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Resumo


Introdução: A Diabetes mellitus tipo 2 (DT2) é uma doença de caráter epidémico. Na 
Europa, em 2021, existiam aproximadamente 61 milhões de pessoas com esta patologia. A 
doença geralmente acarreta complicações microvasculares e macrovasculares sendo a 
doença cardiovascular a principal causa de mortalidade. Estas complicações evoluem de 
forma silenciosa e muitas vezes já estão  instaladas aquando do diagnóstico da DT2, pelo 
que um diagnóstico precoce é essencial. Neste âmbito, as tecnologias emergentes na área 
da metabolómica poderão contribuir para identificar novos biomarcadores da doença. 

Objetivos: Este trabalho tem como principal objetivo a análise de estudos de metabolómica 
em DT2 com o intuito de sistematizar os biomarcadores da doença e de risco para 
desenvolver complicações associadas à DT2.

Métodos: Este estudo é de caráter secundário, de recuperação e análise da literatura. A 
pesquisa ocorreu de novembro de 2020 a fevereiro de 2021 na MEDLINE e EMBASE. Após 
a análise dos artigos e da recolha dos dados procedeu-se à meta-análise. O effect size 
considerado para a construção dos forest plots foi o Odds Ratio e respetivos intervalos de 
confiança a 95%. O modelo de efeito aleatório aplicado à construção dos forest plots teve 

por base a estatística I2 e  o  teste do Qui-quadrado (𝜒2).


Resultados: As concentrações dos metabolitos valina, isoleucina, leucina, tirosina, 
fenilalanina, glicina e glicerol encontram-se aumentadas sugerindo um risco mais elevado de 
desenvolver a doença. Por sua vez, a alanina e a lisina apresentam valores mais baixos e 
parecem representar um fator protetor. Na DT2 associada a complicações todos os 
metabolitos estudados mostraram alterações semelhantes aos encontrados para a doença  
sem complicações exceto a tirosina que se encontra diminuída. 

Estes resultados foram significativos para alanina, glicina e leucina (p<0.001) na DT2.

Conclusões: Os resultados obtidos apontam para que a leucina, glicina e alanina possam 
ser considerados como eventuais biomarcadores da DT2. Contudo, outros estudos primários 
são necessários para aumentar os conhecimentos nesta área. 


Palavras - chave


Diabetes Mellitus tipo 2, Metabolómica, Biomarcadores, Meta-análise 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Abstract


Introduction:Type 2 diabetes mellitus (T2D) is an epidemic disease. In Europe, in 2021, 
there were approximately 61 million people with this pathology. The disease usually causes 
microvascular and macrovascular complications, with cardiovascular disease being the main 
cause of mortality. These complications evolve silently and are often already installed when 
T2D is diagnosed, so an early diagnosis is essential. In this context, emerging technologies 
in the field of metabolomics may help to identify new biomarkers of the disease.

Objectives:The main objective of this work is the analysis of metabolomics studies in T2D in 
order to systematize the disease and risk biomarkers for developing complications 
associated with T2D.

Methods: This study is of a secondary nature, retrieving and analyzing the literature. The 
survey took place from November 2020 to February 2021 on MEDLINE and EMBASE. After 
analyzing the articles and collecting the data, the meta-analysis was carried out. The effect 
size considered for the construction of the forest plots was the Odds Ratio and respective 
95% confidence intervals. The random effect model applied to the construction of the forest 

plots was based on the I2 statistic and the Chi-square test (𝜒2).


Results: The concentrations of the metabolites valine, isoleucine, leucine, tyrosine, 
phenylalanine, glycine and glycerol are increased, suggesting a higher risk of developing the 
disease. In turn, alanine and lysine have lower values and seem to represent a protective 
factor.In T2D associated with complications, all metabolites studied showed changes similar 
to those found for uncomplicated disease, except for tyrosine, which is decreased.

These results were significant for alanine, glycine and leucine (p<0.001) in DT2.

Conclusions: The results obtained indicate that leucine, glycine and alanine can be 
considered as possible biomarkers of T2D. However, other primary studies are needed to 
increase knowledge in this area.


Key words


Type 2 diabetes mellitus, Metabolomics, Biomarkers, Meta-analysis
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1.Introdução


Este capítulo inicia-se com uma breve alusão à pertinência do estudo onde é 
ressaltada a problemática da DT2 e do seu impacto na saúde global, a importância de um 
diagnóstico precoce e a mais valia que técnicas metabolómicas apresentam neste campo. 
Depois segue-se a revisão sistemática e meta-análise de forma a elucidar quais as suas 
finalidades, por fim, são referidos os objetivos, geral e específicos, a que se propõe esta 
investigação.


1.1. Pertinência do Estudo


A diabetes é uma doença metabólica, crónica e epidémica. A International Diabetes 
Federation (IDF), no seu atlas de 2021, refere que mundialmente 1 em cada 10 adultos tem 
diabetes.1 Da totalidade dos caso de diabetes, mais de 95% correspondem à diabetes tipo 2 
(DT2).2

	 A DT2 é uma patologia progressiva associada, em grande parte, ao estilo de vida 
moderno e à dieta.3 Como é uma doença dinâmica, os doentes desenvolvem complicações 

macro e microvasculares carecendo de tratamento e acompanhamento.4


	 Geralmente, o diagnóstico da DT2 é tardio apresentando já o doente complicações 

associadas.3 Por esta razão, a DT2 tem um grande impacto não só na saúde dos doentes 
mas também representa elevados custos económicos para o sector da saúde;5 sendo 
essencial um diagnóstico precoce.

	 A metabolómica, bem como as outras ómicas (genómica, transcriptómica, proteómica, e 
lipidómica), tem permitido o estudo dos componentes das células, dos tecidos e a 
identificação de moléculas associadas ao desenvolvimento desta patologia. Os avanços 
conseguidos nestas áreas fornecem não só um melhor entendimento ao nível dos 
mecanismos que estão envolvidos na etiologia da DT2, mas também a possibilidade de 
identificar biomarcadores da doença, e compreender as vias metabólicas comprometidas.3,6

Apesar das várias estratégias implementadas para a prevenção desta patologia, a sua 
prevalência continua a aumentar,3 tornando-se necessário encontrar novas abordagens de 
intervenção.
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1.2. Revisão sistemática e meta-análise


	 A revisão sistemática surge na década de 1990 pela necessidade de assegurar que as 
decisões tomadas sobre a vida das pessoas, nomeadamente na área da saúde, eram 
baseadas na compreensão atualizada e completa das evidências relevantes sobre 
determinada pesquisa.7

	 Até então, estas decisões eram baseadas em revisões narrativas. As revisões 
narrativas combinam os dados de vários estudos que são selecionados e analisados por um 
especialista da área que resume os resultados e emite uma conclusão. Porém, todo o 
processo é subjetivo, dependendo do que o especialista acha ou não relevante para a 
pesquisa. Outra limitação que a narrativa descritiva apresenta é que se torna menos 
profícua à medida que novos dados surgem.7 Por outro lado, a revisão sistemática obedece 
a uma metodologia estruturada, transparente e replicável. A questão de investigação é 
estabelecida à priori bem como os objetivos da revisão e quais os estudos elegíveis para 
inclusão. Os métodos aplicados são explícitos e sistemáticos com o intuito de minimizar o 
viés, a fim de alcançar resultados mais confiáveis. Ainda assim, existe alguma subjetividade 
tanto nos critérios definidos para inclusão ou exclusão dos estudos como nas conclusões 
extraídas na meta-análise, no entanto, todo o processo é devidamente documentado e 
transparente. 

	 A meta-análise tem como finalidade sintetizar as estatísticas dos resultados 
provenientes de uma série de estudos. No entanto, a síntese só é válida se a seleção dos 
estudos decorrer de forma sistemática.8 Desta forma faz todo o sentido que a meta-análise 
decorra após uma revisão sistemática.


1.3. Objetivos 


Esta investigação tem como objetivo geral analisar os resultados de estudos de 
metabolómica em indivíduos com diabetes tipo 2 e sistematizar os biomarcadores da 
doença. Os objetivos específicos: 


a) Sistematizar os metabolitos alterados na DT2;

b) Sistematizar metabolitos de risco para o desenvolvimento de complicações 

associadas à DT2;

c) Identificar possíveis biomarcadores da DT2 e complicações tardias da doença.


Para a identificação destes biomarcadores recorreu-se a uma revisão sistemática e meta-
análise.
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2. Enquadramento Teórico


	 Este capítulo tem início com uma visão geral sobre a epidemiologia da diabetes. 
Posteriormente descreve-se em traços gerais a DT2 e o impacto que tem na vida dos 
doentes; fatores de risco associados e a fisiopatologia da doença. É descrito a célula beta 
pancreática e a sua disfunção, assim com a resistência à insulina. Seguidamente aborda-se 
o diagnóstico da DT2 e as complicações tardias desta patologia. Por fim, com recurso à 
metabolómica, referem-se as necessidades de novos biomarcadores para o diagnóstico da 
DT2, mencionam-se as estratégias target e untarget bem como os métodos analíticos de 
espectrometria de massa e ressonância magnética nuclear citando algumas vantagens e 
limitações destas metodologias.


2.1. Epidemiologia


	 A diabetes é considerada atualmente como um problema de saúde pública e de 
proporções epidémicas. Segundo a IDF, em 2021, 537 milhões de indivíduos com idades 
entre os 20 e 79 anos vivem com diabetes. Na Europa, estima-se que 61 milhões de 
pessoas tenha diabetes (Figura 1) e é expectável que este número aumente 13% (para 69 
milhões) até 20451,4

Portugal é um dos países da Europa com maior prevalência de diabetes com cerca de 
13,6% da população afetada, entre os 20 e os 79 anos, segundo os últimos dados 
publicados pelo Observatório Nacional da Diabetes.9,10

	 A tendência ascendente da diabetes tipo 2 está intrinsecamente relacionada sobretudo  
com o aumento da obesidade, resultante de uma alimentação pouco saudável e de  
sedentarismo.11
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2.2. A Diabetes


	 A Diabetes mellitus tipo 2 é uma doença metabólica, crónica, que é caracterizada por 
níveis elevados de glucose no sangue (hiperglicemia) devido à  deficiência relativa de 
insulina causada pela disfunção das células β pancreáticas e resistência à insulina das 
células alvo.13

	 De todos os tipos de diabetes, a DT2 é a mais comum. 2,12,13 A sintomatologia desta 
patologia é similar à Diabetes tipo 1 (são exemplos: poliúria, polidipsia, polifagia, fadiga, 

perda de peso, visão turva, cicatrização lenta) mas apresentada de forma mais ligeira.2 Por 

esta razão, muitas vezes passa despercebida na sua fase inicial sendo diagnosticada num 
estadio mais avançado.14

	 Estes doentes têm um risco aumentado de desenvolver complicações macrovasculares, 
como a doença cardiovascular (DCV), principal causa de morbidade e mortalidade 
associada à DT213 e complicações microvasculares, como nefropatia, neuropatia e 
retinopatia,14

	 Desta forma, os indivíduos com DT2 necessitam de um acompanhamento adequado e 
intensivo de forma a controlar a progressão da doença e das suas complicações.

