-3-fosfato, considerado essencial para ativagéo da
proteina quinase B (Akt), especificamente a Akt2, responsavel por controlar a
translocacdo do GLUT4 para a membrana celular e estimular a captacdo da glicose nas
células musculares e adiposas (Holman; Sandoval, 2001).

A diabetes mellitus tipo 2 esta relacionada principalmente a obesidade (Kahn;
Hull; Utzschneider, 2006). A resisténcia a insulina é clinicamente definida como a
incapacidade enddgena ou exdgena da insulina aumentar a utilizacdo da glicose em
populagdes normais (Lebovitz, 2001), e pode ocorrer em dois contextos: extracelular e
intracelular (Ferrannini, 1998; Mastrototaro; Roden, 2021). No meio extracelular, o
hormdnio ndo consegue reconhecer e ligar-se a subunidade alfa do seu receptor,
interrompendo o inicio da cascata de sinalizacdo da insulina. Intracelular, ocorre a
fosforilacdo em serina dos IRS mediada pela acdo das citocinas inflamatdrias e estresse
oxidativo, ndo ativando as principais vias de atuacdo da insulina (Lebovitz, 2001).

Em individuos com diabetes mellitus tipo 2, a resisténcia a insulina é decorrente, pelo
menos em parte, da inflamacé&o cronica de baixo grau induzida pelo ganho de peso, o qual
provoca aumento na secrecdo de citocinas pro-inflamatorias, tais como 0 TNF-a. e as
IL1B e IL6, prejudiciais as etapas de sinalizacdo da insulina (Czech, 2017; Kahn; Hull;
Utzschneider, 2006).0 TNF-o ativa o inibidor do fator nuclear Kappa -B quinase
subunidade beta | kappa quinase beta (inhibitor of nuclear factor kappa-B kinase subunit
beta— IKKp) (Weisberg et al., 2003), que fosforila IRS1 em serina, interrompendo a via
da PI3K/Akt (Lebovitz, 2001; Mastrototaro; Roden, 2021). Ainda, a IL6 regula a
expressdao dos supressores da sinalizacdo de citocinas (Suppressors Of Cytokine
Signalling — SOCS) 1 e 3 que levam a ubiquitinacédo e degradacéo dos IRS, alterando sua
fosforilagéo e inibindo a captacédo da glicose (Rehman et al., 2017; Weisberg et al., 2003).

No dmbito hepatico, a ativacdo da via PI3K/Akt explica ainda a a¢do da insulina
na glicogénese e gliconeogénese. A PI3K ativa a proteina fosfatase 1 e a Akt inativa a

glicogénio sintase quinase-3 (Glycogen Synthase Kinase-3, GSK-3), e ambas
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desfosforilam a glicogénio sintase aumentando sua atividade no processo de glicogénese
(Norton et al., 2022). No tecido adiposo, a insulina ativa a proteina FoxO (Forkhead box-
containing gene, O subfamily), que é substrato da Akt, exportando-a para o citoplasma.
Assim a FoxO reduz a expressdo de genes controlados por glicidios e promove a
expressao de genes que aumentam a sensibilidade da insulina dos adipdcitos. Além disso,
aumenta a expressdo enddgena da glicose-6-fosfatase (G-6-Pase) e liga-se a
fosfoenolpiruvato carboxiquinase (phosphoenolpyruvate carboxykinase - PEPCK)
blogueando a gliconeogénese (Haeusler et al., 2014).

Adicionalmente, no citosol de células hepaticas a FoXO1 possibilita a maior
expressao do fator de transcricdo da proteina 1c ligadora do elemento regulatério de
esterol (sterol response elemento-binding proteins- SREBP-1c), estimulando a sintese de
acidos graxos em periodos de jejum. Enquanto que no tecido adiposo atua estimulando o
acumulo de triacilglicerol e do receptor ativado por proliferador de peroxissomo gama
(PPAR-Y) dando a insulina a caracteristica de principal horménio no processo da
lipogénese (Haeusler et al., 2014). Ademais, via reducdo da atividade da lipase hormonio
sensivel (LHS), mediada pela proteina quinase A (PKA), a insulina age normalmente
inibindo a lipolise e impedindo a circulacdo de &cidos graxos livres na corrente sanguinea
(Sakurai et al., 2021).

A figura 1 resune os mecanismos de acdo da insulina nos processos de captacéo
de glicose nos tecidos periféricos, lipdlise, glicogénese, lipogénese e gliconeogénese via
PI3K/AKkt.

Figura 1. Acdo da insulina via PI3K/AKT nos processos de captacdo de glicose, lipdlise, glicogénese e
lipogénese.
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Imagem criada pelo préprio autor usando o site biorender.com. Adaptado de Lebovitz, (2001);
Mastrototaro; Roden, (2021); Saad, (2002). Apds secretada, a insulina age nos tecidos alvo (figado,
musculo e tecido adiposo) como principal mediadora de processos de captacdo de glicose, glicogénese e
lipogénese, e como reguladora da gliconeogénese e lipolise. Nesses tecidos, a acéo da insulina é iniciada
pela sua ligacdo a subunidade alfa do receptor de insulina (Insulin receptor, IR) (extracelular), sendo o
ponto inicial para a primeira etapa da cascata de sinalizacdo da insulina, promovendo atividade tirosina
quinase na subunidade beta (intracelular). A autofosforilagdo da subunidade beta faz com que varios
substratos do IR (insulin receptor substrate — IRS) sejam fosforilados em tirosina, o que desencadeia o
processo intracelular de sinalizagdo da insulina. A fosforilagdo dos IRS1 e IRS2 é de maior importancia
para o papel da insulina nos metabolismos glicidico e lipidico, uma vez que os IRS1 e IRS2 fosforilados
ativam a PI3K. A PI3K ativada aumenta as concentracbes de fosfatidilinositol-3-fosfato considerado
essencial para ativacdo da Akt. A ativacdo da via da Akt favorece a translocagdo do GLUT4 e
consequentemente captacdo da glicose circulante; ativa a proteina fosfatase que pode reduzir a lipdlise por
modular a atividade do HLS, fosforila a GSK3 originando a PGSK3 estimulando a glicogénese; por outro
lado, a formagdo do FoxO aumenta a expressdo enddgena da G-6-Pase e liga-se a PEPCK bloqueando a
gliconeogénese, além de da possibilidade para a maior expressdo do fator de transcricdo da SREBP-1c no
figado e no tecido adiposo e do PPAR-Y" no tecido adiposo estimulando a lipogénese. Legenda: IR, insulin
receptor; IRS, Insulin receptors substrats; PI3K, fosfatidilinositol 3-quinase; Akt, proteina quinase B;
GLUT4, transportador de glicose 4; HLS, Lipase Hormonio Sensivel; GSK3,glicogénio sintase quinase-3;
PGSKS3, glicogénio sintase quinase-3 fosfatase; FoxO, Forkhead box-containing gene, O subfamily; G-6-
Pase, glicose 6 fosfatase; PEPCK, fosfoenolpiruvato carboxiquinase; SREBP-1c, proteina 1c ligadora do
elemento regulatoério de esterol; PPAR- Y, proliferador de peroxissoma gama;

—»promove/aumenta; - » ativa; —|b|oqueia.

Diante da acdo da insulina, observa-se que a consequéncia da resisténcia a insulina
¢ a hiperglicemia crénica decorrente da menor captacdo de glicose pelos tecidos
periféricos, levando a hiperinsulinemia, aumento da producdo hepética de glicose
(gliconeogénese), aumento da lipolise e lipogénese e, consequentemente, de &cidos
graxos livres circulantes e dislipidemia, o que leva os individuos com diabetes mellitus
tipo 2 a uma condicdo de alteracdo metabdlica de origem multifatorial (Vilas-Boas et al.,
2021).

A hiperinsulinemia via ativacdo da GSK3, aumenta a sintese de glicogénio no
figado e no masculo (Lebovitz, 2001),a0 mesmo tempo em que aumenta expressao génica
de enzimas gliconeogénicas como a PEPCK, G-6-Pase e frutose-1,6-bifosfatase |
(fructose-1,6-bisphosphatase | — FBPase 1), e inibe a translocagédo do fator do FoxO do
nacleo celular para o citoplasma onde, associado ao PPAR coativador 1 alfa, estimulaa
gliconeogénese principalmente por ativar a PEPCK (Haeusler et al., 2014).

A lipogénese se d& pela ativacdo da expressdo génica de proteinas SREBP que
levam a transcri¢do de genes como o da B-hidroxi-p-metilglutaril-Cozenzima A (HMG-
CoA) redutase, da acido graxo sintase e da acetilcoenzima A carboxilase (acetil-CoA-
carboxilase), favorecendo a sintese hepatica de acidos graxos e colesterol, e consequente
aumento das concentrac@es de acidos graxos livres circulantes (Li et al., 2011; Sakurai et
al., 2021).
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Em resposta a hiperinsulinemia, 0 aumento na secrecdo do glucagon é observado
em individuos com diabetes melittus tipo 2, o que favorece a gliconeogénese, sendo mais
um fator contribuinte para a hiperglicemia (Lund et al., 2014). A hiperglucagonemia e a
hiperinsulinemia s&o condic¢des que podem ser influenciadas pela disfun¢do na secrecéo
dos horménios incretinas peptideo-1 semelhante ao glucagon (glucagon-like peptide-1,
GLP-1) e peptideo insulinotropico dependente de glicose (glucose-dependent
insulinotropic peptide, GIP) (Bajaj; Al-Jabri; Verma, 2018; Lund et al., 2014; Lund et al.,
2011). Individualmente, o GIP aumenta a secrecdo de glucagon pelas células alfa
pancredticas favorecendo a hiperglucagonemia (Lund et al., 2014) e o GLP1 age
contribuindo para a abertura dos canais de calcio via PDX-1, aumentando a secre¢do da
insulina (Saad, 2002). A condicdo de alteracdo da funcdo das incretinas tambem é
observada em individuos com diabetes mellitus tipo 2 e mostra a complexidade da doenca
(Lund et al., 2011; Stumvoll; Goldstein; Haeften, 2005).

O comprometimento do controle glicémico em individuos com diabetes mellitus
tipo 2 leva a sintese de produtos finais de glicacdo avancada (Advanced Glycation End-
products, AGEs), que interagem com receptores de AGES (Receptors of Advanced
Glycation End-products, RAGES) em tecidos vasculares, neuronais, endotélio e do
coracdo tornando a diabetes mellitus tipo 2 um fator de risco isolado para o
desenvolvimento de complicacbes micro e macrovasculares, como as retinopatias,
neuropatias e doencas cardiovasculares, bem como a nefropatia diabética potencializada
pela busca exaustiva do corpo em eliminar o excesso de glicose circulante, levando a
glicosuria (Khalid; Petroianu; Adem, 2022). A figura 2 ilustra a complexa fisiopatologia
da diabetes mellitus tipo 2, considerando a resisténcia a insulina e as consequéncias nos
metabolismos glicidico, lipidico e resposta inflamatdria que favorecem a hiperglicemia

cronica e desenvolvimentos de complicacOes associadas a doenca.

Figura 2. Mecanismos envolvidos na diabetes mellitus tipo 2.
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Legenda: A resisténcia & insulina (RI) e as diferentes formas de retroalimentacéo levam a hiperglicemia na
diabetes mellitus tipo 2. A Rl reduz a translocacdo do transportador de glicose GLUT4 e consequentemente
a captacdo da glicose circulante observado pelos elevados valores de glicose de jejum, que quando mantido
por trés a quatro meses leva a glicacdo da hemoglobina, representada pelo aumento no %HbAlc. A
hiperglicemia crénica faz com que as células beta do pancreas passem a secretar maior quantidade de
insulina, levando a hiperinsulinemia e em contrapartida as células alfas secretam maior quantidade do
horménio analogo a insulina, o glucagon, favorecendo a hiperglucagonemia. A hiperglucagonemia
associada a RI aumentam a gliconeogénese, elevando significativamente a glicose circulante. A
hiperglucagonemia pode ainda ser acentuada pela disfungdo dos hormonios incretina GLP1 e GIP, situacéo
comum na diabetes mellitus tipo 2. Adicionalmente, a Rl leva ao aumento da lip6lise e lipogénese
acarretando em maior concentracgdo de &cido graxos livres circulantes, caracterizada pelos elevados valores
de LDL-c, TG e colesterol total. A hiperglicemia crbnica, e 0s acidos graxos livres circulantes em excesso
aumentam a secrecdo de citocinas pré inflamatdrias como a IL6 e o TNF a, que levam a producéo de
espécies reativas de oxigénio (EROS), responsaveis pelos danos celulares em nivel hepatico, renal, neuronal
e cardiaco, desencadeando as complicac@es inerentes ao inadequado controle glicémico da diabetes mellitus
tipo 2.Ainda, as EROs e a secrecdo de insulina extenuante pelo pancreas acarreta dano e falha nas células
beta pancreaticas, inibindo a sintese do horm6nio. —» Efeito direto; » efeito indireto; — inibe
atividade.

Alguns micronutrientes além de estarem envolvidos nos processos de sintese e
secrecdo da insulina, contribuem para a melhora da resposta a acdo desse horménio, e
consequentemente, melhoram o controle glicémico e o perfil lipidico de individuos com
diabetes mellitus tipo 2, e contribuem para a reducdo da inflamacao cronica observada
nesses individuos (Chausmer, 1998; Lee et al., 1994; Palacios et al., 2020). Dentre esses
micronutrientes, destacam-se a vitamina D, e 0s minerais Zn, Mg, Ca e K, que agem em
mecanismos diretos desde a sintese, secrecdo e acdo da insulina, cujas deficiéncias tem
sido associadas ao inadequado controle metabdlico (Berridge, 2017; Chutia; Lynrah,
2015; Ekmekcioglu et al., 2016; Farooq et al., 2020; Kim; Oh; Hong, 2018).
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2.3 Papel da vitamina D nos controles glicémicos, lipidico e resisténcia a insulina

na diabetes mellitus tipo 2

A vitamina D tem sido mostrada como importante micronutriente na reducéo do
risco de complicagcdes metabdlicas em individuos com diabetes mellitus tipo 2 (Bertoccini
et al., 2018; Neelankal; John; Jiang, 2018), e pode ser obtida via a ingestdo de alimentos
fontes de ergocalciferol ou colecalciferol ou ap6s exposicao aos raios UVB, que fazem a
quebra fotolitica da molécula de 7-deidrocolesterol (7-DHC) na epiderme, dando inicio a
sintese enddgena de vitamina D (Holick, 2017).

A biodisponibilidade da vitamina D obtida pela alimentacéo pode ser influenciada
pela composicédo da dieta e alteracdes na secrecdo biliar (Grudtner; Weingrill; Fernandes,
1997). Ao mesmo tempo, a sintese endogena da vitamina D também pode ser influenciada
pelas varia¢des climaticas, faixa etéria, cor da pele, uso frequente de bloqueadores solar,
e presenca de variacOes genéticas nos genes responsaveis pela ativacdo da vitamina
(Holick; MacLaughlin; Doppelt, 1981; Maclaughlin; Holick; Invest, 1985; Pludowski et
al., 2018).

Apo0s obtida ou sintetizada, a vitamina D liga-se a uma proteina de transporte
especifica e é carreada até o figado (Grudtner; Weingrill; Fernandes, 1997) onde sofrera
a primeira reacdo de hidroxilacdo, mediante acdo da 25-hidroxilase 0 que da origem a
25(0OH)D ou calcidiol. A 25(0OH)D apresenta maior meia-vida quando comparada a 1,25
dihidroxivitamina D (1,25(0OH)D), originéria da segunda hidroxilagdo da vitamina D em
nivel renal, sendo, portanto, a melhor forma de mensuracdo da reserva corporal da
vitamina D (Grudtner; Weingrill; Fernandes, 1997; Holick et al., 2011).

