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Resumo

Introdugao: A Diabetes mellitus tipo 2 (DT2) € uma doencga de carater epidémico. Na
Europa, em 2021, existiam aproximadamente 61 milhdes de pessoas com esta patologia. A
doenca geralmente acarreta complicagdes microvasculares e macrovasculares sendo a
doencga cardiovascular a principal causa de mortalidade. Estas complicagbes evoluem de
forma silenciosa e muitas vezes ja estdo instaladas aquando do diagnéstico da DT2, pelo
que um diagndstico precoce é essencial. Neste ambito, as tecnologias emergentes na area
da metabolémica poderao contribuir para identificar novos biomarcadores da doenga.
Objetivos: Este trabalho tem como principal objetivo a analise de estudos de metabolémica
em DT2 com o intuito de sistematizar os biomarcadores da doenca e de risco para
desenvolver complicagcbes associadas a DT2.

Métodos: Este estudo é de carater secundario, de recuperacédo e analise da literatura. A
pesquisa ocorreu de novembro de 2020 a fevereiro de 2021 na MEDLINE e EMBASE. Apos
a analise dos artigos e da recolha dos dados procedeu-se a meta-analise. O effect size
considerado para a construcao dos forest plots foi o Odds Ratio e respetivos intervalos de
confianga a 95%. O modelo de efeito aleatério aplicado a construgdo dos forest plots teve

por base a estatistica I2e o teste do Qui-quadrado (y2).

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

Estes resultados foram significativos para alanina, glicina e leucina (p<0.001) na DT2.
Conclusodes: Os resultados obtidos apontam para que a leucina, glicina e alanina possam
ser considerados como eventuais biomarcadores da DT2. Contudo, outros estudos primarios
Sao necessarios para aumentar os conhecimentos nesta area.

Palavras - chave

Diabetes Mellitus tipo 2, Metabolémica, Biomarcadores, Meta-analise
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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 12 statistic and the Chi-square test (2).

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.Introducgao

Este capitulo inicia-se com uma breve alusdo a pertinéncia do estudo onde é
ressaltada a problematica da DT2 e do seu impacto na saude global, a importancia de um
diagnéstico precoce e a mais valia que técnicas metabolémicas apresentam neste campo.
Depois segue-se a revisao sistematica e meta-analise de forma a elucidar quais as suas
finalidades, por fim, sdo referidos os objetivos, geral e especificos, a que se propde esta
investigacao.

1.1. Pertinéncia do Estudo

A diabetes € uma doenca metabdlica, cronica e epidémica. A International Diabetes
Federation (IDF), no seu atlas de 2021, refere que mundialmente 1 em cada 10 adultos tem
diabetes.! Da totalidade dos caso de diabetes, mais de 95% correspondem a diabetes tipo 2
(DT2).2

A DT2 é uma patologia progressiva associada, em grande parte, ao estilo de vida

moderno e a dieta.3 Como é uma doenca dinamica, os doentes desenvolvem complicagdes

macro e microvasculares carecendo de tratamento e acompanhamento.4

Geralmente, o diagnéstico da DT2 é tardio apresentando j4 o doente complicagdes
associadas.3 Por esta razdo, a DT2 tem um grande impacto n&o s6 na saude dos doentes
mas também representa elevados custos econdmicos para o sector da saude;5 sendo
essencial um diagnéstico precoce.

A metabolémica, bem como as outras dmicas (gendmica, transcriptémica, protedmica, e
lipiddmica), tem permitido o estudo dos componentes das células, dos tecidos e a
identificacdo de moléculas associadas ao desenvolvimento desta patologia. Os avangos
conseguidos nestas areas fornecem ndo s6 um melhor entendimento ao nivel dos
mecanismos que estdo envolvidos na etiologia da DT2, mas também a possibilidade de
identificar biomarcadores da doenga, e compreender as vias metabdlicas comprometidas.36
Apesar das varias estratégias implementadas para a prevencédo desta patologia, a sua
prevaléncia continua a aumentar,3 tornando-se necessario encontrar novas abordagens de
intervencao.