	 Salienta-se que o tratamento das comorbidades representa uma importante fração dos 
custos no sector da saúde.15 Por este motivo, é de grande interesse a prevenção, o 
tratamento e a monitorização adequada dos doentes, de forma a controlar a progressão e o 
agravamento do estado de saúde. Uma vez que se trata de uma patologia dinâmica que 
evolui ao longo dos anos e de forma diferente de individuo para individuo 15,14 a intervenção 
personalizada é crucial. 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Figura 1. Diabetes no mundo em 2021.  Imagem adaptada de IDF Diabetes Atlas.3



2.3. Fatores de risco para a DT2


	 Os promotores de risco advêm de uma complexa interação entre fatores genéticos, 
metabólicos e ambientais.18 

	 A natureza poligénica da DT2 está evidenciada em vários “Genome-wide association 
study” (GWAS), que demonstram que o risco aumentado de desenvolver a doença está 
maioritariamente relacionado com perturbações na secreção de insulina e que apenas uma 
pequena minoria com a resistência da mesma.16 Foram também identificados, por Dimas et 
al. padrões distintos de resistência à insulina confirmando a elevada complexidade 
poligénica.17 

	 O sedentarismo bem como a obesidade, geralmente associada a anomalias 
metabólicas que levam à resistência à insulina, são outros dois fatores de risco 
importantes.11

	 Apesar dos fatores de risco não modificáveis, como a predisposição genética, etnia e 
história familiar, contribuirem para uma forte predisposição para desenvolver a doença, 
vários estudos epidemiológicos indicam que é possível prevenir, ou retardar o seu 
aparecimento, através de alterações dos fatores de risco modificáveis nomeadamente as 
escolhas alimentares saudáveis, atividade física e peso, vistos hoje em dia como os 

principais agentes de risco. 18,19


2.4. Fisiopatologia


	 A DT2 surge de um desequilíbrio no metabolismo da glucose. Sendo este metabolismo  
normalmente regulado por um mecanismo de feedback entre as células β dos ilhéus 
pancreáticos e os tecidos alvo à insulina.20 Estes tecidos influenciam a produção de insulina 
pelas células β pancreáticas. A estimulação das células β leva à produção de insulina que 
medeia a captação de glucose, aminoácidos e ácidos gordos pelos tecidos sensíveis à 
insulina. Por sua vez, estes tecidos fornecem informação às células β sobre as suas 
necessidades de insulina.21 

	 Quando há resistência à insulina, habitual em pessoas com obesidade, os níveis de 
produção de glucose no fígado aumentam enquanto que os níveis de captação da mesma 
molécula pelo músculo, fígado e tecido adiposo diminuem. Por outro lado, a disfunção das 
células β leva à diminuição da sua atividade traduzindo-se na diminuição da libertação de 
insulina. 

	 Qualquer um destes cenários pode ocorrer na patogénese da DT2. Contudo, quando 
estas condições se manifestam conjuntamente, a hiperglicemia é mais acentuada 
correspondendo geralmente a uma fase mais avançada da doença.20-22
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	 2.4.1 A Célula β


	 As células β tem como função primordial a síntese de insulina, que, na sua forma mais 
imatura é designada de pré-pró-insulina.22 Mais tarde, no processo de maturação, auxiliada 
por várias proteínas do retículo endoplasmático (RE), esta sofre uma alteração 
conformacional dando origem à pró-insulina.22,23 A pró-insulina é translocada para o 
aparelho de Golgi onde vesículas secretoras imaturas clivam a pró-insulina em péptido-C e 
insulina. Esta fica armazenada em grânulos até ser necessária a sua libertação, geralmente 
estimulada pelo aumento da concentração de glucose circulante.

	 Quando se verifica um aumento da glicemia, esta é absorvida pelas células β por 
intermédio de uma proteína transmembranar que facilita o transporte de - 2 (GLUT2).24 Após 
a entrada da glucose na célula, o catabolismo da glucose é iniciado levando ao aumento da 
relação ATP/ADP no interior da célula. Este aumento leva ao fecho de canais de potássio 
ATP-dependentes na membrana plasmática. Consequentemente ocorre a despolarização da 
membrana e abertura dos canais de Ca2+ dependentes de voltagem levando à entrada deste 
ião na célula. O aumento da concentração de Ca2+ intracelular, desencadeia a fusão dos 
grânulos secretores que contêm insulina com a membrana plasmática, levando à sua 
libertação.25

	 Os sinais de Ca2+ intracelulares podem ser amplificados por diversos mecanismos 
incluindo moléculas mensageiras geradas a partir do  metabolismo de nutrientes. 

A libertação de insulina pode ser estimulada não só pelo aumento das concentrações de 
Ca2+ intracelular mas também pelo cAMP.25,26 Existem evidências que o cAMP promove a  
mobilização de vesículas secretoras que contêm insulina através do consumo de Ca2+ 

intracelular.26 Existem outras proteínas transmembranares que contribuem para a 
mobilização do Ca2+ como P2X, P2Y, SERCA e RYR.27,28


	 2.4.2. Disfunção da Célula β


	 A disfunção das células β na DT2 assenta numa complexa interação entre o ambiente e 
diferentes vias de sinalização da célula.29

À semelhança do que ocorre na obesidade, um aporte calórico excessivo condiciona o 
aparecimento de hiperglicemia e hiperlipidemia, favorecendo a resistência à insulina e à 
inflamação crónica.30 

	 Estes fatores colocam as células β sob situações de stress inflamatório, oxidativo e 
metabólico. O stress do RE é o principal responsável pela morte das células β 
pancreáticas.30

	 O excesso de ácidos gordos livres leva à disfunção das células β pela ativação da via 
de sinalização UPR (unfolded protein response).31 A ativação  desta via pode ser feita de 
várias formas quer pela inibição da SERCA (sarco/endoplasmic reticulum Ca2+ - ATPase), 
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que tem por função o transporte de Ca2+ do citosol para o retículo sarcoplasmático, stress do 
RE ou pela ativação de recetores IP3.23

	 Por outro lado, a glucotoxicidade estimula a produção de pró-insulina e amilina ou 
polipéptidos ilhota amilóide (IAPP) nas células β resultando numa acumulação de insulina e 
amilina mal dobradas conjuntamente com o aumento de espécies reativas de oxigénio.23 

Estes eventos levam à alteração da mobilização normal do Ca2+ no RE, estimulam sinais 
que favorecem a apoptose, degradação de mRNA de pró-insulina e estimulam a libertação 
da (IL)-1 β que atrai macrófagos e aumenta a inflamação no local.32

	 Alterações nos processos de síntese dos percursores de insulina ou da própria 
hormona, assim como alterações na sua secreção, podem levar à disfunção secretora da 
insulina, a causa mais frequente da disfunção das células β na DT2.33


	 Como mencionado anteriormente, a secreção de insulina deve ser regulada com rigor 
para atender com precisão à demanda metabólica. Por essa razão, a integridade das ilhotas 
deve ser conservada para permitir que as células β respondam às necessidades 
metabólicas.33


2.4.3. Resistência à insulina


	 O corpo humano necessita constantemente de energia para o seu correto 
funcionamento, a qual advém da dieta que é essencialmente uma mistura de nutrientes 
ingeridos de forma pontual. Existem mecanismos de transporte, utilização e armazenamento 
quer de glícidos quer de lípidos para que a fonte de energia seja constante e não apenas 
dependente da ingestão da refeição.34

	 A maioria dos tecidos tem a habilidade de alternar a sua fonte de energia entre o estado 
de jejum (lípidos) e pós-prandial (glícidos), regulada pelo glucagon e pela insulina, 
respetivamente.34,35 A resistência à insulina é o traço principal da DT2 e precede o 
desenvolvimento clínico da doença entre uma a duas décadas.36

	 Existem três classes de resistência à insulina ou deficiência de insulina: (1) diminuição 
da produção de insulina no pâncreas, (2) presença de antagonistas de insulina no plasma, 
devido a hormonas contra-regulatórias ou a substâncias não hormonais que afetam os 
recetores de insulina, ou modificam a eficácia da sinalização da insulina; (3) deficiente 
resposta do tecido alvo36 ao não responder à ação da insulina como resultado de anomalias 
nos recetores de insulina ou nos sistemas efetores. Esta última causa de resistência à 
insulina é a mais comum nos indivíduos com DT2.37

	 A ação da insulina é influenciada pela interação com outras moléculas, como hormonas 
de crescimento (GH, do inglês growth hormone ) ou fator de crescimento semelhante à 
insulina tipo 1 (IGF-1, Insulin-like growth factor 1)  no estado pós-prandial e glucagon, 
glucocorticoides e catecolaminas no estado de jejum, de modo a prevenir hipoglicemia 
induzida pela insulina.38 A relação proporcional insulina/glucagon tem um papel importante 
uma vez que determina o grau relativo de fosforilação de enzimas a jusante nas vias de 
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sinalização reguladoras. Os glucocorticoides promovem o catabolismo muscular, a 
gliconeogénese e a lipólise ao passo que as catecolaminas promovem a lipólise e a 
glicogenólise. Apesar da secreção descontrolada destas hormonas poder contribuir para a 
resistência à insulina, não é a responsável pela maioria dos estados de resistência à 
insulina.38


2.5. Complicações associadas à DT2


	 De acordo com a literatura, podemos dividir as complicações da diabetes tipo 2 entre 
complicações agudas e complicações tardias. 

Entre as complicações agudas encontram-se a cetoacidose diabética, hipoglicemia e 
síndrome hiperosmolar, enquanto as complicações tardias da diabetes dividem-se em: 
macrovasculares, (em que há afeção de grandes territórios vasculares como as artérias 
cerebrais, miocárdicas e dos membros inferiores) e microvasculares (retinopatia, nefropatia 
e neuropatia diabéticas).

As complicações tardias mais prevalentes incluem a doença cardiovascular, acidentes 
vasculares-cerebrais, doença arterial periférica, retinopatia diabética, neuropatia diabética, 
neoplasias, entre outras.39 Entre elas, a doença cardiovascular é sem dúvida a mais 
relevante, nomeadamente a doença arterial coronária, pois não só atinge 55% destes 
doentes, como é a principal causa de morte nesta população.40

	 Os mecanismos fisiopatológicos das complicações da DT2 são complexos e 
multifatoriais mas é provável que na sua origem estejam alterações micro ou 
macrovasculares, causadas por resistência à insulina, adiposidade visceral e aumento da 
inflamação. Estas alterações por sua vez causam disfunção endotelial, alteração das 
lipoproteínas e da cascata da coagulação que, isoladamente ou quase sempre associadas, 
levam ao desenvolvimento da placa aterosclerótica - lesão vascular que está na origem de 
eventos trombo-embólicos característicos da DT2.41,42

	 A prevenção e o tratamento das complicações da DT2 passam pelo controlo 
farmacológico da hiperglicémia, hipertensão arterial e dislipidémia. Não menos importantes, 
as alterações do estilo de vida têm igualmente um papel fundamental no controlo das 
complicações da diabetes, entre elas a promoção de uma dieta saudável, exercício físico e 
cessação tabágica.43
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2.6. Diagnóstico 


	 Em Portugal o diagnóstico para a diabetes rege-se pela norma 002/2011 da Direção 
Geral de Saúde e é feito com base nos seguintes parâmetros e valores para plasma venoso 
na população geral: glicemia de jejum ≥ 126 mg/dl (ou ≥ 7,0 mmol/l); ou sintomas clássicos + 
glicemia ocasional ≥ 200 mg/dl (ou ≥ 11,1 mmol/l); ou glicemia ≥ 200 mg/dl (ou ≥ 11,1 mmol/
l) às 2 horas, na prova de tolerância à glicose oral (PTGO) com 75g de glicose; ou 
hemoglobina glicada A1c (HbA1c) ≥ 6,5%.44 A HbA1c informa sobre os níveis de glicose dois 
a três meses antes do teste, informando de um valor médio em vez de um valor num 
determinado momento sendo uma das mais valias do teste.14,45

	 Apesar de tudo, estes testes apresentam algumas desvantagens ou porque são 
inconvenientes para o doente, como é o caso do teste da medição da concentração da 
glicose em jejum, ou porque não estão indicados em alguns quadros clínicos, como é o caso 
do teste da HbA1c em doentes com insuficiência renal, em tratamento para HIV, doenças que 
afetam os eritrócitos ou o diagnóstico para a diabetes gestacional; que podem levar a 
leituras incorretas, sendo controversa a relevância do teste. Os teste são aplicados em 
doentes sintomáticos ou assintomáticos que tenham sido identificados como de risco. No 
entanto, aproximadamente 40% dos casos de DT2 não chegam a ser diagnosticados. 10,45


2.7. Os novos biomarcadores para a DT2


	 A elevada prevalência da diabetes tipo 2 e das suas complicações, nomeadamente a 
DCV,  têm um grande impacto na saúde global.41,42 Apesar das estratégias eficazes na 
prevenção e tratamento da doença, não se verificam grandes avanços no diagnóstico 
precoce, nem no tratamento e controlo global da DT2.43 É imperativo que haja uma melhor 
compreensão sobre os distúrbios metabólicos que levam a esta doença.43 Como a DT2 se 
desenvolve muito antes de ser passível de ser detetada pelos testes convencionais, a 
metabolómica assume um papel preponderante no diagnóstico precoce, pois consegue 
identificar metabolitos circulantes associados à DT2 mais de uma década antes da 
manifestação da doença. Estes metabolitos funcionam como biomarcadores preditivos da 
DT2 aumentando a eficácia no diagnóstico.45 Os biomarcadores podem também fornecer 
informações importantes sobre o prognóstico, progressão ou desenvolvimento de 
complicações, assim como a resposta do organismo à terapêutica aplicada. 

