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Resumo

Objetivo: Investigar quais e de que maneira (direta ou indiretamente) variaveis clinicas
e metabdlicas mediam a associacdo entre o gene Fat Mass and Obesity — Associated

(FTO) e a doenca renal cronica (DRC) precoce em pacientes com diabetes tipo 2.

Métodos: Estudo transversal conduzido com 236 pacientes com diabetes tipo 2 (53.4%
mulheres, com idade média de 60 + 10 anos). Amostras de DNA foram genotipadas para
0 polimorfismo rs7204609 (C/T) do gene FTO. Dados clinicos, antropométricos e
metabdlicos foram coletados. Analise de caminhos foi utilizada para avaliar associagdes.

Os programas SPSS 23.0 e MPlus 5.0 foram utilizados para analises estatisticas.

Resultados: A presenca do alelo de risco (C) foi mais frequente entre os pacientes com
DRC (21.8% vs. 10.8%; P = 0.023). Esse polimorfismo foi positivamente associado com
a obesidade central (P < 0.001), que por sua vez foi associada com o mau controle
glicémico (P =0.004) e hipertensdo arterial (P <0.001). Hipertensdo arterial foi associada
a alta excrecdo urinaria de albumina (P = 0.004) e, conforme esperado, a alta excre¢édo
urinaria de albumina foi associada a DRC (P < 0.001). A analise de caminhos demonstrou
uma relacdo indireta entre o gene FTO e a DRC precoce, mediada pela obesidade central,
hipertenséo arterial e alta excrecdo urinaria de albumina (P = 0.045). Todas as analises

foram ajustadas para idade e sexo.

Conclusdo: A presenca do alelo de risco C contribui para a suscetibilidade genética a
DRC em pacientes com diabetes tipo 2, especialmente na presenca de obesidade central,

hipertensdo arterial e elevada albuminuria.

Palavras chave: diabetes tipo 2; FTO; analise de caminhos; albuminuria; doenca renal

cronica.



Abstract

Objective: To investigate which and how (directly or indirectly) clinical and metabolic
variables mediate the association between fat mass and the obesity - associated (FTO)
gene and early chronic kidney disease (CKD) in patients with type 2 diabetes.

Methods: A cross-sectional study was conducted in a sample of 236 patients with type 2
diabetes (53.4% women, mean age 60 + 10 years). DNA samples were genotyped for the
rs7204609 polymorphism (C/T) inthe FTO gene. Clinical, anthropometric, and metabolic
data were collected. Path analysis was used to evaluate associations. MPlus software,
version 5.0, and SPSS 23.0 software were used to analyze data.

Results: Presence of the risk allele (C) was more frequent among patients with CKD
(21.8% vs. 10.8%; P = 0.023). This polymorphism was positively associated with central
obesity (P < 0.001), which in turn was associated with poor glycemic control (P = 0.004)
and hypertension (P < 0.001). Hypertension was associated with high urinary albumin
excretion (UAE) (P =0.004), and, as expected, high UAE was associated with CKD (P <
0.001). Path analysis showed an indirect relationship between the FTO gene and early
CKD, mediated by central obesity, hypertension, and high UAE (P = 0.045). All analyses
were adjusted for age and sex.

Conclusion: The C allele contributes to genetic susceptibility to CKD in patients with
type 2 diabetes, especially through the presence of central obesity, hypertension, and high

UAE.

Keywords: type 2 diabetes; FTO; path analysis; albuminuria; chronic kidney disease.
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Introducéo

O Diabetes Melito (DM) e um distarbio metabdlico caracterizado pela presenca
de hiperglicemia persistente e acomete uma parcela significativa da populagdo mundial
(1). A doenga, considerada um importante problema de salude publica, est4 associada a
elevada mortalidade e a inumeras complicagcfes clinicas — dentre elas a doenca renal
cronica (DRC) (2).

