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Objetivo: Analisar a associagdo da intolerancia a glicose e do diabetes mellitus tipo 2 com as
variagoes alélicas -174 G > C e -308 G > A de IL-6 e TNF-q, respectivamente, & luz de indica-
dores antropométricos e faixa etdria. Métodos: Trata-se de um estudo transversal com dados
obtidos de 285 mulheres idosas da comunidade, submetidas a exames fisicos, bioquimicos
e genéticos. Resultados: Analise ndao ajustada para genotipos revelou que idosas com IMC
elevado apresentaram risco 1,71 e 2,82 vezes maior para intolerdncia a glicose e diabetes,
respectivamente, enquanto faixa etria e indice de conicidade ndo apresentaram qualquer
valor preditivo. Razdes de prevaléncia para intolerdncia a glicose e diabetes conforme va-
riantes alélicas de IL-6 e TNF-a ndo associam genoétipos de IL-6 com desregulagdo glicémica,
a despeito de ajustes para IMC, idade e indice de conicidade. Por outro lado, portadores do
alelo A de TNF-a apresentaram 2,06 e 5,58 vezes mais chance de intolerdncia a glicose e
diabetes, respectivamente, comparadas a homozigotas GG no estrato com IMC < 27 kg/m?.
Conclusio: Os resultados sugerem que o alelo A do polimorfismo -308 G > A de TNF-a
predispde a disturbios do metabolismo glicémico em mulheres idosas de um modo sensivel
a medidas antropométricas.

Unitermos: Idoso; resisténcia a insulina; citocinas; polimorfismo genético; antropometria.

SUMMARY

Risk of glycemic disorder in elderly women adjusted by
anthropometric parameters and cytokine genotypes

Objective: The objective of the present study was to examine the association of glucose in-
tolerance and type-2 diabetes mellitus with the -174 G > C and -308 G > A allelic variations
of IL-6 and TNF-a, respectively, through anthropometric measurements and age strata.
Methods: This is a cross-sectional study using data from 285 community dwelling elderly
women who underwent physical, biochemical, and genetic examinations. Results: Genotype-
unadjusted analysis revealed that the risk of glucose intolerance and diabetes in elderly wom-
en with elevated BMI was 1.71 and 2.82 times higher, respectively, whereas age and conicity
index did not show predictive value. Prevalence ratios for glucose intolerance and diabetes
across allelic variants of IL-6 and TNF-a did not associate IL-6 with unbalanced glucose lev-
els, despite adjustment for BMI, age, and conicity index. Conversely, carriers of the TNF-a
A allele were 2.06 and 5.58 times more likely to exhibit glucose intolerance and diabetes,
respectively, compared to GG homozygotes. Conclusion: Our results suggest that bearing the
A allele of the -308 G > A polymorphism of TNF-a predisposes to anthropometric measure-
sensitive impaired glucose metabolism in older women.

Keywords: Elderly health; insulin resistance; cytokines; polymorphism, genetic; anthropometry.
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INTRODUCAO

O aumento do numero de pessoa com idade superior a 60
anos ¢ um fendmeno visivel em quase todos os paises do
mundo. No Brasil, o tltimo censo demografico realizado
aponta para a possibilidade de o numero de idosos no pais
ultrapassar 30 milhdes', devendo representar quase 13%
da populagdo®. E sabido que o envelhecimento expde as
pessoas a maior prevaléncia de doengas cronicas, com des-
taque para o diabetes mellitus tipo 2, que acomete 17,4%
da populagao entre 60 e 69 anos, segundo censo realizado
entre 1986 e 1988°. Sua elevada ocorréncia, somada as va-
rias complicagdes clinicas decorrentes de distirbios ma-
cro e microvasculares, torna essa doenga um problema de
magnitude publica.