	 Um biomarcador é uma característica mensurável que serve como indicador sobre 
processos fisiológicos, patológicos ou sobre respostas a uma determinada exposição ou 
intervenção.  Existem vários tipos de biomarcadores que são definidos consoante as suas 
aplicações, por exemplo, biomarcadores de diagnóstico, de monitorização, de resposta 
farmacodinâmica, etc. Um biomarcador deve ser passível de medição com precisão, 
confiável e reprodutível.46,47
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2.8. Metabolómica


	 O termo “metaboloma” foi utilizado a primeira vez em 1998 por Steve Oliver et al. em 
Systematic functional analysis of the yeast genome, onde refere a necessidade de medir a 
variação da concentração relativa dos metabolitos como produto da expressão génica. 48

A metabolómica é o estudo quantitativo e em larga escala de pequenas moléculas 
designadas de metabolitos, presentes numa célula, tecido, fluido biológico ou órgão. As 
interações dos metabolitos num sistema biológico constitui o metaboloma. A metabolómica 
tem por objetivo medir as concentrações dos metabolitos presentes numa determinada 
amostra biológica permitindo estudar os processos químicos envolvidos no metabolismo de 
forma sistemática.49 Os metabolitos são moléculas de dimensões reduzidas (50 - 1500 Da), 
como por exemplo, glícidos, aminoácidos, ácidos gordos, etc., que intervêm em processos 
metabólicos ou são o produto desses processos. São ótimos biomarcadores porque 
geralmente o aumento ou o decréscimo da sua concentração relativa pode ser indício da 
presença de um dada patologia. O estudo metabolómico da DT2 é pertinente uma vez que 
esta é uma doença metabólica poligénica que é moldada por fatores modificáveis.

	 No decorrer da última década tem-se verificado um aumento significativo de estudos 
metabolómicos nesta área, recorrendo a estratégias diferentes (target ou untarget) bem 
como o recurso a plataformas analíticas como a espectrometria de massa (MS) acoplada a 
cromatografia líquida (LC) ou gasosa (GC) ou como a ressonância magnética nuclear 
(NMR).59


2.9. Estratégias untarget e target


	 Uma estratégia untarget ou não dirigida, é uma análise global que tem por objetivo 
medir a maior quantidade de metabolitos presentes na amostra e permite a identificação de 
novos compostos. Este tipo de estratégia não pressupõe o conhecimento prévio do 
conteúdo da amostra biológica ou seja, o metaboloma é à partida desconhecido. 

	 A principal vantagem é oferecer uma base imparcial para a análise da relação entre os 
metabolitos detetados pertencentes a diferentes vias metabólicas.50


Contudo, não é possível extrair todas as classes de metabolitos em simultâneo isto porque 
existem vários fatores que afetam a recuperação dos metabolitos como o pH, o solvente, o 
tipo de coluna e a técnica de ionização utilizada.58

	 Para proceder ao estudo metabolómico untarget é essencial ter um sistema analítico 
avançado e automatizado que permita o processamento dos dados obtidos. O sistema de 
tratamento de dados requer uma abordagem computacional que faça a correlação entre os 
dados brutos e o conhecimento biológico de forma significativa. Após a aquisição dos dados, 
é feito o seu upload para um software designado para o efeito, onde os dados são 
convertidos em matrizes para posterior análise estatística.49,40,51
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	 A estratégia target ou dirigida mede as concentrações de um determinado conjunto de 
metabolitos preestabelecidos. O perfil metabolómico obtido advém da identificação e 
quantificação através da comparação do espetro de interesse com uma biblioteca de 
referência de compostos puros.52,53


	 A desvantagem que esta abordagem apresenta é o número reduzido de bibliotecas 
espectrais que permitem fazer a identificação e interpretação dos metabolitos.53


2.10. Métodos analíticos em metabolómica 


	 2.10.1. Espectrometria de massa (MS)


	 A espectrometria de massa permite a identificação e quantificação de analitos com 
elevada resolução e sensibilidade. Genericamente, o processo envolve separação por 
cromatografia, ionização dos analitos e separação por massa.53 

	 A cromatografia é muito útil em amostras pequenas, cujas concentrações dos analitos, 
são à partida, também reduzidas. Esta etapa reduz a supressão de iões, aumentando a 
precisão dos resultados. Na LC a separação dos analitos faz-se através da coluna de 
cromatografia, que possuí uma fase estacionária que abriga inúmeras esferas revestidas 
com diferentes compostos químicos, ao fazer passar a fase móvel, onde os analitos se 
encontram dissolvidos, pela coluna de cromatografia, alguns destes vão interagir com os 
compostos da fase estacionária. 52-54 Esta afinidade entre os analitos e os compostos da 
fase estacionária permite que haja uma separação física. 

	 No caso da CG os analitos são pulverizados numa fase gasosa, móvel, e passam por 
uma camada líquida adequada para moléculas de baixo peso molecular, voláteis e apolares. 
Após a separação dos analitos pela cromatografia estes entram no espectrómetro de massa 
onde ocorre a sua ionização através de electrospray.51 A ionização tem por finalidade 
permitir que os analitos sejam acelerados por imanes em direção a um detetor a uma 
velocidade que é inversamente proporcional à razão massa/carga (m/z). A quantificação 
ocorre no detector através do número de impactos de cada ião.54,55


	 2.10.2. Ressonância magnética nuclear (NMR)


	 A ressonância magnética é a propriedade física exibida pelo núcleo atómico de 
determinados elementos quando submetidos a um forte campo magnético e excitados com 
radiofrequência.

	 A espectrometria por ressonância magnética nuclear baseia-se nesta característica dos 
núcleos atómicos, como é o caso do átomo de hidrogénio (1H), e nas propriedades do 
momento angular para identificar estruturas de compostos moleculares.47,56


	 A NMR tem a vantagem de ser uma metodologia não destrutiva que possibilita a 
identificação de compostos in vivo.57 É a ferramenta mais direta e abrangente para estudar a 
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estrutura química de praticamente todas as moléculas orgânicas ou biológicas e de muitas 
moléculas inorgânicas podendo ser aplicada aos três estado de matéria. Este método é 
eficaz em amostras na ordem de grandeza dos microgramas ou abaixo e permite a 
identificação  estrutural de compostos puros ou em misturas.

	 Para a identificação estrutural de uma molécula são necessários vários ensaios, de 
forma a deduzir a estrutura molecular através das propriedades magnéticas dos núcleos 
atómicos e dos eletrões circundantes. 56,57


	 A limitação que a NMR apresenta tem a ver com os picos gerados que geralmente 
correspondem a uma integração de sinais de vários compostos diferentes pelo que a análise 
estatística dos dados é bastante complexa.58


2.10.3. Vantagens e limitações


	 A adequação do método analítico ao objetivo que se pretende alcançar deve ter em 
consideração alguns aspetos inerentes ao método e à amostra que se quer estudar. A tabela 
abaixo resume alguns das características da MS e NMR.
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Tabela 1. Vantagens e limitações dos métodos de MS e NMR. A tabela resume alguns 

pontos vantajosos de ambos os métodos bem como algumas das principais limitações.58

Método Vantagens Limitações

MS

Alta sensibilidade Amostra exige alguma 
preparação

Elevado número de metabolitos 
detetados Dificuldade em distinguir 

isómeros
Boa para análises target

NMR

Elevada reprodutibilidade Baixa sensibilidade

Amostra exige pouca preparação

Não adequada para análises 
target

Análise direta dos tecidos

Rápida - amostra pode ser analisada 
numa única medição

Não destrutiva

Fornece informação estrutural 
detalhada (multi dimensional) 



3. Materiais e Métodos


	 Este capítulo consiste nos materiais e métodos. Inicia-se com uma breve referência à 
elaboração do protocolo, seguindo-se da descrição dos critérios de inclusão e exclusão que 
contêm: participantes, intervenção, desenho do estudo e outcome. Inclui também uma 
descrição da estratégia de pesquisa onde refere as bases de dados pesquisadas, os termos 
utilizados na pesquisa, do screening inicial dos estudos e faz referência à extração dos 
dados para a revisão sistemática e meta-análise. 


3.1. Protocolo


	 Foi elaborado um protocolo para a revisão sistemática e meta-análise. (ver apêndice I)


3.2. Critérios de inclusão e exclusão


	 O modelo PICO foi adotado para a elaboração da questão de investigação, assumindo-
se da seguinte forma: população (P) indivíduos humanos adultos; intervenção (I) estudos 
com recurso a tecnologias metabolómicas direcionadas à DT2 e às suas complicações; 
comparação (C) comparar indivíduos sem DT2 com DT2 e DT2 com DT2 com complicações 
e outcome (O) metabolitos associados à DT2 ou às complicações da DT2. Partindo da 
estrutura PICO as perguntas de pesquisa são: 

• Quais os metabolitos predominantemente alterados em indivíduos adultos com DT2?

• Quais os metabolitos predominantemente alterados em indivíduos com diabetes tipo 2 

com complicações associadas?


3.2.1. Participantes


	 Foram incluídos estudos cujos participantes fossem homens ou mulheres com idade 
superior a 18 anos.

	 Segundo a OMS a maior taxa de incidência ocorre em indivíduos com idade superior a 
25 anos, no entanto, vários autores alegam que as alterações metabólicas que precedem a 
DT2 ocorrem anos antes do diagnóstico da doença, pelo que se consideraram todos os 
indivíduos maiores de idade.

	 Do ponto de vista da etnia dos participantes não foi colocada nenhuma restrição pelo 
que todos os estudos foram considerados elegíveis sob este ponto de vista.

Foram excluídos estudos realizados em crianças, adolescentes, grávidas ou animais. 
Também foram excluídos estudos em indivíduos com diabetes mellitus tipo 1 ou outro tipo 
de diabetes que não o tipo 2. 
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	 3.2.2. Intervenção


	 Foram incluídos estudos que recorressem a tecnologias metabolómicas,  como é o caso 
da espectrometria de massa, acoplada a cromatografia líquida e/ou gasosa, ou da 
ressonância magnética nuclear; dirigidas à DT2 e à DT2 associada às complicações  tardias 
decorrentes desta patologia. É do interesse deste estudo analisar exclusivamente 
metabolitos identificados pela metabolómica, uma vez que esta tecnologia permite ter uma 
visão abrangente dos componentes da célula e dos tecidos, permitindo estudar vias 
metabólicas/sinalização.

	 Foram considerados os tipos de estudos: cohorts; case-cohort, case-control e clinical-
trials; em relação ao tempo de follow-up não foi considerado nenhuma restrição, pelo que se 
aceitaram quaisquer períodos de follow-up. Em contrapartida, foram rejeitadas revisões, 
comentários, editoriais ou cartas e publicações em duplicado.

	 Foi também equacionado o tipo de amostra utilizada para realizar o estudo 
metabolómico. Como o presente trabalho tem por objetivo identificar biomarcadores para o 
diagnóstico da DT2 e das suas complicações, decidiu-se incluir os estudos realizados em 
amostras de sangue (plasma ou soro) e urina, por serem estes o tipo de amostras mais 
utilizadas e indicadas para o diagnóstico desta patologia. Foram excluídos estudos 
realizados em amostras de líquido cefalorraquidiano (LCR), humor vítreo ou tecidos 
biológicos (biópsia). 


	 3.2.3. Comparação


	 Com o intuito de responder às questões de investigação, foram realizadas duas 
comparações:

a) Indivíduos com diabetes tipo 2 com indivíduos sem diabetes (controlo);

b) Indivíduos com diabetes tipo 2 sem complicações associadas com indivíduos com 

diabetes tipo 2 com complicações associadas.
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	 3.2.4. Outcome


	 O primeiro outcome são os metabolitos associados à DT2 por forma a identificar 
potenciais biomarcadores para o diagnóstico precoce da doença. O segundo outcome 
esperado foram os metabolitos associados às complicações decorrentes da DT2. Com esta 
medida espera-se identificar biomarcadores com valor preditivo para o desenvolvimento ou 
não de complicações.


3.3. Estratégia de pesquisa sistemática


	 3.3.1. Bases de dados pesquisadas


	 Foi efectuada uma revisão sistemática da literatura publicada, nas bases de dados 
b ib l iog rá f i cos e le t rón icas MEDLINE , v ia Pubmed pe lo acesso (h t tps : / /
pubmed.ncbi.nlm.nih.gov) versão 05/2020 (doravante referida como Pubmed), e EMBASE, 
via Ovid; (https://ovidsp.ovid.com) versão 2020, no período decorrido entre novembro de 
2020 a fevereiro de 2021.

