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Lista de abreviaturas

- BMI: body mass index

- BP: blood pressure

- D2: type 2 deiodinase — desiodase tipo 2

- DIO2: human D2 gene — gene da D2 humana

- DM: diabetes mellitus

- DM1: diabetes mellitus tipo 1

- DM2: diabetes mellitus tipo 2

- GHb: glycated hemoglobin- hemoglobina glicada

- GLUT4: glucose transporter 4 — transportador de glicose tipo 4

- HOMA: homeostasis model assessment

- PPARYy: peroxisome proliferator-activated receptor-y — receptor ativado pelo

proliferador de peroxissoma y

PPARY2: PPARy gene - gene do PPARY

PPRE: peroxisome proliferator response element- elemento de resposta ao PPAR

RI: resisténcia a insulina

WHR: waist-to-hip ratio- razao-cintura-quadril



Resumo

Introducio. A enzima iodotironina desiodase tipo 2 (D2) converte o pro-horménio T4
em sua forma ativa, T3, um passo essencial no metabolismo da tiréide. O polimorfismo
Tre92Ala no gene que codifica a D2 foi associado com resisténcia a insulina em
algumas populagdes. Interessantemente, um estudo recente relatou que o polimorfismo
D2 Tre92Ala interage com o polimorfismo Prol2Ala, no gene que codifica o fator de
transcricdo PPARy2, na modulagdo da sindrome metabdlica em individuos ndo-
diabéticos, sendo que os portadores do genotipo D2 Ala/Ala e do alelo PPARy2 12Ala
apresentam os piores fendtipos de sindrome metabdlica e pressdo arterial sistolica e

diastolica.

Objetivos. Avaliar o efeito isolado ou combinado dos polimorfismos D2 Tre92Ala e
PPARY2 Prol2Ala na modulagdo da resisténcia a insulina em pacientes com diabetes

mellitus tipo 2 (DM2).

Material e Métodos. Os polimorfismos D2 Tre92Ala e PPARy2 Prol2Ala foram
genotipados em 711 pacientes com DM2 brancos, utilizando-se a técnica de
discriminacdo alélica por PCR em tempo real. Todos os pacientes incluidos no estudo
foram submetidos a um exame fisico completo e a exames laboratoriais padrdes. A
resisténcia a insulina foi avaliada através do céalculo do indice HOMA (Homeostasis
Model Assessment) em um subgrupo de 215 pacientes sem uso de insulina ¢ com

creatinina sérica < 1,5mg/dL.



Resultados. As frequéncias dos alelos D2 92Ala e PPARy2 12Ala foram 0,32 e 0,076,
respectivamente, e suas frequéncias genotipicas estavam em equilibrio de Hardy-
Weinberg (p > 0,05). Pacientes com o genotipo D2 Ala/Ala apresentaram niveis mais
altos de insulina plasmatica no jejum e indice HOMA quando comparados com
pacientes portadores dos gendtipos Tre/Ala ou Tre/Tre (p = 0,015 ¢ p = 0,001;
respectivamente). Além disso, um efeito sinérgico significativo foi observado entre os
polimorfismos D2 Tre92Ala e PPARYy2 Prol2Ala na modulagdo do indice HOMA:
portadores do genotipo D2 Ala/Ala e do alelo PPARy2 12Ala apresentaram valores
mais elevados de HOMA (mediana 8,5 [valor maximo 28,2 - valor minimo 1,3]) do que
os pacientes portadores das outras combinagdes genotipicas destes polimorfismos (4,0
[17,6-0,3] no grupo de pacientes com os genotipos D2 Tre/Tre - PPARy2 Pro/Pro, 5,8
[35,2-0,9] no grupo D2 Ala/Ala - PPARYy2 Pro/Pro e 3,5 [17,2-0,5] no grupo D2 Tre/Tre
- PPARy2 12Ala), apds ajuste para sexo, idade e indice de massa corporal (p da

interacdo = 0,010).

Conclusdes. Pacientes com DM2 portadores dos gendtipos D2 Ala/Ala e PPARy2
12Ala apresentam niveis mais severos de resisténcia a insulina quando comparados aos
pacientes com outras combinagdes genotipicas dos polimorfismos D2 Tre92Ala e
PPARY2 Prol2Ala. Isso sugere que esses dois polimorfismos interagem na modulagio
da resisténcia a insulina em individuos brancos, o que pode constituir um alvo

terapéutico potencial.



Capitulo 1

Introducao Geral



1.1. O diabetes mellitus (DM)

O diabetes mellitus (DM) é um grupo de doengas metabolicas de etiologia
multipla caracterizado por uma hiperglicemia cronica resultante de defeitos na secrecao
de insulina, na a¢do da insulina ou em ambos (1). O impacto do DM decorre ndo apenas
de seu quadro clinico diretamente relacionado a hiperglicemia, mas também por
distarbios no metabolismo dos carboidratos, proteinas e lipidios que levam ao
aparecimento de complicagdes agudas e cronicas. De acordo com a intensidade e o
tempo de exposicao a hiperglicemia, ocorrem lesdes estruturais no endotélio vascular e
no tecido nervoso que causam disfuncdes e falhas de varios orgdos e tecidos,
especialmente rins, olhos, nervos, coracdo e vasos sanguineos (1-3).

As desordens hiperglicEémicas agrupadas sob o termo “DM” diferem na sua
patogénese, historia natural, resposta ao tratamento e prevencdo. Diversos fatores
genéticos e ambientais podem resultar em formas de DM que parecem semelhantes
entre si, mas apresentam etiologias diferentes. Os varios processos patogénicos que
levam ao DM abrangem desde a destruicdo autoimune das células-beta pancreaticas,
levando a uma deficiéncia de insulina, at¢ anormalidades que resultam na resisténcia a
ac¢ao da insulina (1, 3).

A classificacdo de DM atualmente recomendada apresenta quatro tipos de DM:
DM tipo 1 (DM1), DM tipo 2 (DM2), outros casos especificos de DM e¢ DM
gestacional. Os dois principais tipos sio o DM1 e o DM2, que anteriormente eram
chamados de DM dependente de insulina (insulin-dependent diabetes mellitus — IDDM)
¢ DM nao-dependente de insulina (non-insulin-dependent diabetes mellitus — NIDDM),
respectivamente. Apesar de apresentarem etiopatogenias diferentes que explicam as

diferencgas nas suas manifestagoes clinicas, os quatro tipos de DM t€m como alteragao



em comum a incapacidade de manter a homeostase glicémica (1). Sintomas
caracteristicos do DM s@o polidipsia, politria, polifagia, visdo turva e perda de peso.
Nos casos mais severos, a cetoacidose pode ocorrer e causar estupor, coma, € na

auséncia de tratamento, morte (1, 2).

Estima-se que existam aproximadamente 171 milhdes de diabéticos em todo o
mundo (prevaléncia de 2,8% em 2000) e para o ano de 2030, algumas estimativas
indicam que o nimero de individuos com DM, em particular com DM2, ficara em torno
de 366 milhdes (prevaléncia estimada de 4,4%) (4). Numeros da Organizagdo Mundial
da Satde estimam que, em todo o globo, 987.000 mortes no ano de 2002 ocorreram em
decorréncia do DM, representando 1,7% da mortalidade geral (5). Dados mais recentes
indicaram que o excesso de mortalidade global atribuivel ao DM no ano de 2000 foi
estimado em 2,9 milhdes de mortes, equivalente a 5,2% da mortalidade geral, sendo 2-
3% nos paises pobres ¢ mais de 8% em paises desenvolvidos, tais como os Estados

Unidos ¢ Canada (6).