Entre as varidveis antropométricas comumente pre-
ditoras dos distirbios endocrino-metabdlicos, podem-se
destacar o indice de massa corporal (IMC) e o indice de
conicidade (ICo)**. Apesar da eminente relacdo entre ida-
de e desregulagdo de niveis glicémicos, causas primadrias e
contributos para as alteragdes desse aspecto do metabo-
lismo humano permanecem em debate. As possibilidades
etioldgicas discutidas na atualidade envolvem aspectos
relacionados com o estilo de vida por dieta inadequada e
inatividade fisica, fatores estreitamente relacionados com
obesidade®, assim como deficiéncia enddcrina por exaus-
tdo de células B e/ou interferéncia humoral idiopética na
captagdo da glicose pelas células™®, com possiveis contri-
buigdes alelo-especificas por importantes mediadores in-
flamatorios®2.

Dessa forma, o presente estudo teve como objetivo
analisar a associa¢dao do IMC, do ICo e da idade com os
fenétipos da intolerancia a glicose e o diabetes mellitus tipo
2 em mulheres idosas, considerando a influéncia de varia-
¢oes alélicas classicas dos genes para IL-6 e TNF-a.

METopos

Trata-se de um estudo transversal de carater analitico com
dados obtidos de 285 mulheres idosas (= 60 anos) recru-
tadas consecutivamente da comunidade para participa¢ido
em estudo de coorte conduzido entre 2005 e 2008, cujo
protocolo foi aprovado por comité de ética em pesquisa
institucional. Todas assinaram termo de consentimento
livre e esclarecido. Nenhuma idosa realizava acompanha-
mento nutricional ou praticava exercicios fisicos regular-
mente antes da obten¢do dos resultados laboratoriais e an-
tropométricos apresentados.

ExamE Fisico E Bloquimico

Oexamefisicofoirealizadocomcadapacienteemusoderou-
pas leves. A estatura foi medida utilizando-se estadiémetro
manual acoplado a parede, com a paciente descalga e ereta
sobre solo plano e rigido e os bragos pendentes ao longo
do corpo. O indice de massa corpdrea (IMC) foi obtido
pela razdo entre a massa corporal (em kg) e o quadrado

da estatura (em m?), e o indice de conicidade (ICo) foi es-
timado como 9,17 vezes a razao entre a circunferéncia da
cintura enquanto numerador (em m) e a raiz quadrada da
razdo entre massa corporal (em kg) e a estatura (em m)
enquanto denominador.

A avalia¢do bioquimica consistiu na dosagem sérica da
glicemia apds jejum de 12 horas, usando reagentes da em-
presa Roche® (EUA). Como critério para classificagdo do
diabetestipo 2, utilizou-se valor de referéncia (> 126 mg/dL)
preconizado pela American Diabetes Association’ ou
uso corrente de hipoglicemiante oral ou insulina. Esta-
do de intolerancia a glicose foi definido como glicemia
> 100 mg.dL" ou presenga de diabetes, conforme preconi-
zado pela International Diabetes Federation'* ™.

ANALISES LABORATORIAIS

Para determinacdo dos alelos de IL-6, uma regiao de 628 pb
do gene contendo o polimorfismo de base tnica (SNP -
single nucleotide polymorphism) -174 G > C da regido pro-
motora (rs1800795) foi amplificada usando um par de
oligonucleotideos: 5-GAACACAGAAGAACTCAGAT-
GACTGG-3’ (direto) e 5-AGGAGTTCATAGCTGGG-
CTCCTGGAG-3’ (reverso). Ja a variabilidade do gene
TNF-a foi estudada mediante amplificagdo de um frag-
mento de 327 pb contendo o SNP -308 G > A (rs1800629)
da regido promotora do gene, usando os oligonucleotide-
0s A (5-CCTCAAGCCTGCCACCAAGC-3’; direto) e B
(5-TCCTCCCTGCTCCGATTCCG-3’; reverso). Cada
reacdo individual era composta por: 100 ng de DNA;
10 mM Tris-HCL pH 9,2; 25 mM KCL; 1,5 mM MgCl;
0,2 mM dNTP; 20 pmol de cada oligonucleotideo;
0,5 mg de ovalbumina; e uma unidade de Taq DNA poli-
merase (Phoneutria, Minas Gerais, Brasil) em um volume
final de 50 pL. Apos hot start por 1min a 80°C e uma eta-
pa inicial de desnatura¢ao por 2 min a 94°C, cada ciclo de
amplificacdo consistiu em 40 s a 94°C, 45sa 64°Ce 50 s a
72°C repetido por 36 vezes e finalizado por uma etapa de
extensdo a 72°C por 5 min. Cada produto de PCR foi di-
retamente sequenciado em sistema ABI PRISM 3130 DNA
analyzer (Applied Biosystems, Foster City, EUA), usando o
oligonucleotideo 5-GCCTCAGAGACATCTCCAGTCC-3'
para produtos de IL-6 e o oligonucleotideo A para produtos
de TNF-a. Cada sequéncia obtida foi examinada usando o
pacote de programas em bioestatistica Staden (MRC, Cam-
bridge, Reino Unido) e confirmada por inspegéo visual.

