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RESUMO

A Nefropatia Diabética (ND) € uma complicacdo microvascular renal do Diabetes Mellitus
(DM), caracterizada pelo aumento da albuminuria e perda progressiva da funcao renal.
Nos ultimos 10 anos, observa-se uma incidéncia cumulativa de 40%, principalmente em
pacientes com diabetes mellitus tipo 2 (DM2) sendo uma causa importante de
morbimortalidade. O polimorfismo Insercdo / Delecdo (I/D) no gene ECA poderia
influenciar a predisposicéo para ND por modulacdo vascular no rim, através de um efeito
direto sobre a hipertrofia celular, influenciando a proliferacdo e a ruptura da matriz
extracelular. Estudos mostram discordancia, fato que aumenta a necessidade de analises
conjuntas para que se possam gerar conclusdes seguras. O objetivo do estudo foi
investigar a associacao entre o polimorfismo I/D do gene ECA e o desenvolvimento de ND
em pacientes com DM2. Através de um protocolo de pesquisa padronizado, realizou-se a
busca bibliografica nos bancos de dados eletrénicos PubMed e Cochrane Library de
1995-2017, selecionando estudos observacionais do tipo caso-controle, usando os termos
"polymorphism" AND "ACE gene" AND "diabetic nephropathy". Foram incluidos 33
estudos na sintese qualitativa e 30 estudos na meta-andlise, sendo 9.077 participantes
com DM2 genotipados, 4.774 (52, 6%) individuos com ND e 4.303 (47,4%) individuos sem
ND. Avaliados separadamente, os gendtipos para o grupo caso, temos I/l (23, 5%), I/D
(45, 8%) e D/D (30, 6%). Os gendtipos para o grupo controle, I/l (28, 6%), I/D (46,4%) e
D/D (25%). A maior prevaléncia observada € do gendtipo I/D em ambos os grupos. Nas
frequéncias alélicas calculadas através do Teste de Hardy-Weinberg, o alelo D mutante
apresenta-se com 53% no grupo caso e 48% no grupo controle. O alelo | selvagem
presente em 47% no grupo caso e 52% no grupo controle. A presente meta-andlise
conclui que o polimorfismo I/D do gene ECA estudado através dos gendtipos I/D e D/D
nao estdo associados ao risco de desenvolvimento da ND em individuos com DM2,
porém, a presenca do alelo D tem frequéncia importante no risco de desenvolvimento da

doenca, assim como o papel protetivo do alelo I.

Palavras-chave: “Polimorfismo genético”, “gene ECA” e “Nefropatia diabética”.
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ABSTRACT

Diabetic Nephropathy (DN) is a microvascular renal complication of Diabetes Mellitus
(DM), characterized by increased albuminuria and progressive loss of renal function. A
cumulative incidence of ND in the last 10 years was observed in 40%, mainly in patients
with type 2 diabetes mellitus (T2DM), being an important cause of morbidity and mortality
among these individuals. The Insertion / Deletion (I/D) polymorphism in the ACE gene
could influence the predisposition to DN by vascular modulation in the kidney, through a
direct effect on the cellular hypertrophy, influencing the proliferation and the rupture of the
extracellular matrix. Many studies about this subject are discordant, a fact that increases
the need for joint analysis so that safe conclusions can be generated. The aim of this study
was to investigate the association between ACE gene /D polymorphism and the
development of DN in patients with T2DM. Through a standardized research protocol, the
bibliographic search was performed in the PubMed and Cochrane Library electronic
databases of 1995-2017, selecting case-control observational studies using the terms
"polymorphism™ AND " ACE gene" AND “diabetic nephropathy ". We included 33 studies in
gualitative synthesis and 30 studies for meta-analysis, with 9.077 participants with T2DM
genotyped, 4.774 (52, 6%) individuals with DN and 4.303 (47. 4%) individuals without DN.
Evaluated separately, the genotypes for the case group, we have 1/l (23, 5%), I/D (46, 4%)
and D/D (30, 6%). The genotypes for the control group, I/l (28, 6%), I/D (46.19%) and D/D
(25%). The highest prevalence observed was of the I/D genotype in both groups. In the
allele frequencies calculated by the Hardy-Weinberg Test, the mutant D allele presents
with 54% in the case group and 48% in the control group. The wild-type | allele was
present in 46% in the case group and 52% in the control group. The present meta-analysis
concludes the 1I/D polymorphism of the ACE gene studied through the I/D and D/D
genotypes is not associated with the risk of developing DN in individuals with T2DM, but
the presence of the D allele has significant significance in the risk of developing the
disease, as well as the protective role of the | allele.

Keywords: “polymorphism”; “ACE gene”, “diabetic nephropathy”.
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1 INTRODUGAO

1.1 Diabetes Mellitus

O Diabetes Mellitus (DM) consiste em um disturbio metabdlico caracterizado por
um quadro de elevados niveis de glicose no sangue (hiperglicemia) persistente™?. A
glicose constitui a principal fonte de energia para 0s organismos vivos, em virtude da sua
participacdo em importantes vias metabdlicas através de um horménio produzido pelo
pancreas, a insulina®. Esse horménio, diante da presenca de glicose no meio
extracelular, se liga a receptores de insulina, localizados na superficie das células. Essa
interacdo insulina - receptor de insulina, promove a abertura de canais especializados que
permitem, entdo, a passagem da glicose para o ambiente intracelular produzindo a

energia necessaria ao normal funcionamento de musculos e tecidos®.

A deficiéncia na producgéao de insulina, tanto em sua agédo, quanto em ambos 0s
mecanismos, acarreta na permanéncia da glicose no sangue. A persisténcia deste quadro
de hiperglicemia propicia o desenvolvimento de complicacfes secundarias como doencas

cardiovasculares, neuropatia, retinopatia e, principalmente, a nefropatia diabética®®.

Em 2015, a International Diabetes Federation (IDF) registrou 5 milhdes de o6bitos
por complicacGes diabéticas em todo o mundo. Nesse periodo, 0s gastos médicos com
tratamentos para diabetes chegaram a 673 bilhdes de dolares, cerca de 12% do gasto
total com a saude’. Estatisticas mundiais mostram que o diabetes esta associado a
significantes taxas de morbidade, sendo considerado, uma das maiores emergéncias de

saude do século XXI&.

Atualmente, estima-se uma propor¢cdo de 1 diabético entre cada 11 adultos no
mundo, representada através dos 415 milhdes de adultos diagnosticados com diabetes.
Além disso, 318 milhdes de individuos apresentam graves alteracdes indicativas para
essa patologia, em subdiagndéstico. A expectativa € de que, até 2040, esses registros

alcancem a frequéncia de 642 milhdes de diabéticos em todo o mundo®.

O Brasil aparece em quarto lugar no ranking mundial dos paises com maior
prevaléncia dessa doenca (10,2%), cerca de 14.250.800 adultos brasileiros sao
diabéticos. Um brasileiro diabético apresenta um gasto médio anual de R$ 5.345,90 com
0 seu tratamento e 500 novos casos s&o diagnosticados por dia®.
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O Ministério da Saude através da Pesquisa Nacional de Saude (PNS) por inquérito
domiciliar relatou a prevaléncia do diabetes de acordo com as grandes regiées nacionais,
Unidades da Federagao (UF) e capitais brasileiras. A regido Centro-Oeste, apresentou-se
como a segunda maior regido do pais com prevaléncia da doenca, perdendo apenas para
a regido Sudeste. O estado de Goias ficou em 8° lugar entre as UF, e Goiania como a 32

capital em prevaléncia de adultos diagnosticados com diabetes™.

O aumento da prevaléncia do DM esta associado com diversos fatores: rapida
urbanizacado, transicdo epidemioldgica, habitos alimentares, sedentarismo, sobrepeso,
crescimento e envelhecimento populacional e também, maior expectativa de vida dos

individuos com diabetes?.

A American Diabetes Association (ADA) e Organizacdo Mundial de Saude (OMS)
propdem e definem classificacdes para DM, baseados em sua etiologia'**, dividindo-o em
guatro principais classes clinicas, expostos na Tabela 1. Os fatores causais dos
principais tipos de DM ainda ndo sdo completamente conhecidos, no entanto, podemos

citar os fatores genéticos, bioldégicos e ambientais.

Tabela 1. Classificagéo Etiolégica do DM

TIPOS DE DM

1 - Tipo 1A: deficiéncia de insulina por destruicdo autoimune das células 8 comprovada
por exames laboratoriais
- Tipo 1B: deficiéncia de insulina de natureza idiopética.

> DM tipo 2: perda progressiva de secrecdo insulinica combinada com resisténcia a
insulina

3 DM gestacional: hiperglicemia de graus variados diagnosticada durante a gestacao, na
auséncia de critérios de DM prévio.

4 Outros tipos de diabetes:

Monogénicos (MODY);

- Diabetes neonatal;

- Secundario a endocrinopatias;

- Secundério a doengas do pancreas exocrino;
- Secundario a infeccgoes;

- Secundario a medicamentos;

- Mutacdes genéticas.