A faixa de concentracdo adequada da reserva corporal de vitamina D é baseada no
papel da 1,25(OH)D em manter a secrec¢ao do paratormoénio (PTH) normal e, consequente
a saude 6ssea. Sendo assim, concentracdes de 25(OH)D menores que 20 ng/mL sdo
consideradas deficientes, entre 20 e 29 ng/mL, insuficientes e maior ou igual a 30 ng/mL
suficientes para manter a secre¢do adequada de PTH (Holick et al., 2011). Com o avanco
da ciéncia e as descobertas a respeito do papel da 1,25(OH)D em atividades ndo dsseas
no corpo humano, recomenda-se que, em grupos especiais, tais como individuos com
obesidade e diabetes mellitus tipo 2 os valores séricos de 25(OH)D mantenham-se entre
40 e 60 ng/mL para que a 1,25(OH)D possa exercer suas fungfes em mecanismos nédo
relacionados a salde 0ssea, como por exemplo na sintese e secrecdo da insulina (Gréber;
Holick, 2019; Pludowski et al., 2019).
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Para exercer suas fungdes gendmicas e ndo gendmicas, a 1,25(0OH)D se liga ao
VDR localizado em diferentes tecidos e orgdos (Holick et al., 2011). Os VDRs séo
receptores nucleares pertencentes a familia de receptores hormonais nucleares 1
(‘YYamada; Shimizu; Yamamoto, 2003), que ativados pela 1,25(OH)D translocam-se para
0 ndcleo celular onde ligar-se-ao ao receptor X do acido retindico (RXR), formando um
heterodimero, que interage com elementos de resposta ao VDR (Vitamin D Response
Elements - VDRES) e modula a atividade de diversos genes, como o da insulina (Mitri;
Muraru; Pittas, 2011), e daqueles envolvidos na regulacdo da sintese de citocinas pro-
inflamatérias (Jia et al., 2015; Malik et al., 2017). VDRs sd0 expressos no pancreas e
explica a acdo da vitamina D na sintese da insulina (Jia et al., 2015).

A ligacdo da 1,25(OH)D ao VDR presente nas células beta pancreaticas gera uma
resposta gendmica ocasionando ativagdo transcricional do gene da insulina e sua
consequente sua sintese (Mitri; Muraru; Pittas, 2011). Ainda a 1,25(OH)D atua na
conversdo da molécula de pr6 insulina em insulina (Morr0 et al., 2020). Corroborando ao
exposto, menor expressao e atividade do receptor de insulina nas células beta e maior
expressdo de genes relacionados a gliconeogénese foi observado em peixes zebra com
maior concentragdo de glicose sanguinea e menor concentracdo de 1,25(0OH)D, situacédo
que foi revertida apos a oferta dietética de vitamina D (Shao et al., 2022).

A ativacdo do VDR favorece respostas ndo genémicas da vitamina D por meio da
inducdo de canais voltagem-dependente de transporte de ions transmembrana (Ca; ClI),
do controle do influxo e da quantidade de Ca no citosol e da ativagdo de segundos
mensageiros, como o AMP ciclico, PKA e fosfolipase C (DeLuca, 1967; Goltzman, 2018;
Yamada; Shimizu; Yamamoto, 2003). Esses mecanismos também podem explicar a
atuacdo da vitamina D ativa na rapida absorcdo de célcio pelo epitélio duodenal e na
exocitose dos granulos de insulina pelas células beta pancreaticas (Bertoccini et al., 2018;
Grudtner; Weingrill; Fernandes, 1997; Pittas et al., 2007).

A 1,25(0OH)D regula a secrecdo de citocinas pro inflamatérias pelos adipocitos,
diminuindo a expressdo de quimiocinas e citocinas por meio da Mitogen-Activated
Protein Kinases (MAPquinase) p38 (Cimini et al., 2017) e da via inflamatdria classica do
factor nuclear kappa B (Nuclear Factor Kappa B, NF-kB), reduzindo a secrecdo de
citocinas pro inflamatorias que contribuem para a resisténcia a insulina (Aranow, 2011;
Grudet et al., 2020). Adicionalmente, a 1,25(OH)D regula a maturacdo das células
dendriticas e a resposta das células T a ativacdo dos receptores Toll like (Toll Like
Receptors, TLR) (Chagas et al., 2012), promove a proliferacdo das células anti-
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inflamatorias Th-2 e reguladoras T (Tregs) e consequente secrecdo de citocinas anti-
inflamatorias, como IL-10, IL-4, IL-5 e fator de crescimento transformador beta
(Transforming Growth Factor beta, TGF) (Aranow, 2011; Grudet et al., 2020). Estudos
tem mostrado um potencial papel da vitamina D na ativacdo do sistema antioxidante
enzimatico Superdxido dismutase / Glutationa peroxidade (SOD/GPXx), caracterizando a
vitamina como um agente importante no sistema antioxidante enzimatico do corpo
humano (Dong et al., 2012; Pfeffer et al., 2018).

Al-Daghri et al. (2013) mostraram em um estudo randomizado com 153
individuos com diabetes mellitus tipo 2 que as concentracdes de 25(OH)D foram
diretamente associadas a secre¢do de insulina e inversamente a resisténcia a insulina
mediante analise do indice de resisténcia a insulina Homeostasis Model Assessment of
insulin resistance (HOMA-IR). Ademais, a correlagdo inversa entre as concentragdes de
25(0OH)D no soro e os valores do percentual de hemoglobina glicada (%HbALc) foi
observada em individuos com diabetes mellitus tipo 2 (Yassin; Masoud; Yasin, 2019). No
entanto, Hutchinson et al. (2013) ndo observaram associacdes entre os valores da
25(0OH)D e a sensibilidade a insulina ao avaliar 194 individuos com diabetes mellitus tipo
2. E apesar da elevada prevaléncia de deficiéncia de vitamina D ser reportada em
mulheres com diabetes mellitus tipo 2, a associacdo desta condi¢cdo com maiores valores
de %HbA1c ndo foi observada (Mariam et al., 2019).

A presenca de SNPs no gene do VDR pode comprometer a funcdo genémica da
vitamina D (Karonova et al., 2018; Khan et al., 2019). Os principais SNPs observados no
gene do VDR, que sdo associados direta ou indiretamente com o controle metabolico de
individuos com diabetes mellitus tipo 2 sdo, o Fokl (rs2228570), Bsml (rs1544410), Taqgl
(rs731236) e Apal (rs7975232) (Karonovaetal., 2018; Razi et al., 2018; Safar et al., 2018;
Yan et al., 2022). Esses SNPs podem ainda formar haplétipos e explicar a complexidade
gendmica inerente a génese e ao controle metabdlico da diabetes mellitus tipo 2 (Razi et
al., 2018).

2.3.1 Relacéo da presencga de SNPs e haplétipos no gene VDR com controle metabdlico

na diabetes mellitus tipo 2

O VDR esté localizado na regido g11-g13 do cromossomo 12, abrange no minimo
105kb, possui 14 éxons, sendo 0s éxons de 2 a 9 codificadores de proteina e os éxons la-
1f ndo traduzidos (Jia et al., 2015; Ogunkolade et al., 2002). O VDR apresenta-se com
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extensa regido promotora e ndo mostra ligagdo com outros genes e, portanto, pode
explicar isoladamente o risco aumentado para o desenvolvimento de determinadas
doencas (Uitterlinden et al., 2004), o que explica também a necessidade da avaliar a
associacao entre os SNPs e hapldétipos identificados neste gene com o desenvolvimento
das doencas cronicas ndo-transmissiveis como a diabetes mellitus tipo 2 (Razi et al.,
2018).

A presenca de SNPs no VDR tem sido amplamente estudada, uma vez que o VDR
esta presente em células e tecidos especificos, como nas células beta pancreaticas e no
tecido adiposo, sendo fator ativador para processos metabolicos importantes na
homeostase corporal, como diferenciacdo de adipdcitos, e metabolismo de carboidratos e
lipideos (Faghfouri et al., 2020; Uitterlinden et al., 2004; Wang; Zhu; DeLuca, 2012).

A presenca de VDR em células beta do pancreas explica o papel da vitamina D na
sintese da insulina (Berridge, 2017). No tecido adiposo subcutaneo e visceral, 0 VDR
contribui para acdo da vitamina D na diferenciacdo celular (Kamei et al., 1993), a0 mesmo
tempo em que parece aumentar a expressdo da proteina desacopladora 1 (Uncoupling
Protein 1, UCP1) no tecido adiposo marrom e consequentemente, atuando na
termogénese, sendo importante agente protetor para o desenvolvimento da obesidade
(Xu; Lou; Kong, 2019).

O SNP Fokl (rs2228570) esta localizado no éxon 2, na posicdo 30920 *e resulta
na substituicdo da citosina (C) por timina (T) (Uitterlinden et al., 2004) e ndo esta em
desequilibrio de ligagdo com qualquer um dos outros SNPs no VDR. Neste caso, é
considerado um fator independente de alteracdes na atuacdo do VDR (Bertoccini et al.,
2017). Ja os SNP Bsml (rs1544410), Tagl (rs731236) e Apal (rs7975232) estdo
localizados na regido regulatoria 3’UTR do VDR, entre os éxons 8 e 9, apresentando forte
desequilibrio de ligacdo. As possiveis associacfes entre 0s mesmos justificam a
necessidade de estudos que avaliem os haplotipos (Uitterlinden et al., 2004). O SNP Bsml
(rs1544410) esta localizado na posi¢do 63980 do gene, resulta na substituicdo de adenina
(A) por guanina (G); o Apal (rs7975232) encontra-se na posicao 47845054 do gene e
resulta na substituicdo de adenina (A) por citosina (C); e o Taql (rs731236) esta na
posicdo 47844974 do gene e resulta na substituicdo de timina (T) por citosina (C)
(Vitterlinden et al., 2004).

A figura 3 mostra a localizacdo do VDR no cromossomo 12 e dos SNPs Fokl
(rs2228570), Bsml (rs1544410), Taqgl (rs731236) e Apal (rs7975232) no gene.
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Figura 3. Localizacdo do VDR no cromossomo 12 e dos SNPs Fokl (rs2228570), Bsml (rs1544410), Taql
(rs731236) e Apal (rs7975232) no gene do VDR.
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Elaborado pelo proprio autor utilizando a BioRender.com. Adaptado de Faghfouri et al. (2020); Uitterlinden
et al. (2004); Wang; Zhu; DelLuca, (2012); Yamada; Shimizu; Yamamoto, (2003)
Legenda: C, citosina, T; timina; A, adenina; G, guanina.

O SNP Fokl (rs2228570) no VDR origina uma proteina com 424 aminoacidos
considerada mais curta do que a gerada na presenca do alelo selvagem (427 aminoacidos)
(Safar et al., 2018); porém, a proteina mais curta apresenta melhor atividade
transcricional, sendo que essa atividade pode variar conforme tecido-alvo e interacdo com
fatores de co-transcricdo (Uitterlinden et al., 2004).

A frequéncia da presenga do SNP Fokl (rs2228570) varia conforme a raca da
populacdo estudada. Em individuos com diabetes mellitus tipo 2 asiaticos foi de 51 %,
eurodescendentes 34 % e afrodescendentes 24 % (Uitterlinden et al., 2004). Em chilenos
com diabetes mellitus tipo 2 a frequéncia do gendtipo TT foi de 25% e do alelo T foi de
55% (Angel et al., 2016), e nos iranianos o gendétipo TT foi de 71,43% (Hossein-Nezhad
et al., 2009). Ainda, a frequéncia do gendtipo TT para 0 SNP Fokl (rs2228570) em
egipicios com diabetes mellitus tipo 2 e sindrome metabdlica foi maior (34,3%), enquanto
naqueles com diabetes mellitus tipo 2 e sem sindrome metabolica foi de 17% e nos
individuos saudaveis foi de 8,3% (Mackawy e Badawi, 2014). Quanto a frequéncia do
alelo T nos individuos com diabetes mellitus tipo 2 iranianos, indianos e chilenos foi
observada a frequéncia de 22,85% 22,85% (Hossein-nezhad et al., 2009), 32% (Bid et al.,
2009) e 55% (Angel et al., 2016) respectivamente.

Os efeitos diretos do SNP Fokl (rs2228570) no controle glicémico de pacientes
com diabetes mellitus tipo 2 ainda sdo pouco estudados e os resultados sdo controversos.

Acredita-se que a proteina mais curta (424 aminoacidos) apresente melhor ligacdo com a
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1,25(0OH)D, contribuindo para a atividade da vitamina na secrecdo de insulina pelas
células beta pancreaticas e menor resisténcia a insulina, reduzindo assim o risco de
desenvolvimento da diabetes mellitus tipo 2 (Wang et al., 2012). No entanto, Mackaww;
Badawi, (2014) ao avaliarem o SNP Fok1 (rs2228570) em egipicios com diabetes mellitus
tipo 2 e com sindrome metabdlica ndo encontraram diferencas nos marcadores
bioquimicos em individuos com genotipo polimorfico (TT). Os autores observaram,
ainda, que a presencga de genotipo selvagem se relacionou com dificuldade na sintese e
secrec¢do da insulina, reducdo da expressdo dos IRS e aumento de fatores inflamatdrios.
Contraponto aos achados, metanalise mostrou que ndo ha associa¢do entre SNP Fokl
(rs2228570) e a resisténcia a insulina, independente do modelo recessivo ou dominante
em individuos com diabetes mellitus tipo 2 de diferentes etnias (Han, et al., 2017).

No polimorfismo Bsml (rs1544410), o gen6tipo GG e AG estdo respectivamente
associados com risco significativo e moderado para o desenvolvimento da diabetes
mellitus tipo 2 (Ortlepp et al., 2001). Individuos com diabetes mellitus tipo 2 apresentaram
maior prevaléncia do genotipo GG e AG quando comparados a individuo saudaveis
(29,66 vs 21,98%, e 44,87 vs 41,76%), respectivamente (Safar et al., 2018). A elevada
prevaléncia do alelo G para o SNP Bsml (rs1544410) em individuos com diabetes mellitus
tipo 2 também foi observada em populacdo do norte da india (GG 30% e AG 52%) (Bid
et al., 2009).

Uma sequéncia de analise de ensaios clinicos mostrou que o SNP Bsml
(rs1544410) é um fator de risco para o desenvolvimento de doencas coronarianas,
enquanto os SNPs Fokl (rs2228570) e Apal (rs7975232) sdo fatores de risco para o
desenvolvimento de doencas coronarianas apenas em pessoas brancas (Yan et al., 2022).

Apesar dos estudos que estabelecem relacdo entre 0 SNP Bsml (rs1544410) e
marcadores do controle metabdlico de pacientes com diabetes mellitus tipo 2 serem
controversos, acredita-se que o SNP Bsml (rs1544410) contribui indiretamente para o
aumento da resisténcia a insulina por estar associado ao aumento de peso corporal e
metabolismo de lipideos (Faghfouri et al., 2020; Gholami et al., 2024). A presenca do
alelo G do SNP Bsml (rs1544410) foi associada com obesidade (Nam et al., 2021; Safar
etal., 2018) e maiores valores de colesterol total e lipoproteina de baixa densidade (Low
Density Lipoprotein, LDL) em individuos com diabetes mellitus tipo 2 sem sindrome
metabdlica (Safar et al., 2018) e com sindrome metabdlica (Mackawy; Badawi, 2014).
Em contrapartida, o0 SNP Bsml (rs1544410) ndo mostrou associa¢do com marcadores do

controle glicémico, lipidico e resisténcia a insulina em pacientes com diabetes mellitus
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tipo 2 sem componentes da sindrome metabolica (Mackawy; Badawi, 2014).
Adicionalmente, metanalise mostrou que apesar de ndo haver associa¢ao entre o Bsml
(rs1544410) com a resisténcia a insulina, esse SNP associa-se com componentes da
sindrome metabolica (Han et al., 2017).

Séo poucos os estudos que avaliam 0s SNPs Taql (rs731236) e Apal (rs7975232),
de maneira isolada em individuos com diabetes mellitus tipo 2, mas a presenca do alelo
C para o SNP Tagl (rs731236) e do alelo C para o Apal (rs7975232) aumentou o risco de
desenvolvimento da diabetes em populacdo da Arabia Saudita (Alkhedaide et al., 2024).
Apesar de ser observada elevada frequéncia do SNP Tagql (rs731236) em indianos com
diabetes mellitus tipo 2 (gendtipo CC 36% e geno6tipo CT 49%) ndo houve associacdo
significativa entre esse polimorfismo e alteracdes em marcadores do controle glicémico,
perfis lipidico e inflamatério (Bid et al., 2009). Semelhantemente, o SNP Apal
(rs7975232) ndo foi associado com o0 aumento da resisténcia a insulina em individuos
com diabetes mellitus tipo 2 em metandlise realizada com estudos desenvolvidos em
diferentes paises (Han et al., 2017). No entanto, em populacdo com diabetes mellitus tipo
2 no Emirados Arabes, o0 SNP Apal (rs7975232) foi associado com maiores valores de
colesterol total e LDL-c (Safar et al., 2018).