O DM tipo 2 é a forma mais comum do DM (2). O entendimento da sua
patogénese, bem como das complicacBes decorrentes da doenga, no entanto, é dificil para
os profissionais da area. 1sso se deve ao fato de que tanto fatores ambientais quanto
genéticos contribuem para o desenvolvimento dessa comorbidade, tornando-a uma
doenca de causa multifatorial (3-5). Dentre os fatores genéticos envolvidos, destaca-se o
gene Fat Mass and Obesity Associated (FTO) (6-8).

O gene FTO, tradicionalmente associado a obesidade, foi relacionado ao DM tipo
2 em diferentes populagdes. (6, 8, 9). Esse gene também demonstrou associacdo com a
DRC em estudos realizados com pacientes com DM tipo 2 (10-12). Ainda, o gene FTO
foi associado a hipertenséo arterial e ao mau controle glicémico, principais causas para o
desenvolvimento da DRC em pacientes com DM tipo 2 (10, 13).

Posto isto e considerando que: 1) a DRC acomete cerca de 20 a 40% dos pacientes
com DM tipo 2 (4, 11); 2) o gene FTO esta relacionado a obesidade, a hipertensao arterial
e ao mau controle glicémico (6, 7, 9, 13, 14) e, 3) essas condi¢des sdo 0s principais fatores
de risco para o desenvolvimento da DRC em pacientes com DM tipo 2 (15), é de extrema
importancia avaliar a influéncia do gene FTO no desenvolvimento da DRC em pacientes
com DM tipo 2. Sendo assim, 0 objetivo do presente estudo foi avaliar em pacientes com
DM tipo 2 a associacdo do gene FTO, mediada ou ndo por outras condicdes clinicas, com

a presenca da DRC.



CAPITULO |

REVISAO DA LITERATURA

11



12

1. Reviséo da Literatura
Diabetes Melito e Doenga Renal Cronica

O Diabetes Melito (DM) é um distdrbio metabdlico caracterizado pela hiperglicemia
persistente, decorrente da deficiéncia na producdo e/ou na acdo de insulina. A
hiperglicemia persistente est associada a inimeras complicagdes crbnicas, ao aumento
de morbidade, reducéo da qualidade de vida e elevacdo da taxa de mortalidade (1).

O DM acomete parte significativa da populacdo mundial - aproximadamente 463
milhGes de pessoas - e esse nimero vem aumentando significativamente. Em 2045,
estima-se que 629 milhdes de pessoas terdo a doenca. O DM também representa um
problema de saude de grande magnitude no Brasil, o qual ocupou a quinta posicao entre
0S paises com maiores taxas da doenca em 2019. Dados da International Diabetes
Federation (IDF) apontam que 16,8 milhdes de brasileiros sofrem de DM (16).

O DM tipo 2 € a forma mais comum da doenga e ocorre geralmente na fase adulta,
estando associado a obesidade em cerca de 80% dos casos. A hiperglicemia sustentada
¢ uma das principais responsaveis pelo desenvolvimento das complicacdes
neuropaticas, macrovasculares e microvasculares, como a doenca renal cronica (DRC)
(2).

A DRC é uma doenca complexa e progressiva definida pela presenca persistente de
excrecdo urinaria elevada de albumina (albuminuria), baixa taxa de filtracdo glomerular
(TFG) ou outras manifestacoes de leséo renal (17, 18) Individuos com DRC sé&o, portanto,
todos aqueles que possuem algum grau de leséo renal, independentemente da TFG. Os
estagios inicias da DRC (estagios 1 e 2), por exemplo, sdo definidos pela presenca de
albumindria com TFG normal (>60 mL/min/1.73 m?) (19) — essa classificacdo permite

identificar pacientes ainda em fase inicial da doenca (Figura 1).
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Ainda, a DRC ¢é atualmente um grave problema de saude publica - 1,2 milhdo de
pessoas morreram dessa comorbidade ao redor do mundo em 2017 (20). A doenca
apresenta elevada prevaléncia — aproximadamente 9,0% entre os brasileiros, enorme
custo para o sistema de salde e redugdo na expectativa e qualidade de vida dos pacientes
com a doenga (21, 22). Sua origem primaria varia, sendo a hipertensdo arterial e 0 DM
as causas mais comuns (15).