1.2. O DM2 e a resisténcia a insulina

O DM2 corresponde a 90-95% dos casos de DM e ¢é caracterizado pela
hiperglicemia cronica causada pelo desbalango entre a a¢do e secrecdo de insulina (1).
Em geral, o DM2 ocorre em individuos com mais de 40 anos de idade, mas também
pode ocorrer em individuos mais jovens (7). Pacientes com DM?2 apresentam diferentes
graus de deficiéncia a insulina, variando desde uma pequena intolerancia a glicose até a
forma insulinopénica semelhante ao DMI1. Como o DM2 ¢ frequentemente
assintomatico em seus estagios iniciais, os pacientes com esse tipo de DM podem

permanecer sem diagndstico por varios anos. No entanto, mesmo uma hiperglicemia



discreta pode provocar lesdes em diversos 6rgdos e tecidos, levando ao aparecimento
das complicagdes cronicas micro- e macroangiopaticas do DM (1).

Na maioria dos casos, a anormalidade inicial detectavel ¢ a resisténcia a insulina
(RI). A RI pode ser definida como um estado onde ¢ reduzido o efeito biologico de uma
determinada concentragdo de insulina ou, ainda, como a inabilidade dos tecidos
sensiveis a insulina (musculos, tecido adiposo e/ou figado) responderem de forma
eficiente 2 mesma (8). A insulina tem a fun¢do de diminuir o nivel de glicose no plasma
mantendo a glicemia em valores normais. Com a presenca da RI, a normoglicemia ¢
alcangada pelo aumento da secrecdo de insulina pelas células-beta pancredticas,
resultando em hiperinsulinemia. Entretanto, com o passar do tempo, ocorre uma
“exaustdo” na capacidade secretoria das células-beta, fazendo com que a homeostase
glicémica no jejum nao possa mais ser mantida. A forma clinica de DM2 ¢ detectada
quando os niveis de insulina ndo sdo mais suficientes para manter a glicemia normal no

estado de jejum (1, 2, 9).

Aproximadamente 80% dos pacientes com DM2 sdo obesos (2), sendo que o
aumento da gordura intra-abdominal ou visceral por si s6 ja causa ou agrava a RI (10).
O risco de desenvolver DM2 aumenta com a idade, presenca de obesidade e auséncia de
atividade fisica e ¢ maior em mulheres que tiveram DM gestacional e em individuos
com intolerancia a glicose e/ou historia familiar de DM2 (1). A RI estd frequentemente
associada a diversos fatores de risco cardiovasculares que, além da hiperglicemia
decorrente do DM2, incluem obesidade, dislipidemia e hipertensdo arterial, compondo,
assim, um quadro sindrémico chamado de Sindrome Metabdlica (11, 12). Com a
evolucdo da RI, outros problemas como a disfungdo endotelial, a arterosclerose e as
inflamagdes tendem a se agravar (13). Fatores ambientais como dieta, estresse e fumo

sdo fatores de risco associados ao desenvolvimento da RI (14).



Estudos mostram que a prevaléncia da RI na populacio em geral vem
aumentando progressivamente ao longo dos anos (15). Ela pode estar presente de forma
transiente ou permanente durante a gravidez, estresse cirurgico, traumas ou inani¢ao;
porém, ¢ mais prevalente em pacientes com DM2 (16). Um melhor conhecimento dos
mecanismos que levam as alteragdes na sensibilidade a insulina ¢ um ponto chave para
o melhor entendimento do DM2 e também, num grau mais extremo, para a sindrome

metabolica.

Em pacientes com DM2, a RI resulta na desinibi¢cdo da gliconeogénese hepatica
e/ou na diminui¢do das taxas de glicose dentro das células. O transportador de glicose
insulino-dependente (GLUT4) atua no transporte de glicose no musculo esquelético e
tecido adiposo. A expressao do GLUT4 ¢ regulada positivamente através dos hormonios
da tirdide e a sua superexpressdao em ratos db/db insulino-resistentes melhora o controle
da glicemia em dietas hipercaldricas (17, 18). Além disso, a desregulagdo lipidica e
lipoprotéica estd fortemente relacionada com o estado de RI. Defeitos no
armazenamento e no metabolismo de 4cidos graxos aumentam os niveis de insulina,
modificando a expressdo dos transportadores de glicose, o que resulta em um estado de
RI e lipdlise. Juntamente com esse processo, moléculas inflamatorias sdo ativadas,
como citocinas e adipocinas, diminuindo a sensibilidade a insulina através da
modulagdo do metabolismo dos acidos graxos ¢ do GLUT4 (15, 19). Além disso, o
sistema neuroendocrino também contribui para o desenvolvimento da RI
Concentragdes elevadas de cortisol, hormdnio de crescimento e catecolaminas podem
gerar um efeito antiinsulinico, resultando no aumento da glicose hepatica (15).

Nesse contexto, a suscetibilidade a RI pode estar relacionada a uma grande
variedade de genes, como por exemplo, DIO2 (type 2 iodothyronine deiodinase),

PPARy (peroxisome proliferator-activated receptor y), UCPI e UCP3 (type 1 and 3



uncoupling proteins), adiponectina, receptor retindide-x e genes para adrenoreceptores
b

(20-27).

1.3. A iodotironina desiodase do tipo 2 (D2)

A iodotironina desiodase do tipo 2 (D2) ¢ uma selenoenzima pertencente a
familia das oxidoredutases que catalisa a remo¢do de uma molécula de iodo
(desiodag@o) do anel aromatico externo do pro-horménio T4 ativando-o em T3, um
passo essencial para o metabolismo da tirdide (28, 29).

A expressdo da D2 ¢ tecido-especifica e altamente regulada. Em tecidos
humanos normais, o RNAm e/ou a atividade da D2 estdo presentes na tirdide, no tecido
adiposo, nos musculos lisos da artéria coronariana e aorta, no coragdo, no cérebro, no
musculo esquelético, na medula espinhal, na pele, na glandula hipofise, na placenta, no
figado e no pancreas (30-37). Além disso, também possui uma expressao diferencial em

tumores cerebrais e de pituitaria, mesotelioma e em neoplasias da tirdéide (38, 39).

Em modelos animais, a disrup¢do do gene que codifica a D2 e,
consequentemente, o bloqueio da expressdo desse gene, leva a um aumento da secrecdo
de TSH, cuja presenca chega a ser duas vezes maior que em ratos normais,
demonstrando a importancia desse gene na regulagdo do TSH (40). Devido a sua
expressao diferencial nos diferentes tecidos, a D2 também estd associada com outros
mecanismos que ndo os da produgdo de hormonios da tiroide, tendo um agao importante
na regulacdo da termogénese adaptativa em ratos, gasto energético, obesidade,
metabolismo da glicose e aumento da RI (41-45).

O gene da iodotironina desiodase do tipo 2 humana (DIO2) estéd localizado no

cromossomo 14 (posi¢do 14q24.3) e seu transcrito de 7 kb é formado por 3 éxons e 2



introns (46). Como outras selenoenzimas, a D2 ¢ caracterizada pela presenca de uma
selenocisteina no seu dominio catalitico. Essa selenocisteina ¢ codificada por um c6édon
UGA no gene DIO?2 que, na presenga de um elemento especifico na regido 3°’UTR (3’
untranslated region), chamado de sequéncia de inser¢do de selenocisteina (SECIS),
interage com o RNAt da selenocisteina e outros componentes da maquinaria de
tradugdo, permitindo a incorporacdo da selenocisteina na proteina ao invés do cédon de
terminagdo. Mutacdes de nucleotideos importantes no elemento SECIS virtualmente
impedem a incorporagao da selenocisteina, abolindo a atividade da enzima (46).