As divergéncias nos estudos que avaliam o efeito dos SNPs Fokl (rs2228570),
Bsml (rs1544410), Apal (rs7975232) e Tagl (rs731236) nos desfechos metabdlicos de
pacientes com diabetes mellitus tipo 2 podem ser explicadas pelas caracteristicas étnicas
das populages e pela relacdo dos haplotipos com as variaveis avaliadas (Razi et al.,
2018). Haplédtipos sdo combinacBes de blocos de polimorfismos adjacentes, e que
normalmente o comprimento dos blocos sdo proporcionais a forca do desequilibrio de
ligacdo do SNP (Ken-Dror; Humphries; Drenos, 2013). A area de desequilibrio de ligacao
descreve a associacdo (ou co-ocorréncia) de alelos de polimorfismos adjacentes entre si
(Wall; Pritchard, 2003).

O tamanho do bloco de hapl6tipos pode variar entre 5 e >50 kb. Isso reflete a
necessidade de genotipagem de poucos polimorfismos para conhecer a variancia da area
representada pelo hapldtipo (Judson; Stephens; Windemuth, 2000; Ken-Dror;
Humphries; Drenos, 2013). Assim, 0s estudos que buscam determinar um mapa de
haplétipos no genoma humano tém sido encorajados.

A identificacdo dos SNPs, do desequilibrio de ligacdo e dos haplotipos é essencial
para estabelecer associacfes entre os SNPs e o risco de doengas e para a variagcdo
populacional de certos fen6tipos de interesse (Judson; Stephens; Windemuth, 2000; Wall;
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Pritchard, 2003), bem como compreender se a associacdo estabelecida é explicada pelo
efeito do alelo avaliado, do desequilibiro de ligacdo ou por um ou mais outros alelos que
estdo ligados a este alelo dentro do haplétipo (Judson; Stephens; Windemuth, 2000). Os
haplétipos para os SNPs Fokl (rs2228570), Bsml (rs1544410) e Tagl (rs731236) foram
associados a maior susceptibilidade ao desenvolvimento de diabetes em populacdo do
Emirados Arabes (Safar et al., 2018), e os hapl6tipos dos SNPs Fokl (rs2228570), Bsmll
(rs1544410) e Apal (rs7975232) associado maior risco de desenvolvimento da diabetes
mellitus tipo 2 em indianos (Bid et al., 2009).

Além das caracteristicas genéticas, o estado nutricional dos individuos com
diabetes mellitus tipo 2 tem relacdo com o controle glicémico, perfil lipidico, resposta
inflamatoria e resisténcia a insulina em individuos com diabetes mellitus tipo 2 (Stumvoll;
Goldstein; Haeften, 2005). Minerais como Zn, Mg, Ca e K sdo descritos em mecanismos
de sintese, secrecdo e acdo da insulina e consequente controle metabdlico de individuos
com diabetes mellitus tipo 2 (Chausmer, 1998; Coregliano-Ring; Goia-Nishide; Rangel,
2022; Pittas et al., 2007).

2.4 Papel dos minerais zinco, magnésio, calcio e potassio no controle glicémico e

resisténcia a insulina em individuos com diabetes mellitus tipo 2

O Zn é o segundo elemento-traco mais comum no corpo humano (Chausmer,
1998; Jomova; Valko, 2011) e contribui para a ativagao e transcrigdo do gene da insulina,
formando a molécula de pré-pr6 insulina (Huang, 2014). Transportado para as células
beta pancreaticas via transportador de zinco ZnT8, 0 Zn penetra nas vesiculas de insulina
permitindo que as moléculas de insulina sejam armazenadas em forma de cristais de Zn,
deixando-as mais estaveis estruturalmente (Chausmer, 1998).

O Zn, por meio da participacdo na enzima SOD, reduz a formacao de espécies
reativas (Jomova; Valko, 2011) e, por meio da metalotioneina, uma proteina rica em
cisteina com alta afinidade por ions de metais pesados bivalentes, o0 Zn protege as células
contra espécies reativas que podem causar danos celulares e apoptose das células
(Vardatsikos; Pandey; Srivastava, 2013), modula positivamente a proteina dedo de zinco
A20 e reduz a producdo de citocinas inflamatdrias que ativam do NF-kB através da via
proteina associada ao receptor TNF (TNF receptor—associated fator, TRAF) (Prasad,
2009; Prasad et al., 2007).



32

Comparando individuos com diabetes mellitus tipo 2 e individuos saudaveis se
observou maior deficiéncia de Zn naqueles com a doenca, estando associada a maior
%HbAlc (Farooq et al., 2020). Por outro lado, maiores concentragdes de Zn foram
associadas aos maiores valores de HOMA-IR, glicose de jejum e insulina sérica em idosos
com diabetes mellitus tipo 2 quando comparado aqueles saudaveis (Gradinaru et al. 2021).

Recente metanalise com 14 estudos mostrou que a suplementacdo com 100 mg,
120 mg e 140 mg por dia de Zn durante 12 semanas, reduziu as concentracdes de
colesterol total, LDL-c e Triacilglicerol (TAG), respectivamente, melhorando o perfil
lipidico em individuos com diabetes mellitus tipo 2, principalmente naqueles com
deficiéncia do micronutriente (Heidari Seyedmahalle et al. 2023). No entanto, a
suplementacdo com 30 mg de Zn por dia ndo foi suficiente para melhorar o perfil
metabdlico de individuos com diabetes mellitus tipo 2 (Attia et al., 2022).

O Mg é o segundo cation intracelular mais comum e atua como cofator em mais
de 300 reacGes enzimaticas (Liu; Dudley, 2020). Sua absorcao pode ser influenciada por
fatores hormonais, integridade da membrana intestinal, nivel de acidez, presenca de
doengas cronicas, bem como interagdes com outros nutrientes (DiNicolantonio; O’Keefe;
Wilson, 2018). Dentre suas funcdes, 0 Mg age na fosforilagéo dos receptores de insulina,
levando assim a translocacdo do GLUT4 para a membrana das células (Morakinyo;
Samuel; Adekunbi, 2018) .

Estudo prévio com individuos com diabetes mellitus tipo 2 de Sergipe, mostrou a
deficiéncia de magnésio em 92,5% de 147 adultos avaliados, o que foi associado ao
padrdo dietético ndo saudavel e contribuiu com o aumento de chance de inadequado
controle glicémico avaliado por meio do %HbAlc (Santos et al., 2023). A
hipomagnesemia foi associada a maiores valores de glicose de jejum, glicose apds duas
horas de sobrecarga e %HbA1c em individuos com diabetes mellitus tipo 2 (llkay et al.,
2019). Corroborando o exposto, valores maiores de %HbALlc foram observados em
individuos com diabetes mellitus tipo 2 e deficiéncia de Mg, e os valores médios de Mg
plasmatico foram significativamente menores em individuos que apresentaram
microalbumindria, mostrando associacdo entre a deficiéncia do nutriente e a progressao
da doenga (Zahra et al., 2021).

Adicionalmente, individuos com diabetes mellitus tipo 2 britdnicos com maior
ingestdo didria de Mg apresentavam menor prevaléncia de doenca coronariana quando
comparados aos com menor ingestdo do micronutriente (Gant et al., 2018). Além disso,

0 Mg apresenta-se como importante micronutriente antioxidante por compor enzimas do
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sistema antioxidante enddgeno e em uma revisdo sistematica a deficiéncia de Mg
contribuiu para o aumento da producdo de ROS mitocondrial e, supressao do sistema de
defesa antioxidante enzimatico SOD/GPx em individuos com diabetes mellitus tipo 2
(Liu; Dudley, 2020).

O K é um micronutriente essencial, estando em abundancia no meio intracelular
(Ekmekcioglu et al., 2016; Grillo et al., 2019). O K e 0 Ca agem em conjunto na secre¢do
da insulina, como observado quando individuos com diabetes mellitus tipo 2
apresentaram menor concentragdo de Ca serico, o que foi inversamente relacionado com
0 %HbA1c (Hassan et al., 2016). A deficiéncia de K decorrente de uso de medicamentos
que alteram a biodisponibilidade do nutriente foi associada com comprometimento da
secre¢do da insulina devido a hiperpolarizagdo da membrana diminuindo o influxo de Ca
para o interior da célula (Ekmekcioglu et al., 2016). Somando-se a isso a ingestdo
insuficiente de Zn, K e Ca foi associada com maior %HbA1c e TAG em individuos com
diabetes mellitus tipo 2 residentes em Sergipe (Branddo-Lima et al., 2018).

A vitamina D, Mg, Zn, Ca e K interagem entre si em mecanismos envolvendo o
metabolismo da glicose e atividade da insulina. As concentragdes de Ca s&o influenciadas
pelas concentracbes de 25(OH)D (Berridge, 2015). Estudos mostraram que as
complicacdes cardiovasculares decorrentes do mau controle glicémico de pacientes com
diabetes mellitus tipo 2 podem ser agravadas em situacdes de deficiéncia da vitamina D
(Gondim et al., 2016) e Mg (DiNicolantonio; O’Keefe; Wilson, 2018). Ainda, a
1,25(0OH)D estimula a absor¢do de Mg no intestino (Deng et al., 2013; Medalle;
Waterhouse; Hahn, 1976; Pludowski et al., 2018). Por outro lado, o Mg por ser
fundamental nas etapas de hidroxilacdo para conversdo da vitamina D a sua forma ativa
atua indiretamente como cofator da proteina ligadora de calcio dependente da vitamina D
(calbindina) (Uwitonze; Razzaque, 2018), além de estimular a atividade da enzima 25-
hidroxilase responsavel pela primeira hidroxilacdo da vitamina e sintese da 25(OH)D
(Grudtner; Weingrill; Fernandes, 1997). Assim sendo, o0 processo de ativacdo da vitamina
D, e sua atividade na absorcdo do célcio sdo influenciados pelo teor corporal de Mg
(Reddy; Edwards, 2017).

O Ca é o ion mais comum no ser humano com multiplas funcées (Jaiswal, 2001),
a sobrecarga de calcio melhorou a secrecdo de insulina apenas em individuos com
diabetes (Fujita et al., 1978), sendo necessaria uma adequada concentracdo de calcio
disponivel para que o mesmo consiga exercer sua funcdo na secre¢do da insulina

(Draznin, 1998; Fujita et al. 1978). Estudo recente mostrou que a deficiéncia de célcio
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aumentou as chances para o desenvolvimento da diabetes mellitus tipo 2 (Zhai et al.,
2023), devido ao seu papel crucial no controle da secrecdo de insulina pelas células 3
pancredtica eletricamente excitavel (Gilon et al., 2014).

Dessa forma, a homeostase entre as reservas corporais de micronutrientes é
essencial para o adequado controle glicémico, bem como reducdo da resisténcia a insulina
em individuos com diabetes mellitus tipo 2, ainda a presenca de variagfes genéticas pode
comprometer a atividade de micronutrientes especificos, a exemplo dos SNPs no VDR
gue comprometem a atividade da 1,25(OH)D e, consequentemente, o controle metabdlico
de individuos com diabetes mellitus tipo 2. Estes aspectos implicam na necessidade do
desenvolvimento de estudos que possam associar a presenca de variacdes genéticas com
o controle metabdlico de individuos com diabetes mellitus tipo 2 e de estabelecer padrdes
da reserva corporal de micronutrientes, que possam estar associados ao melhor controle

glicémico e menor resisténcia a insulina nessa populacéo.
3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Verificar a associacdo da presenca de polimorfismos genéticos de nucleotideos
Unicos, haplotipos no gene do receptor de vitamina D, e padrdes da reserva corporal de
micronutrientes com marcadores do controle glicémico, lipidico e perfil inflamatorio de
individuos com diabetes mellitus tipo 2.
3.2  Objetivos especificos
Obijetivo especifico 1 — Reunir evidéncias a respeito da relacdo entre a presenca de
polimorfismos VDR com marcadores do controle glicémico, perfis lipidico e inflamatério

de individuos com diabetes mellitus tipo 2.

Obijetivo especifico 2 — Avaliar os SNPs e hapl6tipos no gene do VDR e suas associagoes

com os marcadores de controle glicémico de individuos com diabetes mellitus tipo 2.
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Obijetivo especifico 3 - Estabelecer padrdes de reserva corporal de micronutrientes em
individuos com diabetes mellitus tipo 2 e sua associagcdo com marcadores do controle

glicémico e resisténcia a insulina em individuos com diabetes mellitus tipo 2.
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4. CASUISTICA E METODOS

4.1 Obijetivo especifico 1

Para atender ao objetivo 1 foi desenvolvida uma revisao sistematica com meta-
analise registrada na plataforma internacional International Prospective Register of
Systematic Reviews (PROSPERQ) (nimero de registro: CRD42021268152) seguindo as
recomendagOes do Meta-analysis of Observational Studies in Epidemiology (MOOSE)
(Stroup et al., 2000).

A pergunta de pesquisa foi norteada conforme o anagrama PECOS (Tabela 1).
Assim a questdo a ser respondida foi: “a presenca de SNPs no VDR se associa aos
controles glicémico, lipidico e inflamatdrio em individuos adultos e idosos com diabetes
mellitus tipo 2?7?”

Tabela 1. Anagrama PECOS: elementos foram usados para definir os critérios de elegibilidade.

Anagrama  Item Descrigéo

P Populacdo Individuos com diabetes tipo 2.

E Exposicdo Os SNPs no gene VDR.

C Comparador Individuos com diabetes tipo 2 sem SNPs no VDR.

@) Desfecho Marcadores do controle glicémico, perfil lipidico e inflamatorio

(%HbALc, glicose de jejum, CT, LDL-c, VLDL-c, HDL-c, TAG,
IL-6, e TNF-alfa).
Legenda: SNPs, single nucleotide polymorphisms; VDR, vitamin D receptor; CT, colesterol total; LDL-c,
lipoproteina de baixa densidade; HDL-c, Lipoproteina de alta densidade; VLDL, lipoproteina de muito
baixa densidade; TAG, triacilglicerol; IL-6 interleucina-6; TNF-alfa, fator de necrose tumoral alfa.

4.1.1 Estratégia de busca

A busca sistematica foi realizada em julho de 2021 e atualizada em outubro de
2023 nas bases de dados MEDLINE (via PubMed), EMBASE e SCOPUS, e na literatura
cinzenta: Google académico. As listas de referéncia dos estudos incluidos foram
analisadas para identificar estudos com potencial para atender aos critérios de inclusao.

A busca foi delimitada para estudos observacionais publicados na versao
completa, sem restricdo de idiomas. Estudos ndo publicados em inglés foram traduzidos
usando servicos de traducdo profissional, se necessario. Os termos usados para a
estratégia de busca foram: “Vitamin D receptor”; “Receptors, calcitriol”;
“Polymorphisms”; “Glycemic Control”; “Metabolic Syndrome”; “Lipid”; “Lipid
Metabolism”; Cytokines; “Inflammation Mediators”; “Inflammation”; “Diabetes

Mellitus, Type 2, combinados utilizando os marcadores boleanos AND e/ou OR.
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No site Google académico foi utilizada a estratégia de busca: "vitamin d receptor"
OR "receptors, calcitriol” AND "polymorphism™ OR "snp™ AND "glycemic control” AND
""lipid metabolism disorders™ AND "inflammation mediators” AND "diabetes mellitus,
type 2".