MODY: Maturity-Onset Diabetes of the Young.
Fonte: adaptado de American Diabetes Association; 2017"
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Outras causas de DM incluem defeitos genéticos na acéo da insulina, decorrentes
de mutacdes no gene do receptor de insulina, e doencas do pancreas exdcrino, como
pancreatite, trauma, pancreatectomia e carcinoma pancreatico. Além disso,
endocrinopatias com aumento de hormoénios contrarreguladores da acéo da insulina, entre
0s quais hormdnio de crescimento, cortisol e glucagon, podem provocar DM. Diferentes
medicamentos podem ser associados a alteragdes no metabolismo da glicose por meio
de diminuicdo da secrecao ou da acao da insulina. Os exemplos mais comuns S&o 0s

glicocorticéides, o &cido nicotinico e os antipsicéticos atipicos?.

Os sinais e sintomas classicos de hiperglicemia consistem na miccdo frequente
(polidria), sede excessiva (polidipsia), cansaco (fadiga), feridas de cicatrizacdo lenta,
perda de peso, recorrente infec¢des, formigamento ou dorméncia nas maos e pés
(neuropatia), bem como visdo embacada (retinopatia)®. Os sintomas apresentam-se com
menor frequéncia nos individuos com diabetes mellitus do tipo 2 (DM2), sendo
assintomaticos ou oligossintomaticos por longo periodo. Fato este, que dificulta o
reconhecimento pelo paciente®, retarda o diagnéstico, e potencializa o desencadeamento

de complicagdes micro e macrovasculares®?.

Tem-se observado um aumento no nimero de casos em gque a abertura do quadro
de DM2, tenha sido com a manifestacdo inicial da cetoacidose diabética’®. O
rastreamento para diagnéstico precoce tem grande importancia para a saude publica,
com isso esta diretamente ligada a possibilidade de diagndstico e tratamento precoces em

individuos assintomaticos*.

De acordo com os critérios definidos pela ADA (2017)™, o diagnéstico laboratorial
do DM pode ser realizado por meio de glicemia de jejum, glicemia 2 horas ap0s teste oral
de tolerancia a glicose (TOTG) e hemoglobina glicada (HbAlc). Ndo existem outros testes
laboratoriais validados e recomendados para essa finalidade. Os valores adotados pela
Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD) para cada um desses parametros sdo 0s

mesmos recomendados pela ADA e encontram-se descritos na Tabela 22.
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Tabela 2. Critérios diagnosticos para DM recomendados pela ADA e pela SBD (2017).

Exame Normal Pré-diabetes Diabetes
Glicemia de jejum (mg/dL) <100 100 a 125 > 126
Glicemia 2 horas apos TOTG com 75 g de <140 100 a 199 > 200

glicose (mg/dL)

Hemoglobina glicada (%) <5,7 57a64 >6,5

TOTG: teste oral de toleréncia a glicose.
Fonte: Adaptado American Diabetes Association™>.

Os critérios diagnosticos passaram por diversas modificacdes, devido ao
surgimento de novas evidéncias referentes a associacao de valores cada vez menores de
glicemia a risco de complicagbes vasculares’®*’*8, O acompanhamento do individuo
diagnosticado deve seguir rigoroso protocolo através de multi-especialidades, para
meétodos eficientes de controle glicémico, gerenciamento da perda de peso se necessario,
atividade fisica, suspensdo do tabagismo e principalmente a avaliagdo sistematica e o
manejo das complicacdes crénicas do DM com reducao dos fatores de risco cardioldgicos

e renais>.

1.2 Diabetes Mellitus do tipo 2

Entre os principais tipos de diabetes, o DM2 é o mais comum. Representa 90 a
95% de todos os casos do mundo e, vem crescendo exponencialmente em paises
subdesenvolvidos®. Pode-se prever a carga financeira que isso representara nos proximos
anos para o0s sistemas de saude em todos o0s paises. E para 0s paises em
desenvolvimento econd6mico, que ainda enfrentam desafios no controle de doencas

infecciosas, o impacto sera ainda maior®.

O DM2 possui etiologia complexa e multifatorial, envolvendo componentes genético
e ambiental**. Geralmente, acomete individuos a partir dos quarenta anos, embora se
descreva, aumento na sua incidéncia em criancas e jovens®’. Estudo recente em estados
americanos encontrou aumento significativo da prevaléncia de DM2 em jovens, de 7% ao

21
I

ano no século XXI“", sendo responsavel por 10 a 50% dos casos de diabetes juvenil de

inicio recente??.
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O DM2 trata-se de uma doenca poligénica, com forte heranca familiar, ainda n&o
completamente esclarecida, cuja ocorréncia tem contribuicdo significativa de fatores
ambientais. Acompanha o processo de urbanizacdo crescente associado a adocao de
estilos de vida pouco saudaveis. Os habitos alimentares inadequados e inatividade fisica
contribuem para a obesidade e destacam-se como um dos seus principais fatores de

1,23

risco Sua fisiopatologia, diferentemente dos marcadores presentes no DM1, nao

apresenta indicadores especificos da doenca, e em pelo menos 80 a 90% dos casos,

associa-se ao excesso de peso e a outros componentes da sindrome metabdélica®*%.

O DM2 favorece o aumento da morbidade e da mortalidade por doencas
cardiovasculares. A intima relacdo entre o DM2 e as doengas cardiovasculares leva a
hip6tese do "solo comum", ou seja, as duas apresentam mesmo componente genético e
mesmos antecedentes ambientais, sendo a resisténcia insulinica considerada um dos
principais possiveis antecedentes?®. Assim, Ceriello & Motz em 2004 apresentaram a
hipétese do “Stress Oxidativo como fator patogénico comum para a disfuncéo de células B
e endoteliais”. A hip6tese considera o indicio da associacdo da supernutricdo com o0
desenvolvimento progressivo de DM2 e aumento do risco cardiovascular, notavel no

|.27

cenario clinico®®. A Figura 1 adaptada da publicacéo original por Katia e col.?’, sumariza a

hipotese .

‘ Sobrepeso + Sedentarismo ‘

v

T Glicose }Sabrecarga celular

AGL
v

| STRESS OXIDATIVG |

Fy 3

| |
h 4 r v
Células endoteliais Misculo adipécito Células p
Fredisposicao
genética Alterac .
i
Disfungao endotelial Resisténcia insulinica . aéat:;:z‘«i;::rec o
Doengas Sindrame . : y -
cardiovasculares ‘— metabdlica IGT thipeeglicemia pos-prandial)
DM (hiperglicemia crénica) —

Figura 1. A relacdo do stress oxidativo, resisténcia a insulina, o Diabetes Mellitus e as
doencas cardiovasculares pela hipétese “solo comum”?’.
Fonte: Rev. Nutr. vol.20 no.5 Campinas Sept./Oct. 2007
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O sobrepeso e o0 sedentarismo levam ao aumento da glicose e acidos graxos livres
(AGL) nas células, que quando metabolizados e transformados em energia sao
acompanhados de um aumento na formacédo de radicais livres (stress oxidativo). As
células musculares e os adipécitos podem se proteger desta condi¢cdo, produzindo
resisténcia a acado da insulina com o objetivo de reduzir a entrada de glicose e AGL nas
células. As células B e o endotélio séo tecidos ndo dependentes de insulina, sendo assim
a sobrecarga de glicose e AGL nestas células provoca stress oxidativo que induz a

disfuncdo endotelial e das células B?’.

A disfuncdo endotelial pode levar ao desenvolvimento de doencas
cardiovasculares. A disfuncédo das células 3 pode ser caracterizada por uma alteracdo na
secrec¢do de insulina. Esta condicdo se agrava na presenca de resisténcia insulinica, visto
gue existe um maior requerimento secretério de insulina para a manutencdo das
concentragdes plasmaticas normais de glicose. A disfungao das células [, caracterizada
por uma diminuicdo da secrecao de insulina, e a hiperglicemia p6s-prandial produzem o
quadro clinico de tolerancia diminuida a glicose (TDG). A hiperglicemia pés-prandial induz
ao stress oxidativo. A persisténcia desta condicdo provoca exaustdo das células B e,
consequentemente o DM. O stress oxidativo ocorre tanto na condi¢cdo de IGT como de
DM e pode contribuir para o desenvolvimento de doencas cardiovasculares. Além disso,
todos os fatores de risco que acompanham a resisténcia a insulina também contribuem

para o desenvolvimento de doencas cardiovasculares e renais®’.

Diversas bases fisiologicas explicam a inducédo de resisténcia a insulina através
dos fatores de risco modificaveis, como a obesidade e o sedentarismo. A distribuicdo da
adiposidade corporal central é indicativa de acimulo de gordura visceral, e esse tecido
hipertrofiado pela infiltracdo de adipocitos e macréfagos, produz citocinas pro-

inflamatérias e gera resisténcia a insulina?2,

No entanto, as causas exatas para o desencadeamento do DM2 ndo sao
completamente conhecidas, apenas os fatores de risco que contribuem para tal*2. A
idade, a etnicidade, histéria de DM gestacional, bem como a susceptibilidade genética®,
tém sido alvo de vérios estudos gendmicos, na intencdo de elucidar o complexo
mecanismo genético e as complicacées de DM2%. Assim como, a epigenética através de
fendbmenos hereditarios e influenciados pelo ambiente, oferecendo uma janela para a
transmissdo transgeracional dos efeitos de exposigcbes ambientais também sédo
investigados. Estudos epigenéticos da doenca tém tipicamente procurado descobrir

associacbes entre regides de DNA diferencialmente metilados ou modificacbes
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especificas de histonas e fenétipos da doencga®!*.