Mentuccia et al. (42), em 2002, descreveram um polimorfismo A/G no gene
DIO2, que resulta na troca de uma treonina por uma alanina no cédon 92 (D2 Tre92Ala)
e que estava associado a uma reducdo de cerca de 20% na taxa de disponibilidade da
glicose (uma medida da sensibilidade a insulina) em uma amostra de individuos ndo-
diabéticos italianos. Mais recentemente, pesquisadores do nosso grupo mostraram que
em pacientes diabéticos tipo 2 os niveis de RI sdo significativamente mais elevados em
individuos com o genétipo D2 Ala/Ala do que em individuos com os gendtipos D2
Tre/Ala ou Tre/Tre (24). Entretanto, em oposicdo a esses resultados, trés outros estudos
com ingleses, com uma comunidade religiosa dos EUA e dinamarqueses ndo
demonstraram a associacdo do polimorfismo D2 Tre92Ala com RI, outros indices
glicémicos ou DM2 (47-49).

Canani et al. (24) também demonstraram que em pacientes com o genotipo D2
Ala/Ala a velocidade da D2 (ex vivo) na tirdide e musculo esquelético ¢
aproximadamente a metade daquela apresentada por pacientes com os genotipos D2
Tre/Ala ou Tre/Tre. Os hormdnios da tirdide influenciam o metabolismo da glicose no
musculo esquelético e tecido adiposo via a regulagao transcricional do transportador de

glicose especifico para esses tecidos (GLUT4), o que aumenta a sensibilidade a insulina.



Um polimorfismo que cause a reducdo da atividade da D2 pode diminuir a geracdo
intracelular do hormonio ativo da tirdide (T3) no musculo esquelético e tecido adiposo.
Essa diminui¢do na concentragdo de T3 diminuiria a expressdo de GLUT4 e outros
genes envolvidos no gasto energético, o que, consequentemente, levaria ao surgimento

da RI nesses tecidos (42, 50, 51).

Porém, estudos funcionais in vitro de cinética e de atividade enzimatica da D2
contendo o alelo mutado (92Ala) ndo demonstraram alteracdes significativas quando
comparados com a cinética e atividades in vifro da enzima contendo o alelo selvagem
(Tre92) (24, 52), sugerindo que embora o polimorfismo D2 Tre92Ala possa ser um

marcador para RI, ele ndo parece ser o fator causal dessa complicagdo.

1.4. Interacdo entre o polimorfismo D2 Tre92Ala e o polimorfismo Prol2Ala no

gene do PPARY2

Interessantemente, Fiorito et al. (53) demonstraram que o gene DIO2
apresenta na sua regido promotora uma regido de interagdo com o fator de transcricdo
PPARY, chamada de elemento de resposta ao PPAR (peroxisome proliferator response
element — PPRE), indicando que a expressdo do gene DIO2 pode ser regulada por esse
fator de transcri¢do. O PPARY ¢ membro de uma superfamilia de receptores nucleares e
fatores de transcri¢do ativados por ligantes e esta envolvido na regulagdo transcricional
de diversos genes relacionados ao metabolismo dos lipidios, ao balango energético e em
rotas envolvidas na patogénese do DM2, RI e doencgas cardiovasculares (54-56). Além
disso, ele ¢ o receptor-alvo para uma classe de hipoglicemiantes orais (tiazolidinedionas

- TZDs) que atuam melhorando a sensibilidade a insulina (56).



Fiorito et al. (53) também relataram uma interacdo gene-gene significativa
entre o polimorfismo D2 Tre92Ala e PPARy2 Prol12Ala na modulagdo de caracteristicas
da sindrome metabolica em individuos ndo-diabéticos brancos. Individuos apresentando
o alelo D2 92Ala em conjunto com o alelo PPARY2 12Ala apresentaram niveis mais
elevados de pressdo sistolica e diastolica e também um risco aumentado de sindrome
metabdlica quando comparados com individuos portando os alelos D2 Tre92 e PPARYy2
Pro12 (53).

O polimorfismo PPARY2 Prol2Ala é o resultado de uma mutagdo C/G no
codon 12 do éxon B, causando uma mudanga de uma prolina para uma alanina e que
codifica o dominio aminoterminal que define a isoforma 2 do PPAR (PPARy2),
especifica de adipocitos (55, 57). Esse polimorfismo tem sido reconhecido como tendo
um papel importante na determinagdo do risco de fendtipos relacionados a RI e DM2
(55, 58-60). Uma meta-analise de varios estudos de associagdo sobre o polimorfismo
PPARY2 Prol2Ala mostrou que o alelo mais raro (12Ala) esta associado a uma reducdo
do risco de se desenvolver DM2 e que o alelo mais comum (Pro12) confere um risco de
1,25 para essa doenga. Apesar desse risco de 1,25 ser baixo, o risco atribuivel para a
populagdo (cerca de 25%) ¢ relativamente alto, uma vez que o alelo Prol2 apresenta
uma frequéncia de aproximadamente 80% entre a maioria das populagdes estudadas

(57).
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Abstract:

Context and Objective:

Type 2 deiodinase (D2) converts T4 into its active metabolite T3, an essential step in
thyroid metabolism. A Thr92Ala polymorphism in the gene encoding D2 has been
inconsistently associated with insulin resistance. Recently, it was reported that the D2
Thr92Ala and the PPARy2 Prol2Ala polymorphisms interact in the modulation of
metabolic syndrome in nondiabetic subjects, with carriers of both D2 Ala92 and
PPARY2 Alal2 variants showing the worst phenotype. Here, we investigated the effect
of both polymorphisms, isolated or in combination, on insulin resistance in patients with
type 2 diabetes mellitus (DM2).

Methods:

The D2 Thr92Ala (rs225014) and PPARY2 Pro12Ala (rs1801282) polymorphisms were
genotyped in 711 DM2 patients. All patients underwent physical and laboratory
evaluations. Insulin resistance was evaluated using the homeostasis model assessment
(HOMA) index.

Results:

The frequencies of D2 Alal2 and PPARy2 Alal2 variants were 0.392 and 0.076,
respectively. Patients carrying D2 Ala/Ala genotype had a higher fasting plasma insulin
and HOMA index as compared to patients carrying Thr/Ala or Thr/Thr genotypes
(P=0.015 and P=0.001, respectively). A significant synergistic effect was observed
between D2 Thr92Ala and PPARY2 Prol2Ala polymorphisms on HOMA index, with
carriers of both D2 Ala/Ala genotype and PPARy2 Alal2 allele showing the highest
HOMA values, after adjusting for gender, age and body mass index (P=0.010).

Conclusions:
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DM2 patients harboring both D2 Ala/Ala genotype and PPARy2 12Ala allele present
more severe insulin resistance than those with other D2/PPARYy2 genotype

combinations. These findings suggest that these polymorphisms interact in the insulin

resistance modulation, which may constitute a potential therapeutic target.
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Type 2 diabetes mellitus (DM2) is a heterogeneous group of disorders usually
characterized by varying degrees of insulin resistance and increased blood glucose
concentrations (1). Ultimately, insulin resistance results either from uninhibited hepatic
gluconeogenesis or decreased glucose disposal rate in tissues such as skeletal muscle,
adipose tissue and liver (2). The type 2 iodothyronine deiodinase (D2) catalyzes the
intracellular conversion of the pro-hormone thyroxine (T4) into its active metabolite
triiodothyronine (T3), an essential step in thyroid hormone metabolism (3). In humans,
the gene that encodes D2 (DI02) is also expressed in skeletal muscle and adipocytes (4,
5), in which thyroid hormone is known to up-regulate the expression of the primary
glucose transporter 4 (GLUT4), and thereby to increase basal and insulin-stimulated
glucose uptake (6-8).