Na base de dados PUBMED foram utilizadas oito combinacGes dos termos
MESHSs e os marcadores boleanos AND ou OR, sendo:

1) ("vitamin d receptor” OR "receptors, calcitriol™ AND "polymorphism™ OR
"snp" AND "glycemic control” AND "diabetes mellitus, type 2")

2) ("vitamin d receptor"” OR "receptors, calcitriol™ AND "polymorphism™ OR
"snp™ AND "lipid metabolism disorders” AND "diabetes mellitus, type 2")

3) ("vitamin d receptor” OR "receptors, calcitriol™ AND "polymorphism™ OR
"snp" AND "metabolic syndrome™ AND "diabetes mellitus, type 2")

4) ("vitamin d receptor” OR "receptors, calcitriol™ AND "polymorphism™ OR
"snp"AND "lipid" AND "diabetes mellitus, type 2")

5) ("vitamin d receptor” OR "receptors, calcitriol™ AND "polymorphism™ OR
"snp™ AND "lipid metabolism™ AND "diabetes mellitus, type 2")

6) ("vitamin d receptor" OR "receptors, calcitriol” AND "polymorphism” OR
"snp" AND "citokines" AND "diabetes mellitus, type 2")

7) ("vitamin d receptor” OR "receptors, calcitriol™ AND polymorphism OR
snp AND "inflammation mediators” AND "diabetes mellitus, type 2")

8) ("vitamin d receptor” OR "receptors calcitriol” AND polymorphism OR
snp AND "inflammation™ AND "diabetes mellitus, type 2")

Na base de dados EMBASE foram utilizadas as seguintes combinacdes:

1) (‘'vitamin d receptor’ OR ‘calcitriol receptor’) AND polymorphism OR snp)
AND 'glycemic control' AND 'non insulin dependent diabetes mellitus '

2) (‘vitamin d receptor' OR ‘calcitriol receptor') AND polymorphism OR snp)
AND inflammation AND 'non insulin dependent diabetes mellitus '

3) (‘'vitamin d receptor' OR ‘calcitriol receptor’) AND polymorphism OR snp)
AND 'lipid metabolism' AND 'non insulin dependent diabetes mellitus '

4) (‘'vitamin d receptor’' OR ‘calcitriol receptor’) AND polymorphism OR snp)
AND lipid AND 'non insulin dependent diabetes mellitus '

5) (‘'vitamin d receptor' OR ‘calcitriol receptor) AND polymorphism OR snp)
AND 'metabolic syndrome x' AND 'non insulin dependent diabetes mellitus '

Na base de dados SCOPUS foram utilizadas as seguintes combinagdes:
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1) "vitamin d receptor” OR “receptors, calcitriol” AND “polymorphism” OR
“snp” AND “lipid metabolism disorders” AND “diabetes mellitus, type 2"

2) "vitamin d receptor” OR “receptors, calcitriol” AND “polymorphism” OR
“snp” AND “citokines” AND “diabetes mellitus, type 2"

3) "vitamin d receptor” OR “receptors, calcitriol” AND “polymorphism” OR
“snp” AND “glycemic control” AND “diabetes mellitus, type 2"

4) "vitamin d receptor” OR “receptors, calcitriol” AND “polymorphism” OR
“snp” AND “inflamation mediator” AND “diabetes mellitus, type 2"

5) "vitamin d receptor” OR “receptors, calcitriol” AND “polymorphism” OR
“snp” AND “inflamation” AND “diabetes mellitus, type 2"

6) "vitamin d receptor” OR “receptors, calcitriol” AND “polymorphism” OR
“snp” AND “lipid” AND “diabetes mellitus, type 2"

7) "vitamin d receptor” OR “receptors, calcitriol” AND “polymorphism” OR
“snp” AND “metabolic syndrome” AND “diabetes mellitus, type 2"

8) "vitamin d receptor” OR “receptors, calcitriol” AND “polymorphism” OR
“snp” AND “metabolism lipidic” AND “diabetes mellitus, type 2"

A lista dos estudos identificados nas bases de dados foi checada para a exclusao

dos duplicados usando o editor de planilhas Microsoft Excel.

4.1.2 Critérios de elegibilidade

Foram incluidos estudos observacionais desenvolvidos com individuos com
diabetes mellitus tipo 2, que compararam os valores de marcadores glicémicos, lipidicos
e inflamatorios de acordo com os genétipos de SNPs no gene VDR (homozigoto e
heterozigoto versus selvagem).

Excluimos ensaios clinicos, relatos de casos, séries de casos, estudos in vitro, atas
de conferéncias, resumos de reuniBes cientificas, editoriais e cartas ao editor que nao
apresentassem os dados originais. Também foram excluidos os estudos que incluiam
mulheres gravidas e pacientes pediatricos. A lista de estudos identificados na pesquisa na
base de dados foi verificada para exclusdo dos duplicados utilizando o editor de folhas de

calculo Microsoft Excel.

4.1.3 Selecéo dos estudos e extracdo dos dados
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Apbs a checagem da lista dos estudos retomados em cada base de dados, 0s
duplicados foram identificados e excluidos. A selecdo dos estudos foi realizada de
maneira independente por dois avaliadores (RKFS e ROP) em duas etapas: leitura de
titulo e resumo e leitura do texto completo. As divergéncias entre os avaliadores foram
sanadas por um terceiro avaliador (AMOS).

O fortalecimento da notificacdo de estudos de associacdo genética Strengthening
the reporting of genetic association studies (STREGA) (Little et al., 2009) - uma extensao
da declaracdo STROBE — foi utilizado para orientar os itens a serem extraidos considerando o
que deve ser apresentado em estudos observacionais que avaliam a associacéo entre doengas e
genes. NOs extraimos as informagdes a respeito das caracteristicas dos estudos (objetivo e
desenho do estudo), populacdo (pais, idade, sexo, tempo de diagndstico e uso de
medicamentos), a prevaléncia dos SNPs Fokl (rs2228570), Bsml (rs1544410), Taql (rs731236)
e Apal (rs7975232) no VDR, técnicas de genotipagem, equilibrio de Hardy-Weinberg,
replicacdo, selecdo dos participantes, logica para as escolhas das variantes, dados
antropomeétricos e laboratoriais (%oHbALc, glicose de jejum, HOMA-IR, colesterol total (CT),
LDL, lipoproteina de alta densidade — HDL, Triacilglicerol (TAG), IL6 e TNF-a).

Para avaliar o nivel de concordancia entre os avaliadores nas etapas de selecdo dos
estudos e extracéo dos dados, 0 coeficiente Cohen’s kappa foi utilizado, considerando a faixa
de < 0a 1, sendo < 0 = nenhum acordo, 0 - 0,20 = pobre concordancia, 0,21 - 0,40 = acordo
justo, 0,41 — 0,60 = acordo moderado, 0,61- 0,80 = acordo substancial, e 0,81 — 1 acordo mais
que perfeito (Landis; Koch, 1977).

4.1.4 Avaliacao da qualidade metodoldgica

A avaliacdo da qualidade metodologica foi desenvolvida usando a Escala de Avaliagdo
de Qualidade de Estudos Caso-controle de Newcastle-Ottawa (Wells et al., 2021), de maneira
independente por dois avaliadores (RKFS e ROP). Os estudos foram avaliados quanto a sele¢do
dos participantes, comparabilidade dos casos, controle e exposicdo. Na selecdo dos
participantes foram observados os seguintes aspectos: 1) definicdo adequada de casos e
controle, 2) representatividade dos casos, 3) selecéo dos controles e 4) definicao dos controles.
No item comparabilidade a analise estatistica ajustada para idade foi considerada. No item
exposicdo foi avaliado: 1) padrdo ouro para a obtencdo dos dados, 2) os mesmos métodos

utilizados em ambos 0s grupos e 3) a taxa de nao resposta.
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O estudo foi considerado como de alta qualidade metodoldgica quando obteve quatro
estrelas para o item selecéo, uma estrela para o item comparabilidade e trés estrelas para o item

exposicao.

4.2 Obijetivos especificos 2 e 3

4.2.1 Casuistica

Foi realizado um estudo observacional, transversal, realizado com individuos com
diabetes mellitus tipo 2 que apresentassem idade entre 19 e 59 anos, de ambos 0s sexos,
residentes no estado de Sergipe, Brasil. Os participantes foram recrutados em Unidades
Basicas de Saude e por livre demanda ap6s divulgacdo da pesquisa em midias digitais e
na comunidade. Foram excluidos individuos que faziam uso de tabaco e alcool de maneira
frequente, de suplementos vitaminicos-minerais e/ou de medica¢Ges que alterassem o
metabolismo dos micronutrientes avaliados nos trés meses antecedentes a data da coleta
de dados e, que apresentassem outras doengas crdnicas ndo transmissiveis, como cancer,
artrite reumatoide, doenca renal cronica e da tireoide, além da presenca de doencas
inflamatorias agudas ou infec¢des autorrelatadas.

Na intencdo de identificar os SNPs e seus haplétipos no VDR, o célculo amostral
foi realizado conforme férmula de Miot, (2011) para varidveis quantitativas, baseado na
prevaléncia do genotipo polimorfico para o SNP Fokl (rs2228570) de menor prevaléncia
no estudo de Schuch et al. (2013), o qual foi desenvolvido com brasileiros com sindrome
metabdlica e mostrou a prevaléncia de 13% do genotipo polimdérfico nessa amostra,
considerando erro de 5% e perda amostral de 20%, sendo um total de 174 individuos
considerado adequado para o desenvolvimento desse estudo.

Para avaliar a associa¢do do padrdo da reserva corporal de micronutrientes com o
controle glicémico e resisténcia a insulina, um total de 114 individuos foi considerado o
tamanho amostral com satisfatorio poder estatistico (poder de 0,94) e erros alfa e beta de
0,05, conforme desfecho esperado de odds ratio OR= 4,319 para o %HbA1c (Li et al.,
2018). O software G-power 3.1.9.7 foi utilizado para estimar o poder estatistico da
amostra.

Informac6es socioecondmicas, de estilo de vida e historia clinica foram obtidas
por meio da aplicacdo de um questionario estruturado (Apéndice A). As medidas
antropométricas de peso corporal, estatura e circunferéncia da cintura (CC) foram obtidas.



41

Também foi avaliada a composicdo corporal por meio da impedancia bioelétrica para
obtengdo do percentual de gordura corporal. Os individuos foram avaliados quanto as
concentragdes séricas de 25(0OH)D e plasmaéticas de Zn, Mg, Ca e K, dos marcadores do
controle glicémico (glicemia de jejum e %HbA1c), dos hormonios insulina, peptideo C e
do paratorménio (PTH), e quanto aos valores de HOMA-IR, HOMA%B e HOMA%S.
Além disso, foram identificados os SNPs Fokl (rs2228570), Bsml (rs1544410) e Taql
(rs723613) no gene do VDR e avaliados os possiveis haplotipos.

4.2.2 Medidas antropométricas e de composicao corporal

O peso e altura foram aferidos de acordo com os métodos padronizados pelo
Sistema de Vigilancia Alimentar e Nutricional (SISVAN) (Brasil, 2011). O peso foi
medido com auxilio de uma balanca digital (Welmy®, modelo W 200/5, S&o Paulo,
Brasil), com capacidade maxima de 200 kg e precisdo de 0,05 Kg, e a altura com um
estadiémetro portatil (Alturexata®, Minas Gerais, Brasil), com campo de uso variando
de 0,35 até 2,13 m, com escala bilateral em milimetros (escala de 1 mm).

O peso e altura foram aferidos para o célculo do IMC, sendo classificados de
acordo com a Organiza¢cdo Mundial de Satde (OMS) (WHO, 2000) (Tabela 2).

Tabela 2. Classificacdo do estado nutricional de individuos adultos segundo IMC.

IMC (Kg/m?3) Classificacdo
<185 Baixo peso

>18,5<25,0 Peso normal

>25,0<30,0 Sobrepeso
>30 Obesidade

Fonte: (WHO, 2000).

A CC foi mensurada utilizando uma fita métrica ndo extensivel (Cescorf®,
Porto Alegre, Brasil), posicionada no ponto médio entre a Ultima costela e a crista
iliaca e classificada de acordo com a OMS (WHO, 2011) (Tabela 3).

Tabela 3. Classificacdo do risco cardiovascular segundo valores de circunferéncia da cintura para homens
e mulheres.

e . . Circunferéncia da cintura (cm)
Classificacao do risco cardiovascular
Homens Mulheres
Risco aumentado >94 cm >80 cm
Risco substancialmente aumentado >102 cm > 88 cm

Fonte: (World Health Organization, 2000).
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O percentual de gordura corporal (% gordura corporal) foi mensurado por meio
de impedéancia bioelétrica tetrapolar (Bioimpedance Analyzer BIA 310, Biodynamics
Corporation, Shoreline, WA, USA), conforme orientacBes do fabricante. A analise foi
feita com o individuo deitado, em decubito dorsal, com pernas e bragos afastados do
corpo. Apos a limpeza da pele, dois eletrodos (um distal e um proximal) foram colocados
no pé direito, um na base do dedo medio e outro entre os maléolos medial e lateral da
tibia, e na mao direita, na base do dedo médio e outro acima da linha da articulacdo do
punho, coincidindo com o processo estiloide. Os participantes foram orientados a néo
praticarem exercicios fisicos extenuantes, tampouco consumir café, chocolate e chas na
vespera do exame. Mulheres em periodo menstrual tiveram o exame realizado em outro
momento. Individuos com % gordura corporal maior que 30% foram considerados com

excesso de gordura (Lohman, 1992).

4.2.3 Coleta de amostras bioldgicas

Os participantes foram orientados ao jejum noturno de 10 horas para a colheita de
15 mL de sangue que foram fracionados em tubos contendo ethylenediaminetetraacetic
acid — EDTA para determinacdo do %HbA1c e genotipagem dos SNPs Fok1 (rs2228570),
Bsml (rs1544410) e Taqgl (rs731236) no gene do VDR; em tubos sem anticoagulantes
para avaliacdo das concentracdes séricas de 25(OH)D, PTH, glicose em jejum, insulina e
peptideo C, e em tubos desmineralizados contendo o anticoagulante citrato de sddio a
30% para analises do Zn, Mg, Ca e K no plasma.

Todo o material utilizado (vidrarias, plasticos, ponteiras, tubos, etc.) para analises
dos minerais foram desmineralizados em banho de 4cido nitrico a 20 %, por no minimo
12 horas, e enxaguados 10 vezes com agua deionizada, como forma de controle de
contaminacdo (Morte et al., 2012). Para as demais andlises foram utilizados materiais

estéreis.
4.2.4 Avaliacdo das concentragdes de micronutrientes no plasma
A concentracdo dos minerais Zn (202.548nm), Mg (279.553nm), Ca (211.276nm)

e K (766.491nm) no plasma foi determinada por meio da técnica de espectrometria de

emisséo otica com plasma indutivamente acoplado (Inductively Coupled Plasma - Optical
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Emission Spectrometry — ICP-OES) com configuracdo axial (modelo ES-720, Agilent,
Mulgrave, Australia).

As amostras foram digeridas por duas horas a 150 °C em bloco digestor com
temperatura controlada, equipado com frascos e tampas de politetrafluoroetileno (PTFE)
(modelo TEOO7-A, TECNAL, S&o Paulo, SP, Brasil), num processo de digestdo de 2 h
utilizando 0,5 mL da amostra, 2 mL de acido nitrico puro e 3 mL de agua ultrapura (18,2
MQ cm, fonte Gehaka, Master All). Ap6s a digestao, as amostras foram diluidas em agua
ultrapura para um volume final de 15 mL. Foram preparados brancos das amostras para
cada digestdo sob as mesmas condicGes das analises citadas (Castro et al., 2009).

Foram efetuados testes de adicdo e recuperagdo em duas amostras a quatro niveis
de concentracao, por adi¢éo de 5, 50, 500 e 1000 mg/L de Ca, Mg, K e Zn. Neste trabalho,
a exatiddo do método analitico foi avaliada por meio de testes de adi¢do e recuperacao
em trés niveis de concentracbes para cada elemento. Os percentuais de recuperacao
encontraram-se entre 87,0 £ 0,8 e 119 + 2,1%, assegurando uma boa exatiddo do método
proposto. A precisao, expressa em desvio padrao relativo (Relative Standard Deviation,
RSD), foi avaliada pela repetibilidade de um conjunto de medigdes e os valores
encontrados foram melhores que 10% (n = 3) (Santos et al. 2021).

As andlises foram realizadas em triplicata, sendo obtidas trés leituras de cada
triplicata. Os limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) dos micronutrientes foram
calculados para assegurar a validade do método (Silva et al., 2002; Skoog; Holler;
Nieman, 2002), sendo que os valores de LD e LQ para anélise de Zn foram 0,004 e 0,013
pg/dL; para Mg, 0,001 e 0,005 mg/dL,; para Ca, 0,774 e 2,555 mg/L; e para K, 0,033 e
0,111 mEqg/L, respectivamente.

Os dados para todos os minerais foram obtidos em miligramas por litro e
convertidos para as respectivas unidades de medidas utilizadas nos pontos de corte
utilizados como referéncias: Mg > 2,07 mg/dL (Rosanoff et al., 2022); Zn desejavel entre
70 — 110 pg/dL (Gibson, 2005); K desejavel entre 4 — 5 mEqg/L (School, 2004) e Ca >
41,9 mg/L (Deng et al., 2008).