ANALISE ESTATISTICA

Os dados referentes a caracterizagdo da amostra sdo apre-
sentados em média e desvio-padrio ou por frequéncia rela-
tiva. Calculou-se a prevaléncia geral de intolerancia a glico-
se e 0 diabetes em cada estrato (idade < 65 anos e > 65 anos,
IMC < 27 kg/m* e > 27 kg/m?, indice de conicidade < 1,25
e > 1,25), assim como a prevaléncia dos gendtipos de
IL-6 e de TNF-a em cada estrato. Utilizou-se o teste do
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qui-quadrado para identificacdo das diferengas frequen-
ciais entre estratos. Em seguida, foram determinadas as
razdes de prevaléncia (RP) relativas & intolerancia a glicose
e ao diabetes de forma dicotdmica nos estratos eleitos para
estudo (estrato inferior = 0 e estrato superior = 1). Adicio-
nalmente, foram criadas varidveis dummy para compara-
¢ao entre estratos assumindo o estrato inferior como gru-
po de referéncia (estrato inferior = 0) e os outros estratos
de cada variavel estudada para os polimorfismos da IL-6
e TNE sendo IL-6 (GG =0e GCe CC =1), TNF (GA e
AA =0e GG = 1) e quando analisados os genes conjunta-
mente (GG para IL-6 e GA e AA para TNF = 0 e as demais
combinagdes = 1). As diferencas foram observadas através
do teste de Mantel-Hanzel. Utilizou-se o intervalo de con-
fianca de 95%. Os dados foram analisados pelo programa
estatistico Stata, versdo 7.0.

REsuLTADOS

A Tabela 1 apresenta a caracterizagdo da amostra por meio
do perfil etario, antropométrico e de varidveis representa-
tivas do metabolismo glicémico das mulheres idosas que
participaram do estudo.

Tabela 1 - Caracteristicas de base da amostra

Variavel Média + Desvio-padrao
n (idosas) 285

Idade (anos) 67,8+6,1

Peso (kg) 93,9+ 10,8
Estatura (m) 1,52 +0,10

IMC (kg/m?) 27,5+4,3

[Co (m) 1,29 +0,10
Glicemia (mg.dL?) 106,3 + 29,4
Intolerancia a glicose (%) 27,6

Diabetes (%) 16,8

IMC, indice de massa corporal; ICo, indice de conicidade.

Considerando o valor médio exibido pelas variaveis
idade, IMC e ICo, decidiu-se pela dicotomiza¢do da amos-
tra (idade < 65 anos ou > 65 anos, IMC < 27 kg/m* ou
> 27 kg/m?, indice de conicidade < 1,25 ou > 1,25) para
as andlises subsequentes. Assim sendo, as estatisticas que
comparam a prevaléncia de intolerancia a glicose e do dia-
betes tipo 2 entre os grupos da amostra sdo apresentadas
na Tabela 2. Nesta andlise, idade e ICo néo apresentaram
valor preditivo para intolerancia a glicose ou diabetes. En-
tretanto, o grupo de idosas portadoras de IMC > 27 kg/m”
apresentou 1,71 e 2,82 vezes mais chances de apresentar
intolerancia a glicose e diabetes, respectivamente.

Quando analisadas as razdes de prevaléncia para in-
tolerancia a glicose e o diabetes, conforme variantes dos
genes IL-6 e TNF-q, e ajustadas para IMC, idade e ICo,
percebe-se que nenhum gendtipo de IL-6 se mostrou per se
como fator de risco ou protecdo para desregulacio gli-

cémica (Tabela 3). Por outro lado, portadores do alelo
A de TNF-a apresentaram 2,06 e 5,58 vezes mais chance
de apresentar intolerdncia a glicose e diabetes, respecti-
vamente, quando comparados com homozigotos GG no
estrato de pessoas com IMC < 27 kg/m”* (Tabela 4).