Previous studies have reported that a DIO2 single nucleotide polymorphism
A/G, in which a threonine (Thr) changes to alanine (Ala) at codon 92 (Thr92Ala), was
associated with a ~20% lower glucose disposal rate in non-diabetic Caucasian subjects
and a more pronounced insulin resistance in DM2 patients (9, 10). Moreover, decreased
D2 activity has been described in tissue biopsy samples obtained from subjects
homozygous for the Ala92 minor allele (10). Nevertheless, other studies failed to
demonstrate an association between the D2 Thr92Ala polymorphism and glycemic traits
or DM2 (11-13).

The peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR) y2 gene encodes a
transcription factor involved in the regulation of adipocyte differentiation and
intracellular insulin signaling, and it is recognized as playing an important role in
determining the risk of insulin resistance-related abnormalities (14-16). Of interest, in a
recent study, a significant interaction was observed between the D2 Thr92Ala

polymorphism and the Prol2Ala polymorphism of the PPARy2 gene (17). This gene-
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gene interaction was associated with elevated systolic and diastolic blood pressure and
also with an increased risk of metabolic syndrome in 590 nondiabetic subjects from
Italy. Among these subjects, carriers of both D2 Ala92 and PPARy2 Alal2 alleles
displayed the most severe phenotypes. This study also reported the presence of a PPAR
element in the DIO2 promoter, thus providing biological plausibility for the observed
interaction (17).

Based on these observations, we hypothesized that the interaction between the
D2 Thr92Ala and PPARY2 Prol2Ala polymorphisms might account for part of the
conflicting results on the association between the D2 Thr92Ala polymorphism and
insulin resistance observed in different populations. Therefore, we decided to evaluate
the potential synergistic effect of D2 Thr92Ala and PPARY2 Prol12Ala polymorphisms

on insulin resistance and related characteristics in a sample of White DM2 patients.

Patients and Methods

Patients and phenotype measurements

The sample population consists of DM2 patients participating in a multicenter
study that started recruiting patients in Southern Brazil in 2002. That project aimed to
study risk factors for DM2 and its complications. Initially, it included four centres
located at general hospitals in the State of Rio Grande do Sul, namely Grupo Hospitalar
Conceigdo, Hospital Sdo Vicente de Paula, Hospital Universitario de Rio Grande, and
Hospital de Clinicas de Porto Alegre. The detailed description of that study can be
found elsewhere (18). DM2 was defined by diagnosis of diabetes after the age of 40
years with no use of insulin during the first year after diagnosis and no previous

episodes of ketoacidosis (1).
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The D2 Thr92Ala and PPARy2 Prol2Ala polymorphisms were analyzed in
blood samples from 711 DM2 patients. Insulin resistance was evaluated only in 215
patients, including a subgroup of 183 subjects previously reported (10). All patients
were of European ancestry (mostly descendants of Portuguese, Spanish, Italians and
Germans). The ethnic group was defined on the basis of self-classification and
subjective classification (skin color, nose and lip shapes, hair texture, and family
history).

A standard questionnaire was used to collect information about age, age at DM2
diagnosis, and drug treatment. All patients underwent physical and laboratory
evaluations. They were weighed without shoes and in light outdoor clothes and had
their height measured. Body mass index (BMI) was calculated as weight (kg) / height
(meters)”. To calculate waist-to-hip ratio (WHR), waist circumference was measured at
the narrowest point, as viewed from the front, and hip circumference was measured at
the widest point. Blood pressure (BP) was measured twice after a 5-min rest in the
sitting position using a mercury sphygmomanometer (Korotkoff phases I and V). The
mean value of two measurements was used to calculate systolic and diastolic BP.
Hypertension was defined as BP levels > 140/90 mm Hg, or if the patient was taking
antihypertensive drugs.

The information obtained from the study did not influence the patients’ diagnosis
or treatment. The protocol was approved by the Hospital ethical committees, and all

patients gave their written informed consent.
Laboratory analysis
A serum sample was collected after a 12-h fast. Glucose levels were determined

using the glucose oxidase method; creatinine by the Jaffé reaction; glycated hemoglobin
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(GHb) by an ion-exchange HPLC procedure (Merck-Hitachi L-9100 GHb analyzer,
Merck, Darmstadt, Germany; reference range: 4.7-6.0%); and total plasma cholesterol,
HDL cholesterol, and triglycerides by enzymatic methods. Serum insulin was measured
by radioassay (ElecsysR Systems 1010/2010/modular analytics E170, Roche
Diagnostics, Indianopolis, IN, USA) in a subgroup of 215 patients not having insulin
therapy and with serum creatinine < 1.5 mg/dl (132.6 umol/l). Insulin sensitivity was
estimated by homeostasis model assessment (HOMA) index [fasting insulin (micro
units per milliliter) x fasting glucose (millimoles per liter) / 22.5] (19). The mean

HOMA values of control subjects in our laboratory was 1.84 + 1.02 (20).

Molecular analyses

DNA was extracted from peripheral blood leukocytes by a standardized salting-
out procedure. Both D2 Thr92Ala (rs225014) and PPARy2 Prol2Ala (rs1801282)
polymorphisms were determined using primers and probes contained in the Human
Custom TagqMan Genotyping Assay 40x (Assays-By-Design Service, Applied
Biosystems, Foster City, CA; USA). Primer and probe sequences used for genotyping
the D2 Thr92Ala and PPARy2 Prol2Ala polymorphisms were: D2-5’-
GGTACCATTGCCACTGTTGTCA-3’ (forward primer), D2-5’-
GTCAGGTGAAATTGGGTGAGGAT-3’ (reverse primer), D2-FAM-5’-
ATGTCTCCAGTGCAGAA-3’, D2-VIC-5’-CATGTCTCCAGTACAGAA-3’,
PPARY2-5’- GTTATGGGTGAAACTCTGGGAGATT-3’ (forward primer), PPARy2-
5’- GCAGACAGTGTATCAGTGAAGGAAT-3’ (reverse primer), PPARy2-FAM-5’-
CTATTGACGCAGAAAG-3’, PPARy2-VIC-5’-CTCCTATTGACCCAGAAAG-3".
The reactions were conducted in a 96-well plate, in a total 5 pl reaction volume using 2

ng of genomic DNA, TagMan Genotyping Master Mix 1x (Applied Biosystems), and
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Custom TagMan Genotyping Assay 1x. The plates were then positioned in a real-time
PCR thermal cycler (7500 Fast Real PCR System; Applied Biosystems) and heated for
10 minutes at 95°C, followed by 50 cycles of 95°C for 15 seconds and 63°C for 1
minute. Fluorescence data files from each plate were analyzed using automated allele-
calling software (SDS 2.1; Applied Biosystems). Only 703 patients were successfully

genotyped for both analyzed polymorphisms.

Statistical Analyses

Results are expressed as mean + SD, % or median (interquartile range). Allelic
frequencies were determined by gene counting and departures from the Hardy-
Weinberg equilibrium were verified using y” tests. Clinical and laboratory
characteristics were compared using ANOVA, unpaired Student’s t test or x> as
appropriate. Multiple linear regression analysis was performed with HOMA index
(logarithmic) as dependent variable and age, gender, BMI, use of medications and D2
Thr92Ala genotypes (Thr/Thr-Thr/Ala vs. Ala/Ala) as independent variables.