4.2.5 Avaliacdo da concentracdo sérica de 25(OH)D e PTH
As concentracOes séricas de 25(OH)D e PTH foram determinadas pelo método

quimioluminescéncia, utilizando o equipamento DXI800 — Beckman Coulter®, com kits

do mesmo fabricante. Valores de 25(OH)D > 30 ng/mL foram utilizados como pontos de
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corte para classificar os individuos com concentragdes suficientes de 25(OH)D; entre 20
e 29 ng/mL como insuficientes e < 20 ng/mL como deficientes (Holick et al., 2011) e
PTH maior que 65 pg/mL caracterizou o hiperparatireoidismo secundario (Khundmiri;
Murray; Lederer, 2016).

4.2.6 Avaliacao dos marcadores bioquimicos do controle glicémico

O %HbA1c foi medido por inibicdo imunoturbidimétrica e a glicemia de jejum
avaliada por método colorimétrico enzimatico, utilizando Kits comerciais (Labtest®,
Lagoa Santa, Minas Gerais, Brasil). Valores de %HbAlc > 7% e glicemia de jejum > 130
mg/dL foram considerados como inadequado controle glicémico (Elsayed et al., 2023).

As concentragbes seéricas de insulina e peptideo C foram medidas por
quimioluminescéncia em analisador de imunoensaios Architect i1000SR (Abbott®,
Abbott Park, IL, EUA), utilizando kits comerciais (Abbott®, Abbott Park, IL, EUA).

O HOMA-IR foi utilizado para avaliar a resisténcia a insulina, com base nas
concentragOes séricas de peptideo-C e glicose de jejum. Os célculos foram feitos com a
calculadora HOMA (University of Oxford, Reino Unido) baseada no modelo de HOMA
atualizado (HOMAZ2) (Levy; Matthews; Hermans, 1998). A resisténcia a insulina foi
estabelecida quando valores de HOMA-IR foram maiores que 2,71 (Geloneze et al.,
2009). Os valores de HOMA%B e HOMA%S foram utilizados apenas nas analises
estatistica, sem definicdo de classificag&o.

4.2.7 Extracdo do DNA, Genotipagem e Identificacdo dos haplétipos

A extracdo de DNA foi realizada com o kit PureLinkTM — Genomic DNA Mini Kit
(Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), de acordo com as instrucdes do fabricante. A
quantificacdo da concentracdo e qualidade de DNA foi realizada por meio de leitura em
espectrofotdbmetro (Nanodrop®) e os resultados foram obtidos em ng/uL. O DNA foi
considerado intacto e de boa qualidade quando a relagdo das absorbancias se apresentava
entre 1,8 e 2,0. A genotipagem dos participantes foi realizada pelo sistema TagMan SNP
Genotyping Assays (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA), o qual é
baseado na andlise de ponto final da reacdo de polimerase em tempo real (QRT-PCR),

utilizando iniciadores e sondas especificas para o SNP. Para a analise foram utilizadas
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placas de 48 pocos em equipamento StepOne System® (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, EUA).

O volume final de cada reacéo foi de 25uL por poco, sendo 13,75uL referente ao
mix de reacdo e 11,25 pL referente a amostra diluida em dgua nanopura autoclavada para
concentracdo final de 20 ng/uL. A reacdo iniciou-se com a ativacdo enzimatica a 95° C
por 10 minutos, em seguida PCR de 40 ciclos, que consiste no processo de desnhaturacédo
do DNA a uma temperatura de 92° C por 15 segundos, seguido do anelamento do inicio
das duas fitas simples, servindo de iniciador na sequéncia de DNA a ser amplificada e
posteriormente reacgdo de extensao realizada a 60° C por 1 minuto. Os materiais utilizados
para a analise de DNA foram estéreis e DNA free.

O célculo de equilibrio de Hardy-Weinbergt (Stern, 1943) e o Lewontin's D' (|D'])
(Lewontin, 1988) e r2 foram aplicados para avaliar o equilibrio entre as frequéncias
genotipicas e o desequilibrio de ligag&o utilizando SNPstats tools (Solé et al. 2006).

Os haplétipos foram identificados utilizando o SHEsisPlus (Shi; He, 2005), uma
atualizacao do SHEsis (Shen et al., 2016), plataforma online desenvolvida para inferéncia
de haplétipos e testes de associacdo. Alelos com frequéncia acima de 1% e com forte
desequilibrio foram inseridos no modelo de predicdo de haplotipos (Shen et al., 2016).

O SHEsisPlus utiliza um algoritmo de maximizacdo da expetativa de particédo-
ligacdo-combinacdo-subdivisdo (Partition-Ligation Combination-Subdivision EM - PL-
CSEM) que estima de maneira eficiente os hapldtipos construidos a partir de um ndmero
de loci bialélicos ou multialélicos em individuos dipldides (Li et al., 2009). Esse
algoritmo funciona em etapas de combinacéo e subdivisao, na primeira etapa combinam-
se aleatoriamente alguns alelos para reduzir o total de cada locus multialélico por meio
do algoritmo de Maximizagdo da Expectativa (Maximizing Expectations, EM). Na
segunda etapa constroem-se 0s haplétipos com os novos alelos, por meio de uma
abordagem hierarquica ascendente (Li et al., 2009; Shi; He, 2005). Os passos de
subdivisdo e combinacdo sdo repetidos até que todos os alelos regressem ao estado inicial.
Para cada conjunto de dados, estimam-se as frequéncias dos haplétipos 10 vezes, podendo
ser combinadas de diferentes formas, e calculam-se os indices de desempenho para
comparacao, e a solucao final é a que tem a maxima verossimilhanca (Li et al., 2009; Shi;
He, 2005).

5. ANALISE ESTATISTICA
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O STATA versdo 14 foi utilizado para realizar a metanalise. O tamanho de efeito foi
reportado usando a diferenca de padronizada das médias (Standardized Difference of
Means, SMD) com um intervalo de confianca (IC) de 95%. Os tamanhos de efeito de 0,2,
0,5 e 0,8 foram considerados pequenos, médio e grande efeito (Cohen, 2013),
respectivamente. Um modelo de efeitos aleatdrios foi usado para agrupar os resultados
usando 2-tailed com um nivel de significancia de 0,05. As médias e os desvios padrédo
foram extraidos dos estudos. Os dados apresentados em intervalos de confianga foram
usados para calcular a variancia e obter o desvio padréo (DP) (Hozo; Djulbegovic; Hozo,
2005).

A heterogeneidade foi investigada usando o teste Cochran Q com um ponto de
corte de significancia de 10% (Cochran, 1954) e quantificadao o indice 12 [100% x (Q-
df)/Q] (Higgins et al., 2003) da seguinte forma: 0%, ndo heterogeneidade entre os estudos;
< 50%, baixa heterogeneidade; 50-75%, heterogeneidade moderada; > 75%, alta
heterogeneidade (Higgins; Thompson, 2002). Graficos de floresta foram usados para
apresentar os resultados significativos das estimativas combinadas.

No estudo observacional, foi inicialmente realizada a analise descritiva dos dados,
sendo as variaveis categoricas apresentadas em frequéncia absoluta (n) e relativa (%), e
as variaveis continuas em meédia e desvio padrdo ou em mediana (percentil 25-75),
conforme a distribuicdo dos dados analisada pelo teste Kolmogorov-Smirnov
(Kolmogorov; Smirnov, 1933).

O célculo de equilibrio de Hardy-Weinbergt foi avaliado pelo teste de Qui-
quadrado (Stern, 1943), e Lewontin's D' (|D']) (Lewontin, 1988) e r2 testados, considerada
forte correlacéo entre os SNPs quando os valores foram maiores que 0,7 (Lewontin, 1988;
Wall; Pritchard, 2003). Modelos de regressdo logistica binaria foram testados
considerando como variaveis preditoras o alelo para T para o SNP Fokl (rs2228570), C
para o Taqgl (rs731236) e G para o Bsml (rs1544410), e os haplétipos. Como variaveis
dependentes foram utilizadas 0 %HbA1c > 7%, glicose de jejum > 130mg/dL (Sociedade
Brasileira de Diabetes, 2023) e HOMA-IR >2,71 (Geloneze et al., 2009). Sexo, idade,
IMC e tempo de diagndstico foram considerados varidveis de ajuste. Teste exato de Fisher
foi aplicado e p< 0,05 foi considerado significativo. O SHEsisPlus foi utilizado para
aplicacdo dos modelos de regressdo logistica binaria (Shi e He, 2005).

Para identificacdo dos padrbes de reserva corporal de micronutrientes, os dados
foram inicialmente padronizados devido a variabilidade nas unidades de medida dos

valores referéncia dos micronutrientes avaliados. A padronizacdo foi feita para uma
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escala que variou de -1 a +1, utilizando a férmula de padronizacéo de z-score (z= (X-w)/o),
na qual z ¢ o valor padronizado, x o valor original, p € a média dos valores originais € ¢
é o desvio padrdo dos valores originais (Kreyszig; Kreyszig; Norminton, 2011).

O padrdo de reserva de nutrientes na circulacdo foi estabelecido utilizando a
analise de componentes principais, a partir dos dados de z-score. O numero de fatores foi
selecionado usando o critério de Kaiser (autovalor >1) e analise do scree plot por meio
do gréfico de autovalores que explica a variancia total associada a cada valor (Ledesma;
Valero-Mora; Macbeth, 2015). Os testes de esfericidade de Bartlett e Kaiser-Meyer-Olkin
(KMO) foram aplicados para identificar o nivel de confianca da analise fatorial. P < 0,05
no teste de Bartlett e p > 0,50 no teste KMO mostraram adequada andlise fatorial (Kaiser,
1974).

As cargas fatoriais foram analisadas pelo método varimax de rotagdo ortogonal.
As cargas fatoriais > 0,25 indicaram correlagéo direta com o padrdo e <— 0,25 indicaram
correlacdo inversa com o padrdo (Cunha; Almeida; Pereira, 2010).

Adicionalmente, os padrdes de reservas corporais de micronutrientes identificados
foram distribuidos em quartis e inseridos em modelos de regressdo logistica binéria,
considerando os seguintes valores de risco para variaveis dependentes: glicemia de jejum
> 130mg/dL, %HbAlc > 7%, e HOMA-IR > 2,71. Os modelos foram ajustados para
idade, tempo de diagndstico e IMC. O ajuste do modelo foi verificado por meio do teste
de Hosmer e Lemeshow (Hosmer; Lemesbow, 1980).

Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando o software SPSS Statistic

versdo 28. Valor de p < 0,05 foi considerado significativo.
6. ASPECTOS ETICOS

Os individuos leram e assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.
O estudo foi aprovado pelo comité de Etica e Pesquisa da UFS sob parecer nimero

3.012.056.

7. RESULTADOS
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7.1 Polimorfismos no gene do receptor de vitamina D, controle metabdlico e
inflamatorio de individuos com diabetes mellitus tipo 2: uma meta analise de estudos

observacionais

Um total de 1946 estudos foram identificados nas bases de dados, sendo avaliados
859 estudos, apos a exclusdo de 1087 estudos duplicados. Apos a leitura do titulo e do
resumo, foram seleccionados 14 estudos para leitura integral, tendo sido selecionados
cinco. Um estudo foi incluido apds a verificagdo da lista de referéncias dos estudos
incluidos (Bid et al., 2009).

Assim, seis estudos caso-controle foram incluidos nesta revisao sistematica, tendo
sido avaliados os dados genotipicos dos individuos com diabetes tipo 2 (grupo caso)
(Angel et al., 2016; Bid et al., 2009; Hossein-nezhad et al., 2009; Mackawy e Badawi,
2014; Nam et al., 2021; Safar et al., 2018). O diagrama de fluxo do PRISMA 36 apresenta
as fases de pesquisa e selecdo dos estudos incluidos nesta revisdo sistematica.

O fluxograma do PRISMA (Page et al., 2021) apresenta as fases de busca e selecdo

dos estudos incluidos nesta revisdo sistematica (figura 4).

Figura 4. Fluxograma apresentando as fases de busca e selecdo dos estudos incluidos nesta revisao
sistematica de acordo com o PRISMA.
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O coeficiente kappa de Cohen apresentou concordancia moderada entre 0s
avaliadores na fase de leitura do titulo e do resumo (Kappa de Cohen = 0,59) e

concordancia substancial na fase de leitura completa (Kappa de Cohen = 0,69).

7.1.1 Caracteristicas dos estudos

No total, 1.198 individuos com diabetes tipo 2 vivendo na Coréia (Nam et al.,
2021), Ird (Hossein-nezhad et al., 2009), Chile (Angel et al., 2016), Emirados Arabes
(Safar et al., 2018), Egito (Mackawy; Badawi, 2014) e india (Bid et al., 2009) foram
avaliados nos seis estudos incluidos nesta revisdo sistematica. Cinco estudos agruparam
a populacdo de acordo com o sexo: 53,09% (n = 583) mulheres e 46,91% (n = 515)
homens (Angel et al., 2016; Hossein-nezhad et al., 2009; Mackawy; Badawi, 2014; Nam
et al., 2021; Safar et al., 2018). Um estudo ndo informou o sexo dos participantes (Bid et
al., 2009). A média de idade variou de 47,39 + 6,01 a 62,6 £ 10,6 anos, e o tempo de
diagnostico do diabetes de 5,00 + 5,70 a 14,7 £ 7,5 anos (Bid et al., 2009; Hossein-nezhad
et al., 2009; Nam et al., 2021). A raca da populacdo ndo foi apresentada nos estudos
incluidos.

O controle glicémico foi avaliado com base nas concentracdes de glicemia de
jejum (Angel et al., 2016; Bid et al., 2009; Mackawy; Badawi, 2014; Nam et al., 2021) e
%HbALc (Hossein-nezhad et al., 2009; Mackawy; Badawi, 2014; Nam et al., 2021; Safar
et al., 2018a), o perfil lipidico de acordo com colesterol total (Angel et al., 2016; Bid et
al., 2009; Mackawy; Badawi, 2014; Nam et al., 2021; Safar et al., 2018), TAG (Angel et
al., 2016; Bid et al., 2009; Mackawy; Badawi, 2014; Nam et al., 2021; Safar et al., 2018),
concentracOes de LDL-c (Bid et al., 2009; Mackawy; Badawi, 2014; Nam et al., 2021;
Safar etal., 2018) e HDL-c (Angel et al., 2016; Bid et al., 2009; Mackawy; Badawi, 2014;
Nam et al., 2021; Safar et al., 2018) e resisténcia a insulina com base nos valores HOMA-
IR (Angel et al., 2016; Hossein-nezhad et al., 2009; Mackawy; Badawi, 2014; Nam et al.,
2021). O marcador inflamatério IL-6 foi avaliado em apenas um estudo (Mackawy;
Badawi, 2014).

As principais caracteristicas da populacdo avaliada nos estudos incluidos estdo

apresentadas na tabela 4.
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Tabela 4. Caracteristicas gerais da populacdo avaliada nos estudos incluidos na revisdo sistematica.