1.3 Nefropatia Diabética

A ND é uma complicacdo microvascular renal do DM, promovida pelo
enfraguecimento da membrana basal glomerular, diminuicdo de numeros de poddcitos,
glomerulocitose e fibrose tubulointersticial, caracterizando o aumento de proteinas
excretadas através da urina (proteinGria), principalmente albumina®, e perda progressiva

134, Observou-se uma incidéncia cumulativa da ND nos ultimos 10 anos em

da funcao rena
40%, principalmente em pacientes com DM2 sendo uma causa importante de morbidade

e mortalidade entre esses individuos®.

Os marcadores clinicos da funcdo renal dos pacientes com DM, incluem a
Excrecao Urinaria de Albumina (EUA) e a Taxa de Filtracdo Glomerular (TFG). A relacao
desses dois parametros com desfechos adversos renais sdo extensamente
reconhecidas®®. O fenétipo da doenca renal ndo albumindrica, caracterizada por reducéo
isolada da TFG, tem sido cada vez mais reconhecido, devido as diversas apresentacfes e

espectros clinicos da Doenca Renal Diabética (DRD)?.

A DRD, na forma de elevacdo da EUA, pode acometer de 30 a 50% dos pacientes
com DM e em aproximadamente 1/5 dos casos, observa-se reducdo isolada da TFG*'.
Assim, o termo “Nefropatia Diabética” deve ser reservado somente para pacientes com
proteindria detectavel persistente, em geral associada a uma elevagéo da presséo arterial
(PA).

Diferentes sdo as apresentacdes clinicas da DRD, ora com aumento progressivo
da EUA e a queda TFG*®, ora com, aumento da EUA e TFG normal, fato que aumenta a
necessidade da busca por biomarcadores renais mais confiaveis, com maior
sensibilidade e especificidade, para a previsdo antecipada do inicio e monitoramento da

progressdo da DRD*°.

De acordo com o estudo conduzido por Maasic et al(2014), varias proteinas e
enzimas tubulares foram detectaveis antes da elevacdo da EUA e da queda da TFG:
lipocalina associada a gelatinase neutrofilica (neutrophil gelatinase-associated lipocalin,
NGAL), N-acetilglucosamina (N-acetyl glucosaminidase, NAG), molécula 1 de lesao renal
(kidney injury molecule 1, KIM-1), « 1- e B 2-microglobulinas, proteina ligante de &cido

graxo (fatty acid binding protein, L-FABP) e proteina ligante de retinol 4 (retinol binding
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protein 4, RBP4) confirmando-se o acometimento dos tubulos e do intersticio renal

precedendo o envolvimento glomerular®.

A expressédo da leséo glomerular e o diagnostico de DRD, ainda se baseiam nos
valores de EUA. No entanto, tém sido investigados, através de outros marcadores como a
excrecdo urinaria de transferrina, ceruloplasmina, adiponectina, laminina e proteinas
podocitarias na tentativa de definir qual o verdadeiro papel desses biomarcadores na
deteccdo precoce da DRD, porém, até o momento, nenhum dos biomarcadores

estudados mostrou-se superior a albumintria®®°.

A DRD tem sido historicamente classificada em trés fases: normoalbuminuria,
microalbumindria e macroalbumindria*, utilizadas pela Kidney Disease: Improving Global
Outcomes (KDIGO), representante das diretrizes de nefrologia, porém, devem ser
substituidas pela nomenclatura “albuminuria normal” e “albumindria elevada” para valores
acima do normal, por recomendacdo da ADA®. A KDIGO confirma a modificag&o, reforca
0 abandono do uso dos termos, mas divide a EUA em trés tipos: “albumindria normal”,
n42

“albuminuria aumentada” e “albuminudria muito aumentada

tabela 3.

, conforme apresentadas na

Tabela 3. Classificacdo KDIGO (2012)* de nomenclatura e valores de correspondéncia

da albuminduria, para detec¢do da DRD.

Excrecdo Urinaria de Albumina VALORES
(EUA)
Albumindria normal < 30 mg/g = mg de albumina/g de
creatinina
Albumindria elevada 30 a 300 mg/g
Albumindria muito elevada > 300 mg/qg)

Fonte: Adaptado das Diretrizes Brasileiras de Diabetes®.

A DRD permanece sendo a principal causa de Doenca Renal Crbnica (DRC) em
pacientes que ingressam em programas de dialise******. De acordo com a KDIGO, a
prevaléncia estimada de individuos com diferentes graus de disfuncéo renal em muitos

paises, varia de 8 a 16%, 0 que representa um enorme contingente de pessoas que
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potencialmente necessitardo de terapia renal substitutiva®®, se apresentarem progresséo

de sua DRC para fases finais®*’.

1.4 O Eixo Renina-Angiotensina-Aldosterona e Diabetes

As pesquisas sobre as acfes do sistema renina-angiotensina (SRA) nos trazem
sélidas informacgdes sobre como esse sistema é capaz de contribuir, de forma expressiva,
na homeostase hidroeletrolitica, no controle da pressédo arterial (PA), na regulacado de
processos metabdlicos, na modulacdo do crescimento e da proliferacdo celular de varios
tecidos. Assim, a capacidade desse sistema de se adaptar ou contribuir para uma doenca
esta intimamente relacionada ao seu envolvimento em processos tanto fisiologicos como

fisiopatol6gicos™.

Cada vez mais, a hiperatividade do SRA tem sido relacionada a génese de varias
doencas como a hipertensédo arterial (HA), o infarto agudo do miocardio, a insuficiéncia
cardiaca congestiva, as arritmias cardiacas, o DM, a insuficiéncia renal cronica e o

acidente vascular encefalico®.

7

O classico SRA tem inicio na acdo da renina circulante e, € no aparelho
justaglomerular pertencente a microvasculatura renal, o local onde se localizam as células
responsaveis por sintetizar a renina e libera-la no sangue quando ha queda da pressao
|49

arteria Assim, a renina circulante atua sobre o angiotensinogénio para produzir um

decapeptideo angiotensina | (Ang I) que é convertida em octapeptideo angiotensina Il
(Ang II) através da enzima conversora da angiotensina (ECA). A angiotensina Il
considerada como principal componente hipertensor desse sistema, atua como um
horménio circulante via receptores de angiotensina Il do tipo 1 (AT1) e receptores de

angiotensina Il do tipo 2 (AT2)%®.

7

A ECA é uma metalopeptidase transmembrana de zinco, que possui papel

importante no metabolismo dos peptideos vasoativos®!>2

e, esta ligada a membrana de
superficie endotelial por um peptideo de ancora, que pode sofrer a lise por ECA secretase
para formar uma soluc&o soltvel chamada enzima ECA sérica®. A ECA sérica, todavia, é
a maior e, certamente, o determinante final da existéncia dos niveis de Ang Il na

circulacdo e em muitos tecidos™.

A Ang Il € a maior reguladora do equilibrio hemodinamico e da homeostase de

liquidos e do sodio e também patrticipa, de forma importante, no crescimento celular e do
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processo de remodelamento cardiovascular. A Ang I, mediada pelo receptor AT1, age no
controle da presséo arterial provocando vasoconstric¢ao, liberagcdo de aldosterona pela
glandula adrenal e estimulando a retencdo de sal nos tibulos renais®**>. Os receptores
AT1 sdo encontrados de forma abundante nos vasos, rins, coracao, figado e cérebro,

atuando na regulacdo da presséo arterial (PA).

Mais recentemente, foi descrito que a Ang Il pode ser responséavel pela geracéo de
radicais oxidativos e estar envolvida no processo de inflamacéo, aterosclerose e
envelhecimento vascular. Estudos experimentais em ratos mostram que a infusdo de Ang
Il causa reducdo da adiponectina, aparentemente, via receptor AT1. A supressado da
adiponectina pode representar o mecanismo pelo qual a Ang Il induziria a intoleréncia a
glicose. Outras ac¢des metabdlicas da Ang Il incluem a modulagdo pré-inflamatoria, o
aumento da secrecao de insulina e a apoptose das células 3 pancreaticas, confirmando a

estreita relacdo com o DM®.

Assim, a Ang Il € um dos principais fatores envolvidos no dano tecidual induzido
pela hipertensdo, expondo os capilares intraglomerulares e a resisténcia vascular pré-
glomerular aos efeitos deletérios de pequenos aumentos da PA®’. A hipertensdo
intraglomerular é uma das mais consistentes anormalidades observadas nos pacientes
com ND*®,

1.5 O polimorfismo do gene ECA

O polimorfismo sdo as diferentes mutacdes pontuais que podem ocorrer na
sequéncia de DNA. As alterac6es em um locus incluem aquelas que mudam a sequéncia
de DNA, mas ndo mudam a sequéncia da proteina, aquelas que mudam a sequéncia da
proteina sem mudar a sua funcdo, aquelas que criam proteinas com diferentes atividades
e ainda aquelas que criam proteinas mutantes que n&o sdo funcionais®. Essas alteracoes
génicas podem conferir diferencas individuais na ocorréncia do DM, como também a
outras doencas complexas, como insuficiéncia renal crbnica, doencas cardiacas e

cancer®.