Interaction between D2 Thr92Ala and PPARy2 Prol2Ala polymorphisms in
modulating different variables was tested by general linear model univariate analyses,
followed by adjusting for covariates. In these interaction analyses, each of the two
polymorphisms was modeled as dichotomous variables: D2 Thr/Thr-Thr/Ala vs.
Ala/Ala, and PPARY2 Pro/Pro vs. Pro/Ala-Ala/Ala. Variables with skewed distribution
were logarithmically transformed before analyses. All analyses were performed in SPSS
version 16.0 (SPSS, Chicago, IL, USA). P < 0.05 was considered statistically

significant.
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Results

Sample Description

The characteristics of the 711 DM2 patients analyzed in this study were as
follows. The mean age was 58.7 + 10.5 years, the median DM2 duration was 12.1 + 9.4
years, the mean GHb was 7.35 + 2.03 %, and the mean BMI was 28.8 + 5.1 kg/m”.
Males comprised 48.1% (n = 342) of the sample, and 66.2% (n = 471) of all patients
had arterial hypertension. Eighty-four patients (9.5%) were treated by diet alone.
Sulfonylureas alone were used by 31.9% (n = 227), metformin alone by 34.2% (n =

243), and the combination of both by 14.6% (n = 104) of the patients.

D2 Thr92Ala polymorphism

Of the 706 patients genotyped for the D2 Thr92Ala polymorphism, 263 (37.3%)
patients were homozygous for the Thr92 allele (Thr/Thr), 332 (47.0%) were
heterozygous (Thr/Ala), and 111 (15.7%) were homozygous for the Ala92 allele
(Ala/Ala). The Thr92 allele frequency was 0.61, and the Ala92 allele frequency was
0.39. Genotypes were in agreement with those predicted by the Hardy-Weinberg
equilibrium (P > 0.05).

Table 1 summarizes the clinical and laboratory data of the patients grouped
according to the D2 Thr92Ala polymorphism. The median fasting plasma insulin level
in Ala/Ala subjects was significantly higher than in patients with the Thr/Ala or Thr/Thr
genotypes (P = 0.015), while fasting plasma glucose levels did not differ significantly
among these genotypes (P = 0.147). Therefore, patients carrying the Ala/Ala genotype
had a higher HOMA index when compared with patients carrying Thr/Ala or Thr/Thr

genotypes (P = 0.001). The mean age, DM2 duration, proportion of males, systolic and
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diastolic blood pressure, BMI, use of medication, creatinine levels and metabolic
control were not significantly different among the three different genotypes (Table 1).

Assuming a recessive model of inheritance, patients with Thr/Ala and Thr/Thr
genotypes were grouped and compared with patients carrying the Ala/Ala genotype.
Fasting plasma insulin levels were higher in the Ala/Ala group compared with Thr/Ala-
Thr/Thr group [median 16.4 ulU/ml (range 56.9) vs. 11.2 (44.0); P = 0.012)]. The
HOMA index also was higher in the Ala/Ala group compared with the Thr/Ala-Thr/Thr
group [6.6 (34.3) vs. 3.6 (17.3); P < 0.001)]. Because insulin sensitivity is known to be
influenced by multiple independent factors, a multiple linear regression analysis was
performed with HOMA index (log;p HOMA) as dependent variable. The Ala/Ala
genotype remained significantly associated with HOMA index after controlling for age,
gender, BMI, and use of medication (standardized coefficient B for Ala/Ala genotype =
-0.205, 95% confidence interval: -0.321 —0.079; P = 0.001).

We then stratified the sample according to gender (males/females), BMI (above
or below 30 kg/m?) or age (above and below the mean value = 58.7 years). Interesting,
by the association between the Ala/Ala genotype and HOMA index was more
pronounced in females [7.4 (25.1) in the Ala/Ala group vs. 3.8 (17.3) in the Thr/Ala-
Thr/Thr group; P = 0.011] and in the group of patients older than 58.7 years [8.2 (27.3)
vs. 3.1 (11.1); P = 0.001]. All other variables were similar across different strata (data

not shown).

PPARy2 Prol2Ala polymorphism
Six-hundred and nine (85.7%) patients carried the PPARY2 Pro/Pro, 97 (13.6%)

the Pro/Ala, and only 5 (0.7%) the Ala/Ala genotype. The Prol2 allele frequency was
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0.925, and the Alal2 allele frequency was 0.075. Genotypes were in Hardy-Weinberg
equilibrium (P > 0.05).

Table 2 illustrates the clinical and laboratory characteristics of patients grouped
according to the presence of the PPARy2 12Ala allele (Pro/Pro vs. Pro/Ala-Ala/Ala).
Patients carrying the PPARy2 12Ala allele had a longer duration of DM2 when
compared to patients with the Pro/Pro genotype (15.2 + 8.4 vs. 13.3 £+ 80.8 years; P =
0.036). In addition, the frequency of males was higher in the Pro/Ala-Ala/Ala group
than in the Pro/Pro group (59.8% vs. 46.0%; P = 0.013). The PPARy2 Prol2Ala

polymorphism had no effect on HOMA index or other related variables.

Interaction analyses between D2 Thr92Ala and PPARy2 Prol12Ala polymorphisms
Clinical and laboratory characteristics of DM2 patients carrying either the
PPARY2 Pro/Pro genotype or the PPARy2 12Ala allele, stratified according to the D2
Thr92Ala polymorphism, are depicted in Table 3. As expected, D2 Ala/Ala carriers
showed higher HOMA values as compared to patients with D2 Thr/Thr-Thr/Ala
genotypes, and this result was independent of the PPARY2 genotype (P = 0.005 in the
PPARy2 Pro/Pro group and P = 0.017 in the PPARy2 12Ala group). However, a
significant gene-gene interaction was observed between the D2 Thr92Ala and PPARYy2
Prol2Ala polymorphisms in modulating HOMA index (age-, BMI-, and gender-
adjusted P value for interaction = 0.010): patients carrying both D2 Ala/Ala genotype
and PPARYy2 12Ala allele showed a higher HOMA index (8.5 [28.2-1.3]) as compared
to patients carrying other D2/PPARY2 genotype combinations (4.0 [17.6-0.3] in the D2
Thr/Thr - PPARY2 Pro/Pro group, 5.8 [35.2-0.9] in the D2 Ala/Ala - PPARY2 Pro/Pro

group, and 3.5 [17.2-0.5] in the D2 Thr/Thr - PPARY2 12Ala group; (Table 3 and Figure

1.
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Furthermore, among patients carrying the PPARy2 12Ala allele, D2 Ala/Ala
carriers had shorter DM2 duration than D2 Thr/Thr or Thr/Ala patients (age- and
gender-adjusted P value for interaction = 0.006). No association was observed between
both PPARY2 Prol12Ala and D2 Thr92Ala polymorphisms and systolic or diastolic BP

or other metabolic syndrome-related features (Table 3).

Discussion

The present study confirms a previous report by our group (10) and demonstrates that
D2 Thr92Ala polymorphism is associated with insulin resistance in DM2 patients.
Furthermore, we also observed a significant gene-gene interaction between D2
Thr92Ala and PPARy2 Prol2Ala polymorphisms in modulating HOMA index, with
patients carrying both D2 Ala/Ala genotype and PPARY2 12Ala allele showing a higher
HOMA index as compared to patients with other D2 Thr92Ala / PPARy2 Prol2Ala
genotype combinations.