De acordo com a literatura, 20 a 40% dos pacientes com diagnéstico de DM tipo 2
apresentam algum estagio de DRC, sendo uma das complicacdes mais prevalentes
relacionadas & doenca (17, 23). Ademais, sabe-se que o mau controle glicmico esta
fortemente associado a um aumento no ritmo de progressdo da DRC. Elevados niveis
pressoricos, idade, sexo e obesidade também se apresentam como fatores associados ao
pior prognostico da doenca (18).

Posto isto, individuos com DRC possuem metas terapéuticas, tais como a manutencao
da glicemia em valores préximos do normal, valores de hemoglobina glicada < 7% e
valores pressoricos controlados (18), pois a microalbuminudria, uma das manifestacdes
precoces de DRC em pacientes com DM, esta fortemente associada aos niveis de pressao
arterial (24, 25). Recomenda-se também que mantenham um peso corporal saudavel, visto
que a obesidade esta associada ao aumento na incidéncia de DM e hipertensao arterial

(18), além de ser um fator de risco independente para DRC (26, 27).

Diabetes Melito e o0 gene Fat Mass and Obesity Associated (FTO)

Ainda que o DM tipo 2 seja uma comorbidade com alta prevaléncia, a sua patogénese,
bem como das suas complicacGes, é de dificil compreensdo, visto que é uma doenca
multifatorial que esta associada tanto a fatores ambientais quanto genéticos (3-5).

De fato, a importancia dos fatores genéticos na patogénese do DM tipo 2 vem sendo

amplamente estudada. Os SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms) sdo o tipo mais
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comum de varia¢Oes genéticas dispersas dentro ou fora de uma regido génica no genoma
humano. Esses polimorfismos séo identificados em pelo menos 1% da populacéo, sendo
mais da metade dessas variantes mutacdes ndo deletérias (28). No caso do DM tipo 2,
essas variantes, em geral, ndo causam diretamente a doenca, mas aumentam o risco para
a sua patogénese (29). Na Tabela 1 descrevemos o0s principais genes associados ao risco
de desenvolvimento do DM tipo 2. Dentre eles esta o gene Fat Mass and Obesity
Associated (FTO) (6-8).

O gene FTO, descrito pela primeira vez em 2007, esta localizado no cromossomo 16
na posicdo 12.2 e consiste em nove éxons, ocupando uma area> 400kb. (30, 31). Esse
gene é tradicionalmente associado a obesidade em individuos sem e com DM (6, 7, 9).
AssociagOes positivas entre obesidade e o gene FTO foram observadas em diferentes
grupos étnicos, como caucasianos (32), japoneses (33), indianos (34) e chineses (35). Na
populacdo brasileira o gene demonstrou estar fortemente associado a obesidade (36).
Estudos prévios demostraram que polimorfismos desse gene apresentam relagdo com
maior indice de massa corporal (IMC) e peso corporal (37, 38) e maior cintura (39).
Ademais, o gene FTO foi associado a pior controle glicémico (14) e & hipertensdo arterial
(13).

O SNP mais frequente do FTO € o rs9939609 A/T, sendo a frequéncia desse
polimorfismo de 42% em pacientes com DM tipo 2. Esses dados foram demonstrados em
um estudo de coorte realizado em 38759 pacientes com DM e individuos controles, onde
0 gene do FTO foi fortemente associado com a obesidade. Neste estudo, 16% dos adultos
que eram homozigotos para o alelo de risco A pesavam aproximadamente trés
quilogramas a mais e tiveram um maior risco para obesidade [Risco Relativo (RR) = 1,67]
quando comparados com aqueles que nao tinham a presenca do alelo de risco (40).

Ademais, individuos com o alelo de risco A também demonstraram ser mais vulneraveis
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no controle da glicemia e mais resistentes a acdo da insulina do que individuos que ndo
apresentavam o alelo de risco (41-43).