Estudos analisam os polimorfismos de varios genes responséveis por alteracfes
hemodindmicas, endoteliais, pressdo sanguinea e a exposicdo ao estresse oxidativo. O
principal foco € investigar as diferencas na prevaléncia de variacdes polimorficas e

incorporar novas variantes genéticas aos modelos de previsdo de risco para a doenca e
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suas complicacdes®. Atualmente, 59 locis foram identificados e confirmados na
associacdo a susceptibilidade e complicagbes do DM2. Tais polimorfismos, atuando em
conjunto com fatores ambientais e estilos de vida, promovem o desencadeamento de
alteracdes microvasculares que resultam na disfuncdo, danos ou faléncia de varios

6rgdos, incluindo os rins®.

Vérios fatores podem predispor o individuo diabético a ND, tais como hiperglicemia
cronica, aumento da PA e alteracdes genéticas®®. A ND por ocorrer em grupos familiares,

é uma condicéo que fortalece o papel dos fatores genéticos®*®*.

Rigat e col., em 1990 identificou o gene ACE 21kb, codificante para a enzima
conversora de angiotensina (ECA). O gene estd localizado na posicdo 23.3 do
cromossomo 17 constituido por 26 éxons, podendo apresentar um polimorfismo 1/D
(rs1799752) causado pela insercéo (I) ou delecéo (D) de um elemento Aluminio (Alu) de
287 pares de bases no intron 16°°. A localizacéo citogenética do polimorfismo I/D do gene

ECA é demonstrado na figura 2.
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Figura 2. Localizag&o Citogenética: 17923.3 do polimorfismo I/D do gene ECA

Fonte: Genome Decoration Page / NCBI.

O foco dos estudos voltou-se para o gene ECA, devido a sua importancia como
regulador da micro e macrocirculagdo, e da homeostase eletrolitica renal através do
SRA®,

Assim, em 1995 foram publicados os primeiros estudos sobre o polimorfismo e
ND®" 686970 "sendo encontradas diferencas significativas nos niveis séricos de ECA de
individuos saudaveis, relacionados aos trés possiveis genotipos (I/I selvagem, 1/D
heterozigoto mutante, D/D homozigoto mutante). As variantes desse polimorfismo nos
refletem diferentes niveis de ECA sérica, sugeriu-se que o gene ECA desempenha um
papel significativo na patogénese da hipertensdo essencial. Entende-se por hipertensao
essencial, ou idiopatica, ou primaria, o tipo mais comum que ndo tem uma causa

atribuivel e identificavel"*.



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/tools/gdp
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O efeito funcional deste polimorfismo se da sobre os niveis de ECA, que tem como
consequéncia fisiologica diferentes niveis circulantes de Agll, que também pode contribuir
para expansdo mesangial da ND, por estimular a deposicdo de matriz extracelular.
Existem evidéncias de que este hormonio determina deposicédo de colageno neste sitio,
gue pode ser mediada por aumento na expressao de fatores de crescimento, tais como o
TGF-B (transforming growth factor beta), verificada em cultura de células mesangiais
glomerulares. As células mesangiais sdo células encontradas nos corpusculos renais,
possuem um formato irregular e presenca de microfilamentos de actina e miosina em seu
citoplasma, dando as essas células, a capacidade de contracdo das arteriolas eferentes e
aferentes®’. O acimulo de matriz extracelular é a classica manifestacéo histopatolégica
da glomeruloesclerose progressiva da ND. Os efeitos deletérios Agll tém sido
demonstrados em estudos experimentais nos quais as infusées resultaram em aumento

da pressdo intraglomerular’? e da excrecéo de proteinas’.

Baseado nas constata¢cfes de que a hipertensao intraglomerular era uma das mais
consistentes anormalidades observadas na ND, antecipava-se que o emprego dos
inibidores da ECA poderia ter um papel mais importante no controle desta complicacao
diabética. De fato, experimento com ratos diabéticos mostrou que o inibidor da ECA
acarretava reducdo da pressédo intraglomerular, independente de alteracdo da pressao
arterial sistémica e que este efeito decorria do bloqueio da formacgéo de Agll, uma vez que

promovia vasodilatacdo preferencial da arteriola eferente®.

Os primeiros resultados dos estudos sobre o polimorfismo I/D do gene ECA,
indicaram a possivel associacao e susceptibilidade para ND em DM insulino-depenedente
(IDDM)"* e aplicava-se ao DM2 n&o insulino-dependentes (NIDDM)®’. Alguns
pesquisadores nao apoiaram estes resultados, uma vez que em seus respectivos estudos
indicaram forte associacdo com complicacdes microvasculares’, macrovasculares® e a

progressdo da ND'®, porém, nenhuma associagéo com ND primaria®"".

As discrepancias nos resultados de diferentes estudos provém da variabilidade
genética apresentada nas distintas populacées onde o polimorfismo fora estudado:
japoneses’®, alemaes®’, australianos’®, do reino unido’®, italianos®’, indianos®, turcos®,
tornando a associagcao prejudicada, uma vez que diferencas genéticas ocorrem nestas
populacdes. As variacbes na carga geneética de populacdes tém papel fundamental na
selecdo natural de gendétipos mais vantajosos em uma determinada condigdo ecoldgica,
portanto, estas caracteristicas distribuidas aos seus descendentes se tornam cada vez

mais heterogéneas, dificultando associacfes genéticas.
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O principal fator atribuido a divergéncia dos resultados ocorreu devido aos
diferentes caminhos metodolégicos dos estudos'®. Os métodos adotados para as anélises
da associacéo do polimorfismo e ND basearam-se na sua maioria, em estudos de coorte
79 8 84 Ao adotarem como critério de inclusdo do estudo o tempo da duracdo do
diagnostico de DM maior que 10 anos de exposicao, inclinaram-se ao potencial risco de
viés de sobrevivéncia e viés de selecao por exposi¢cdo, com base no pressuposto de que
os individuos tinham atingido o tempo suficiente de exposi¢cdo a DM para desenvolverem
complicacbes como ND. Consequentemente, a exclusdo de individuos com diagnosticos
de curtos periodos, ou seja, menores que 10 anos, se tornou um grave viés de selecéo,
uma vez que a gravidade da doenca ndo apenas relaciona-se ao tempo de exposicao,
como também do sucesso do controle dos fatores de risco associados e comorbidades
envolvidas, sendo assim, muitos pacientes podem nao ter sobrevivido ao tempo

estipulado para inclusdo no estudo®.

A identificagcdo de genes marcadores da susceptibilidade a doencas tem sido
realizada por meio de estudos caso-controle, comparando-se as frequéncias de um
determinado gene polimérfico entre as populacdes doentes e sadias®®. Analisar o
provavel desbalanco molecular gerado pelo polimorfismo I/D do gene ECA através dos
gendtipos de pacientes com DM2, para que seja possivel predizer o risco genético®’
desses individuos em serem acometidos por ND, faz-se necessério. A identificacdo de
marcadores genéticos fornecem mudancas na forma de avaliacdo, tratamento e cuidados

dos pacientes.

1.6 Saude Baseada em Evidéncias

Segundo a Cochrane Collaboration, Salde Baseada em Evidéncias (SBE) é o uso
consciencioso das melhores evidéncias disponiveis na atualidade na tomada de decisdes
sobre o cuidado de pacientes individuais ou para servicos de saude. Na atualidade, as
melhores evidéncias disponiveis sdo os dados atualizados de pesquisas relevantes e
vélidas sobre®® os efeitos de diversas formas de cuidados de satde®®, o potencial lesivo
de agentes particulares, a acuracia de testes diagnésticos e o poder preditivo de fatores

prognasticos.

A partir destes conceitos, a pratica clinica baseada em evidéncias com a tomada
de decisbes em que todos os profissionais da saude devem usar as melhores evidéncias

disponiveis, assegura que a organizacdo dos servicos de salude para a atencdo ao
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paciente com diabetes, seja em todos os niveis de abordagem desde a atencao basica

até a alta complexidade®.

Tremendos sao os esfor¢cos para descobrir a patogénese complexa do diabetes e
suas complicacfes cardiorrenais, devido a sua caracteristica multifatorial, o DM promove
a epidemia da DRD e ND. Torna-se com necessaria urgéncia, que a comunidade de
profissionais envolvidos diretamente com estes individuos, visem a prevencao, fornecam
lideranca no diagndstico precoce, melhor manejo e portanto mais agressivo das terapias
através de intervencdes custo-efetivas, assim como a educacdo para desacelerar o

impacto nestas complicacdes cronicas e morbi-mortalidade desta populagéo®.