	 Como na última década têm surgido vários trabalhos no campo da metabolómica 
aplicada à DT2 (Gráfico 3.1), foi contemplado um período de 10 anos (2010 - 2020) como 
filtro de pesquisa.
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	 3.3.2. Termos de pesquisa


	 De modo a abranger o maior número possível de estudos na área, optou-se por utilizar 
palavras-chave mais gerais como metabolómica, metaboloma e diabetes tipo 2.  Em relação 
à data de publicação dos artigos optou-se por aplicar um filtro temporal de 10 anos (2010 a 
2020) como justificado anteriormente.

	 Aferiram-se os termos de pesquisa para excluir estudos em diabetes tipo 1 ou 
gestacionais. Os resultados finais da pesquisa foram obtidos pela utilização dos seguintes 
termos com as respetivas partículas de articulação: “type 2 diabetes AND ((metabolomic) 
OR (metabolome)) NOT ((type 1 diabetes) OR (gestational diabetes))”

	 Na base de dados Embase foram aplicados os mesmo princípios de pesquisa como 
explicado acima.


	 3.3.3. Screening inicial dos estudos


	 Os títulos e os resumos dos estudos foram lidos e analisados do modo a verificar se 
estavam de acordo com os critérios de inclusão e exclusão estabelecidos. Quando 
necessário, de forma a extrair a informação pretendida, o artigo foi lido na totalidade. Foi 
construído um fluxograma para descrever a informação através das diferentes fases da 
revisão sistemática, onde está demostrado o número de registos identificados, incluídos e 
excluídos (ver secção 4.2 - fluxograma).


3.4. Extração de dados para a revisão sistemática e meta-análise


	 Todos os artigos considerados elegíveis e selecionados para o presente estudo foram 
minuciosamente analisados. Considerou-se fundamental extrair de cada artigo, quando 
possível, os autores, a revista e o ano de publicação, o tipo de estudo efetuado: cohort, 
case-control, randomised controlled trial, etc., as características da população tais como 
etnia, número de participantes (N) e a sua relação com a DT2 (não diabético, diabético ou 
diabético com complicações). Outros aspetos tidos em conta aquando da extração de dados 
foram: a técnica metabolómica utilizada para alcançar os resultados demostrados pelos 
autores, o tipo de amostra biológica sob a qual se fez a investigação, outcome e metabolitos 
encontrados. Em relação aos dados extraídos para a meta-análise consideraram-se os 
valores de odds ratio (OR), p-value e valores médios das concentrações relativas dos 
metabolitos na amostra.

	 Os dados extraídos foram anotados digitalmente numa tabela construída em numbers 
para o efeito (ver apêndice II).

	 Para a meta-análise fez-se uma contagem dos metabolitos anotados e aferiu-se o 
número de vezes mencionados pelos artigos.

Foram considerados para a meta-análise os metabolitos com maior número de referências. 	
	 O cut-off estipulado foi de pelos menos seis referências e que contivessem os dados 
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necessários para a meta-análise. Apesar de alguns metabolitos serem referidos pelos 
artigos várias vezes, nem todos eles apresentavam os elementos necessários para 
prosseguir com a meta-análise.	  	 

	 Depois de encontrados os metabolitos mencionados com maior frequência, foram 
construídas tabelas para cada um deles de forma a resumir a informação  estritamente 
necessária para a meta-análise (ver apêndice III).


3.5. Meta-análise


	 A meta-análise combina os resultados dos diferentes estudos para obter uma estimativa 
global do efeito da intervenção, possibilitando a análise da heterogeneidade. O resultado 
final da meta-análise é sempre uma média ponderada das estimativas da medida de efeito 
dos diferentes estudos, neste caso em particular Odds Ratio. Em meta-análise são usados 
essencialmente dois tipos de modelos de regressão para estimar a medida de efeito 
resumo, o modelo de efeitos fixos e o modelo de efeitos aleatórios. No modelo de efeitos 
fixos assume-se que os estudos são homogéneos, isto é, a variabilidade observada entre os 
resultados dos estudos que compõem a meta-análise é devida apenas à variabilidade 
amostral interna de cada um dos estudos. Por sua vez, o modelo de efeitos aleatórios 
assume que os estudos não são homogéneos, havendo alguma variação entre os estudos 
devido a diferenças entre as respetivas populações e protocolos empregados.

	 O effect size considerado para a construção dos forest plots foi o Odds Ratio e 
respetivos intervalos de confiança a 95%. Uma vez que os dados publicados são 
apresentados de diversas formas, ie, média±desvio-padrão (DP) ou Odds Ratio (OR), os 
effect sizes foram uniformizados todos para OR. Para os artigos que apresentavam 
médias±DP foram obtidos as diferenças médias estandardizadas (DME) e posteriormente 
estes valores foram convertidos em OR usando a equação (1):


    

(1)


A decisão para considerar modelos de efeitos aleatórios ou modelos de efeitos fixos foi feita 
com base na análise da heterogeneidade entre os estudos e será realizada com base na 

estatística I2 e no teste do Qui-quadrado (𝜒2). Valores de I2>50% e valor-p < 0.2 para 𝜒2 

consideram-se modelos de efeitos aleatórios.  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	 Um aspeto que pode comprometer a validade de uma meta-análise é a possibilidade de 
os pressupostos não se verificarem, em virtude de um tipo particular de estudos ser 
sistematicamente excluído de publicação. Estudos com amostras muito pequenas 
apresentam maior probabilidade de viés de publicação, motivo pelo qual alguns autores 
preconizam para que sejam excluídos.

	 O gráfico de funil (funnel plot) é uma ferramenta simples e bastante utilizada para a 
deteção de viés de publicação. Trata-se de um gráfico de dispersão, considerando-se no 
eixo das abcissas as medidas de efeito estimadas para cada um dos estudos que compõem 
a meta-análise, e no eixo das ordenadas o respetivo peso de cada estudo.

	 Quando o gráfico exibe uma disposição assimétrica de pontos, há evidência de que o 
viés de publicação está presente na meta-análise. Na ausência de viés de publicação, a 
disposição dos pontos no gráfico assemelha-se ao formato de uma pirâmide ou funil 
invertido.

	 A meta-análise foi realizada com recurso ao software R (V 4.1.2) e as bibliotecas 
metafor e meta. 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4. Resultados


	 	 Este capitulo começa com uma descrição detalhada do outcome da literatura 
incluindo um fluxograma que evidencia as etapas da pesquisa. As características dos 
estudos tais como o ano de publicação dos artigos selecionados, os tipos de estudos 
incluídos, as características da população, o tipo de amostra biológicas usadas pelos 
autores para realização dos estudos também são referidas.

	 É também providenciada a avaliação da qualidade dos estudos elegíveis assim como o 
outcome. Por fim, a análise qualitativa dos metabolitos predominantemente encontrados nos 
estudos incluídos.


4.1. Outcome da pesquisa sistemática da literatura


	 Concluída a pesquisa, obteve-se um total combinado de 2.481 artigos, dos quais 1.084 
resultaram da pesquisa na PubMed e 1.397 da pesquisa efetuada na Embase.

	 A seleção dos artigos baseou-se em quatro grandes momentos de filtragem dos 
resultados.

Primeiramente fez-se uma avaliação dos títulos de todos os artigos científicos provenientes 
da pesquisa. Nesta etapa foram excluídos todos os artigos cujos títulos não indicavam que o 
propósito do estudo ia ao encontro dos objetivos do presente trabalho. Como produto final 
desta apreciação passaram à fase seguinte 213 artigos provenientes da Pubmed e 74 da 
Embase, por outras palavras foram excluídos, pela apreciação do titulo, 871 artigos da 
Pubmed e 1.323 da Embase.

	 Com o auxilio de um gestor eletrónico de referências bibliográficas (Zotero)  eliminaram-
se os artigos em duplicado. Foram excluídos 34 artigos da Embase pelo que passaram à 
fase seguinte 213 artigos provenientes da Pubmed e 40 da Embase.

	 O terceiro momento de filtragem consistiu na avaliação dos resumos dos 253 artigos 
que passaram a esta fase (213 Pubmed e 40 Embase). Aqui foram avaliados os dados 
fornecidos no resumo pelos autores. Sempre que no resumo foi encontrado algum dado que 
não era compatível com o objetivo deste trabalho ou que mostrasse incompatibilidade com 
os critérios de elegibilidade estabelecidos, o artigo era excluído. Após esta filtragem foram 
excluídos no total 140 artigos (117 Pubmed e 23 Embase) pelo que passaram à fase 
seguinte 96 artigos da Pubmed e 17 da Embase.

	 O último momento de seleção dos artigos científicos baseou-se na sua análise integral. 
Nesta etapa foram aplicados os critérios de inclusão e exclusão previamente estabelecidos.  
Na última triagem foram excluídos no total 67 artigos (51 Pubmed e 16 Embase). Neste 
trabalho foram considerados elegíveis 46 artigos científicos (Figura 2).
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Figura 2. Fluxograma. Esta representação esquematiza a seleção da literatura sobre a 
identificação de metabolitos, através de metabolómica, na DT2. Adaptado do modelo 
PRISMA



4.2. Características dos estudos seleccionados


	 4.2.1. Artigos científicos e tipo de estudos


	 Como evidenciado no gráfico 2, os estudos incluídos para pesquisa dos metabolitos, 
provêm maioritariamente do período entre 2016 a 2020. Em relação ao tipo de estudos 
selecionados para extração de dados, obtiveram-se catorze “cohorts”, vinte e dois “case 
control” e nove “random clinical trial” (RCT) (Gráfico 3).
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Gráfico 3. Distribuição do tipo de estudos selecionado.



	 4.2.2. População dos estudos selecionados


	 A população dos estudos provém de diversos países europeus, asiáticos e americanos 
(EUA).  É importante ter em consideração a origem dos participantes dos estudos uma vez 
que diversos fatores como a dieta, ambiente e estilo de vida são distintos nos diferentes 
países. Estes aspetos têm sido apontados como sendo preponderantes para o 
desenvolvimento da DT2. Na figura 3 estão ilustradas as regiões demográficas de onde 
provêm os participantes dos estudos selecionados, pelo que se pode constatar que a maior 
parte dos estudos são efetuados na população asiática seguindo-se da europeia e por fim 
da americana.


	 4.2.3. Tipos de amostras e abordagem metabolómica


Para a deteção dos metabolitos potencialmente utilizados como biomarcadores da DT2, 
os autores dos estudos utilizaram como amostras biológicas plasma, soro e urina.  A grande 
maioria dos estudos incluídos baseou a sua análise recorrendo a amostras de plasma 
(49%). Em sendo lugar, a amostra biológica mais utilizada foi o soro (40%), seguido-se pela 
urina (9%) e por fim, alguns autores optaram por trabalhar com duas amostras biológicas, no 
caso, plasma e urina (2%) (Figura 4A).


Em relação à estratégia utilizada pelos autores dos artigos verificou-se que a grande 
maioria optou por uma abordagem target, que contempla 56% dos estudos. A abordagem 
untarget representa 40% dos estudos selecionados e 4% dos autores combinou os dois 
tipos de abordagens (Figura 4B). 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Figura 3. Proveniência da população dos estudos incluídos. Número de estudos 

selecionados para análise sistemática baseados em população proveniente da Europa, Ásia 

e América do Norte (EUA). Europa 17, Ásia 22 e EUA 6 estudos. Figura produzida com 

recurso à aplicação “Procreate”.
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	 Quanto às técnicas metabolómicas utilizadas pelos autores dos artigos verificou-se que a 
técnica de cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massa (LC-MS) foi 
amplamente utilizada, correspondendo a 56%. A outra técnica de eleição para os estudos 
dos metabolitos foi a ressonância magnética nuclear (NMR) que corresponde a 16%. Por 
outro lado, 9% dos estudos aplicaram a técnica de espectrometria de massa em tandem 
(MS-MS); a mesma percentagem de artigos (9%) utilizou a técnica de cromatografia gasosa 
acoplada à espectrometria de massa  (GC-MS) para obter os seus resultados. 

	 Em minoria, o recurso à cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massa com 
monitorização de reação múltipla (LC/MS-MRM) correspondendo a 4%, a  utilização de 
ambas as técnicas de LC-MS e GC-MS, também 4% e por fim, 2 % dos artigos combina as 
técnicas de LC-MS com MS-MS (Figura 4C).
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investigação.



4.3. Avaliação da qualidade dos estudos


	 Para aferir a qualidade dos estudos selecionados foram utilizadas as diferentes 
“checklists” disponibilizadas pela CASP (Critical Appraisal Skills Programme).60 As diferentes 
“checklists” foram aplicadas de acordo com o tipo de estudo para o qual estão concebidas.