The D2 Ala92 minor allele has been reported to be biologically less active than
the common Thr92 variant (10). In humans, skeletal muscle and adipose tissue are the
main sites of insulin-dependent glucose disposal (21). It has been hypothesized that, due
to decreased D2 activity, carriers of the D2 Ala92 allele in homozygosis would have
lower D2-generated T3 effect in skeletal muscle and adipocytes, which, consequently,
could create a state of relative intracellular hypothyroidism, decreasing the expression
of genes involved in energy use, such as GLUT4, and thus leading to insulin resistance
(6, 7, 22). However, the mechanism of reduced D2 activity in D2 Ala/Ala subjects is not
clear. Although, a decrease in D2 velocity has been associated with the Ala/Ala

genotype, two studies failed to identify any significant changes in the biochemical
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properties of the mutant D2 enzyme in vitro, suggesting that this polymorphism could
be only a marker for abnormal DIO2 gene expression (10, 23). Thus, it seems
reasonable to speculate that the lower D2 activity is the result of linkage disequilibrium
between the Thr92Ala polymorphism and a functional polymorphism elsewhere in the
DIO2 gene. It is worth mentioning that the D2 92Ala variant was also previously
associated with an increased risk of symptomatic osteoarthritis (24), mental retardation
in the iodine-deficient areas of China (25), Graves’ disease (26), and arterial
hypertension (27).

PPARy is member of a family of ligand-activated nuclear receptor and
transcription factors, and it plays an important role in adipocyte differentiation, lipid
storage and insulin sensitivity (28). It is also the target molecule for thiazolidinediones,
agents that enhance sensitivity to insulin in vivo (28). The common Prol2Ala
polymorphism is the result of a CCA to GCA mutation in codon 12 of exon B, which
encodes the amino-terminal domain defining the adipocyte-specific PPARY2 isoform
(14, 15). The Prol2Ala polymorphism is a functional variant and exhibits in vitro
reduced binding to DNA and modest impairment of transcriptional activity (16). The
Alal2 minor allele is associated with a reduced risk of DM2 (14, 15, 29, 30), and it has
been associated with lower insulin concentrations, a crude indication of greater insulin
sensitivity (29). However, a recent meta-analysis of 57 studies containing data related to
insulin resistance of cohorts with normal or impaired glucose tolerance revealed no
significant effect of the Prol2Ala polymorphism on diabetes-related traits across all
studies (31). Statistically significant effects were only detectable in selected groups. For
example, in the Caucasian subgroup, BMI was greater in individuals carrying the
Pro/Ala-Ala/Ala genotypes compared with the Pro/Pro genotype, and HOMA index was

significantly higher in the Pro/Pro individuals compared with Pro/Ala-Ala/Ala
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individuals of the obese subgroup of subjects, indicating greater insulin sensitivity in
obese carriers of the Alal2 allele (31). Nevertheless, in our study, we did not observe
any statistically significant association between the PPARy2 Prol2Ala polymorphism
and fasting plasma insulin levels, HOMA index, or other glycemic related variables.

Of interest, recently, Fiorito ef al. (17) reported a significant interaction between
the D2 Thr92Ala and PPARy2 Prol2Ala polymorphisms on the modulation of
metabolic syndrome. They also identified a putative peroxisome proliferator response
element (PPRE) sequence at nucleotides -488 to -504 in the promoter region of human
DIO2 gene, which, similarly to the canonical PPRE motif, specifically binds to the
PPARy2/retinol X receptor-a. complex, thus suggesting a potential role of PPARY2 in
the regulation of DIO2 gene expression (17). A possible interaction between these two
polymorphisms is further supported by the present study: in the presence of the PPARy2
Alal2 allele, the D2 Ala/Ala genotype was associated with an impressive increase in
HOMA index when compared to patients carrying other D2/PPARYy2 genotype
combinations (Table 3 and Figure 1).

The mechanism by which the D2 Thr92Ala and PPARy2 Prol2Ala
polymorphisms interact is still not explained. But, since PPARjy2 is exclusively
expressed in adipocytes, the mechanism through which the PPARjy2 Prol2Ala
polymorphism interacts with the D2 Thr92Ala polymorphism, influencing the risk to
insulin resistance, must originate in adipose tissue (32). It is worth mentioning that
Grosovsky et al. (33) found that pioglitazone treatment led to a 1.6- to 1.9-fold increase
(5 or 10 uM, respectively) in primary human skeletal myocyte D2 activity, even in the
absence of insulin, sustaining the possibility that endogenous or exogenous PPARy
ligands could exert their metabolic effects in part by altering thyroid hormone signaling.

This effect was also seen with other PPARy agonists, including ciglitazone and
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troglitazone (= 1.6-fold increase for both). It remains to be determined whether the
pioglitazone effect observed in this study is purely transcriptional or whether D2
activity is altered via a posttranscriptional mechanism, e.g. an effect on D2
ubiquitination (33).

Some factors unrelated to the D2 Thr92Ala and PPARY2 polymorphisms could
have interfered with the findings of the present study. First, medications for DM2 could
have played a role because some are known to affect insulin sensitivity. However, we
minimized such a possibility by excluding insulin-treated patients, and the proportion of
patients on metformin and/or sulfonylureas was similar among different genotype
groups. Furthermore, D2 Alal2 variant remained significantly associated with HOMA
index in a linear regression model analysis that included use of medication as an
independent variable. Second, insulin resistance was assessed by calculation of HOMA
index rather than the reference method, the euglycemic-hyperinsulinemic clamp (19,
34). Although HOMA index is only an estimate of insulin resistance, it is simple to
perform and shows a good correlation with the reference method (19, 34), the
euglycemic clamp and, therefore, is considered a good approach for cohort and
epidemiological studies (35). Third, we can not rule out the possibility of stratification
bias in our sample, nevertheless we analyzed only self-defined white subjects, thus
reducing the risk of false positive/negative associations due to this bias. Finally, our
results could represent a type 1 error. However, the P values for HOMA index remain
significant at the 0.01 level. This finding, along with the scientific plausibility of an
association, provides evidence against type 1 error.

In conclusion, the D2 Thr92Ala and PPARy2 Prol2Ala polymorphisms might
interact in the modulation of insulin resistance in white DM2 patients. Possibly due to

low levels of D2 activity in adipocytes and, consequently, a marked reduced T3
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biological effect, patients with both D2 Ala/Ala genotype and PPARy2 Alal2 allele
showed the worst insulin resistance phenotype. This gene-gene interaction could explain
part of the conflicting results reporting associations of the D2 Thr92Ala or PPARy?2
Prol2Ala polymorphism with insulin resistance. Although further in vivo and in vitro
studies are needed to evaluate the functional and epidemiological importance of this
interaction, these findings are exciting from both biological and clinical perspectives

due to their potential target therapeutic implications.
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Figure 1: HOMA index, calculated as described in Patients and Methods, in DM2
patients according to D2 Thr92Ala and PPARYy2 Pro12Ala polymorphisms. Age-, BMI-,

and gender-adjusted interaction P value (general linear model univariate analysis) =

0.010.
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Anexo

FICHA CLINICA DE AVALIACAO DO PACIENTE DIABETICO

DM n°: Hospital: Prontuario: Data:  / /
1. IDENTIFICACAO

Nome:

Fone 1: Fone 2: Sexo: [ 1- masculino 2- feminino
Data de nascimento: _ / / Idade: Estado civil:
Endereco: Bairro:
Cidade: Estado: CEP: Entrevistador:

Grupo étnico (impressdo do examinador): 1- caucasdide 2- negroide 3- outro
Entre as seguintes op¢des, como vocé se classifica em relacdo a cor da pele ?
l-branco  2-negro 3-mulato 4-oriental 5-indio  6- outros

Origem dos avos/bisavos (Europa, Africa, Asia - se possivel, especificar o pais):

2. DADOS DE DIAGNOSTICO
Qual sua idade quando descobriu o diabete:?  ou Data do diagnéstico: ~ / /

Na ocasido do diagndstico do DM, vocé foi internado? 1-sim 2-ndo
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Motivo:

Qual o seu tratamento para 0 DM?