Em 2015 IWGDF Guidance Documents manteve a recomendacdo do Consenso
Internacional sobre Pé Diabéticos: com a introducdo de equipes na comunidade e de
ambulatorios ligados a hospitais ou a centros especializados, de modo a estabelecer,
gradualmente, uma rede integrada para atendimento de pacientes com DM que
apresentem problemas nos pés. A insercéo de profissionais e especialistas segue o nivel
de complexidade do atendimento proposto. Considerando o éxito da prevencao e do
tratamento de complicacbes advindas de uma organizacdo bem estruturada, sob a
perspectiva holistica, com integracdo das varias disciplinas profissionais, aplicando-se

recomendacées com base em evidéncias®.

No Brasil, o baixo desempenho dos sistemas de salde, fatores sociais e culturais
podem potencializar a frequéncia do DM, associado a maiores taxas de hospitalizacdes,
ocasionando assim, importante carga tanto nos custos diretos para o sistema de saude e
para a sociedade como nos custos indiretos atribuiveis a mortalidade e as incapacitacées

temporarias e permanentes decorrentes de suas complicagées?.

Com a finalidade de apoiar e direcionar os tratamentos, a biologia molecular esta
intimamente relacionada a promessa emergente de uma medicina mais personalizada,
com o desenvolvimento de tratamentos especificos de acordo com a necessidade

individual®®.




28

2 JUSTIFICATIVA

A analise da predisposi¢cdo genética vinculada aos fatores ambientais favorece o
entendimento na patogénese das doencas complexas, incluindo o DM2. A diversidade
genética do conjunto de genes humanos, o nivel de expressdo e atividade de enzimas

responsaveis pelas reacdes se diferem e nos proporciona varias interpretaces®®.

A importancia do gene ECA como regulador da micro e macrocirculacdo, e da
homeostase eletrolitica renal através do sistema renina-angiotensina-aldosterona na
patogénese das doencas cardiorrenais € amplamente aceito, assim como a ativacdo do
SRA mediada por alteracdes no estilo de vida, em particular no padrdo alimentar e no
nivel de atividade fisica em uma populacdo com provavel suscetibilidade genética®. O
gene ECA que expressa essa importante enzima do SRA é polimérfico, apresenta o
polimorfismo I/D, essa variacdo genética pode potencializar o risco a susceptibilidade da
principal complicacdo dos pacientes diabéticos?, a Nefropatia. Portanto, estabelecer se
esse polimorfismo € marcador de susceptibilidade, pode reduzir o impacto a ND, por ser
uma ferramenta para a selecdo de grupos que poderiam se beneficiar de medidas

preventivas e/ou de intervengdes diagndsticas e terapéuticas precoces™.

Estudos sobre a associacdo do polimorfismo I/D no gene ECA tem apresentado
resultados conflitantes, nem sempre confirmando essa associacdo. Devido aos métodos
diferentes de selecéo de individuos dos estudos, progressao da doenca em populacdes
distintas, complicacdes vasculares multifatoriais, tempo de exposicdo a doenca, foram e

ainda sdo as causas dos fatores de viés dos resultados destes estudos®.

Visando elucidar e extrair uma informacdo conclusiva aos dados preexistentes
incongruentes, realizar uma meta-analise para a combinagéo dos resultados dos estudos
realizados de forma independente®, contribui para o nivel de conhecimento do papel

deste polimorfismo na Nefropatia.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Investigar a associacéo do polimorfismo do gene ECA com a nefropatia diabética.

3.2 Objetivos Especificos

v' Analisar a susceptibilidade a nefropatia diabética nos individuos com diabetes
mellitus tipo 2;

v Estabelecer as frequéncias genotipicas e alélicas do gene ECA,;
v" Analisar demograficamente a populacao dos estudos incluidos;

v Aukxiliar a criacdo de um painel de marcadores genéticos que poderao ser utilizados
como ferramenta de auxilio para a determinacdo do risco e diagnostico de
nefropatia diabética.
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4 METODOS

4.1 Local da Pesquisa

Esta pesquisa foi idealizada e realizada no Instituto de Ciéncias Biolégicas (ICB) no
campus Il da Universidade Federal de Goias (UFG), no Laboratorio de Patologia
Molecular (LPM) em integragdo com o Sistema de Gestao Unificada, Avaliacdo e Reviséo
de Informacdes (SUMARI), o software do Instituto Joanna Briggs (JBI) para a revisao

sistematica da literatura.

4.2 Revisao sistematica de etiologia e risco

Visando extrair uma informagao adicional e conclusiva aos dados preexistentes
incongruentes, optamos por uma revisdo sistemética de estudos observacionais por
mostrarem-se mais adequados para evidenciar efeitos adversos raros ou tardios
associados, oferecendo uma indicacdo mais precisa. Uma vez que, lancam mao de uma
dada situacdo e observam os resultados dai resultantes, os estudos observacionais sao
frequentemente mais representativos da populagdo-alvo do que ensaios clinicos

randomizados®® que podem ser contexto dependente.

A escolha de uma revisdo sistematica de etiologia e risco com estudos do tipo
caso-controle, torna possivel a selecdo dos tipos de participantes e a exposicdo de

interesse para anélise dos desfechos®.

4.3 Protocolo de Registro

O protocolo de pesquisa foi registrado no PROSPERO (CRD42018083792) e
publicado no banco de dados em 10 de janeiro de  2018.
https://www.crd.york.ac.uk/PROSPERO.



https://www.crd.york.ac.uk/PROSPERO
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4.4 Selecao de estudos

Foram considerados estudos do tipo caso-controle, publicados e ndo publicados,
sem restricdo de idiomas, desde o ano de 1995, pois se refere ao periodo em que foi
publicado o primeiro estudo a cerca deste polimorfismo. Foi empregada uma estratégia de
pesquisa em trés etapas. Primeiramente, uma pesquisa limitada, seguindo a andlise das
palavras do texto contidas no titulo, resumo e as palavras-chaves usadas para descrever
o artigo. Em segundo, com todas as palavras-chaves e termos do indice identificados nos
bancos de dados: PubMed e Cochrane Library. A pesquisa de literatura cinza e estudos
nao publicados utilizou o Google Scholar. Em terceiro, as listas de referéncias de todos os
relatdrios e artigos identificados foram salvos para estudos adicionais.

As palavras-chaves usadas na pesquisa incluiram todas relacionadas ao gene
ECA, polimorfismo, diabetes mellitus tipo Il e nefropatia diabética. A pesquisa combinou
os unitermos “polymorphism”, “ACE gene”, “diabetic nephropathy”, em combinagdo com o

operador booleano “AND”.

Os artigos de texto completo foram salvos apos a revisédo do titulo e do resumo. A

estratégia de pesquisa proposta, abordou os seguintes critérios de incluséo:
a) estudos com seres humanos;
b) adultos e etnias de todos os paises;

c) individuos diagnosticados com diabetes mellitus tipo 2 seguindo os critérios
estabelecidos da Word Health Organization (WHO) e ADA tabela 2;

d) todos os participantes dos estudos deveriam ter sido avaliados quanto a funcdo
renal, por taxa de excrecdo de albumina e taxa de filtracdo glomerular, seguindo os
valores de referéncia internacionais padronizados®®’ descritos na tabela 4. Em nosso
trabalho, seguimos com a utilizagdo dos termos “micro e macroalbuminuria” da KDIGO,
uma vez que os artigos avaliados nesta meta-analise seguiram os padrdes de termos

internacionais, antes desta nova recomendacéo.
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Tabela 4. Valores de excre¢do urinaria de albumina e taxa de filtracdo glomerular (2014).

Microalbuminuria entre 20-200 pg/min ou de 30-300 mg por 24horas;

Macroalbuminudria =300 mg/24horas com proteinuria persistente superior a 500
mg/24horas

Taxa de filtracdo glomerular < 60 ml/min/1,73m?

Fonte: Committee on Diabetic Nephropathy®’

e) tempo minimo de trés anos de diagnostico de DM2 para ambos 0s grupos a

serem analisados;
f) genotipagem do gene ECA (I/1, I/D e D/D);

g) analise molecular do polimorfismo detectada através da técnica da Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR).

ApOs a pesquisa, todas as cita¢des identificadas foram coligadas e carregadas em
software bibliografico Mendeley e duplicatas removidas. Titulos e resumos foram
selecionados para avaliagdo em relacdo aos critérios de inclusdo para a revisdo. Os
estudos que atenderam aos critérios de inclusdo foram recuperados na integra e seus
detalhes importados para SUMARI (JBI). Os textos completos dos estudos selecionados
foram salvos e avaliados em detalhes em relacdo aos critérios de inclusdo sendo
submetidos a um processo de avaliacdo critica. Os resultados da pesquisa estdo

apresentados no fluxograma PRISMA, figura 3.
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Figura 3. Fluxograma PRISMA de pesquisa e processo de inclusdo dos estudos.
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4.5 Avaliacdo da qualidade metodolégica

Estudos selecionados foram avaliados criticamente por dois revisores,
independentes (L.C.S e E.G.S) usando os instrumentos de avaliacao critica padronizados
do Instituto Joanna Briggs para  0s seguinte tipo de estudo:
http://joannabriggs.org/assets/docs/critical-appraisaltools/JBI_Critical Appraisal
Checklist_for_Case Control_Studies2017.pdf.