Nestas "checklists” são apresentadas algumas questões sobre aspetos críticos da 
formulação, seleção e execução dos estudos científicos. Para cada pergunta existem três 
hipóteses de resposta, “sim”, “não sei dizer” e “não”.  O investigador responde a cada uma 
destas perguntas tendo por base a informação disponível no artigo cientifico que está a 
avaliar.

	 Para facilitar o processo de apreciação dos artigos construiu-se, em suporte digital, uma 
matriz de avaliação dos artigos científicos considerados elegíveis. 

	 A matriz de avaliação compreende as perguntas das “checklists” da CASP onde é 
atribuída uma pontuação de 0 a 2 a cada pergunta. Sendo que o 0 corresponde a “não”, o 1 
a “não sei dizer” e o 2 a “sim” (ver apêndice IV). Após responder a todas as questões sobre 
determinado artigo cientifico obteve-se uma cotação final para cada um deles, que 
posteriormente, foi convertida num score de 0 a 5. Com esta medida pretendeu-se 
uniformizar a pontuação dos artigos, uma vez que para cada tipo de estudo o número de 
perguntas varia, não sendo possível fazer uma comparação directa.

	 Dos artigos incluídos, vinte e dois pontuaram o score 5, vinte e um o score 4, um o 
score 3 e apenas um artigo pontuou 1 dado que a seleção dos indivíduos não era clara e 
não foi possível, segundo as regras da CASP, prosseguir com a avaliação (Gráfico 5).
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artigos seleccionados após avaliação pelos critérios CASP 2021.



4.4. Outcome dos estudos elegíveis


	 O outcome de um estudo de investigação prende-se com o objetivo ao qual os 
investigadores se propõem responder. Por exemplo, se o objetivo do estudo é identificar 
metabolitos relacionados com a DT2, o outcome poderá ser há relação ou não há relação 
com a DT2. 

	 Após a análise individual dos artigos incluídos neste trabalho, pode aferir-se o outcome 
de cada um dos estudos. Na grande maioria o outcome foi “está relacionado com DT2 (no 
gráfico 6 representado como T2D) correspondendo a 76% (34 artigos) dos artigos incluídos. 
Apenas 22% (10 artigos) dos artigos tiveram um outcome cujos resultados estavam 
relacionados com DT2 e complicações (T2D + complications). Um dos artigos incluídos, 
correspondendo 2%, apresenta vários outcomes, uns relacionados somente com DT2 e 
outros com DT2 com complicações (no gráfico 6 representado como T2D + T2D w/ 
complications).





4.5. Metabolitos referenciados nos estudos


	 4.5.1. Número de metabolitos referenciados


	 Os metabolitos referenciados pelos autores dos estudos foram contabilizados de forma 
a verificar quais os mais frequentemente encontrados. 

	 Ao todo foram reportados pelos autores dos 45 estudos incluídos 2.514 metabolitos;  
sendo que alguns deles mencionados por vários autores.

	O número de metabolitos encontrados em cada um dos estudos foi variável. Pela análise do 
gráfico 7 verifica-se que o número de metabolitos encontrados nos estudos são muito 
variáveis. Existem estudos que reportam poucos metabolitos, por exemplo, existem 6 
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Gráfico 6. Outcome. Distribuição dos outcomes dos artigos incluídos 

no estudo.



estudos que reportam entre 2 a 5 metabolitos; e outros onde são reportados mais de 
quarenta metabolitos. Pelo gráfico pode observar-se que a maioria dos estudos reporta 
entre 5 a 20 metabolitos.


4.5.2. Análise qualitativa dos metabolitos referenciados


	 Após a contabilização global dos metabolitos, mencionados nos 45 estudos incluídos, 
verificou-se que o metabolito mais referenciado foi a valina, encontrada em 33% dos 
estudos. Por ordem descendente foram identificados a isoleucina e tirosina (29%), leucina 
(27%), fenilalanina (24%), glicina (20%) alanina e lisina (18%), glicerol e glucose (13%), 
glutamina e triptofano (11%), prolina, lactato, ureia e treonina (9%), ornitina, manose, serina, 
citrato, glutamato, metionina e piruvato (8%) (Gráfico 8). Os restantes metabolitos tiveram 
uma expressão entre 4 e 2% o que significa que foram reportados uma ou duas vezes pelos 
autores. 

	 Relativamente aos metabolitos associados às complicações decorrentes da DT2 
verificou-se que penas 10 artigos tinha a DT2 associada a complicações como outcome. 
Dentro das complicações os metabolitos com maior expressão foram a tirosina e a glucose 
correspondendo a 40% dos estudos, seguindo-se da alanina, valina, leucina, arginina, 
prolina, glicina e triptofano que foram referidos em 30% do estudos. Com a expressão de 
20% foram reportados os metabolitos lactose, eritrol, acetato, manose, glutamina, treonina, 
histidina, metionina, serina, ácido glicónico, lisina, fenilalanina e isoleucina. 
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Foram mencionados outros metabolitos mas com expressão residual equivalente a 1 
referência.




	 Quando comparados os metabolitos entre os grupos de indivíduos com DT2 com 
controlos (Tabela 2), verificou-se que a maioria dos estudos refere que os aminoácidos 
valina, isoleucina, tirosina, leucina, fenilalanina, alanina estão aumentados assim como a 
glucose e o glicerol na presença de DT2.

	 Por sua vez, relativamente à glicina e à lisina a maioria dos artigos refere concentrações 
mais baixas na DT2.

	 Curiosamente, de uma forma geral,  os estudos direcionados às complicações da DT2, 
apresentam os valores de metabolitos mais baixos comparativamente aos grupos de 
indivíduos com DT2 e sem complicações. 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Autor / Ano
Metabolitos

Outcome
Val Iso Tyr Leu Phe Gly Ala Lys Glu Glycerol

Casey M. Rebholz et al., 2018 DT2

Lin Shi et al., 2018 DT2

Yonghai Lu et al., 2016 DT2

Jun Ho Yun et al., 2019 DT2

Gaokun Qiu et al., 2016 DT2

Ari V. Ahola-Olli et al., 2019 DT2

Huan-Tang Lin et al., 2019 DT2

Danxia Yu et al., 2015 DT2

Fengguo Xu et al., 2013 DT2

Xinfeng Liu et al., 2016 DT2+DCV

Navdeep Gogna et al., 2014 DT2

Ele Ferrannini et al., 2013 DT2+

Disglicemia

Diane M. Libert et al., 2018 DT2

Wenjuan Lin et al., 2020 DT2

Laura del Coco et al., 2019 DT2+

Complicações

Jun Liu et al., 2017 DT2

Jordi Merino et al., 2018 DT2

Clara Barrios et al., 2018 DT2

Samira Salihovic et al., 2020 DT2

Jun Ho Yun et al.,2020 DT2+

Retinopatia

Ai-hua Zhang et al., 2013 DT2

Filip Ottosson et al., 2020 DT2+DCV

Tabela 2. Variação dos metabolitos entre grupos. A tabela indica a variação dos metabolitos 
entre os grupos DT2 vs controlo, quando o outcome é DT2 e DT2 vs DT2 com complicações 
quando o outcome é DT2 + complicação.


 significa que houve aumento do metabolito no grupo com DT2 ou DT2 com complicações,  
significa que houve diminuição e  significa que o valor está mantido nos dois grupos. Val = 
valina; Iso = Isoleucina; Tyr = Tirosina; Leu = Leucina; Phe = Fenilalanina; Gly = Glicina; Ala = 
Alanina; Lys = Lisina; Glu = Glucose.



4.6. Meta-análise


	 A meta-análise foi realizada para 9 metabolitos considerando a comparação entre os 
indivíduos com DT2 e controlos e para 6 metabolitos entre indivíduos com DT2 e indivíduos 
com DT2 e outras complicações. Foram considerados os estudos que apresentavam dados 
possíveis para realizar a meta-análise (OR e média das concentrações relativas dos 
metabolitos).

	 A diferença entre o número de metabolitos associados à DT2 e à DT2 com 
complicações deve-se ao facto do número de estudos selecionados para cada um destes 
grupos ser bastante díspar. 

	 Inicia-se com apresentação dos resultados obtidos na comparação entre os indivíduos 
com DT2 e controlos e de seguida os DT2 com os DT2 com complicações. Para cada 
metabolito foram obtidos os gráficos forest plot e funnel plot.


4.6.1 Metabolitos associados à DT2


	 A pesquisa de metabolitos associados à DT2 foi realizada comparando o grupo de 
indivíduos sem diabetes com o grupo de indivíduos com diabetes tipo 2.

	 Para todos os metabolitos foram considerados modelos de efeitos aleatórios uma vez 

que a estatística I2 é superior a 50% e os valores-p <0.001 para o 𝜒2. Analisando os gráficos 

forest plot para todos os metabolitos podemos verificar que as concentrações da Valina 
(OR=1.21 ]0 .55; 2 .63[ ) , Iso leuc ina (OR=1.42, ]0 .61;3 .32[ ) , Fen i la lan ina 
(OR=1.27, ]0.46;3.51[), Leucina (OR=1.37, ]1.27, 1.47[), Tirosina (OR=1.20, ]0.80;1.79[), 
Glicina (OR=1.74, ]1.04;2.94[), Glicerol (OR=1.31, ]0.66;2.62[) são superiores nos indivíduos 
com DT2. Em relação aos metabolitos Alanina (OR=0.53, ]0.48,0.58[) e Lisina 
(OR=0.38, ]0.03; 4.79[) as concentrações são superiores no grupo de controlo.

	 Após análise dos funnel plot para todos os metabolitos pode concluir-se que existe viés 
de publicação.
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•  Valina
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Gráfico 9. Forest plot: comparação dos OR e IC a 95% entre o grupo de indivíduos com 
DT2 (grupo experimental) e grupo controlo, usando um modelo de efeito aleatórios para 
a valina.

Gráfico 10. Funnel plot da valina.



• Fenilalanina 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Gráfico 11. Forest plot: comparação dos OR e IC a 95% entre o grupo de indivíduos 
com DT2 (grupo experimental) e grupo controlo, usando um modelo de efeito aleatórios 
para a fenilalanina.

Gráfico 12. Funnel plot da fenilalanina.



• Tirosina 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Gráfico 13. Forest plot: comparação dos OR e IC a 95% entre o grupo de indivíduos 
com DT2 (grupo experimental) e grupo controlo, usando um modelo de efeito 
aleatórios para tirosina.

Gráfico 14. Funnel plot da tirosina.



• Interpretação de resultados: valina, fenilalanina e tirosina


	 A partir da observação dos gráficos forest plot da valina, fenilalanina e tirosina 
verifica-se que existe um risco aumentado para desenvolver a DT2 em indivíduos com 
valores mais aumentados. No entanto, os resultados da meta-análise mostram que o 
efeito não é significativo para estes metabolitos. Observam-se ainda elevados valores de 
heterogeneidade entre os estudos (I2 >75%).

	 Por sua vez, nos funnel plot, observa-se dispersão dos resultados indicando haver 
presença de viés de publicação. Também é possível observar que os resultados obtidos 
são principalmente suportados por estudos com menor erro padrão, geralmente estudos 
de maiores dimensões. 


• Isoleucina
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Gráfico 15. Forest plot: comparação dos OR e IC a 95% entre o grupo de indivíduos com 
DT2 (grupo experimental) e grupo controlo, usando um modelo de efeito aleatórios para a 
isoleucina.



• Interpretação de resultados: isoleucina


	 Neste caso, 8 em 10 estudos mostram que existe um risco aumentado para desenvolver 
a DT2 em indivíduos que apresentam valores mais elevados. Porém, os estudos parecem 
ser pouco significativos; apresentando muitos deles intervalos de confiança muito elevados. 
Também a heterogeneidade entre eles é muito aumentada (I2=83.3%).

	 A observação do funnel plot mostra menor dispersão quando comparado como 
metabolitos referidos anteriormente. Estudos com diferentes dimensões contribuíram para o 
resultado da meta-análise.
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Gráfico 16. Funnel plot da isoleucina.



• Leucina
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Gráfico 18. Funnel plot da leucina.

Gráfico 17. Forest plot: comparação dos OR e IC a 95% entre o grupo de indivíduos com 
DT2 (grupo experimental) e grupo controlo, usando um modelo de efeito aleatórios para a 
leucina.