Tabela 2 — Razdes de prevaléncia para intolerancia a glicose
e do diabetes tipo 2 entre mulheres idosas estratificadas
por IMC, idade e ICo

Razio de prevaléncia (IC 95%)

Intolerancia a
glicose

1,71 (1,14-2,56) * 2,82 (1,50-5,30) *
ldade (> 65 anos) 1,05(0,70-1,59) 1,30(0,71-2,37)
ICo (> 1,25) 1,26 (0,84-1,89) 1,03 (0,61-1,76)

IMC, indice de massa corporal; ICo, indice de conicidade;
IC, intervalo de confianga; * p < 0,05 comparado ao grupo com
IMC < 27 kg/m?.

Variavel
(numerador)

IMC (> 27 kg/m?)

Diabetes

Tabela 3 — Razdes de prevaléncia para intolerancia a glicose
e do diabetes tipo 2 entre mulheres idosas dicotomizadas
pelo polimorfismo -174 G > C de IL-6 em cada faixa etaria
e antropométrica eleita para estudo

Razao de prevaléncia (IC 95%)

Intolerancia

Estrato

a glicose

Diabetes

IMC < 27 kg/m?2
IMC > 27 kg/m?
|dade < 65 anos
|dade > 65 anos
ICo< 1,25
ICo> 1,25

1,17 (0,59-2,34)
0,71 (0,43-1,19)
0,64 (0,29-1,39)
0,93 (0,58-1,50)
0,86 (0,42-1,80)
0,81(0,49-1,31)

1,33(0,43-4,13)
0,64 (0,32-1,24)
0,49 (0,14-1,66)
0,86 (0,45-1,65)
0,97 (0,40-2,38)
0,62 (0,29-1,31)

IMC, indice de massa corporal; ICo, indice de conicidade;

IC, intervalo de confianga; nenhuma significancia estatistica quando

homozigotos GG sdo comparados aos portadores do alelo C.

Tabela 4 — Razdes de prevaléncia para intolerancia a glicose
e do diabetes tipo 2 entre mulheres idosas dicotomizadas
pelo polimorfismo -308 G > A de TNF-o. em cada faixa

etéria e antropométrica eleita para estudo

Estrato

Razao de prevaléncia (IC 95%)

Intolerancia
a glicose

Diabetes

IMC < 27 kg/m?2
IMC > 27 kg/m?
|dade < 65 anos
|dade > 65 anos
ICo< 1,25
ICo> 1,25

2,06 (1,03-4,17)*
0,72 (0,37-1,42)
1,98 (0,96-4,07)
0,84 (0,45-1,55)
0,62 (0,21-1,85)
1,37 (0,82-2,29)

5,58 (1,86-16,74)*

)
0,57 (0,22-1,49)
1,87 (0,58-6,00)
1,05 (0,50-2,22)
0,59 (0,15-2,36)
1,70 (0,84-3,46)

IMC, indice de massa corporal;
IC, intervalo de confianca; * p < 0,05 quando portadores do alelo A

sdo comparados aos do gendtipo GG.

ICo, indice de conicidade;
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Discussio