Todos o0s estudos incluidos foram avaliados qualitativamente, e o score
determinado para a inclusdo na sintese qualitativa foi = 7, o resultado é demonstrado no

quadro 1.

4.6 Extracdo de dados

Todos os dados foram extraidos por um uUnico pesquisador, usando a forma
padronizada. Para cada estudo, detalhes da citagdo, tamanho da amostra, frequéncia,
detalhes do diagndstico de DM2 e ND. Os primeiros resultados extraidos foram o nimero
de individuos no grupo caso e grupo controle. Secundariamente, os resultados extraidos
incluidos foram o quantitativo respectivo a cada genétipo (I/I, 1/D, D/D) nos dois grupos.
Assim, as frequéncias genotipicas de todos os estudos incluidos foram agrupadas em
tabela Unica e a diversidade avaliada com o emprego do teste de heterogeneidade (12) em
tabelas de contingéncia 2x2, para a comparacdo das diferentes Odds ratio (OR), com
intervalo de confianca de 95%, determinadas em seus respectivos estudos®, como
visualizados no quadro 2. Em terceiro avaliamos as caracteristicas demograficas de cada

estudo quanto a género e idade, representados na tabela 5.

4.7 Andlise de dados e técnicas estatisticas

Para a aplicacdo do modelo meta-analitico mais adequado e obtengcdo da
estimativa combinada, o teste I foi utilizado para estimar a proporcdo da variabilidade
total em estimativas pontuais atribuidas a heterogeneidade diferente da devida ao acaso.
Os dados foram agrupados de acordo com o nivel de heterogeneidade entre os estudos,

usando a seguinte estratégia®:

« I?> <25%, meta-anédlise de efeitos fixos para estimar a prevaléncia comum (IC



http://joannabriggs.org/assets/docs/critical-appraisaltools/JBI_Critical_Appraisal%20Checklist_for_Case_Control_Studies2017.pdf
http://joannabriggs.org/assets/docs/critical-appraisaltools/JBI_Critical_Appraisal%20Checklist_for_Case_Control_Studies2017.pdf
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95%), assumindo que a variabilidade entre todos ou a maior parte do estudo se deve ao
acaso;

« |2 25-75%, meta-andlise de efeitos aleatdrios para estimar as prevaléncias médias
(1C95%);

« [*>> 75%, heterogeneidade muito grande para estimativa resumida a ser calculada.

O software RStudio® foi utilizado para agrupar os resultados dos estudos incluidos,
e foram descritos nas formas gréfica e numérica. Na forma grafica, os quadrados centrais
representam a razao de riscos e 0s tracos os intervalos de confianca (IC), quando o IC
nao ultrapassa a linha de nulidade (posi¢do 1.0 no grafico), pode-se afirmar que o estudo
€ estatisticamente significante, tanto isoladamente quanto para o valor combinado.
Quanto maior for o grupo amostral considerado no estudo, mais estreitos serdo 0s
Intervalos de Confiancas (IC) e maiores serdo as areas dos quadrados, evidenciando

resultados mais precisos e maior contribuicdo para a meta-analise®.

O gréfico do tipo funnel-plot € uma das técnicas para comparar a precisao de cada
estudo com seu respectivo efeito de tratamento. Esse plot representa no eixo vertical, a
precisdo dos estudos (o inverso do erro-padrdao) com o efeito do tratamento (eixo
horizontal) avaliado como odds ratio. A I6gica do funnel-plot baseia-se no fato de que os
estudos menores (com menor precisao) tenderdo a se localizar na base do grafico, com
maior variabilidade ao redor da linha que representa o efeito do tratamento. A medida que
o tamanho amostral dos estudos aumenta, a precisdo também se eleva, enquanto a
variabilidade em torno da estimativa combinada diminui. Assim, para uma meta-analise
com infinitos estudos com os mais diversos tamanhos amostrais, o grafico tendera a
forma de um funil: com os estudos de pequeno porte variando com grande intensidade
(mais simetricamente) ao redor do resultado combinado, a variabilidade diminuindo a
medida que a precisdo aumenta e os estudos de maior tamanho amostral fornecendo
estimativas muito proximas a estimativa combinada. Interessantemente, quando existe
viés de publicagéo, o funil tendera a ser assimeétrico, com auséncia na parte inferior do

grafico de estudos “negativos” de menor tamanho amostral®.




Quadro 1. Qualidade metodoldgica para inclusédo dos estudos.
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Legend:

Y=YES, N=NO, U=UNCLEAR, NOT=NOT APPLICABLE

Question 1. Where the groups comparable other than the presence of disease in cases or the absence of disease in controls?

Question 2. Were cases and controls matched appropriately?
Question 3.  Where the same criteria used for identification of cases and controls?

Question 4. Was exposure measured in a standard, valid and reliable way?
Question 5. Was exposure measured inthe same way for cases and controls?

Question 6. Where confounding factors identified?
Question 7. Where strategies to deal with confounding factors stated?

Question 8. Where outcomes assessed in a standard, valid and reliable way for cases and controls?

Question 9. Was the exposure period of interest long enough to be meaningful?
Question 10. Was appropriate statiscal analysis used?
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DM com Nefropatia DM sem Nefropatia 1C95%
Autor Ano Local 1N IID D/D 1/ 1/D D/D OR Peso
Total Total _
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) Inf Sup
1) Fujisawa 1995 Japéo 24 44.4 23 42.6 7.0 13.0 54 17 48.6 12 34.3 6.0 17.1 35 1.178 0.507 2.735 5.41
2) Mizuiri 1995 Japéo 11 13.8 50 62.5 19.0 23.8 80 11 35.5 11 35.5 9.0 29.0 31 3.390 1.305 8.804 4.22
3) Panagiotopoulos 1995 Austrélia 10 20.0 25 50.0 15.0 30.0 50 29 25.2 44 38.3 42.0 36.5 115 1.315 0.593 2.919 6.05
4) Ringel 1997 Alemanha 33 20.5 84 52.2 44.0 27.3 161 36 25.7 69 49.3 35.0 25.0 140 1.340 0.784 2.288 13.41
5) Schimidt 1997 Alemanha 61 19.6 129 41.5 121.0 38.9 311 62 17.9 154 44.4 131.0 37.8 347 0.892 0.603 1.318 25.15
6) Grzeszczak 1998 Pol6nia 103 22.3 230 49.8 129.0 27.9 462 63 24.8 118 46.5 73.0 28.7 254 1.152 0.805 1.648 29.93
7) Hanyu 1998 Japéo 7 29.2 13 54.2 4.0 16.7 24 14 66.7 5 23.8 2.0 9.5 21 4.511 1.321 15.408 2.55
8) Tomino 1999 Japéo 310 41.6 337 45.2 98.0 13.2 745 163 40.0 189 46.4 55.0 13.5 407 0.929 0.727 1.188 63.52
9) Solini 1999 ltélia 33 21.0 66 42.0 58.0 36.9 157 27 15.7 83 48.3 62.0 36.0 172 0.702 0.402 1.228 12.33
10) Taniwaki 2001 Japéo 32 37.2 40 46.5 14.0 16.3 86 31 44.9 26 37.7 12.0 17.4 69 1.372 0.723 2.604 9.36
11) Viswanathan 2001 India 17 19.8 45 52.3 24.0 27.9 86 10 43.5 8 34.8 5.0 21.7 23 3.089 1.180 8.082 4.15
12) Ergen 2004 Turquia 5 20.0 11 44.0 9.0 36.0 25 5 10.0 21 42.0 24.0 48.0 50 0.451 0.124 1.640 2.30
13) Prasad 2006 India 67 34.2 74 37.8 55.0 28.1 196 76 33.8 97 43.1 52.0 231 225 0.982 0.656 1.469 23.64
14) Ng 2006 E.U.A. 47 16.2 148 50.9 96.0 33.0 291 32 19.2 83 49.7 52.0 311 167 1.235 0.754 2.022 15.80
15) Nikzamir 2006 Ird 12 14.1 47 55.3 26.0 30.6 85 16 18.8 52 61.2 17.0 20.0 85 1.396 0.624 3.122 5.93
16) Uddin 2007 Bangladesh 13 22.0 22 37.3 24.0 40.7 59 24 36.4 28 42.4 14.0 21.2 66 1.986 0.907 4.348 6.25
17) Arfa 2008 Tunisia 9 10.0 41 45.6 40.0 44.4 90 6 11.8 24 47.1 21.0 41.2 51 1.226 0.424 3.543 3.41
18) Ezzidi 2009 Tunisia 88 17.1 260 50.5 167.0 32.4 515 156 38.8 192 47.8 54.0 13.4 402 3.067 2.262 4.157 41.52
19) Ahluwalia 2009 India 44 18.3 64 26.7 132.0 55.0 240 49 19.2 117 45.9 89.0 34.9 255 1.058 0.675 1.659 19.01
20) Palomo-Pinon 2009 México 87 37.0 105 44.7 43.0 18.3 235 85 425 91 45.5 24.0 12.0 200 1.256 0.855 1.846 25.96
21) Al-Harbi 2011 Emirados Arabes 12 10.9 39 35.5 59.0 53.6 110 25 12.8 75 38.3 96.0 49.0 196 1.172 0.570 2.409 7.40
22) Felehgari 2011 Ird 6 8.8 30 44.1 32.0 47.1 68 14 19.4 32 44.4 26.0 36.1 72 2.383 0.884 6.424 3.91
23) Vashrambhai 2011 India 10 16.4 24 39.3 27.0 44.3 61 58 34.9 66 39.8 42.0 25.3 166 2.645 1.267 5.520 7.09
24) Pacheco 2012 Filipinas 6 28.6 11 52.4 4.0 19.0 21 13 61.9 5 23.8 3.0 14.3 21 3.787 1.080 13.287 244
25) El-Baz 2012 Egito 4 3.9 58 56.9 40.0 39.2 102 5 5.0 72 72.0 23.0 23.0 100 1.261 0.351 4.522 2.36
26) Shaikh 2012 Paquistao 18 10.7 98 58.3 52.0 31.0 168 123 41.6 148 50.0 25.0 8.4 296 5.791 3.391 9.889 13.41
27) Bhaskar 2013 India 14 25.9 29 53.7 11.0 20.4 54 24 35.8 30 44.8 13.0 19.4 67 1.573 0.723 3.424 6.35
28) Shaker 2014 Egito 7 15.6 13 28.9 25.0 55.6 45 10 25.0 20 50.0 10.0 25.0 40 1.767 0.618 5.053 3.48
29-A) Parchwani 2015 India 13 18.6 25 35.7 32.0 45.7 70 16 20.0 47 58.8 17.0 21.3 80 1.090 0.488 2.431 5.97
29-B) Parchwani 2015 India 15 20.5 27 37.0 31.0 42,5 73 17 19.8 50 58.1 19.0 221 86 0.950 0.441 2.046 6.53
30) Fawwaz 2017 Libano 6 12.0 20 40.0 24.0 48.0 50 14 21.9 29 45.3 21.0 32.8 64 1.966 0.717 5.392 3.77
Total 1124 235 2188 45.8 1462.0 30.6 4774 1231 28.6 1998 46.4 1074.0 25.0 4303 1.449 1.193 1.760 p=0.001
Total 9077