Autor (ano) Pais DM2 Sexo Idade (@anos) Tempo de IMC(Kg/m?) Glicemia de %HbAlc CT (mg/dL) LDL-c HDL-c TAG (mg/dL)

(n) F/IM diagnostico jejum (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)

(n) (anos)

(Nam et al., Coréia 506  240/266 62,6 +10,6 147475 251+35 145,1 £55,4 76+14 170,3 £ 33,7 96,5+28,3 455+119 158,4 +100,8
2021)
(Safar et al, Emirados 264  130/134 605+1159 NP 3212+593 NP 748+136  159,7+6148° 84,3 +44,08 47,95+2359* 160,32 + 186,9¥
2018) Avrabes
(Angel et al., Chile 160  102/58 61,7+115 NP 31,056 143,1+88,1 NP 195,7 £46,1 NP 336+105 147,2 £ 65,2
2016)
(Mackawy e Egito 63 27/36 4739+6,01 NP 3004+294 13886+791 1137+246 28855+69,04 22822+22,03 43+4,43 177,80 + 32,44
Badawi, 2014)
(Hossein- Ird 105 84/21 55+10 5,58 £ 4,25 28,99 £ 4,28 NP 74+18 NP NP NP NP
nezhad et al.,
2009)
(Bid et al., India 100 NP 49,32+10,97 5,00+5,70 2426+430 1743017944 NP 225,13+33,10 160,80+30,41 42,60 +3,50 115,00 + 14,10
2009)

Legenda: NP, ndo apresentado; CT, colesterol total; LDL-c, lipoproteina de baixa densidade; HDL-c, lipoproteina de alta densidade; TAG, triacilglicerol.
¥ Valores obtidos em in mmol/L e convertidos para mg/dL usando a calculadora online. Disponivel em: https://www.omnicalculator.com/health/cholesterol-units.



o1

A genotipagem foi realizada por andlise de polimorfismos de fragmentos de
restricdo utilizando a reacdo em cadeia da polimerase (PCR-RFLP). Os SNPs
identificados foram Fokl (rs2228570) (TT), Bsml (rs1544410) (GG), Taqgl (rs731236)
(CC) e Apal (rs7975232) (CC). Os SNPs mais prevalentes foram, respectivamente, Fokl
(rs2228570) (cinco estudos [Bid et al., 2009; Hossein-nezhad et al., 2009; Mackway et
al., 2014; Angel et al., 2016; Safar et al., 2018]), Bsml (rs1544410) (quatro estudos [Bid
et al., 2009; Mackawy e Badawi, 2014; Nam et al., 2021; Safar et al., 2018]) e Taql
(rs731236) (dois estudos [Bid et al., 2009; Safar et al., 2018]). O SNP Apal (rs7975232)
foi avaliado em um estudo (Nam et al., 2021). Em todos os estudos, os SNPs estavam em
equilibrio de Hardy-Weinberg. A frequéncia dos SNPs encontrados esta exposta na tabela
5.

Na andlise individual, o SNP Fokl (rs2228570) foi associado a valores mais
elevados de marcadores de controle glicémico, perfil lipidico e marcadores inflamatorios,
enguanto os SNPs Bsml (rs1544410) e Taql (rs731236) foram associados a valores mais
elevados de marcadores do perfil lipidico. O SNP Apal (rs7975232) nao foi associado a
aumento nos marcadores avaliados. Os principaisresultados dos estudos séo apresentados
na Tabela 6.



Tabela 5. Frequéncia dos genétipos dos estudos incluidos nesta revisao sistematica.
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Autor (ano)

SNP frequéncia n (%)

Bsml (rs1544410)

Apal (rs7975232)

Nam et al., (2021)

Fokl (rs2228570)

Total: 506 (100)
AA: 10 (2.0)
AG: 52 (10.3)
GG: 444 (87.7)

Taql (rs731236)

Total: 506 (100)
AA: 23 (4.5)
AC: 237 (46.8)
CC: 246 (48.6)

Safar et al., (2018)

Total: 281 (100)
CC: 20 (7.66)
CT: 94 (36.01)
TT: 147 (56.33)

Total: 263 (100)
AA: 67 (25.47)
AG: 118 (44.87)
GG: 78 (29.66)

Total: 262 (100)
TT: 108 (41.22)
TC: 111 (42.37)
CC: 43 (16.41)

Angel et al., (2016)

Total: 160 (100)
CC: 24 (15)
CT: 96 (60)
TT: 40 (25)

Mackway et al., (2014)

Total: 67 (100)
CC: 27 (40.29)
CT: 17 (25.37)
TT: 23 (34.32)

Total: 67 (100)
AA: 42 (62.68)
AG: 17 (35.37)
GG: 8 (11.94)

Hossein-nezhad et al., (2009)

Total: 120 (100)
CC: 74 (71.42)
CT: 24 (22.85)

TT:7(5.71) -- -- -
Bid et al., (2009) Total: 100 (100) Total: 100 (100) Total: 100 (100) --
CC:2(2) AA: 30 (30) TT: 36 (36) -
CT: 60 (60) AG: 52 (52) TC: 49 (49) -
TT: 38 (38) GG: 18 (18) CC: 15 (15) -

Legenda: Fokl (rs2228570) C>T; Bsml (rs1544410) A>G; Taql (rs731236) T>C e Apal (rs7975232) A>C.



Tabela 6. Principais resultados da relacéo entre polimorfismos genéticos no gene do receptor da vitamina D e marcadores metab6licos nesta revisdo sistematica.

Genétipo Autor Principais resultados

Fokl rs 2228570

TT (Hossein-nezhad et al., 2009) Associado com maior %HbAlc e HOMA-IR
(Mackawy e Badawi, 2014) Associado com maior TAG, LDL, IL-6 e menor HDL

CT (Hossein-nezhad et al., 2009) Associado com maior %HbAlc

(Angel et al., 2016)
(Mackawy e Badawi, 2014)

Associado com maior TAG e HOMA-IR
Associado com maior CT

Bsml rs1544410

AG (Safar et al., 2018) Associado com maior LDL
Taql rs731236

cC (Safar et al., 2018) Associado com maior CT e LDL
CT (Safar et al., 2018) Associado com maior CT e LDL
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Legenda: CT colesterol total; TAG triacilglicerol; LDL-c lipoproteina de baixa densidade; HDL lipoproteina de alta densidade; HOMA-IR avaliacdo do modelo homeostatico

para resisténcia a insulina.



54

7.1.2 Meta analise

Para avaliar a relagdo entre os gen6tipos e biomarcadores do controle glicémico e
perfil lipidico, a analise foi realizada agrupando os individuos em dois grupos:
homozigotos e heterozigotos para os SNPs avaliados versus selvagem.

A meta-analise mostrou que os genétipos CT e TT do SNP Fokl (rs2228570)
foram associados a maiores valores de %HbAlc quando comparados ao genétipo
selvagem (CC) (MD: 8,52 + 1,88% vs 7,65+ 1,54%, respectivamente) (SMD = 0,41, IC
95% (0,15 -0,67), p = 0,002), considerando estudos homogéneos e tamanho de efeito
pequeno (Hossein-nezhad et al., 2009; Mackawy; Badawi, 2014; Safar et al., 2018)
(figura 5), mas nao foram associados a diferencas na glicemia de jejum, valores de
HOMA-IR e concentragdes de CT, TAG, HDL, LDL.

Os gendtipos GG e AG do SNP Bsml (rs1544410) foram associados a valores
mais elevados de TAG quando comparados ao gendtipo selvagem (AA) (MD: 165,68 +
106,13 mg/dL vs 150,91 £ 155,55 mg/dL, respectivamente) (SMD = 0,21, 95% CI (0,03-
0,38), p = 0,023), considerando estudos homogéneos e tamanho de efeito pequeno
(Mackawy e Badawi, 2014; Nam et al., 2021; Safar et al., 2018) (Figura 5), mas ndo foram
associados com diferencas de glicemia de jejum, valores de HOMA-IR, %HbAlc e
concentracdes de CT, HDL-c, LDL-c.
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Figura 5. Meta-analise da relacdo entre 0 SNP Fokl e aumento do %HbAlc (A), e SNP Bsml e aumento

das concentracbes de triacilglicerol (B) em individuos com diabetes tipo 2.

(A) Study %
ID SMD (95% Cl)  Weight
Safar et al. 2017 _ 0.29 (-0.17,0.75) 32.67
Mackway et al. 2014 + 0.41(-0.07,0.88) 30.32
Hossein-nezhad et al. 2009 —.—.— 0.51(0.08,0.94) 37.01
Overall (l-squared = 0.0%, p =0.784) <> 0.41(0.15,0.67) 100.00
NOTE: Weights are from random effects analysis

_943 0 943

(B) Study %
D SMD (95% Cl) Weight
Nam et a. 2021 ——4—- 0.20 (-0.06,0.47)  44.57
Safar et al. 2017 ——.-— 0.18(-0.10,0.46)  40.87
Mackway et al. 2014 - 0.29(-0.17,0.76)  14.56

0.21(0.03,0.38)  100.00

Overall (I-squared =0.0%, p =0.914)

<

p<0,05 foi considerado significativo.

Legenda: (A) meta-analise da relacéo entre 0 SNP Fokl no gene VDR e aumento dos niveis de %HbAlc
em individuos com diabetes tipo 2 (p = 0,002); (B) meta-analise da relacdo entre a presenca de SNP Bsml
e concentracdes aumentadas de triacilglicerol em individuos com diabetes tipo 2, (p= 0,023).

O estudo que avaliou o SNP Apal (rs7975232) ndo foi incluido na meta-analise
devido a insuficiéncia de dados (apenas um estudo). O SNP Tagl (rs731236) nao foi
associado aos desfechos metabdlicos. A tabela 7 mostra os resultados da meta-analise
para 0s SNPs Fokl (rs2228570) e Bsml (rs1544410) e Taql (rs731236).



1
2

56

Tabela 7. Meta analise da relacao entre a presenca dos SNPs Fokl (rs2228570), Bsml (Rs1544410), e Apal (rs7975232) no aumento de marcadores do controle glicémico, perfil lipidico
e inflamatorio em individuos com diabetes mellitus tipo 2.

Variaveis Estudos (n) Autor (ano) Populacdo (n) SMD (95% CI) 12 (%) p
Fokl rs2228570

Glicose de jejum (mg/dL) 5 Bid et al. (2009); Mackway; Badawi, (2014); 713 0.63 (0.373-0.047) 13.8 0.128
Angel et al. (2016); Hossein-nezhad et al.
(2009); (Safar et al., 2018)

HbAlc (%) 3 Mackway; Badwai (2014); Safar et al. (2018); 453 0.409 (0.148-0.670) 0.0 0.002
Hossein-nezhad et al. (2009)

CT (mg/dL) 5 Bid et al. (2009); Mackway; Badawi (2014), 713 0.633 (0.205-1.471) 925 0.139
Angel et al. (2016); Safar et al. (2018);
Hossein-nezhad et al. (2009)

TAG (mg/dL) 4 Bid et al. (2009); Mackway; Badawi (2014); 608 0.331 (0.127-0.789) 76.3 0.156
Angel et al. (2016); Safar et al. (2018)

HDL (mg/dL) 4 Bid et al. (2009); Mackway; Badawi (2014); 608 0.231 (0.285-0.748) 814 0.380
Angel et al. (2016); Safar et al. (2018)

LDL (mg/dL) 3 Bid et al. (2009); Mackway; Badawi (2014); 448 0.935 (2.166-0.296) 95.0 0.137
Safar et al. (2018)

HOMA-IR 3 Mackway; Badawi (2014); Angel et al. (2016); 352 0.045 (0.673-0.763) 87.0 0.902
Hossein-nezhad et al. (2009)

Bsml rs1544410

Glicose de jejum (mg/dL) 3 Mackway; Badawi (2014); Nam et al. (2021); 857 0.179 (-0.166-0.524) 70.5 0.309
Safar et al. (2018)

HbAlc (%) 3 Mackway; Badawi (2014); Nam et al. (2021); 351 0.048 (0.323-0.419) 74.5 0.799
Safar et al. (2018)

CT (mg/dL) 3 Mackway; Badawi (2014); Nam et al. (2021); 351 0.035 (-0.143-0.212) 0.0 0.701
Safar et al. (2018)

TAG (mg/dL) 3 Mackway; Badawi (2014); Nam et al. (2021); 351 0.206 (0.028-0.384) 0.0 0.023
Safar et al. (2018)

HDL 3 Mackway; Badawi, (2014); Nam et al. (2021); 351 0.246 (-0.382-0.875) 91.1 0.442
Safar et al. (2018)

LDL 3 Mackway e Badawi, (2014); Nam et al. (2021); 351 0.004 (-0.233-0.241) 39.2 0.975

Safar et al. (2018)
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HOMA-IR 2 Mackway; Badawi, (2014); Nam et al. (2021)

Taql rs731236

Glicose de jejum (mg/dL) 2 Bid et al. (2009); Safar et al. (2018)
CT (mg/dL) 2 Bid et al. (2009); Safar et al. (2018)
TAG (mg/dL) 2 Bid et al. (2009); Safar et al. (2018)
HDL (mg/dL) 2 Bid et al. (2009); Safar et al. (2018)
LDL (mg/dL) 2 Bid et al. (2009) ;Safar et al. (2018)

351

283
283
283
283
283

0.025 (-0.205-0.256)

0.206 (0.050-0.462)
0.722 (0.381-1.826)
0.104 (0.151-0.359)
0.058 (0.351-0.235)
0.781 (0.384-1.945)

0.0

0.0
93.7
0.0
22.5
94.3

0.830

0.115
0.199
0.424
0.699
0.189

P value < 0.05 foi considerado significativo.

SMD, diferencga padronizada de média (standardised mean difference); CT cholesterol total; LDL, lipoproteina de baixa densidade (low-density lipoprotein cholesterol); HDL,

lipoproteina de alta densidade (high-density lipoprotein cholesterol); TAG, triacilglicerol.

Fokl rs2228570 — comparado FF (selvagem) vs Ff + ff. Bsml 1544410 — comparado BB + Bb vs bb (selvagem); Taqgl rs731236 — comparado TT + Tt vs tt (selvagem).
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7.1.3 Avaliacdo da qualidade metodologica

Todos os estudos incluiram casos e grupo controle corretamente definidos e foram
avaliados usando métodos padrdo-ouro. A comparabilidade entre os grupos foi
satisfatoria em trés estudos (Angel et al., 2016; Mackawy; Badawi, 2014; Nam et al.,
2021). A idade média foi significativamente diferente entre os grupos em um estudo
(Safar et al., 2018).

Em dois estudos, uma avaliacdo de comparabilidade ndo foi realizada (Bid et al.,
2009; Hossein-nezhad et al., 2009). Além disso, os resultados relatados ndo foram
afetados pela taxa de néo resposta, pois foi a mesma para ambos os grupos. A tabela 8
apresenta os resultados da avaliacdo do risco de viés dos estudos incluidos na revisao

sistematica.

Tabela 8. Avaliacéo da qualidade metodoldgica dos estudos incluidos nesta revisdo sistemética de acordo
com a Escala de Avaliacéo de qualidade de estudos caso- controle de Newcastle-Ottawa.

Autor (ano) Sele¢do Comparabilidade Exposi¢do
(Nam et al., 2021) * * * *x K K
(Safar et al., 2018) * X *x % -- *x X %
(Angel et al., 2016) *x k kX % * * * %k
(Mackawy; Badawi, 2014) * % % % * * k% %
(Bid et al., 2009) * - *x X* X
(Hossein-nezhad et al., 2009) * X * % %

7.2 SNPs e haplotipos no gene do VDR, e padrdo da reserva corporal de

micronutrientes em individuos com diabetes mellitus tipo 2

7.2.1 Caracteristica da populagdo

Um total de 160 individuos com diabetes mellitus tipo 2 participaram do estudo.
A maioria era do sexo feminino (66,9%). A mediana de idade foi de 49,0 anos (percentil
25-75: 44,0 — 54,5 anos). A obesidade caracterizada pelo IMC >30 kg/m?2 e % massa gorda
maior que 30% foi observada em 42,8% e 65,2 % dos avaliados, respectivamente.

A maioria dos individuos avaliados apresentou inadequado controle glicémico,
observado pela prevaléncia de 63,5% de individuos com %HbAL1 > 7% e 60,0% com
glicose de jejum > 130 mg/dL. A resisténcia a insulina foi observada em 43% dos
individuos (HOMA-IR > 2,71). Adicionalmente, a deficiéncia de vitamina D, Zn, Mg e
Ca foi observada em 42,1%, 49,1%, 100% e 28,1% dos participantes, respectivamente.
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Enquanto, o excesso de K foi observado em 98,2% dos individuos avaliados. As
caracteristicas antropometricas e bioquimicas da populacéo estudada estdo apresentadas
na tabela 9.

Tabela 9. Caracteristicas antropomeétricas e bioguimicas dos individuos com diabetes mellitus tipo 2.