1.2. Revisao sistematica e meta-analise

A revisao sistematica surge na década de 1990 pela necessidade de assegurar que as
decisdes tomadas sobre a vida das pessoas, nomeadamente na area da saude, eram
baseadas na compreensao atualizada e completa das evidéncias relevantes sobre
determinada pesquisa.”

Até entdo, estas decisbes eram baseadas em revisbes narrativas. As revisoes
narrativas combinam os dados de varios estudos que sdo selecionados e analisados por um
especialista da area que resume os resultados e emite uma conclusdo. Porém, todo o
processo € subjetivo, dependendo do que o especialista acha ou ndo relevante para a
pesquisa. Outra limitagdo que a narrativa descritiva apresenta € que se torna menos
proficua a medida que novos dados surgem.” Por outro lado, a revisdo sistematica obedece
a uma metodologia estruturada, transparente e replicavel. A questdo de investigacdo é
estabelecida a priori bem como os objetivos da revisdo e quais os estudos elegiveis para
inclusdo. Os métodos aplicados sao explicitos e sistematicos com o intuito de minimizar o
viés, a fim de alcancar resultados mais confiaveis. Ainda assim, existe alguma subjetividade
tanto nos critérios definidos para inclusdo ou exclusdo dos estudos como nas conclusdes
extraidas na meta-analise, no entanto, todo o processo é devidamente documentado e
transparente.

A meta-analise tem como finalidade sintetizar as estatisticas dos resultados
provenientes de uma série de estudos. No entanto, a sintese so6 é valida se a selecdo dos
estudos decorrer de forma sistematica.8 Desta forma faz todo o sentido que a meta-analise

decorra apds uma revisao sistematica.
1.3. Objetivos

Esta investigagdo tem como objetivo geral analisar os resultados de estudos de
metaboldmica em individuos com diabetes tipo 2 e sistematizar os biomarcadores da
doenca. Os objetivos especificos:

a) Sistematizar os metabolitos alterados na DT2;
b) Sistematizar metabolitos de risco para o desenvolvimento de complicagbes
associadas a DT2;
¢) Identificar possiveis biomarcadores da DT2 e complicagdes tardias da doenca.
Para a identificacdo destes biomarcadores recorreu-se a uma revisdo sistematica e meta-

analise.



2. Enquadramento Tedrico

Este capitulo tem inicio com uma visdo geral sobre a epidemiologia da diabetes.
Posteriormente descreve-se em tracos gerais a DT2 e o impacto que tem na vida dos
doentes; fatores de risco associados e a fisiopatologia da doenca. E descrito a célula beta
pancreatica e a sua disfungdo, assim com a resisténcia a insulina. Seguidamente aborda-se
o diagnéstico da DT2 e as complicacdes tardias desta patologia. Por fim, com recurso a
metaboldmica, referem-se as necessidades de novos biomarcadores para o diagnéstico da
DT2, mencionam-se as estratégias target e untarget bem como os métodos analiticos de
espectrometria de massa e ressonancia magnética nuclear citando algumas vantagens e
limitagbes destas metodologias.

2.1. Epidemiologia

A diabetes é considerada atualmente como um problema de saude publica e de
proporcoes epidémicas. Segundo a IDF, em 2021, 537 milhdes de individuos com idades
entre os 20 e 79 anos vivem com diabetes. Na Europa, estima-se que 61 milhdes de
pessoas tenha diabetes (Figura 1) e é expectavel que este nimero aumente 13% (para 69
milhdes) até 204514
Portugal € um dos paises da Europa com maior prevaléncia de diabetes com cerca de
13,6% da populacdo afetada, entre os 20 e os 79 anos, segundo os ultimos dados
publicados pelo Observatério Nacional da Diabetes.®.10