Quadro 2. Caracteristicas dos estudos incluidos
Legenda: DM-Diabetes Mellitus; I/I-Insercao/Insercao; I/D-Insercao/Delecao; D/D-Delecao/Delecao; OR-Odds Ratio; IC95%-Intervalo de
Confianga 95%; Inf-Inferior; Sup-Superior
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5 RESULTADOS

Apds a pesquisa inicial, 2.308 estudos foram revisados pelo titulo e resumo.
Destes, 637 foram removidos por duplicacdo, 1.557 excluidos por ndo preencherem
nenhum critério de inclusdo, 114 foram recuperados em texto completo. Apds leitura dos
textos completos, 81 ndo corresponderam a todos os critérios de elegibilidade, 33 estudos
foram incluidos na sintese qualitativa para avaliacdo de qualidade metodologica e apos a

andlise 30 estudos foram incluidos na sintese quantitativa (meta-analise).

Um artigo Parchwani et al®*’ apresenta resultado de individuos de origem Kutch
pertencentes a diferentes comunidades (Ahir e Rabari), sendo tratado como estudo Unico

com dois resultados, por isso a duplicata de citacdo no quadro de estudos.

Nesta meta-analise, 9.077 participantes com DM2 foram genotipados, 4.774
(52,6%) individuos com ND (casos) e 4.303 (47,4%) individuos sem ND (controles).
Avaliados separadamente, 0os genotipos para o grupo caso, temos I/l (23,5%), I/D (45,8%)
e D/D (30,6%). Os gendtipos para o grupo controle, I/l (28,6%), I/D (46,4%) e D/D (25%).
A maior prevaléncia observada € do gendtipo I/D em ambos 0s grupos.

Na caracterizacdo demografica, quando comparamos 0S grupos caso e controle em
relacdo ao género, o grupo caso foi constituido por 4.136 individuos (2.235 masculinos e
1.901 femininos), sendo a média de idade dos pacientes 58,3 + 4,1 e uma predominancia
de homens com 54%. O grupo controle constituido por 3.834 individuos (1.813
masculinos e 2.021 femininos), sendo a idade média dos pacientes 58,5 + 3,7 e as
mulheres com 52,7% predominam no grupo. A andlise estatistica da distribuicdo de
géneros apresentou diferencas significativas, indicando que ha heterogeneidade entre os
grupos estudados. Quando se observa a idade, os grupos nao apresentam diferencas
significativas, indicando homogeneidade entre os grupos estudados. Os resultados estao

descritos na tabela 5.
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Tabela 5. Comparacdo das caracteristicas sociodemograficas e clinicas estudadas entre

0s grupos caso (com Nefropatia Diabética) e controle (sem Nefropatia Diabética).

Variaveis Com ND Sem ND
(n=4136) (n=3834)
n % n % X2
Género
Masculino 2235 1813 1.715e-09*
Feminino 1901 2021
X + X * p-value
Idade, anos 58,34 4,18 58,52 3,71 0,86

Os dados séo relatados como média (X'), desvio padrdo (+), absoluto (n) e freqiiéncia relativa
(%); Andlise estatistica por teste t de Student ou qui-quadrado (x?). * Nivel de significancia (p
<0,05); Os dados de Bhaskar (2013) nédo foram considerados na analise da média de idade e
namero de participantes; Os dados de Grzeszczak (1998), Mizuiri (1995), Fujisawa (1995) nao
foram considerados na andlise do niumero de participantes.

O grupo caso com 4.774 individuos apresenta a frequéncia do alelo D mutante com
54% e o alelo | selvagem com 46%. O grupo controle com 4.303 individuos apresentam o
alelo | selvagem em 52% e o alelo D mutante com 48%. A analise da frequéncia dos

alelos, através do Teste de Equilibrio de Hardy-Weinberg, é demonstrada na tabela 6.
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Tabela 6. Teste de Equilibrio de Hardy-Weinberg para o Polimorfismo ACE nos grupos

Caso e Controle.

Genatipo Obs. Exp. X (G.L.) p-value
Caso n (%) n (%)
|/| (Setvagem) 1124 (23,54) 1030,48 (21,59)
|/D (Heterozigoto) 2188 (45,83) 2375,03 (49,74) 29,61 (1)  0,0001*
D/D Mutante) 1462 (30,63) 1368,48 (28,67)
Total 4774 (100) 4774 (100)
Alelos Frequéncia
| (Selvagem) 0.46
D (Mutante) 0.54
Controle n (%) n (%)
|/| (Selvagem) 1231 (28,61) 1155,68 (26,86)
|/D (Heterozigoto) 1998 (46,43) 2148,64 (49,93) 21,15(1)  0,0001*

D/D (Mutante)

1074 (24,96)

Total 4303 (100)
Alelos Frequéncia
I (Wild Type) 0152
D (Mutant) 0,48

998,68 (23,21)
4303 (100)

Legenda: Obs. — Observado; Exp. — Expectativa; GL — Grau de Liberdade.

Os graficos do tipo forest-plot e funnel-plot gerados pelo RStudio® para o

agrupamento dos resultados através da meta-analise estédo nas figura 4, 5, 6 e 7. No

gréafico do tipo forest-plot, cada linha representa um estudo, sendo que, na ultima linha, o

losango representa a combinagdo dos resultados. Neste contexto foram gerados dois

graficos, um para o genatipo I/D na Figura 4 e outro grafico para o genétipo D/D na Figura

6.
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N&o foram encontradas associagdes entre o polimorfismo I/D no gene ECA e ND.

O forest-plot para o genétipo I/D com e sem ND apresentou: Heterogeneidade > 59%;
p<0,01; OR =0,97; IC95% [0,84; 1,12] na figura 4 e o forest-plot para o genétipo D/D com
e sem ND, Heterogeneidade: I 69%; p <0,01; OR = 0,65; IC95% [0,54; 0,79] na figura 6.