• Interpretação de resultados: leucina


	 Pela observação do forest plot da leucina verifica-se que a maioria dos estudos 
indica que existe um risco significativo de desenvolver DT2 em indivíduos com valores 
mais elevados. Pelo forest plot pode observar-se que o resultado da meta-análise é 
significativo (OR=1.37, ]1.27, 1.47[). Permitindo assim afirmar com mais segurança a 
associação entre os níveis elevados deste metabolito e o desenvolvimento de DT2.

	 Contudo, o funnel plot mostra que este resultado é essencialmente obtido por 
estudos de maiores dimensões consequentemente menor erro padrão.


• Alanina
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Gráfico 19. Forest plot: comparação dos OR e IC a 95% entre o grupo de indivíduos 
com DT2 (grupo experimental) e grupo controlo, usando um modelo de efeito aleatórios 
para a alanina.






• Interpretação de resultados: alanina


	 Pela análise do forest plot da alanina, poderia ser afirmado que este metabolito 
representa um fator protetor para o desenvolvimento da DT2, o que sugere um menor risco 
para desenvolver a doença (OR=0.53, ]0.48,0.58[). Contudo, a heterogeneidade dos estudos 
é muito elevada (I2=99.7%) e o funnel plot mostra elevado enviesamento nas publicações o 
que compromete esta afirmação. 
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Gráfico 20. Funnel plot da alanina.



• Glicina
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Gráfico 21. Forest plot: comparação dos OR e IC a 95% entre o grupo de indivíduos 
com DT2 (grupo experimental) e grupo controlo, usando um modelo de efeito 
aleatórios para a glicina.

Gráfico 22. Funnel plot da glicina.



• Interpretação de resultados: glicina


	 Pela interpretação do forest plot da glicina pode dizer-se que esta representa um maior 
risco de desenvolver a patologia em indivíduos com níveis mais elevados 
(OR=1.74, ]1.04;2.94[). Contudo, a elevada dispersão dos resultados observada no funnel 
plot indica elevado enviesamento nas publicações.


• Glicerol
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Gráfico 23 Forest plot: comparação dos OR e IC a 95% entre o grupo de indivíduos com 
DT2 (grupo experimental) e grupo controlo, usando um modelo de efeito aleatórios para o 
glicerol.



• Interpretação de resultados: glicerol


	 Segundo a interpretação do forest plot verifica-se que o glicerol está aumentado em 
indivíduos com DT2 pelo que representa um risco aumentado de desenvolver a patologia. 
Contudo o número de estudo incluídos é baixo e o resultado não é significativo 
(OR=1.31, ]0.66;2.62[). Observa-se também elevada heterogeneidade (I2=97.4%) e elevado 
viés de publicação.
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Gráfico 24. Funnel plot do glicerol.



• Lisina
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Gráfico 25. Forest plot: comparação dos OR e IC a 95% entre o grupo de indivíduos com 
DT2 (grupo experimental) e grupo controlo, usando um modelo de efeito aleatórios para a 
lisina.

Gráfico 26. Funnel  plot da lisina.



• Interpretação de resultados: lisina


	 Pelo forest plot observa-se que a lisina está diminuída nos indivíduos com DT2 podendo 
indicar um efeito protetor em relação ao desenvolvimento da doença, no entanto o resultado 
do efeito não é significativo. Também se observa para este metabolito elevada 
heterogeneidade e enviesamento.


4.6.2. Metabolitos associados à DT2 com complicações


	 A pesquisa de metabolitos associados às complicações da DT2 foi realizada 
comparando o grupo de indivíduos com DT2 sem complicações com o grupo de indivíduos 
com DT2 e complicações.

	 Para todos os metabolitos foram considerados modelos de efeitos aleatórios uma vez 

que a estatística I2 é superior a 50% e os valores-p <0.001 para o 𝜒2. Analisando os gráficos 

forest plot para todos os metabolitos podemos verificar que as concentrações da Valina 
(OR=1.13]0.03; 46.37[), Isoleucina (OR=2.13]0.23;19.61[), Fenilalanina (OR=2.66]0.65; 
10.88[), Leucina (OR=1.60]0.27; 9.49[), são superiores nos indivíduos com DT2 e outras 
complicações. Em relação aos metabolitos Tirosina (OR=0.45]0.07; 2.95[) e Alanina 
(OR=0.44]0.07; 2.72[)  estes estão em menor concentração nos indivíduos com DT2 e 
outras complicações.

	 No entanto, pela observação dos funnel plot pode observar-se que para todos eles há 
viés de publicação. 
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• Valina 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Gráfico 27. Forest plot: comparação dos OR e IC a 95% entre o grupo de indivíduos 
com DT2 e complicações (grupo experimental) e indivíduos com DT2, usando um 
modelo de efeito aleatórios para a valina.

Gráfico 28. Funnel  plot da valina. 



• Isoleucina
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Gráfico 29. Forest plot: comparação dos OR e IC a 95% entre o grupo de indivíduos 
com DT2 e complicações (grupo experimental) e indivíduos com DT2, usando um 
modelo de efeito aleatórios para a isoleucina.

Gráfico 30. Funnel  plot da isoleucina. 



• Fenilalanina 

45

Gráfico 31. Forest plot: comparação dos OR e IC a 95% entre o grupo de indivíduos 
com DT2 e complicações (grupo experimental) e indivíduos com DT2, usando um 
modelo de efeito aleatórios para a fenilalanina.

Gráfico 32. Funnel  plot da fenilalanina. 



• Leucina 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Gráfico 33. Forest plot: comparação dos OR e IC a 95% entre o grupo de indivíduos com 
DT2 e complicações (grupo experimental) e indivíduos com DT2, usando um modelo de 
efeito aleatórios para a leucina.

Gráfico 34. Funnel  plot da leucina. 



• Interpretação de resultados: valina, isoleucina, fenilalanina e leucina


	 Pela observação dos forest plot pode perceber-se que estes metabolitos estão em 
maior concentração no grupo de indivíduos com DT2 e outras complicações; representando 
um risco acrescido para desenvolver complicações associadas à patologia de base; porém o 
número de estudos incluídos é muito baixo, apresentando elevada heterogeneidade e na 
sua maioria, elevados intervalos de confiança, tornando-os não significativos. Também 
quando observados os funnel plot verifica-se que há dispersão dos resultados indicando viés 
de publicação.


• Tirosina


47

Gráfico 35. Forest plot: comparação dos OR e IC a 95% entre o grupo de indivíduos 
com DT2 e complicações (grupo experimental) e indivíduos com DT2, usando um 
modelo de efeito aleatórios para a tirosina.



• Alanina
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Gráfico 36. Funnel  plot da tirosina. 

Gráfico 37. Forest plot: comparação dos OR e IC a 95% entre o grupo de indivíduos com 
DT2 e complicações (grupo experimental) e indivíduos com DT2, usando um modelo de 
efeito aleatórios para a alanina.



• Interpretação dos resultados: tirosina e alanina


	 Pela observação dos forest plot destes dois metabolitos pode verificar-se que estes 

estão presentes em menor concentração nos indivíduos que apresentam complicações além 
da DT2. No caso da tirosina os dados são suportados por estudos com amostras de 
dimensões reduzidas, com elevado erro padrão. Os estudos incluídos não apresentam efeito 
global significado. Em respeito ao viés de publicação, é também elevado.  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Gráfico 38. Funnel  plot da tirosina. 



5. Discussão 


	 Este capítulo inicia-se com uma análise dos outcomes provenientes da meta-análise 
relacionando-os com a análise efetuada na revisão sistemática da literatura. Depois, no 
racional, são apresentados alguns aspetos teóricos que contribuem para a compreensão 
dos resultados obtidos.

	 São também referidas algumas limitações metodológicas do estudo e sugeridas 
considerações para estudos futuros.


5.1. Outcomes dos metabolitos analisados


5.1.1. Diabetes tipo 2 versus controlo


	 Comparando os resultados obtidos na meta-análise com os resultados da revisão 
sistemática da literatura, verifica-se que há concordância em 78% dos metabolitos 
analisados.61,63-67 Verificou-se que a valina, isoleucina, leucina, tirosina, fenilalanina e 
glicerol estão aumentados em indivíduos com DT2, podendo representar um risco 
aumentado de desenvolver a patologia. Por outro lado, a lisina foi encontrada em menores 
concentrações plasmáticas nos indivíduos com diabetes tipo 2, pelo que parece ser um fator 
protetor da doença. Estes achados estão de acordo com a literatura recente.65,67,68

	 Todavia, para 22% dos metabolitos analisados não foram obtidos resultados 
concordantes entre a meta-análise e a revisão sistemática.61,65,67,68 Entre estes, salientam-se 
os resultados da glicina provenientes da meta-análise que indicam que a sua concentração 
encontra-se aumentada nos doentes com diabetes, representando um risco aumentado para 
desenvolver a doença. Outro metabolito para o qual se obteve resultados discordantes entre 
a revisão sistemática e a meta-análise foi a alanina. Os resultados obtidos na meta-análise 
indicam que se encontra diminuída nos indivíduos com DT2 sugerindo um efeito protetor. 
Estes resultados estão de acordo com o descrito na literatura.64,65,76 Embora a maioria dos 
estudos considerados para a revisão sistemática mostrem que a alanina se encontra em 
concentrações mais elevadas na DT2, existem outros estudos que indicam que este 
metabolito está presente em concentrações mais baixas. Este resultado pode dever-se ao 
fato que nem todos os estudos analisados na revisão sistemática foram incluídos na meta-
análise.

	 Apesar de haver alguma concordância entre os resultados obtidos e o descrito 
atualmente na literatura, é de notar que a maioria dos resultados não permite inferir 
associações significativas com o risco de desenvolver a doença. À exceção da leucina, 
alanina e glicina. 

	 Embora neste trabalho a revisão sistemática e vários autores observem concentrações 
baixas de glicina62,64,76 em doentes com diabetes tipo 2, após o estudo da meta-análise o 
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resultado obtido indica o contrário. Esta divergência pode ser resultante do viés de 
publicação observado. O mesmo se aplica à alanina. O viés de publicação observado  em 
ambos os casos poderá ser resultado da inclusão de indivíduos em diferentes faixas etárias, 
diferentes intervalos de tempo de diagnóstico da patologia, toma de fármacos para a DT2 ou 
para outras complicações.

	 O número baixo de estudos disponíveis e a frequente ausência de dados, 
nomeadamente idade e tempo do diagnóstico e toma de fármacos, não permitiu realizar um 
estudo de meta-análise por subgrupos, o que seria o mais adequado. Apesar do 
enviesamento dos resultados obtidos, os metabolitos leucina, alanina e glicina, mostraram 
que talvez possam estar relacionados com a patogénese da DT2, uma vez que os 
resultados estatísticos destes metabolitos são significativos.


5.1.2. Diabetes tipo 2 com complicações versus diabetes tipo 2


	 Dos artigos elegíveis para este trabalho, apenas um número bastante reduzido  (10 
artigos) era dirigido às complicações associadas à DT2. 

	 Muitos dos estudos apresentavam alguma variabilidade nas características dos 
participantes, nomeadamente a idade. Isto é, no mesmo estudo havia a coexistência de 
participantes de faixas etárias diferentes; o que, possivelmente se traduz na variabilidade do 
decurso da patologia apresentada pelos participantes. Este fator poderá ter contribuído para 
o viés dos resultados. Embora se possa especular que participantes com maior tempo de 
decorrência da doença apresentem também complicações associadas, estas não foram 
referidas pela maioria dos autores.

	 Ao comparar os resultados obtidos na meta-análise com os resultados provenientes da 
revisão sistemática e literatura recente, verificaram-se algumas diferenças nos resultados 
dos metabolitos analisados.64,82,90 A meta-análise realizada indica que os metabolitos, valina, 
isoleucina, fenilalanina e leucina estão aumentados em indivíduos com diabetes tipo 2 com 
complicações, podendo representar um risco acrescido de desenvolver complicações 
associadas à DT2. Estes resultados estão em oposição ao descrito por vários autores que 
sugerem que estes metabolitos estão presentes em menores concentrações na presença de 
doenças associadas à DT264,82. Em relação à tirosina e alanina a meta-análise indica que 
estes metabolitos se encontram em menores concentrações em indivíduos com 
complicações associadas à DT2, pelo que poderão representar um fator protetor para o 
desenvolvimento de complicações decorrentes da DT2. Estes resultados estão de acordo 
com outros autores.64,82

	 No entanto, os resultados obtidos provêm sobretudo de estudos heterogéneos, 
intervalos de confiança com margens de erro elevadas, conduzindo a estimativas com baixa 
precisão.