1- apenas dieta 4 - Glitazonas 5- sulf + metf 8- insulina

2- sulfoniluréia 6- sulfoniluréia + outros 9- agente + insulina
3- metformina 7- metformina + agente oral 10- outros

Se insulina, quanto tempo ap6s o diagndstico do DM? anos meses

Diagnostico ou impressdo do examinador: Tipo de DM [J
1- DM tipo 1 2- DM tipo 2 3-DMG 9 - Nao classificavel

Outros medicamentos (quais e tempo de uso):

Sr(a) fuma atualmente? 1-sim 2- ndo

Se sim, quantos cigarros por dia? Com que idade comegou a fumar? anos

Tipo de fumo: 1-cigarro  2- charuto  3- cachimbo

Se ndo fuma, o Sr(a) ja fumou? (fumo passado) 1-sim 2- ndo
Se sim, quantos cigarros por dia? Com que idade comegou a fumar? anos

Ha quanto tempo parou de fumar? anos meses

Tipo de fumo: 1-cigarro  2- charuto 3- cachimbo

FUMO 1- Nunca fumou 2- Ex-fumante 3- Fumante

Faz uso de bebidas alcodlicas? 1-sim  2-ndo

Em caso positivo, qual a freqiiéncia, a quantidade e o tipo de bebida (por semana)?

Se Sim, responda as perguntas abaixo (questionario CAGE):

1- Alguma vez vocé ja sentiu que deveria parar de beber? 1-sim  2-ndo
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2- Alguma vez as pessoas o incomodaram criticando seu jeito de beber? 1-sim 2- ndo
3- Alguma vez vocé se sentiu mal (ou culpado) a respeito da bebida? 1-sim 2-ndo

4- Alguma vez vocé bebeu logo ao acordar para acalmar os nervos ou se livrar de uma

ressaca?l- sim 2- ndo

Conclusdo CAGE: [ 1- positivo (2 ou + respostas afirmativas as perguntas acima)

2 — negativo
Hepatite 1-sim2-ndo  HIV I-sim  2-ndo
Outras doencas (listar):

3. HABITOS ALIMENTARES

Uso de adogantes: Nao [ Sim [ Quantas gotas por dia?

Ingestdio  de  refrigerantes: Nao [J Sim [ Quanto por  dia?

Ingestdo de café: Nao [1 Sim [J Quantas xicaras pequenas por dia?

Ingestdo de cha: Nao [] Sim [ Quantas xicaras por dia?

Chimarrao: Nao O Sim 0 Com que freqiiéncia?

Ingestao de frutas, verduras e legumes: Nao [1 Sim [1 Com que freqiiéncia?

Ingestdo de carne vermelha: Nao [J Sim [ Quantas vezes por semana? -

Ingestdo de carne branca: Nao [J Sim [J Qual(is) e quantas vezes por semana?
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Vacina(s) nos  ultimos doze  meses (quais e  quantas  vezes):

Uso de vitamina(s) mnos ultimos seis meses (tipo, dose, freqiiéncia):

4. ATIVIDADES

Profissdo (atividades nos ultimos dez anos):

Exposicdo a  raios-X nos  ultimos dez anos  (quantas  vezes?):

Exercicio fisico: Nao [1 Sim [] Tipo de atividade e freqiiéncia (se parou, incluir ha

quanto tempo):

5. HISTORIA FAMILIAR

(Avaliacao de historia familiar de diabetes, pressdo alta, problemas cardiacos e

problemas renais)

Definir como presenga (SIM) quando:

- Diabetes: diagnostico estabelecido ou tratamento com medicamentos especificos.

- Pressao alta: diagndstico estabelecido ou tratamento com medicamentos especificos.

- Coragdo: historia de infarto, angina ou morte subita, relato médico/exames de

isquemia ou procedimentos de revascularizagdo miocardica.

- Rins: historia de dialise, ou tratamento para insuficiéncia renal em centro

especializado, relato médico ou exames laboratoriais.

- Derrame: histdria e/ou seqiielas compativeis.

5.1. INFORMACAO DOS PAIS:
O pai e a mie sdo vivos? PAI 1-sim 2-nio MAE 1-sim 2-ndo

Se falecidos, de que? PALI: MAE:

O seu pai e/ou mae tem/tiveram?
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idade atual |diabete derrame coracdo |pressdo alta [ rim
pai
mae
Outra(s) doenga(s), qual(is)?
5.2. INFORMACAO DOS IRMAOS:
O Sr.(a) tem irmdos/irmas? 1-sim 2-ndo Sesim, quantos?  irmdose _ irmas

Listar o nome dos irméos, idade e perguntar: O(s) seu(s) irmao(s) tem/tiveram?

nome

Sexo

idade

Vivo

diabetes

derrame

coracao

Hipertensao

rim

10-

5.3. OUTROS FAMILIARES DIABETICOS*:

Lado materno da familia:

Av0 1-sim 2 -ndo 9- ndo sabe

Avo0 1-sim 2-ndo 9- ndo sabe

Tia, tio(s) 1-sim 2 -ndo 0-ndo sabe (Se sim, quantas (os) com DM

Lado paterno da familia:

Av0 1-sim 2 -ndo 9- ndo sabe
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Av0 1-sim 2-ndo 9- ndo sabe
Tia, tio(s) 1-sim 2 -ndo 0-ndo sabe (Se sim, quantas (os) com DM )

Outros:

Especificar tipo de diabetes, sexo e numero de afetados em cada lado da familia.

5.4. DEFICIENCIA AUDITIVA:
Probando: 1-sim 2-ndo Tempo?

Familiares*: Lado materno da familia:

Lado paterno da familia:

* especificar sexo, nimero de afetados e o tempo de surdez.

6. EXAME FiSICO

Peso: kg Altura: m IMC: kg/m*

Especificar qual era o peso no periodo em que o diabetes foi diagnosticado?

Cintura: cm Quadril: cm Relagao C/Q:

Hipertensao: 1- sim 2- ndo Uso de anti-hipertensivos: 1- sim 2- ndo

Especificar medicamento(s), dose e tempo de uso:

Pressiol: ~ / mmHg Pressao2: / mmHg Pressdo3: / mmHg
Palpacdo de pulsos periféricos: 1- palpavel 2- nao palpavel
MID MIE

tibial posterior

Pedioso
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7. AVALIACAO LABORATORIAL

DATA(S)

Glicose (mg/dl)

Glico-hemoglobina (%)

Frutosamina (mmol/L)

Colesterol total (mg/dl)

HDL (mg/dl)

Triglicerideos (mg/dl)

LDL (mg/dl)

Proteina C (mg/L)*

Albumina (g/dl)*

Peptideo C (ng/ml)*

Insulina (uUl/ml)*

Uréia (mg/dl)

Creatinina (mg/dl)

Albuminuria- amostra

(mg/L)

exc urinaria de album

(ug/min)

Uréia urinaria (g/24h)*

QUE hemataria

QUE proteintria

QUE-leucocitos /campo

Urocultura **

* protocolos especificos ou quando indicados

** realizar apenas se EQU (qualitativo de urina) alterado



Ecografia de rins: (se disponivel)
Laudo:

Data:  / /

9. AVALIACAO OFTALMOLOGICA

DATAC(s)

oftalmoscopia OD

direta/indireta’ OF

angiografia OD
OE

fotocoagulagao com OD

laser” OE

examinador®

Observagodes

0- normal: 1-néo proliferativa leve: 2-Nao proliferativa grave 3:proliferativa

Obs: Descricao detalhada em anexo para o médico oftalmologista

10. AVALIACAO DE NEUROPATIA PERIFERICA

Forca muscular e exame fisico especifico: presente =0 ausente = 1

direito esquerdo

Reflexos profundos

Aquileu

Sensibilidade vibratoria

Halux

Index

Pin-prick (agulha
cabo/ponta)

Halux

Index

Monofilamente (10 g)

Halux

Index
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Caminhar calcanhares

Escore de sinais de exame fisico (somar os pontos dos itens acima) = MID [
MIE (]

Neuropatia periférica presente se: somatorio dos sinais de exame fisico > 3 tanto a

DIREITA quanto 8 ESQUERDA OU apenas dificuldade de deambular nos calcanhares.
Conclusdo: Diagnéstico de Neuropatia Periférica: [1 1-sim  2-ndo

Data: /]

11. AVALIACAO CARDIOVASCULAR

11.1. QUESTIONARIO CARDIOVASCULAR (Questiondrio Rose):

A) Angina (dor no peito aos esforgos)

1- Vocé teve qualquer tipo de dor ou desconforto no peito?

sim (1) nao (2) Se nio, va para o item C.

A partir daqui, se a resposta escolhida estiver marcada com asterisco va direto ao item
“B”.

2- Tem dor quando sobe escada/ lomba ou caminha rapido?

sim (1) nao (2)* Nunca se apressa ou sobe degraus (3)

3- Vocé tem dor no peito quando caminha a passo normal em nivel plano? sim (1)

ndo (2)

4- O que voceé faz se tem a dor enquanto esta caminhando?

- para ou diminui a marcha (1) - continua caminhando igual (2)*

5- Se vocé permanece imovel, o que acontece? - a dor alivia (1) - a dor nao
alivia (2)*

6- Quanto tempo leva? 10 minutos ou menos (1) mais de 10 minutos (2)*

7- Pode me mostrar onde é a dor?

esterno regido superior ou média (1) esterno na regiao inferior (2)
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torax anterior esquerdo (3) brago esquerdo (4) - outra(s) (5)

8- Vocé sente mais alguma coisa?  sim (1) nao (2)

B) Possivel IAM

9- Vocé ja teve forte dor no peito por meia hora ou tempo mais prolongado?  sim (1)

nao (2)

C) Claudicagdo intermitente

A partir daqui, se a resposta escolhida estiver marcada com asterisco, ndo prosseguir.
10- Vocé tem dores nas pernas ao caminhar? sim (1)  nio (2)*

10) Em que perna?  direita (1)  esquerda (2)
11- Esta dor sempre inicia quando vocé esta imovel ou sentado? sim (1)*  ndo (2)
12- Em que parte da sua perna vocé sente a dor?
- a dor inclui a panturrilha (1) - a dor nao inclui a panturrilha (2)*

se a panturrilha ndo for mencionada, perguntar: Algum outro local mais?

13- Tem dor quando sobe escada/lomba ou caminha rapido? sim (1)  ndo (2)*

14- Vocé sente a dor quando caminha a passo normal em nivel plano? sim (1) nao (2)
15- A dor sempre desaparece enquanto vocé estd caminhando?  sim (1)*  ndo (2)
16- O que vocé faz se tem a dor enquanto estd caminhando?

- para ou diminui a marcha (1) - continua caminhando igual (2)*

17- O que acontece com a dor se vocé permanece imovel? - a dor alivia (1) - a dor nao

alivia (2)*

18- Em quanto tempo? 10 minutos ou menos (1) mais de 10 minutos (2)

INTERPRETACAO:

ANGINA PECTORIS (individuos que respondem a todas perguntas como segue):

lI-sim  2-ou3-sim 4-paraoudiminui 5- alivia 6- 10 minutos ou menos
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7- esterno (superior, inferior ou médio) OU térax anterior E braco esquerdo.
POSSIVEL INFARTO (individuos que respondem como segue):  9- sim (1)
CONCLUSAO QUESTIONARIO ROSE:

1- auséncia de cardiopatia isquémica 2- angina pectoris 3- possivel infarto

CLAUDICACAO INTERMITENTE (individuos que respondem a todas perguntas

como segue):
3-sim 10-sim 11-n3o 12-inclui a panturrilha 13- ou 14-sim  15-ndo

16- para ou diminui ~ 17-alivia 18- 10 minutos ou menos

Claudicac¢ao intermitente 1-sim 2-nao

ACIDENTE VASCULAR CEREBRAL: 1- sim 2- ndo (historia, seqiicla ou imagem)

11.2. ELETROCARDIOGRAMA DE REPOUSO:

CODIGO MINNESOTA: Critérios diagnosticos de cardiopatia isquémica (OMS)

0 - ausente 1 - presente
“PADROES Q E QS”
PAREDE ANTERO-LATERAL (derivag¢des DI, aVL, V): N
PAREDE POSTERIOR (INFERIOR) - derivagdes DII, DIII, aVF: 0
PAREDE ANTERIOR (derivagdes Vi, Vi, V3, Vie Vs): (]
“ONDA T”
SITIO ANTERO-LATERAL (derivagdes DI, aVL, Vg): 0
PAREDE INFERIOR (derivagdes DII, DIII e aVF): W
PAREDE ANTERIOR (derivagdes Va, Vi, Vs e Vs): [
“SEGMENTO ST”
SITIO ANTERO-LATERAL (derivagdes DI, aVL e V): O
PAREDE INFERIOR (derivagdes DII, DIII e aVF):
PAREDE INFERIOR (derivagoes DII, DIII e aVF):
“DEFEITO DE CONDUCAO VENTRICULAR”
BLOQUEIO COMPLETO DE RAMO ESQUERDO ]
CONCLUSAO: [0 [J[IData: / / 1- Normal 2- Anormal:
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2.1. provavel infarto agudo do miocardio: presenca de onda Q (grande ou média)

[1.1, 1.2] ou bloqueio completo de ramo esquerdo [7.1];

2.2. e/ou possivel isquemia miocardica: onda Q pequena [1.3] ou qualquer
anormalidade no segmento ST [4.1, 4.2, 4.3] se acompanhadas por anormalidades da

onda T [5.1 ou5.2 ou5.3].

11.3. ELETROCARDIOGRAMA DE ESFORCO: 1-sim  2- ndo

Suspensao de farmacos que influenciem a freqiiéncia cardiaca: I-sim  2-ndo
Listar farmacos Suspensos:
Laudo:

Conclusao: Data: / /

11.4. CINTILOGRAFIA MIOCARDIA COM ESTRESSE: 1-sim  2- ndo
Marcar o tipo de estudo: Estresse fisico ou farmacolégico (dipiridamol) [
Suspensao de farmacos que influenciem a freqiiéncia cardiaca: I-Sim  2- Nao

Listar farmacos suspensos:

Fragdo de ejecgdo:

Observagdes:

Conclusio: 1- exame normal 2- alteragdo fixa (hipoperfusdo em repouso e estresse) =

necrose 3- alterag@o variavel (hipoperfusdo somente no estresse) = isquemia DATA:

11.5. ANGIOGRAFIA CORONARIANA: [] 1-sim 2-ndo

Laudo: Data: /]
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