DN DM
Study Events Total Events Total
1)Fujisawa 1995 23 54 12 35
2)Mizuiri 1995 50 80 1M 3
J)Panagiotopoulos 1995 25 &0 44 1156
4)Ringel 1997 84 161 69 140
5)Schimit 1997 129 311 164 347
B)Grzeszczak 1996 230 462 118 254
7)Hanyu 1998 13 24 5
8)Tominec 1999 337 745 189 407
9)Solini 1999 66 157 83 172
10)Taniwaki 2001 40 86 26 69
11 Wiswanathan 2001 45 86 8 23
12)Ergen 2004 11 25 21 5D
13)Prasad 2006 74 196 97 225
14)Mg 2006 148 291 83 167
15)Mickzamir 2006 47 85 52 85
16)Uddin 2007 22 59 28 66
17)Arfa 2008 41 90 24 51
18)Ezzidi 2009 260 515 192 402
19)Ahluwalia 2009 64 240 117 255
20)Palomo-Pincn 2009 105 235 91 200
21)Al-Harbi 2011 39 10 75 250
22)Felehgari 2011 30 68 32 72
23)Washrambhai 2011 24 61 66 166
24)Pacheco 2012 1M 21 5
25)El-Baz 2012 58 102 72 100
26)Shaikh 2012 98 168 148 296
27)Bhaskar 2013 29 54 0 67
28)Shaker 2014 13 45 20 40
29-A)Parchawani 2015 27 73 50 86
29-B)Parchawani 2015 25 70 47 80
30)Fawwaz 2017 20 &0 29 o4
Random effects model 4774 4357

Heterogeneity: I° = 59%, < = 0.0876, p = 0.01

Figura 4. Forest-plot para o genétipo 1/D
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1.9%
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1.12] 100.0%

Legenda: Odds ratio (OR) e intervalo de confianga de 95% (IC 95%) com limites inferior e
superior, para o genotipo I/D, para todos os estudos, com o teste do Qui-quadrado de
heterogeneidade para efeitos aleatérios (uso do teste de DerSimonian-Laird).
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Legenda: Odds ratio (OR) e intervalo de confianga de 95% (IC 95%) com limites inferior e
superior, para o genoétipo D/D, para todos os estudos, com o teste do Qui-quadrado de
heterogeneidade para efeitos aleatérios (uso do teste de DerSimonian-Laird).
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6. DISCUSSAO

Numerosas investigacdes sobre o potencial papel da ECA como um gene envolvido
na susceptibilidade a ND foram realizadas nas ultimas décadas, mas os resultados ainda
sdo controversos. Meta-analises anteriores foram realizadas com o objetivo de se chegar
a um consenso, porém, por tentaram tirar conclusées com dados limitados quando
examinando subgrupos de pacientes especificos, tornaram-se particularmente

prejudicadas em seus resultados'®**"

Na tentativa de elucidar essa investigacdo, estudos observacionais do tipo caso-
controle incluiram no grupo controle exclusivamente pacientes diabéticos
normoalbumindricos. Nosso estudo também definiu este critério, porém com um grande
diferencial: o tempo reduzido de diagnéstico de DM destes individuos. Enquanto a maioria
dos estudos se limitaram a elevados tempos (> 10 anos), nossa abordagem com tempo
inferior, trés anos, fornece provas mais claras para uma verdadeira associacdo entre o
polimorfismo 1/D do gene ECA e ND uma vez que o uso desses controles ajudam a

reduzir a classificacdo errada dos casos*®.

Pela certeza ja estabelecida de biomarcadores® através de varias proteinas e
enzimas tubulares detectaveis devido ao acometimento dos tubulos e do intersticio renal
precedendo o envolvimento glomerular e a queda da TFG, assim como, o fato cada vez
mais comum do reconhecimento do fenétipo da doenca renal ndo albumindrica
caracterizada por reducédo isolada da TFG, a escolha do pequeno tempo de diagndstico
de DM para a inclusdo em grupos normoalbuminiricos sdo mais representativas e

confidveis da populacdo-alvo, como confirma a Iniciativa STROBE®.

Os pacientes DM2 que apresentaram ND mostraram distribuicdo de frequéncia
contraditéria do alelo mutante D em diferentes regies do mundo'®. Os artigos sdo
inconclusivos em todas as populagcbes estudadas, para a associacdo genotipica do
polimorfismo do gene ECA e ND, porém, positiva com demonstracdo de forte associacao
do alelo D com proteindria diabética em DM2 e ND®#:%9193 Og resultados do nosso
estudo corroboram com os estudos em que o alelo D esta presente na maioria dos

104,81

pacientes nefropaticos e minoria nos normoalbumindricos , 0 alelo D mutante

apresenta-se com 54% no grupo caso e 48% confirmando a importante significancia do
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alelo D como fator de desenvolvimento da ND e o alelo | como fator protetivo.

O gendtipo D/D do gene ECA apresentou maior frequéncia nos pacientes do grupo

caso com ND em comparacdo ao grupo controle sem ND. Confirmando o efeito co-

ominante do alelo = aumentando significativamente o risco de insuficiéncias renais
d te do alelo D**>1% tand ficat t d f

e ND nos pacientes DMII?"1971% 3 glelo D também associa-se & progresséo de ND para

|67,109

doenca renal em estagio-fina e o desenvolvimento de DM2 em pessoas saudaveis

sem diagnéstico de DM*°.

O gendtipo D/D foi associado a albuminudria no sexo feminino indicando um
possivel efeito de género associado ao genétipo na doenca renal*'!. A modulacéo dos
niveis de estradiol assim como a idade em que a mulher inicia os sintomas da menopausa
pode ser influenciada por participacdo de fatores genéticos'?, assim como o tratamento
com estradiol diminui a atividade ECA'™, receptores de angiotensinal(AT1) e a
expressdo de mRNA em diferentes células e tecidos'*®, sugerindo que os estrogénios
podem ter um papel importante na atenuacao da resposta vascular e renal a angiotensina
.

Esses achados sugerem que o hormdnio limita a glomeruloesclerose, caracteristica
da ND, enquanto regula o equilibrio entre a producdo e a degradacdo da matriz
extracelular no mesangido’™"®. Em nosso estudo, o grupo controle com a média de idade
58.52 + 3.71 e as mulheres com predominancia em 52,7% podem ser relacionados, pelo
fato de ser compativel & idade do inicio da menopausa'*?, apesar do genétipo D/D no

grupo controle ter apresentado a frequéncia de 25%.

Ezzidi et al comparou os efeitos do polimorfismo gene ECA e também hapl6tipos
especificos de ECA no risco de DN. Considerando o hapl6ipo ITA (todo tipo selvagem)
como referéncia, a analise mostrou que todos os haplétipos contendo alelos D (DCG,
DTG, DCA e DTA) foram associados com risco aumentado para ND, enquanto o haplotipo
ITG foi amplamente protetor, identificando assim o alelo D como o risco putativo'*. O
alelo D foi associado ao aumento da atividade sérica de ECA em relagéo ao alelo I'®. A
implicagéo do haplotipo do alelo D especifico para risco de ND é claramente intrigante,
pode-se especular que esse haplotipo de risco define uma combinacdo especifica de
variacdes genéticas que controlam a expressdo do gene ECA em tipos particulares de
células, possivelmente no rim. Uma segunda possibilidade € que este haplétipo poderia
estar em estreita ligacdo de desequilibrio com um polimorfismo funcional ainda a ser

identificado que influencia diretamente a expresséo génica®.
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Em conjunto, essas observacfes sugeriram que o D alelo poderia ser um fator de

2117 e alelo | associado a menor risco de

risco independente para ND em DMI
microalbuminuria persistente ou nefropatia grave®. Pacientes DM2 sem ND exibiram
maior prevaléncia do alelo | 52% em comparacdo com o alelo D 48%, inversamente ao
que ocorre no grupo caso™®. O genétipo I/l para o gene ECA poderia ser um marcador de
risco reduzido, menos propenso a desenvolver ND durante o curso do DM2100119.68.107

pelo alelo | protetor'®,

Nosso estudo demonstrou que os genoétipos avaliados separadamente ndo sao
marcadores para a previsdo da suscetibilidade a ND de portadores de DM2. A guestao
pode ser concebida de uma forma mais abrangente, realizando a anélise de haplétipos do

locus ECA que se estendem além da consideracéo do polimorfismo 1/D*%.

O fator de risco metabdlico tém grande relevancia na evolucdo da ND, pois a
hiperglicemia contribui para a glomeruloesclerose, fibrose intersticial e atrofia tubular. Nao
excluindo o polimorfismo de genes vizinhos, que a principio afetam diretamente a

expressdo génica®®.

Sendo assim e, sem duvida alguma, pode-se dizer que estudos de biomarcadores
genéticos contribuem para a compreensdo da fisiopatologia do DM, além de fornecer
subsidios para estratégias de diagndéstico e prevencao do inicio (atencdo primaria), de
complicacbes agudas e crbnicas (atencdo secundaria) e reabilitacdo ou limitacdo das

incapacidades produzidas pelas complicacfes (atencéo terciaria).
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7. CONCLUSAO

As conclusfes da presente meta-andlise afirmam que o polimorfismo I/D do gene
ECA estudado através dos gendtipos I/D e D/D nao estdo associados ao risco de
desenvolvimento da ND em individuos com DM2. O polimorfismo I/D em questdo quando
apresentado através do genotipo nédo influencia a pré-disposicdo a ND, porém, a
frequéncia do alelo D aumenta o fator de risco ao desenvolvimento ND e o alelo |
expressa-se como fator protetivo & ND, uma vez que no grupo caso o alelo D mutante
apresenta-se com 54% e o alelo | selvagem com 46%, e no grupo controle o alelo |

selvagem em 52% e o alelo D mutante com 48%.

Demograficamente diferencas significativas sdo observadas em relacdo ao género
da populacdo estudada, sendo o grupo caso com 54% de homens e no grupo controle
52,7% de mulheres, porém com homogeneidade da idade entre os individuos 58,5 anos.

Sugerimos que novos estudos sejam feitos, com maior rigor na selecdo dos grupos
para que se estabelecam detalhamento de varidveis importantes no contexto da genética

humana e médica para fortalecer os dados estatisticos.
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