	 Também estes resultados provêm da análise de estudos com elevado viés de 
publicação e tal como referido anteriormente, o viés pode ser resultante da elevada 
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heterogeneidade dos grupos e da impossibilidade de um estudo de meta-análise por 
subgrupos. 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5.2. Racional


	 Foi efetuada uma revisão sistemática e meta-análise com o intuito de sumariar a 
informação disponível sobre potenciais biomarcadores metabólicos para o diagnóstico da 
DT2 e das suas complicações em humanos.

	 Os metabolitos identificados com associação à DT2 foram, na sua maioria, 
aminoácidos.

	 As alterações obtidas incidiram em aminoácidos de cadeia ramificada e de aminoácidos 
aromáticos. De facto, vários metabolitos foram observados nos 45 estudos analisados. 
Destes, evidenciaram-se os aminoácidos e o glicerol como estando associados à diabetes, 
quer representando um risco ou uma proteção no que diz respeito ao desenvolvimento desta 
patologia. A valina, leucina, isoleucina, tirosina, fenilalanina, glicerol e glicina apresentaram 
concentrações plasmáticas aumentadas na DT2 enquanto que a lisina e a alanina surgiam 
diminuídas. Os resultados obtidos neste estudo estão em acordo com outros estudos, 
nomeadamente em meta-análises realizadas por outros autores.61,62,66,69

	 Vários estudos identificam a tríade de aminoácidos ramificados (BCAA, do inglês 
branched chain amino acids) valina, isoleucina e leucina como metabolitos positivamente 
associados à DT2.61-69 Casey M. Rebholz e os seus colegas verificaram que os níveis 
séricos aumentados destes três BCAA estão associados a um risco aumentado de 
desenvolver DT2.66 Esta associação prevaleceu estatisticamente significativa mesmo depois 
de ajustarem para a glicemia basal.

	 Em 2011 o estudo Framingham Offspring Study reportou que níveis elevados de BCAA 
(leucina, valina e isoleucina) e aminoácidos aromáticos (tirosina e fenilalanina) foram 
capazes de prever um risco aumentado de diabetes até 12 anos antes do início da 
doença.69,70 Yonghai Lu et al. encontraram associações positivas entre os três aminoácidos 
(leucina, valina e isoleucina) e o risco aumentado de desenvolver diabetes durante o 
acompanhamento de 6 anos.69 Outros autores concluem que níveis alterados de BCAA são 
um forte indicador de intolerância à glicose e resistência à insulina.61

	 Apesar das evidências apoiarem que níveis mais elevados de BCAA estão associados à 
DT2, os seu mecanismos permanecem por determinar.

	 São várias as hipóteses para explicar a etiologia da DT2 associada ao níveis alterados 
de BCAA. 

	 Um dos mecanismos propostos é que a leucina activa o mTORC1 (do inglês 
mammalian target of rapamycin complex 1) e a  proteína S6K1 (Ribosomal protein S6 kinase 
beta-1) levando à fosforilação da serina nas proteínas IRS1 e IRS2 (Insulin receptor 
substrate 1 and 2) resultando em resistência à insulina.69,72,73


	 Outra hipótese é de que o metabolismo dos BCAA contribua para uma acumulação de 
intermediários tóxicos, nomeadamente através da ação do complexo enzimático α-cetoácido 
de cadeia ramificada, durante o seu catabolismo, levando à disfunção da mitocôndria nas 
células beta e promovendo resistência à insulina.74,77
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	 Estudos de randomização mendeliana sustentam a hipótese de que o metabolismo dos 
BCAA podem ter um papel causal na etiologia da DT2.75


	 Outros autores, apoiados em estudos de randomização mendeliana, sugerem que a 
adiposidade e a resistência à insulina levam a níveis elevados de BCAA.61


	 Por outro lado, os níveis elevados de metabolitos de BCAA,  quer pela diminuição do 
seu catabolismo ou pelo aumento da degradação de proteínas dos tecidos conduzem à 
resistência à insulina e à diabetes.76


	 Está demonstrado que o exercício fisico melhora a sensibilidade à insulina pela 
promoção do catabolismo dos BCAA no músculo esquelético.77


	 Todas estas evidências levam a crer que níveis aumentados de BCAA possam ser 
indicativos precoces para o desenvolvido de DT2 pelo que podem constituir biomarcadores 
da doença.

	 Gaukun Qiu e os colegas identificaram a associação entre a alanina, fenilalanina e 
tirosina com o risco futuro de desenvolver DT2.65

	 No que diz respeito à alanina e à lisina os resultados da meta-análise mostram que se 
encontram concentrações plasmáticas mais baixas na DT2. A alanina é um aminoácido não 
essencial, produzido pelo corpo humano estando presente em elevadas concentrações no 
músculo, sendo de extrema importância uma vez que a sua libertação serve como fonte de 
energia.64

	 Os níveis de alanina relacionam-se com os níveis da glicemia, quer na diabetes quer na 
hipoglicémia.64,71 Pelo que este aminoácido desempenha um papel importante como 
regulador no metabolismo da glicose.65,71,78 

	 A alanina é o aminoácido predominantemente catabolizado pelo fígado e é o maior 
precursor para a gliconeogénese. Vários estudos referem que o metabolismo da alanina no 
fígado pode ter um papel importante no estado de hiperglicemia na DT2,78 outros estudos 
transversais79 e prospetivos80 fazem a correlação entre a alanina circulante e alterações na  
sensibilidade à insulina.

	 Okun et al. verificou que a expressão das enzimas catabólicas da alanina hepática (as 
duas isomorfas da alanina aminotransferase - ALT) está aumentada no fígado de ratinhos 
obesos com DT2 e em humanos com DT2 e cuja supressão retarda a hiperglicemia.78 

Xinfeng Liu et al. reporta resultados semelhantes indicando que a metabolização de alanina 
é superior em doentes com DT264 ilustrando o aumento da gliconeogenese. A elevada 
atividade enzimática pode explicar a baixa concentração de alanina sérica verificada por 
vários autores, pelo que pode estar associada a uma maior utilização no fígado para 
produção de glicose. 

	 Estes dados estão de acordo com estudos anteriores que identificaram que níveis 
baixos de alanina no sangue estão consistentemente relacionados com o risco aumentado 
de desenvolver DT2.82

	 No que diz respeito aos aminoácidos aromáticos fenilalanina e tirosina, estão envolvidos 
na biossíntese de proteínas, e frequentemente são referidos como apresentando relação 
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positiva com a DT2.65 Outros autores concluíram também que estes dois aminoácidos 
podem estar concatenados ao desenvolvimento de resistência à insulina.72,80

	 A tirosina é um aminoácido não essencial, o que significa que o corpo tem a capacidade 
de o produzir, geralmente a partir da fenilalanina (aminoácido essencial).71 É importante 
mencionar que pode existir uma correlação entre os níveis de tirosina circulante e várias 
complicações decorrentes da DT2,82,83 como por exemplo, nefropatia84 e retinopatia.85 

Contudo, Clara Barrios et al. remete para o facto de que apesar do aumento da 
concentração da fenilalanina estar associada a uma pior função renal em indivíduos com 
diabetes e sem diabetes, este aminoácido, não é preditivo da progressão da doença, 
sugerindo que o aumento da concentração da fenilalanina seja uma consequência da 
disfunção renal.90 Num outro estudo levado a cabo por Hui-Huan Luo et al. onde explora as 
relações entre a fenilalanina e a tirosina na retinopatia diabética, conclui que a baixa 
concentração plasmática quer de fenilalanina quer de tirosina depende de outro fator de 
risco, a disfunção renal, e que apenas os doentes que apresentassem concentrações baixas 
dos dois aminoácidos corriam o risco aumentado de desenvolver retinopatia diabética. As 
baixas concentrações de fenilalanina e tirosina atuam de forma independente mas 
sinergética no desenvolvimento de retinopatia diabética. A presença de nefropatia diabética 
potencia as baixas concentrações de fenilalanina e tirosina.85 

	 Por sua vez, a lisina é um metabolito primário, não aromático sendo essencial fisiológica 
ou metabólicamente.71 Alguns estudos referem que a lisina pode estar implicada na DT2. Foi 
observada uma interação entre níveis mais elevados de lisina basal e a DT2 no risco de 
desenvolver DCV.82 Derivados da lisina, concretamente o Nε-(1-carboxymethyl)-L-Lysine, em 
concentrações aumentadas foram detetados em doentes com DT2 e em doentes com 
disfunção renal.86  

	 A glicina, por sua vez, é um aminoácido alifático (a sua cadeia lateral é composta por 
hidrocarbonetos saturados) e pertence ao grupo dos aminoácidos proteinogénicos.71 É um 
metabolito importante na regulação metabólica, na função neurológica e reações anti-
oxidativas.69,87 A glicina é sintetizada a partir da serina no fígado pela enzima glicina 
sintetase. A serina é convertida em glicose essencialmente à custa da conversão em 
piruvato pela desaminação catalisada pela serina desidratase. Por fim, o piruvato é 
convertido em glicose pela gluconeogénese. Estudos referem o aumento da serina em DT2 
levando a considerar que um aumento da atividade da via glicina-serina-glicose pode ser um 
fator de risco para o desenvolvimento da DT2.88

	 Outro fator a ter em consideração é o aumento frequentemente observado de glicina em 
nefropatia diabética e não diabética. A glicina é convertida em serina nos rins. Num quadro 
de disfunção renal verifica-se um aumento da concentração da glicina podendo levar a 
associações erradas. Assim, torna-se essencial aquando do estudo da DT2 incluir a 
disfunção renal como cofator.89,90


	 O glicerol é um componente importante dos triglicéridos e dos fosfolípidos estando 
armazenado nos adipócitos. Para além dos aminoácidos, também o glicerol é uma molécula 
intermediária importante quer no metabolismo dos lípidos quer dos glícidos.93 Este pode ser 
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convertido num intermediários da gluconeogénese levando à formação da glicose pelo 
fígado a fim de produzir energia para o metabolismo celular. 

	 Estudos populacionais mostram que o aumento da concentração de glicerol plasmático 
está correlacionado tanto com o desenvolvimento da hiperglicemia como da DT2.91,93


	 Está demonstrado que a concentração aumentada de glicerol no plasma relaciona-se 
com o tecido adiposo. No caso da DT2, a resistência à insulina no tecido adiposo resulta em 
alterações na cascata de sinalização da insulina que conduz à incapacidade de armazenar 
os triglicéridos nos adipócitos. Esta incapacidade leva a uma libertação abrupta de ácidos 
gordos livres e glicerol.92


	 Vários autores descrevem a correlação dos níveis de glicerol no plasma com a 
DT2.63,66,69,90 Outros referem que alterações metabólicas relacionadas com a lipólise podem 
servir como biomarcadores, sugerindo que estes estão presentes muito antes do início da 
DT2.66


5.3. Limitações


	 Como limitações do presente estudo aponta-se a heterogeneidade dos nomes dos 
metabolitos mencionados nos artigos incluídos no estudo. É de notar que esta variabilidade 
no nome do metabolito pode ter tido impacto na contagem dos mesmos, uma vez que a 
contagem foi efetuada por igualdade de palavras.

Assume-se que o erro é residual uma vez que a grande maioria dos autores reporta o 
metabolito pelo nome IUPAC.

	 Uma outra limitação é o facto de haver poucos artigos que comparem a DT2 com a DT2 
com complicações, refletindo-se na robustez da meta-análise onde, embora o número 
mínimo de artigos seja 2, não é o ideal para analisar a variabilidade dos resultados.
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6. Conclusões


	 Perante os números atuais de incidência da DT2, são de grande interesse os estudos 
na área da metabolómica. Estes estudos permitem a identificação de pequenas moléculas 
que podem estar associadas à patogénese da doença, podendo vir a tornarem-se cruciais 
como biomarcadores para um diagnóstico precoce.

	 O presente trabalho teve como objetivo principal identificar metabolitos que pudessem 
estar relacionados com a patogénese da DT2 mas também com as complicações que 
geralmente estão associadas à patologia de base. 

	 A revisão sistemática e meta-análise constituem uma ferramenta valiosa para este tipo 
de investigação ao permitir sumariar os resultados obtidos em inúmeros estudos, 
previamente desenvolvidos, de forma a encontrar uma resposta à pergunta de investigação.  
Neste contexto, este trabalho baseia os seus resultados em estudos prévios que 
envolveram, no seu conjunto, mais de 30 mil participantes.