A tendéncia ascendente da diabetes tipo 2 esta intrinsecamente relacionada sobretudo
com o aumento da obesidade, resultante de uma alimentacdo pouco saudavel e de
sedentarismo. 1"
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Figura 1. Diabetes no mundo em 2021. Imagem adaptada de IDF Diabetes Atlas.3

2.2. A Diabetes

A Diabetes mellitus tipo 2 é uma doenca metabdlica, crénica, que é caracterizada por
niveis elevados de glucose no sangue (hiperglicemia) devido a deficiéncia relativa de
insulina causada pela disfungao das células B pancreaticas e resisténcia a insulina das
células alvo.13

De todos os tipos de diabetes, a DT2 é a mais comum. 21213 A sintomatologia desta
patologia é similar a Diabetes tipo 1 (sdo exemplos: poliuria, polidipsia, polifagia, fadiga,
perda de peso, visdo turva, cicatrizagdo lenta) mas apresentada de forma mais ligeira.2 Por
esta razdo, muitas vezes passa despercebida na sua fase inicial sendo diagnosticada num
estadio mais avangado.4

Estes doentes tém um risco aumentado de desenvolver complicagbes macrovasculares,
como a doenga cardiovascular (DCV), principal causa de morbidade e mortalidade
associada a DT2'3 e complicagdes microvasculares, como nefropatia, neuropatia e
retinopatia. 14

Desta forma, os individuos com DT2 necessitam de um acompanhamento adequado e
intensivo de forma a controlar a progressao da doenca e das suas complicagdes.

Salienta-se que o tratamento das comorbidades representa uma importante fracao dos
custos no sector da saude.'’® Por este motivo, € de grande interesse a prevencgao, o
tratamento e a monitorizacdo adequada dos doentes, de forma a controlar a progressao e o
agravamento do estado de saude. Uma vez que se trata de uma patologia dindmica que
evolui ao longo dos anos e de forma diferente de individuo para individuo 1514 a intervencao
personalizada é crucial.



2.3. Fatores de risco para a DT2

Os promotores de risco advém de uma complexa interagao entre fatores genéticos,
metabdlicos e ambientais.8

A natureza poligénica da DT2 esta evidenciada em varios “Genome-wide association
study” (GWAS), que demonstram que o risco aumentado de desenvolver a doenca esta
maioritariamente relacionado com perturbacdes na secrecao de insulina e que apenas uma
pequena minoria com a resisténcia da mesma.'® Foram também identificados, por Dimas et
al. padroes distintos de resisténcia a insulina confirmando a elevada complexidade
poligénica.l”

O sedentarismo bem como a obesidade, geralmente associada a anomalias
metabdlicas que levam a resisténcia a insulina, sdo outros dois fatores de risco
importantes.!

Apesar dos fatores de risco ndo modificaveis, como a predisposi¢cao genética, etnia e
historia familiar, contribuirem para uma forte predisposicdo para desenvolver a doenca,
varios estudos epidemioldgicos indicam que € possivel prevenir, ou retardar o seu
aparecimento, através de alteragdes dos fatores de risco modificaveis nomeadamente as
escolhas alimentares saudaveis, atividade fisica e peso, vistos hoje em dia como os

principais agentes de risco. 1819

2.4. Fisiopatologia

A DT2 surge de um desequilibrio no metabolismo da glucose. Sendo este metabolismo
normalmente regulado por um mecanismo de feedback entre as células B dos ilhéus
pancreaticos e os tecidos alvo a insulina.20 Estes tecidos influenciam a producéo de insulina
pelas células B pancreaticas. A estimulacdo das células B leva a producao de insulina que
medeia a captacdo de glucose, aminoacidos e acidos gordos pelos tecidos sensiveis a
insulina. Por sua vez, estes tecidos fornecem informagao as células [ sobre as suas
necessidades de insulina.2

Quando ha resisténcia a insulina, habitual em pessoas com obesidade, os niveis de
producao de glucose no figado aumentam enquanto que os niveis de captacdo da mesma
molécula pelo musculo, figado e tecido adiposo diminuem. Por outro lado, a disfuncao das
células B leva a diminuigdo da sua atividade traduzindo-se na diminuicdo da libertagcao de
insulina.