Variaveis Valores
Sexo
Feminino n (%) 107 (66,90)
Masculino n (%) 53 (33,10)

Idade (anos)

49,00 (44,00 — 54,50)

P.A.S (mmHg) 124,00 (118,00 - 138,00)
P.A.D (mmHg) 80,00 (75,50 — 88,00)
Peso (kg) 79,22 + 18,300
IMC (kg/m2) 29,48 (25,74 — 34,02)
>30 kg/m2 68 (42,8)
CC (cm) 99,69 + 14,13
Massa gorda (kg) 28,11
Massa gorda (%) 34,50 (27,45 — 40,75)
>30% 101 (65,2)
Glicose sérica de jejum (mg/dL) 153,00 (110,58 — 239,50)
>130mg/dL 96 (60,0)
Insulina sérica de jejum (uU/mL) 12,77
%HbALc 7,70 (6,30 — 9,90)
>7% 101 (63,5)
Peptideo C (ng/mL) 2,70 (1,90 — 3,30)
HOMA?2 %B 60,20 (29,35 - 121,75)
HOMA2 %S 42,90 (30,35 — 56,40)
HOMAZ2 IR 2,33 (1,77 - 3,29)
>2,71 68 (43,0
25(0OH)D (ng/mL) 31,60 (26,60 — 39,35)
< 30,0 ng/mL 48 (42,1%)
PTH (pg/mL) 33,00 (26,00 — 36,50)
< 65,0 151 (97,4)
>65,0 4 (2,6)
Zinco plasmatico (pg/dL) 70.88 (52.23 — 107.72)
< 70,0 pg/dL 56 (49.1)
Magnésio plasmatico (mg/dL) 0.54 (0.49 - 0.61)
< 2,07 mg/dL 114 (100)
Célcio plasmatico (mg/L) 52.73 (38.61 - 73.32)
< 41,9 mg/L 32 (28.1)
Potassio plasmatico (mEg/L) 6.76 £ 1.17
< 4,0 mEg/L 2(1.8)
>5,0 mEqg/L 112 (98.2)

Dados apresentados em média e desvio padrao (X £+ DP), mediana (percentil 25 — 75) ou

frequéncias [n (%)]. N total= 160. IMC e HbAlc (%) avaliados em 159 individuos e % massa gorda
avaliado em 156 individuos. P.A.S (mmHg) e P.A.D (mmHg) n= 153; 25(OH)D n= 117; PTH (n=155).
Valores de referéncia desejavel: 25(OH)D > 30 mg/dL (Holick, 2017); Mg > 2,07 mg/dL (Rosanoff et al.,
2022); Zn: 70 — 110 pg/dL (Gibson, 2005); K: 4 — 5 mEq/L (School, 2004) e Ca > 41,9 mg/L (Deng et al.,
2008). PTH: < 65 pg/mL (Khundmiri, Murray e Lederer, 2016); 25(OH)D, Mg, Zn, K ¢ Ca (n=114).
Legenda: IMC, Indice de Massa Corporal; CC, circunferéncia da cintura; %HbAlc, percentual de
hemoglobina glicada; HOMA-IR, Homeostasis Model Assessment of Insulin Resistance; PTH,
paratormdnio; 25(OH)D, 25 hidroxivitamina D; P.A.S, pressdo arterial sistolica; P.A.D, pressdo arterial
diastolica; HOMA %B, %S e IR, modelo de avaliagdo da homeostase (Homeostasis Model Assessment -
HOMA) para fungdo das células beta, sensibilidade e resisténcia a insulina.
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7.2.2 Associacao entre a presenca dos SNPs Fokl (rs2228570), Tagl (rs731236) e Bsml
(rs1544410), e haplotipos no gene do VDR e marcadores do controle glicémico de

individuos com diabetes mellitus tipo 2

Os SNPs Fokl (rs2228570), Tagl (rs731236) e Bsml (rs1544410) foram
identificados em 160 individuos. A frequéncia do alelo T para o SNP Fokl (rs2228570)
foi de 33%, do alelo G para 0 SNP Bsml (rs1544410) foi de 38% e do alelo C para o0 SNP
Taqgl (rs731236) 66%. O teste de Hardy-Weinberg ndo mostrou desequilibrio entre a
frequéncia dos alelos para os trés SNPs identificados. A frequéncia dos alelos e genotipos

para 0s SNPs identificados esta apresentada na tabela 10.

Tabela 10. Frequéncia alélica e dos gendtipos dos polimorfismos identificados nos individuos com diabetes
mellitus tipo 2.

Genotipo N % W?i?wrt?eyr_g*
Fokl (rs2228570)
c/iC 74 46
CIT 65 41
TIT 21 13 0,29
C 213 67
T 107 33
Taql (rs731236)
TIT 20 12
TIC 68 42
c/C 72 45 0,60
T 108 34
C 212 66
Bsml (rs1544410)
A/A 65 41
A/lG 67 42
GIG 27 17 0,18
A 197 62
G 121 38

*Significncia da diferenca entre as frequéncias dos alelos (Hardy-Weinberg: Teste Qui-quadrado) <0,05.
Fokl (rs2228570) e Tagl (rs731236) (n=160); Bsml (rs1544410) (n= 159).

Avaliando a presenca dos alelos para os SNPs de maneira isolada, foi possivel
observar que o alelo T para o SNP Fokl (rs2228570) e C para o Taqgl (rs731236) néo
contribuiram significativamente para o inadequado controle glicémico de individuos com
diabetes mellitus tipo 2, porém o alelo G para o Bsml (rs1544410) aumentou as chances
de elevar 0 %HbA1c acima de 7% (OR: 2.071, 95% IC: 1.015-4.223, p = 0,045), em

analise ajustada par sexo, idade IMC e tempo de diagnostico (Tabela 11).

Tabela 11. Efeito dos alelos T para 0 SNP Fokl (rs2228570), C para Tagl (rs731236) e G para o Bsml
(rs1544410) nos marcadores do controle glicémico de individuos com diabets mellitus tipo 2.

Alelo %HbAlc > 7% Glicose de jejum HOMA-IR>2,71
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> 130 mg/dL
OR (95% IC) P valor OR (95% 1C) P valor OR (95% 1C) P valor
Fokl (rs2228570)
T 0,759 (0,242- 0,636 0,718 (0,227- 0,572 0,363 (0,124- 0,650
0,2376) 2,265) 1,064)
Tagl (rs731236)
C 1,625 (0,802- 0,178 1,116 (0,555- 0,759 1,893 (0,938- 0,076
3,295) 2,244) 3,607)
Bsml (rs1544410)
G 2,071 (1,015- 0,045 1,500 (0,738- 0.262 1,417 (0,721- 0,312
4,223) 3,048) 2,788)

Modelos de regressdo binaria logistica, ajustados para sexo, idade, IMC e tempo de diagndstico.
Significancia p < 0,05.

Legenda: Odds ratio, OR; Intervalo de confianca 95%, 95%IC; Modelo de avaliacdo da homeostase da
resisténcia a insulina - Homeostasis Model Assessment of insulin resistance, HOMA-IR.

A anélise de desequilibrio de ligacdo (LD) e o r2 mostraram desequilibrio de
ligacdo e forte correlacdo entre os SNPs Bsml (rs1544410) e Taql (rs731236) (r2=0.562)
(Figura 6).

Figura 6. Analise de desequilibrio de ligacdo (LD) e o r2 entre 0s SNPs Fokl (rs2228570), Bsml (rs1544410)
e Tagl (Rs731236)

3 E i S i
1 4 3 1 2 3
2 80 0 Sé
D" Taql Bsml r2: Tagl Bsml
Fokl 0.020  0.055 Fokl 0.000 0.001
Taql - 0.808 Taql - 0.562

Um total de seis combinacdes de haplotipos com prevaléncia maior que 1% foram

permitidas em 159 individuos com frequéncia acumulativa variando de 0,3721 a 1 (tabela
12).

Tabela 12. Frequéncia dos haplétipos
Fokl (rs2228570) Tagql (rs731236) Bsml (rs1544410) Frequéncia

T T A 0.3721
C T A 0.2125
T Cc G 0.198
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Cc C G 0.1055
T T G 0.0679
T c A 0.0277

Legenda: Fokl (rs2228570) e Taql (rs731236) avaliados em 160 individuos. Bsml (rs1544410) avaliado em
159 individuos.
Os haplotipos identificados ndo contribuiram para o inadequado controle

glicémico dos individuos com diabetes mellitus tipo 2, avaliados em modelo de regressédo

binaria logistica ajustados para do sexo, idade, IMC e tempo de diagndstico (Tabela 13).
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Tabela 13. Modelos de regressao binaria logistica entre os hapl6tipos Fokl (rs2228570), Taqgl (rs731236) Bsml (rs1544410) no gene do VDR e %HbALc, glicose de jejum e
HOMA-IR nos individuos com diabetes mellitus tipo 2.

Glicose de jejum (mg/dL) %HbAlc HOMA-IR
OR 95%IC p OR 95%IC p OR 95%IC p
CTA 1.15  0.683-1.936 0.692 0.711 0.441-1.148 0.176 1.114  0.656-1.89 0.789
TTA 0.932  0.58-1.496 0.809  1.004 0.595-1.692 1 0762 0.472-1.228 0.271
TCG 0.865  0.512-1.462 0592 2818 0.93-8.539 0.067 1.050 0.613-1.799 0.891
CCG 1.464  0.58-3.699 0.502  1.086 0.63-1.873 0.784 2.788  0.92-8.445 0.068
TCA 1.344 0.33-5.474 0.745 -- -- -- -- -- --
TTG 0.881 0.36-2.156 0.82 - -- - 0.764 0.312-1.873 0.641

Haplotype

Regressao logistica binaria ajustada para sexo, idade, indice de Massa Corporal e tempo de diagnéstico da diabetes mellitus tipo 2. Pds teste exato de Fisher p< 0,05 considerado
significativo; OR, odds ratio; 95% IC, Intervalo de confianca de 95%.
Legenda: Modelo de avaliagdo da homeostase da resisténcia a insulina - Homeostasis Model Assessment of insulin resistance, HOMA IR; --, associa¢des ndo estabelecidas.
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7.2.3 Associacdo entre o padrdo da reserva corporal de micronutrientes, controle

glicémico e resisténcia a insulina em individuos com diabetes mellitus tipo 2

O padrao da reserva corporal de micronutrientes foi estabelecido em 114
individuos com diabetes mellitus tipo 2. Foram identificados dois padrdes de reserva corporal
de micronutrientes por meio da analise de componentes principais, explicando um total de
62,52% da variancia (Figura 7).

Figura 7. Scree plot dos padrdes de reserva corporal de micronutrientes identificados. Teste de Bartlett, p
valor= 0,00. Teste KMO, p valor = 0,562.

Scree Plot
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Autovalor

0,54

T T T T T
1 2 3 4 5

Namero de componentes

O Padrao 1 explica 40,70% da variancia, sendo que a carga fatorial ¢
positivamente correlacionada com o Zn, Mg, Ca e K do plasma, enquanto o Padrao 2
explica 21,81% da variancia e a carga fatorial é positivamente correlacionada com
25(0OH)D e Zn, e inversamente correlacionada com o K. A carga fatorial atribuida aos

componentes dos padroes identificados esta apresentada na tabela 14.

Tabela 14. Cargas fatoriais dos padrdes da reserva corporal de micronutrientes dos individuos com diabetes
mellitus tipo 2.

Micronutrientes Padréo 1 Padrio 2
25(0OH)D 0,023 0,937
Magnésio 0,776 0,104
Zinco 0,533 0,279
Calcio 0,812 -0,038
Potassio 0,699 -0,351

Carga fatorial <-0,250 ou > 0,250(Cunha, Almeida e Pereira, 2010). Kaiser-Meyer-Olkin p= 0,562. Teste
de Bartlett p=0,00.

A avaliagdo dos padrdes de micronutrientes circulantes por quartis revelou que o

quartil mais baixo do Padrdo 1 tinha 4,32 vezes mais probabilidades (p = 0,019) de
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resisténcia a insulina, conforme avaliado pelo HOMA-IR, em comparagdo com o quartil
mais alto. Da mesma forma, o quartil mais baixo do Padrdo 2 tinha 3,97 vezes mais
probabilidades (p = 0,038) de um aumento da %HbAlc em compara¢do com o quartil
mais elevado. Nao foram encontradas associacdes entre os quartis dos Padroes 1 e 2 e as

variaveis de resultado nos outros modelos testados (Tabela 15).
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Tabela 15. Associacdo entre o padrdo da reserva corporal de micronutrientes e marcadores do controle glicémico e resisténcia a insulina em individuos com diabetes mellitus
tipo 2.

Glicemia de jejum %HbAlc HOMA-IR
Quartis
OR (EXP) 1C95% p-valor* OR (EXP) 1C95% p-valor* OR (EXP) 1C95% p-valor*
Padriao 1
Ql 3,091 0,943 -10,129 0,062 2,338 0,728 - 7,515 0,154 4,319 1,270 - 14,685 0,019
Q2 1,712 0,560 - 5,234 0,346 2,807 0,890 - 8,858 0,078 2,958 0,897 - 9,752 0,075
Q3 1,905 0,616 - 5,892 0,263 2,603 0,819 - 8,271 0,105 1,873 0,556 - 6,321 0,312
Q4 1 (Ref) 1 (Ref) 1 (Ref)
Padrao 2
Q1 3,395 0,932 -12,362 0,064 3,970 1,081 - 14,580 0,038 1,715 0,515 - 5,711 0,380
Q2 2,036 0,614 - 6,747 0,245 3,176 0,934 -10,799 0,064 1,290 0,419 - 3,967 0,657
Q3 1,193 0,380 - 3,752 0,762 2,167 0,674 - 6,969 0,194 0,162 0,162 - 1,694 0,280
Q4 1 (Ref) 1 (Ref) 1 (Ref)

Modelo de regressdo logistica binaria ajustado para sexo, indice de massa corporal e tempo de diagnostico. * Significancia p< 0,05. Valores de risco para as variaveis
dependentes: Glicemia de jejum >130 mg/dL, HOMA-IR >2,71 ¢ %HbAlc >7%. Glicemia de jejum ¢ HOMA-IR foram analisados em 114 individuos ¢ %HbAlc em 113
individuos. p <0,05 foi considerado como significancia estatistica. Abreviagdes: OR: Razdo de chance; IC: intervalo de confianga; %HbA 1c: percentual de hemoglobina glicada;
HOMA-IR: modelo de avaliacdo da homeostase da resisténcia a insulina; Q: quartil.
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8. DISCUSSAO

A metanélise mostrou que os SNPs Fokl (rs2228570), Bsml (rs1544410), Tagl
(rs731236) e Apal (rs7975232) no gene do VDR foram estudados e relacionados com
desfechos metabdlicos em individuos com diabetes mellitus tipo 2, sendo que apenas 0s
SNPs Fokl (rs2228570) e Bsml (rs1544410) foram associados a concentracGes mais
elevadas de HbAlc e TAG, respectivamente. No estudo observacional, a partir dos SNPs
Fokl (rs2228570), Bsml (rs1544410) e Taqgl (rs731236) foram estabelecidos seis blocos
de haplétipos. Apesar de o alelo G para 0 SNP Bsml (rs1544410) contribuir para o
inadequado controle glicémico aumentando as chances de elevar o %HbAlc, quando
inseridos nos haplétipos essa associacdo nédo foi observada. O controle glicEmico também
foi associado ao padrdo de reserva corporal de micronutrientes, como observado pela
associacdo entre 0s menores quartis do padréo explicado por 25(OH)D, Zn, Mg, Ca e K
e maiores valores de %0HbA1lc e HOMA-IR.

Nossos resultados corroboram a importancia dos fatores ambientais, como dieta,
nos desfechos da doenca ndo transmissivel, estando em consonancia com estudo que
propGs que os fatores ambientais contribuem com 70 a 90% dos riscos de doencas
(Rappaport; Smith, 2010).

A interacdo entre fatores ambientais e genéticos pode ser observada quando
avaliada a atividade da vitamina D em processos de sintese, secre¢do e acdo da insulina
em mecanismos dependentes da ativacdo do VDR e atividade transcricional do mesmo,
podendo explicar, em parte a menor secrecao de insulina em individuos com deficiéncia
de vitamina D (Al-Daghri et al., 2013; Hetta et al., 2019; Ogunkolade et al., 2002; Ozfirat
e Chowdhury, 2010).

A 1,25(0OH)D ligada ao VDR contribui para a secre¢do e agdo da insulina pela
modulacdo dos canais de calcio nas células beta, e modulacdo do conteudo de célcio nas
células musculares, o que causa a defosforilacao do transportador de glicose 4 (GLUT-4)
(Contreras-Bolivar et al.,, 2021). Os estudos incluidos na metanalise, e o estudo
observacional que avaliou a presenca dos SNPs no gene do VDR e o0s hapl6tipos, ndo
avaliaram a relacdo entre os SNPs, os haplotipos e os valores de 25(OH)D, no entanto, o
padrdo da reserva corporal de micronutrientes fortemente explicado pelas concentracdes
inadequadas de 25(OH)D foi considerado fator de risco para o aumento do %HbALc.