Ainda, estudos sugerem que a presenca do alelo de risco nos SNP do gene FTO esta
associada com o maior consumo caldrico, com a diminuicdo de saciedade e com o
aumento do apetite dos individuos (44). O gene FTO € predominantemente expresso no
hipotalamo, area do cérebro que possui importante papel no controle da ingestéo calérica
(45). Tanto em adultos quanto em criangas sem DM o gene FTO teve associacdo com
maior consumo de energia total e de determinados nutrientes (46, 47). J& em estudo
realizado em pacientes com DM tipo 2 o gene foi associado ao maior consumo de
gorduras e menor consumo de fibras totais (g/dia) (48).

O gene do FTO e Doenga Renal Cronica (DRC)

Tal qual o gene FTO apresentou relacdo com a obesidade, este também demonstrou
ter associagcdo com os principais fatores de risco para o desenvolvimento da DRC — o0 DM
e a hipertensdo arterial (10, 13). Ainda, é possivel que esse gene também esteja associado
a DRC, sendo mediado por esses trés distirbios ou ainda por outros mecanismos
biologicos.

Embora a identificacdo de loci de suscetibilidade a algumas doencas ja tenha sido
realizada pela introducdo de estudos de associacdo gendmica ampla (Genome-Wide
Association Studies - GWAS), a identificacdo do loci para a DRC ainda ndo esta
completamente elucidada e permanece como um desafio para os pesquisadores da area.
O polimorfismo rs7204609 (C/T) esta dentre as variantes genéticas do gene FTO

associadas ao DM, entretanto, foi pouco investigado.

Estudo realizado em brasileiros com DM tipo 2 demonstrou associacGes desta variante

do gene FTO com componentes da sindrome metabolica e com elevados valores de
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excrecao urinaria de albumina (49), um importante biomarcador precoce para DRC (50).
A influéncia desse SNP na funcdo renal, entretanto, ainda é desconhecida.

Em estudo realizado em japoneses com DM tipo 2, 0 gene do FTO (SNP rs56094641)
apresentou associacgao positiva com a suscetibilidade a DRC (11). Na populacéo tcheca o
polimorfismo rs17817449 do gene do FTO foi associado ao aumento do risco de
complicagGes comuns do DM, em especial a DRC e neuropatia (12). J& em um trabalho
realizado em uma populacdo europeia, baseado em dois grandes conjuntos de casos e
controles, sugeriu-se uma associacao robusta entre o gene FTO (rs17817449) e o risco de
DRC (10). Além disso, estudos epidemioldgicos (51-56) demonstraram que a
suscetibilidade genética contribuiu para o desenvolvimento de DRC tanto em pacientes
com DM tipo 1 quanto em individuos com DM tipo 2, sugerindo que fatores genéticos
estdo envolvidos na patogénese da DRC.

Assim sendo, considerando que o gene FTO esta associado ao DM, a obesidade e a
hipertenséo arterial, a maioria das DRC esta intimamente ligada a essas trés comorbidades
e a DRC é um problema mundial de satde publica que afeta milhdes de pessoas, em
especial individuos com DM, torna-se muito importante a realizacdo de pesquisas para

entender a possivel associacdo entre o gene FTO e a DRC em pacientes com DM tipo 2.

Anélise de Caminhos: Método Estatistico Diferencial

A analise de caminhos é um subconjunto da modelagem de equac@es estruturais
que permite a avaliacdo simultanea das complexas relacdes entre diferentes variaveis (57,
58). Na analise de caminhos variaveis explicativas podem afetar uma variavel desfecho
de forma direta ou indireta (59, 60).

Os efeitos diretos representam uma relacdo direta entre duas variaveis, similar a

um coeficiente de regressdo. Ja os efeitos indiretos expressam um caminho com pelo
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menos uma variavel intermediaria ou mediadora. Através da soma dos efeitos direitos e

indiretos temos um efeito total entre duas variaveis de interesse (59, 60).

Conforme demonstrado anteriormente, muitos sdo os fatores de risco para o
desenvolvimento da DRC, em especial em individuos com DM tipo 2. Dentre esses
fatores esta o gene FTO (10-12). O gene FTO apresenta associagdo com a obesidade, com
0 mau controle glicémico e com a hipertenséo arterial — fatores de risco para DRC (10,
13). Utilizar esse tipo de modelo de analise estatistica permite mensurar simultaneamente
as associacdes entre todas essas variaveis, bem como o papel delas no desenvolvimento

da DRC em individuos com DM tipo 2.