No presente estudo, a constatacdo de intolerancia a glicose
e do diabetes ocorreu em 27,6 e 16,8% de todos os casos
investigados, respectivamente. Verificou-se também que a
prevaléncia de intolerancia a glicose e do diabetes nao di-
feriu entre os estratos criados conforme idade, indice de
conicidade ou genoétipos de IL-6 ou TNF-a. Todavia, dife-
riu entre estratos de IMC (p = 0,031), tendo a prevaléncia
de intolerancia a glicose e do diabetes sido significativa-
mente maior no estrato superior a 27 kg/m”. As anélises
subsequentes foram ajustadas para dirimir a influéncia
da variavel IMC, tendo sido observado que as prevalén-
cias de intolerancia a glicose ou do diabetes ndo variaram
significativamente conforme categoria genotipica de IL-6.
Andlise semelhante realizada para categorias genotipicas
de TNF-a revelou resultado diferente, marcado pelo fato
de as portadoras do alelo A de TNF-a terem mais chance
de apresentar intolerancia a glicose e diabetes. No entanto,
esse achado foi observado tao-somente no estrato posicio-
nado abaixo do limiar de estratificagdo estabelecido para
o estudo (IMC < 27 kg/m?). Esse resultado provavelmente
decorre do efeito de a adiposidade excessiva exceder o de
um gene isolado na fisiopatologia da resisténcia a insuli-
na, mascarando a contribuicio do alelo A de TNF-a sobre
os distarbios glicémicos entre individuos com sobrepeso,
e tornando-a evidente apenas em estratos de composi¢do
corporal tendente a eutrofia®.

Todavia, ndo se pode negar a hipdtese de o alelo A de
TNF-a ser um fator de explicagdo nos casos de resisténcia a
insulina e diabetes. Nesse sentido, Gonzalez-Sanches et al. 7,
em um estudo epidemioldgico de base populacional, anali-
saram a intera¢do entre dois genes e alguns fatores de risco
cardiovasculares e distrbios bioquimicos em mais de 800
pacientes caucasianos, com idade entre 35 e 74 anos, e ve-
rificaram que o polimorfismo -308 do gene TNF-a pode
estar relacionado com maior prevaléncia de resisténcia a
insulina e a incidéncia de casos de diabetes mellitus tipo 2,
independentemente da resisténcia a insulina, do IMC e da
relagdo cintura-quadril.

Nicaud et al.'* estudaram o papel do polimorfismo
-308 A/G do gene TNF-a na resisténcia a insulina e verifica-
ram a associa¢do ao alelo A com o diabetes tipo 2. Estudos
sugerem que o SNP -308 A/G do gene TNF-a relaciona-
se com o nivel sérico do respectivo mediador pelo fato de o
alelo A parecer predisponente a exibir maiores niveis trans-
cricionais do gene, produzindo concentragdes séricas au-
mentadas em comparag¢do com portadores de o alelo G'**.
Em conformidade com as evidéncias de que diferentes fato-
res de risco cardiovascular (incluindo hipertensao arterial
sistémica, dislipidemias e resisténcia a insulina) sdo inten-
sificados pelos niveis circulantes de TNF-a independente-
mente do género ou estrato etario em estudo® %, o alelo A
tem se mostrado mais frequente entre os portadores dos
principais distirbios metabdlicos comuns ao idoso'>'¢*.

A literatura reporta que TNF-a apresenta papel im-
portante na resisténcia a insulina, interferindo na via de
sinalizagdo da insulina’?. O mecanismo de indugdo da
resisténcia a insulina por essa citocina provavelmente de-
corre do fato de TNF-a induzir a fosforilagdo do substrato
do receptor de insulina 1 (IRS-1), o que diminui sua afi-
nidade ao receptor de insulina, atenuando a transmissao
do sinal por comprometer a fosforilagio em tirosina do
proprio receptor®?. Uma limita¢do do presente estudo
consistiu na impossibilidade de se aferir niveis circulantes
dos mediadores inflamatdrios estudados. Ademais, a rea-
lizagdo deste estudo com casuistica composta por mulhe-
res idosas implica cautela na extrapolagdo dos resultados
apresentados para outro género ou segmento etério.

Em sintese, analise ndo ajustada para gendtipos reve-
lou que idosas com IMC elevado apresentaram risco 1,71
e 2,82 vezes maior para intolerancia a glicose e o diabetes,
respectivamente, enquanto faixa etaria e indice de coni-
cidade ndo apresentaram qualquer valor preditivo. Para
além dessa associagdo, os resultados do presente artigo
sugerem que a presenca do alelo A do SNP -308 G > A de
TNF-a per se predispde a ocorréncia dos distarbios glicé-
micos de modo sensivel ao contexto, tendo em vista que
os fendtipos da intoleréncia a glicose e do diabetes tipo 2
ndo se mostraram influenciar por quaisquer dos genoti-
pos em estudo entre portadores de IMC compativel com
obesidade.
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