Em estudos de aspecto genético, a homogeneidade da populacdo tem um efeito

significativo nos resultados. Nesse sentido, a prevaléncia de SNPs no gene VDR esta
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associada a raca dos individuos (Zhong et al., 2015), como observado maior prevaléncia
dos SNPs Fokl (rs2228570) e Apal (rs7975232) em individuos asiaticos, e dos SNPs Fokl
(rs2228570), Bsml (rs1544410), Apal (rs7975232) e Tagl (rs731236) em caucasianos e
africanos (Uitterlinden et al., 2004). Na metanalise, o0 SNPs Fokl (rs2228570) foi 0 mais
estudado, e juntamente com o Bsml (rs1544410), os mais prevalentes entre os estudos,
no entanto, a raca da populagdo ndo foi informada.

Os individuos dos estudos incluidos na meta-andlise, e os individuos com diabetes
mellitus tipo 2 selecionados para o estudo observacional apresentaram controle glicémico
ndo satisfatorio, observado pelos valores médios do %HbALc. Mesmo na meta-analise, 0
SNP Fokl (rs2228570) foi associado a concentraces de %HbAlc mais altas,
corroborando a ideia de que o Fokl (rs2228570) pode ser considerado importante fator de
risco para aumento das concentracdes de %HbAlc em individuos com diabetes mellitus
tipo 2 (Hossein-nezhad et al., 2009). No entanto, no estudo observacional, tal associacéo
n&o foi estabelecida.

O SNP Fokl (rs2228570) esta relacionado a sintese reduzida de RNA mensageiro
(mRNA) (Ogunkolade et al., 2002) e produz uma proteina mais curta (423 aminoacidos),
porém com maior atividade transcricional. Contrariamente, a atividade do VDR é
dependente do tecido no qual esta expresso (Bertoccini et al., 2018). O gene VDR esta
presente nas células beta pancreaticas (Wang; Zhu; DelLuca, 2012) e nessa célula, a menor
atividade da proteina VDR atribuida ao SNP Fokl (rs2228570) modifica as propriedades
funcionais do receptor, diminuindo a resposta nuclear em 1,25(OH)D (Nahas-Neto et al.,
2018) e consequentemente, a capacidade das células beta em converter pro-insulina em
insulina (Zhong et al., 2015).

Apesar de ndo ter sido observado na metanalise mudancas do perfil inflamatério
com a presenca do SNP Fokl (rs2228570), um estudo reportou associac¢do entre o Fokl
(rs2228570) com a resisténcia periférica a insulina nos tecidos musculoesquelético e
adiposo (Wu et al., 2020). A relacdo entre VDR e resisténcia a insulina é explicada pela
acdo do VDR na diminuicdo da resposta inflamatdria, interagindo diretamente com o
inibidor da proteina do IKKp, inibindo a translocacdo nuclear p65 e suprimindo a
transcricdo do NF-kB (Chen et al., 2013).

Na metanalise, 0 SNP Bsml (rs1544410) no gene VDR foi associado com maiores
concentracdes de TAG, enguanto nos individuos avaliados no estudo observacional esse
SNP se associou ao aumento do %HbALlc. Da mesma forma, em mulheres adultas

caucasianas com deficiéncia ou insuficiéncia de vitamina D, a presenca de SNP Bsml
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(rs1544410) foi relacionada ao aumento das concentracdes de TAG (Karonova et al.,
2018).

Outros estudos que avaliaram a relacdo entre 0 SNP Bsml (rs1544410) com o
inadequado controle lipidico em individuos com diabetes tipo mellitus 2 séo controversos
(Bid et al., 2009; Nam et al., 2021; Zakaria et al., 2021). No entanto, 0 SNP Bsml
(rs1544410) tem sido associado a obesidade e resisténcia a insulina, aumentando o risco
para o desenvolvimento da diabetes mellitus tipo 2 (Khan et al., 2019; Zhang et al., 2016).

A relagdo entre o Bsml (rs1544410) com a obesidade, resisténcia a insulina e
mudancas no perfil lipidico é explicada pelo comprometimento da ligagéo da 1,25(OH)D
ao VDR (Gholami et al., 2024). A 1,25(0OH)D ativa o VDR em células adiposas, 0 que
aumenta o calcio intracelular e diminui a concentracdo de adenosina monofosfato ciclico
(cAMP), reduzindo a expresséo génica de lipase sensivel ao hormonio, demonstrada em
ratos (He et al., 2011). Ainda, 0 VDR regula as enzimas de expressdo génica do processo
de lipogénese, como &cido graxo sintase (Fatty Acid Synthase, FAS), proteina de ligacdo
de acido graxo (FABP) e PPAR-y, além de regular a lipoproteina lipase (LPL) (Faghfouri
et al., 2020; Javier; Anguita-ruiz, 2018).

A meta-anélise ndo mostrou associacdo entre 0s SNPs Apal (rs7975232) e Tag|l
(rs731236) com mudancas nos parametros metabolicos avaliados, bem como do SNP taqg|
(rs731236) no estudo observacional. Uma possivel explicacdo é a posi¢cao do SNP Apal
(rs7975232) no intron 8, que permite criar splicing alternativo incluindo um éxon no RNA
nédo codificante (Annalora et al., 2019; Uitterlinden et al., 2004).

O SNP Fokl (rs2228570) ndo esta em desequilibrio de ligacdo com outros SNPs
no gene VDR. Portanto, pode ser um fator independente para a manifestacdo do fenétipo
(Bertoccini et al., 2018). Por outro lado, a localizagdo dos SNPs Bsml (rs1544410), Taqgl
(rs731236) e Apal (rs7975232) em uma regido regulada (3UTR) no gene VDR contribuiu
para o desenvolvimento de hapldtipos Bsml+Tagl+Apal com importantes efeitos
bioldgicos, e resultam em uma traducdo diferente do mRNA (Razi et al., 2018;
Uitterlinden et al., 2004).

Considerando a frequéncia de 1% identificamos seis blocos de haplétipos dos
SNPs Fokl (rs2228570), Bsml (rs1544410) e Tagl (rs731236) em 160 individuos com
diabetes mellitus tipo 2. No entanto, esses haplétipos ndo contribuiram significativamente
para o inadequado controle glicémico dessa populacdo. Esses achados podem ser

explicados pela miscigenacéo racial da populacdo avaliada, uma vez que as associagoes
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dos SNPs e consequentemente, dos haplétipos variam conforme a raca, bem como pela
interacdo com fatores ambientais como a reserva corporal de 25(OH)D.

Em outro estudo, os SNPs Fokl (rs2228570), Bsml (rs1544410) e os hapl6tipos
(Tag + Apal) no gene VDR foram associados a maior suscetibilidade ao diabetes mellitus
tipo 2 nos Emirados, mas nao ao aumento das concentra¢fes de LDL, em individuos com
diabetes mellitus tipo 2 da mesma etnia (Safar et al., 2018). Além disso, o0 SNP Tag|l
(rs731236) isoladamente ndo contribuiu para o desenvolvimento de nefropatia diabética
em individuos com diabetes mellitus tipo 2, porém ao associar-se com os hapl6tipos Tag|
+ Bsml essa contribuicado foi significativa (Razi et al., 2018).

Separadamente, a deficiéncia ou insuficiéncia de 25(OH)D, juntamente com as
deficiéncias de Zn e Ca no estudo observacional, alinha-se com os resultados de outros
estudos envolvendo individuos com diabetes mellitus tipo 2 (Chutia; Lynrah 2015;
Hassan et al., 2016; Farooq et al., 2020; Hasanato, 2020). Aumento no %HbAlc foi
associado a deficiéncia de Zn (Farooq et al., 2020) e a concentragdes mais baixas de
25(OH)D no soro (Santos et al., 2018), enquanto concentragdes de Ca sérico (Hassan et
al., 2016) foram inversamente correlacionados com %HbAlc em adultos com diabetes
mellitus tipo 2. Em adicdo, foi observada manutencao da homeostase do metabolismo do
Ca nos individuos incluidos no estudo observacional, a qual foi avaliada pelas
concentragdes plasmaticas de Ca e adequada secre¢ao de PTH na populacao.

A prevaléncia de 100% de deficiéncia de Mg foi observada na populagdo avaliada
no estudo observacional. A deficiéncia de Mg em individuos com diabetes mellitus tipo
2 foi associada a valores mais elevados de %HbA 1c (Zahra et al. 2021). Além disso, em
nosso estudo, o excesso de K foi reportado em 98,2% da populagdo e semelhante aos
nossos resultados, foi demonstrado que os individuos com diabetes mellitus tipo 2 e
resisténcia a insulina tém concentragdes mais elevadas de K (Kim et al. 2015).

A vitamina D, o Zn, Mg, Ca e K interagem em mecanismos que favorecem o
controle glicémico. A vitamina D e o Zn modulam a atividade do gene da insulina
contribuindo para a sintese do horménio (Bertoccini et al., 2018; Chausmer, 1998; Huang,
2014; Vardatsikos; Pandey; Srivastava, 2013) . Adicionalmente, a vitamina D interage na
conversdo da molécula de pro-insulina em insulina no pancreas (Morr0 et al., 2020), ¢ o
Zn, por meio do transportador de zinco Znt8, se transloca para o interior das vesiculas de
insulina fazendo com que moléculas de insulina sejam armazenadas em forma de cristais
de zinco, deixando-as mais estaveis estruturalmente (Chausmer, 1998). Desta forma, estes

micronutrientes contribuem para a sintese e secrecao da insulina, captacdo da glicose
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circulante e consequentemente reducao dos valores de %HbA 1c e da resisténcia a insulina
(Chausmer, 1998; Ozcaliskan llkay et al., 2019; Palacios et al., 2020; Pittas et al., 2007).

Revisao sistematica mostrou associacdo entre menores concentragdes de
25(OH)D e aumento do %HbA 1c em individuos com diabetes mellitus tipo 2 (Santos et
al., 2018). Complementando os achados, uma meta analise mostrou que a suplementagao
com vitamina D ou analogos ¢ uma terapia adjuvante que reduz a progressao da doenca
(Gupta et al., 2019). Ligada ao seu receptor, a 1,25(OH)D atua no controle do influxo de
Ca para a célula, o que contribui para exocitose dos granulos de insulina e consequente
secre¢do do hormonio pelas células beta pancreaticas (Mauricio; Palomer; Gonza, 2008;
Pittas et al., 2007; Vondra; Hampl, 2021).

Concentragdes adequadas de Ca e K sdo essenciais para a secre¢dao da insulina
(Saad, 2002), uma vez que o fechamento dos canais de K sensivel a ATP leva a
despolarizacdo da membrana, o que ativa os canais de Ca dependentes de voltagem,
desencadeando a exocitose da insulina apds o aumento do Ca intracelular (Berridge, 2015,
2017; Szymczak-Pajor; Drzewoski; Sliwinska, 2020; Zeitz et al., 2003). Por outro lado,
a elevada concentragdo de K pode levar a hiperpolarizagdo da membrana, reduzindo o
influxo de cdlcio para o interior da célula comprometendo a secrecdo da insulina
(Ekmekcioglu et al., 2016).

Adicionalmente, a concentracdo de K pode ser influenciada pelo uso de diuréticos
tiazidas destacando a necessidade de avaliagdo desse micronutriente considerando o uso
dessa classe de medicamentos em individuos com diabetes mellitus tipo 2 (Coregliano-
Ring; Goia-Nishide; Rangel, 2022).

Ainda, no estudo observacional foi observada associacdo entre menor quartil do
padréo da reserva corporal de micronutrientes explicado por Zn, Mg, Ca e K com aumento
do HOMA-IR. Esse achado pode ser pode ser explicado pela atividade antioxidante e
anti-inflamatdria dos mesmos, o que contribui para a ligacdo da insulina ao receptor e
fosforilagcdo dos seus substratos (Chausmer, 1998; Jomova et al., 2022; Prasad, 2009). A
reducdo do estresse oxidativo e da inflamacéo de baixo grau, frequentemente observados
nesta populagdo, é um fator que deve ser buscado na diabetes mellitus tipo 2 no intuito de
favorecer a ligagdo da insulina ao receptor e para a fosforilagdo dos seus substratos
(Chausmer 1998; Prasad 2009; Jomova et al. 2022). Ainda, 0 Mg contribui para o controle
glicémico por favorecer a fosforilacdo dos receptores de insulina e translocacdo do
GLUT4, aumentando a captacdo de glicose circulante pelos tecidos periféricos
(Morakinyo; Samuel; Adekunbi, 2018).
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No estudo observacional mostramos que individuos com diabetes mellitus tipo 2
que se enquadraram nos quartis inferiores das reservas corporais de micronutrientes,
conforme determinado pelas concentracfes de 25 (OH) D, Zn, Mg, Ca + e K, estavam
mais propensos ao inadequado controle glicémico e resisténcia a insulina. Estudo anterior
envolvendo a mesma populacéo indicou que a ingestdo dietética insuficiente de Mg, Zn,
Ca e K estava ligada a uma maior probabilidade de %HbA1c elevada (Branddo-Lima et
al. 2018).

Considerando os aspectos discutidos aqui, a dieta, exposicao solar, concentragfes
de 25(OH)D3 e demais micronutrientes sdo aspectos importantes para o controle
metabdlico em individuos com diabetes mellitus tipo 2 e devem ser avaliados em estudos
que investigam fatores genéticos. Na metanalise, a heterogeneidade, o nimero de estudos
incluidos e o pequeno tamanho da amostra podem explicar a auséncia de associa¢fes
entre 0s SNPs Taqgl (rs731236) e Apal (rs7975232) com as varidveis analisadas. Porém a
boa qualidade metodoldgica dos estudos incluidos respalda os resultados encontrados.

Ademais, este estudo apresenta-se como pioneiro na identificacdo de padroes de
reserva corporal de micronutrientes e suas associagcbes com marcadores do controle
glicémico em amostra de individuos com diabetes mellitus tipo 2 com satisfatério poder
estatistico, e serve como subsidio para o desenvolvimento de outros estudos da mesma
natureza em diferentes populacbes, bem como para ensaios clinicos randomizados que
considerem os padrdes da reserva corporal de micronutrientes na tomada de deciséo da
estratégia nutricional para controle glicémico de individuos com diabetes mellitus tipo 2,
apesar de os desfechos néo terem sido avaliados considerando 0 uso de medicamentos e
classe dos antidiabéticos orais utilizada pela populacédo estudada, o que é uma limitacao

do presente estudo.

9. CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS

Os SNPs Fokl (rs2228570), Bsml (rs1544410), Taql (rs731236) e Apal
(rs7975232) sdo os mais avaliados em individuos com diabetes mellitus tipo 2, sendo o0s
SNPs Fokl (rs2228570) e Bsml (rs1544410) os mais frequentes. Porém, apenas 0s SNPs
Fokl (rs2228570) e o Bsml (rs1544410) no gene VDR foram associados ao aumento das
concentracfes de %HbALc e TAG, respectivamente, em estudos com boa qualidade

metodoldgica incluidos na metanalise.
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A presenca do alelo G para o SNP Bsml (rs1544410) é um fator que aumenta as
chances de elevacdo dos %HbALc para mais que 7%, independente do sexo, idade, IMC
e tempo de diagndstico. No entanto, o haplotipo Fokl+Tagl+Bsml ndao foi um fator de
risco para o inadequado controle glicémico dos individuos avaliados.

Dois padrbes de reserva corporal de micronutrientes foram identificados e o
menor quartil de padréo explicado por Mg, Zn, Ca e K foi associado com maior chance
de aumento do HOMA-IR, ao mesmo tempo que menor quartil de padréo explicado por
25(0OH)D e Zn foi associado a maior chance de elevar %HbAlc, independentemente da
idade, IMC e tempo de diagnostico.

A caracterizacdo genética de individuos com diabetes mellitus tipo 2, e
considerando a sinergia entre 0s micronutrientes, a identificacdo dos padrdes da reserva
corporal de micronutrientes sdo estratégias importantes para um diagnostico do estado
nutricional de individuos com diabetes mellitus tipo 2 de forma mais precisa, e serve como
subsidio para adocdo de estratégia clinica nutricional individualizada que objetiva
melhorar o controle glicémico nessa populacdo. Em adicéo, norteia novos ensaios clinicos
randomizados que considerem caracteristicas individuais e padrfes da reserva corporal
de micronutrientes no desenvolvimento de estratégias nutricionais de controle metabdlico

em individuos com diabetes mellitus tipo 2.
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