Prognéstico de DRC pela TFG e albuminiria

Categoriasde albuminiria persistente

Descricao e classificacao

—_ G1 Normal ou alta =90
2
Lo G2 Levemente diminuida 60 -89
b, S
T =

g

5 | G3a Levemente a 45-59
E E moderadamente diminuida
- @
E é G3b Moderadamente a 30-4
=
g 'E severamente diminuida

e
§ g G4 Severamente diminuida 15-29
%o
2
6 G5 Faléncia renal <15

Al A2 A3
Normal a Moderadamente Severamente
lev t: tada aumentada
aumentada
< 30mg/g 30 - 300mg/g = 300mg/g

< 3mg/mmol 3 - 30mg/mmol =30mg/mmol

Verde: baixo risco (na auséncia de outros marcadores de doenga renal, sem DRC); Amarelo: aumento de risco moderado;

Laranja: alto risco; Vermelho: mmito alto risco.

Adaptado de KDIGO, 2013 (5).

Figura 1. Classificacdo do prognéstico de DRC de acordo com TFG e albumindria.

DRC: doenca renal cronica; TFG: taxa de filtracdo glomerular.
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Genes
NOTCH2 PSMD6 VGEFA CHCHD9 DCD CMIP
ADAM30 CACNAILD CDKALI GAS1 HMGA2 WWOX
SLC44A3 PPARG Céorfs7 CAMK1D TMEM19 SGSM2
SNX7 SYN2 TP531NP1 CDC123 LGR5 SRR
PROX1 ZPLD1 GCK VPS26A TSPANS HNF1B
CR2 PLS1 CPVL K1F11 IGF1 LPIN2
PCNXL2 SLC2A2 JAZF1 HHEK HNF1A PAPL
BCL11A PEX5L DGKB ADRA2A TRIAP1 PEPD
THADA IGF2BP2 ACHE TCF7L2 SPRY?2 GIPR
GCKR ST6GALL GCC1 TCERGIL Cl4orf70 HNF4A
ITGB2 PPP2R2C PAX4 CRY2 ATP10A HUNK
RBM43 WEFS1 KLF14 MADD C2CD4A PCBP3
RND3 MAEA ZMATA KCNJ11 C2CD4B SEZ6L
ITGB6 ZBED3 KCNU1 GALNTLA4 VPS13C DUSP9
RBMS1 AP3B1 CSMD1 LOC72903 LARPG6
GRB14 CETNS3 SLC30AB KCNQ1 HMG20A
G6PC2 LOC72901 CDKNZ2A ARAP1 ZFANDG
TMEFF2 PCSK1 CDKN2B MTNR1B AP3S2
IRS1 KCNK16 PTRD BARX2 PRC1
ADAMTS9 ZFAND3 GLIS3 TMEMA45B FTO

Adaptado de Berna G. In: Nutrients, 6(11):5338-5369, 2014.
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2. Justificativa do estudo

Considerando que: 1) estudos prévios indicam que fatores genéticos exercem papel
fundamental na patogénese do DM tipo 2 e de suas complicacdes, 2) o gene FTO foi
associado positivamente & obesidade, & hipertensdo arterial e ao mau controle glicémico
e 3) essas trés condicdes sdo os principais fatores de risco para DRC torna-se relevante
um estudo que avalie a possivel associacdo entre o gene FTO e a DRC em pacientes

com DM tipo 2.

3. Objetivos
Geral:

Avaliar a associacdo da variante genética rs7204609 do gene FTO com a presenca da

DRC em pacientes com DM tipo 2.

Especifico:

Avaliar a relacdo da variante genética rs7204609 do gene FTO, mediada por variaveis
clinicas — obesidade central, controle glicémico, controle pressorico e excre¢do urinaria

de albumina -, com a presenca DRC-em pacientes com DM tipo 2.
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