	 Após a análise dos estudos considerados, verificou-se que os metabolitos 
frequentemente reportados pelos autores, como possíveis marcadores da DT2, e com 
resultados estatisticamente significativos, são os aminoácidos leucina, alanina e glicina. O 
que sugere que estas moléculas possam ser eventualmente consideradas como 
biomarcadores para a DT2. 

	 Em relação às complicações associadas à DT2 a maioria dos estudos considerados 
indicam que, de forma geral, há uma diminuição da concentração dos metabolitos 
analisados comparativamente a indivíduos com DT2 e sem complicações. A meta-análise 
produzida neste trabalho indica que tanto a tirosina como a alanina estão presentes em 
concentrações mais baixas nos indivíduos com complicações, o que está de acordo com a 
literatura recente. Em contrapartida, a meta-análise aponta que os aminoácidos valina, 
isoleucina, fenilalanina e leucina estão tendencialmente aumentados em indivíduos com 
complicações associada à DT2. Estes resultados sugerem que estas moléculas possam 
constituir um fator de risco para o desenvolvimento de complicações, pelo que poderão ser 
consideradas como possíveis marcadores para o desenvolvimento de outras complicações 
decorrentes da DT2. 

	 Nas últimas décadas, o interesse pela metabolómica aplicada à DT2 tem aumentado 
sendo estes estudos de extrema importância pela vantagem que apresentam, podendo 
permitir um diagnostico precoce para uma patologia epidémica associada a várias 
complicações; principais responsáveis pela morbilidade e mortalidade associadas à DT2. 
Contudo, os resultados produzidos têm frequentemente subjacente algum viés de 
publicação. 

	 Apesar de existirem alguns estudos semelhantes dirigidos à retinopatia, este trabalho foi 
original pois não existe nenhum estudo semelhante. 

	 Este trabalho é importante uma vez que abrange resultados decorrentes de um grande 
número de participantes, indica algumas moléculas que poderão ser consideradas como 
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possíveis biomarcadores para a DT2 e para as suas complicações e mostra a importância e 
a necessidade deste tipo de estudo na área da metabolómica dirigida à DT2.

	 Embora existam vários estudos nesta área, os dados disponíveis atualmente não nos 
permitem identificar com rigor metabolitos associados à DT2, uma vez que os estudos 
publicados nesta área apresentam grande heterogeneidade, viés de publicação e na maioria 
dos casos, não são significativos, comprometendo a análise dos dados. 

	 É, por isso, fundamental que mais estudos sejam efetuados, sendo de extrema 
importância que o desenho dos estudos seja adequado ao grupo de indivíduos que se está 
a estudar.


	 Como considerações para estudos futuros, os estudos primários realizados devem ter 
especial atenção às características dos participantes, quer do grupo experimental quer do 
controlo, aspetos como a idade, idade e decurso da patologia e medicação administrada 
devem ser tidos em consideração. O tratamento dos dados deve ser então efetuado com 
recurso a subgrupos. 

	 Para estudos primários seria importante incidir em determinados conjuntos de 
metabolitos, como por exemplo os BCAA, com a premissa de aprofundar mais a pesquisa e 
o conhecimento sobre os mecanismos subjacentes que relacionam esta classe de 
aminoácidos com a DT2. Existem várias evidências de que estes metabolitos poderão ser 
preditivos da doença, contudo é necessário um conhecimento mais aprofundado que dê 
racionalidade científica  e valide estes metabolitos como biomarcadores. 

	 Em suma, mais estudos são necessários para contribuir para este conhecimento.
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Apêndices


Apêndice I - Protocolo


PROTOCOLO 

A metabolómica e os novos biomarcadores 
clínicos da diabetes tipo 2: revisão 
sistemática e meta-análise


Alda Jesus, Carina Silva e Luísa Veiga


INTRODUÇÃO


	 A Diabetes Mellitus (DM) é uma doença metabólica, crónica, que é 
caracterizada por níveis elevados de glicose no sangue.

Actualmente é considerado um problema de saúde global, cuja prevalência 
afeta aproximadamente 10 % da população mundial, segundo a Organização 
Mundial de Saúde. 

A DM divide-se em dois tipos das quais o tipo 2 é o mais comum, sendo 
responsável por 90% de todos os casos1. Na Europa 1 em cada 10 habitantes 
de meia-idade desenvolve a doença (DT2) no decorrer de uma década. As 
previsões a dez anos apontam para que a prevalência da DT2 alcance os 366 
milhões2 atingindo proporções epidemiológicas3.

A DT2 é um fator de risco para desenvolver outras complicações tardias como 
as doenças cardiovasculares, nefropatias, neuropatias e retinopatias3.

	 O tratamento da DT2 e das suas comorbidades representa uma importante 
fração dos custos da saúde; sendo de grande interesse a prevenção, o 
tratamento e o acompanhamento adequado dos doentes por forma a controlar 
a progressão e o agravamento do estado de saúde, uma vez que se trata de 
uma patologia dinâmica que evolui ao longo dos anos de forma diferente em 
cada indivíduo3.

Hoje em dia, vêm-se como promotores de risco as escolhas individuais 
alimentares e do estilo de vida4.

	 O diagnóstico para a Diabetes é fundamentado na medição da concentração 
de glicose no sangue em jejum, teste oral de tolerância à glicose e no teste à 
hemoglobina glicada (HbA1c). Este último, informa sobre os níveis de glicose 
nos meses que precederam ao teste, informando um valor médio em vez de 
um valor num determinado momento3,5.
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Contudo, estas avaliações apresentam algumas desvantagens, ou porque são 
inconvenientes para o doente, como é o caso do teste da medição da 
concentração da glicose em jejum; ou porque não estão indicados em alguns 
quadros clínicos como por exemplo o teste da HbA1c em doentes com 
insuficiência renal, em tratamento para o vírus da imunodeficiência humana 
(VIH) ou diabetes gestacional, porque podem levar a leituras incorrectas5.

Os testes são aplicados em doentes sintomáticos ou assintomáticos que 
tenham sido identificados como de risco. No entanto, aproximadamente 60% 
dos casos de DT2 não chegam a ser diagnosticados3,5.

	 A Metabolómica permite uma abordagem inovadora no diagnóstico da DT2 
uma vez que identifica alterações a nível dos metabolitos que estejam 
relacionados com a doença.

A Diabetes tipo 2 desenvolve-se muito antes de ser passível de ser detectada 
pelos testes convencionais. Mas as alterações metabólicas precoces resultantes 
de modificações genéticas, por exemplo, podem ser assinaladas logo no inicio 
de vida6.

Desta forma a metabolómica é uma ferramenta valiosa para o diagnóstico 
precoce pela determinação de biomarcadores preditivos que aumentam a 
eficácia no diagnóstico e no tratamento reduzindo as comorbidades3.


PROPÓSITOS E OBJETIVOS


	 Este estudo propõe-se a analisar e sistematizar os dados resultantes de 
estudos prévios, na área da metabolómica, que reportem os metabolitos 
relacionados com a DT2 com ou sem comorbidades comumente relacionadas 
com a patologia.

Tem como finalidade identificar os biomarcadores clínicos para a deteção da 
DT2 mas também para o estudo de complicações associadas à doença.

	 Os  objetivos específicos são:

1- Sistematizar biomarcadores precoces da doença;

2- Sistematizar biomarcadores de risco para o desenvolvimento de 
complicações associados à DT2

3- Avaliar o nível de concordância entre os diferentes estudos.


MÉTODO


Critérios de elegibilidade do estudo


Tipos de estudo. Serão incluídos todos os estudos de cohorts; case-cohort, 
case-control e  clinical-trials. Não será imposto nenhuma restrição em relação 
ao tempo de follow-up, quando aplicável. Em contrapartida, serão excluídos 
revisões, comentários, editoriais ou cartas e publicações em duplicado.
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Participantes. Os participantes incluídos para o estudo serão homens e 
mulheres com idades superiores a 18 anos. Os critérios de exclusão dos 
participantes serão grávidas, indivíduos com diabetes de outro tipo que não o 
tipo 2.


Intervenção. Serão incluídos apenas os estudos que recorram somente a 
técnicas metabolómicas para a identificação dos metabolitos no contexto de 
DT2.


Comparação. A fim de alcançar o objetivo ao qual este trabalho se propõe, 
serão contemplada as comparações entre indivíduos com DT2 versus 
indivíduos que não sejam portadores da doença (controlo), doentes DT2 
versus doentes DT2 + comorbidades (por exemplo: retinopatia, neuropatia, 
nefropatia, etc) e DT2 + comorbidades versus controlo.


Outcome. Serão admitidos como resultados: Diabetes tipo 2 e diabetes tipo 
dois combinada com qualquer uma das comorbidades relacionadas ou 
decorrentes da doença primária (diabetes).


Estratégia de pesquisa


A pesquisa será efectuada em duas bases de dados eletrónicas: MEDLINE, via 
PubMed e EMBASE via Ovid no período decorrente entre 2010 e 2020.

Serão utilizadas palavras chave como metabolómica, metabolitos e diabetes 
tipo 2. Serão aceites estudos em qualquer idioma. 

Todos os estudos elegíveis serão filtrados manualmente.


Triagem da literatura


Os títulos e os resumos dos estudos filtrados serão avaliados por dois revisores 
de forma independente de acordo com os critérios de inclusão / exclusão. 

Posteriormente, será feito o levantamento integral do texto dos artigos de 
forma a avaliar a sua elegibilidade para o estudo. Esta análise será também 
efectuada por dois revisores independentes que em caso de divergências 
entre os dois, será avaliado por um terceiro revisor. 


Extração dos dados


Os dados serão extraídos para uma base de dados personalizada, de acordo 
com os dados que se mostrem relevantes para o presente estudo. Serão 
apenas incluídos os dados dos artigos que sejam completamente elegíveis.
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Avaliação de qualidade


Para averiguar a qualidade dos artigos e da avaliação do enviesamento dos 
dados será aplicada a matriz de avaliação CASP checklist - Critical Appraisal 
Skills Programme adaptada a cada tipo de estudo.


Síntese de dados


Os dados serão apresentados de forma narrativa e com recurso a tabelas e /ou 
gráficos sempre que assim o justificar. A meta-análise será realizada com 
recurso ao software R em estudos clinicamente, metodologicamente e 
estatisticamente similares.


Registo


Este estudo será registado no International prospective register of systematic 
reviews (PROSPERO).


DISCUSSÃO E CONCLUSÃO


	 A diabetes tipo 2 é uma patologia metabólica e crónica que afeta 
actualmente um décimo da população mundial. A progressão da doença 
geralmente é  silenciosa pelo que o seu diagnóstico é feito muitas vezes 
quando já existem outras complicações associadas ao quadro clinico da 
diabetes. As complicações geralmente associadas são doenças macro e 
microvasculares responsáveis pelo agravamento da condição de saúde. 
Atualmente o diagnóstico passa pela medição da glicose no sangue, no 
entanto muitos casos ficam por diagnosticar.

A possibilidades de efectuar um diagnóstico mais preciso e precoce da doença 
pode ser alcançado através da identificação de moléculas características e 
determinantes para a génese da DT2 e da sua progressão. 

	 O recurso a técnicas moleculares como as ómicas, e em particular a 
metabolómica, possibilita traçar o perfil metabolómico da diabetes tipo 2. Este 
perfil é importante na medida em que indica potenciais biomarcadores. Um 
biomarcador é um indicador mensurável que indica sobre o estado particular 
de uma doença.

	 Este estudo pretende sistematizar os dados provenientes de estudos 
metabolómicos que determinem as principais moléculas associadas à DT2 com 
o objetivo de indicar possíveis biomarcadores para o diagnóstico precoce bem 
como para determinar o risco de desenvolver outras complicações.  
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Superior de Tecnologia da Saúde de Lisboa.


Contribuições


O tema do estudo foi ideia da Prof.ª Dr.ª Luisa Veiga, a elaboração será 
executada pela mestranda Alda Jesus e pela Prof.ª Dr.ª Carina Silva. As 
revisões necessária serão feitas pela Prof.ª Dr.ª Luisa Veiga e pela Prof.ª Dr.ª 
Carina Silva.


Conflito de Interesses


Não existem conflitos de interesse a declarar.


Financiamento


Não houve financiamento para a elaboração deste protocolo. Este protocolo é 
parte da dissertação de Alda Jesus para obtenção do grau de Mestre em 
Tecnologias moleculares em Saúde pela Escola Superior de Tecnologia da 
Saúde de Lisboa.
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