Qualquer um destes cenarios pode ocorrer na patogénese da DT2. Contudo, quando
estas condicbes se manifestam conjuntamente, a hiperglicemia é mais acentuada
correspondendo geralmente a uma fase mais avangada da doenga.20-22



24.1ACélula B

As células B tem como funcdo primordial a sintese de insulina, que, na sua forma mais
imatura é designada de pré-pro-insulina.??2 Mais tarde, no processo de maturagdo, auxiliada
por varias proteinas do reticulo endoplasmatico (RE), esta sofre uma alteragao
conformacional dando origem a pré-insulina.2223 A pré-insulina é translocada para o
aparelho de Golgi onde vesiculas secretoras imaturas clivam a pré-insulina em péptido-C e
insulina. Esta fica armazenada em granulos até ser necessaria a sua libertagcao, geralmente
estimulada pelo aumento da concentracéo de glucose circulante.

Quando se verifica um aumento da glicemia, esta € absorvida pelas células 3 por
intermédio de uma proteina transmembranar que facilita o transporte de - 2 (GLUT2).24 Apds
a entrada da glucose na célula, o catabolismo da glucose € iniciado levando ao aumento da
relacdo ATP/ADP no interior da célula. Este aumento leva ao fecho de canais de potassio
ATP-dependentes na membrana plasmatica. Consequentemente ocorre a despolarizacdo da
membrana e abertura dos canais de Ca2* dependentes de voltagem levando a entrada deste
ido na célula. O aumento da concentracdo de Ca?* intracelular, desencadeia a fusdo dos
granulos secretores que contém insulina com a membrana plasmatica, levando a sua
libertacdo.25

Os sinais de Ca2* intracelulares podem ser amplificados por diversos mecanismos

incluindo moléculas mensageiras geradas a partir do metabolismo de nutrientes.
A libertacdo de insulina pode ser estimulada ndao sé pelo aumento das concentracbes de
Ca?* intracelular mas também pelo cAMP.25.26 Existem evidéncias que o cAMP promove a
mobilizacdo de vesiculas secretoras que contém insulina através do consumo de Ca2*
intracelular.26 Existem outras proteinas transmembranares que contribuem para a
mobilizacdo do Ca2* como P2X, P2Y, SERCA e RYR.27.28

2.4.2. Disfuncao da Célula 3

A disfungdo das células  na DT2 assenta numa complexa interacdo entre o ambiente e
diferentes vias de sinalizagao da célula.2®
A semelhanca do que ocorre na obesidade, um aporte calérico excessivo condiciona o
aparecimento de hiperglicemia e hiperlipidemia, favorecendo a resisténcia a insulina e a
inflamacao cronica.30

Estes fatores colocam as células B sob situagdes de stress inflamatoério, oxidativo e
metabodlico. O sfress do RE é o principal responsavel pela morte das células f
pancreaticas.30

O excesso de acidos gordos livres leva a disfungado das células B pela ativagdo da via
de sinalizacdo UPR (unfolded protein response).3! A ativagdo desta via pode ser feita de

varias formas quer pela inibicdo da SERCA (sarco/endoplasmic reticulum Ca2+ - ATPase),



que tem por fungao o transporte de Ca2* do citosol para o reticulo sarcoplasmatico, stress do
RE ou pela ativagao de recetores IP3.23

Por outro lado, a glucotoxicidade estimula a producado de pro-insulina e amilina ou
polipéptidos ilhota amildide (IAPP) nas células B resultando numa acumulagao de insulina e
amilina mal dobradas conjuntamente com o aumento de espécies reativas de oxigénio.23
Estes eventos levam a alteracdo da mobilizagcao normal do Ca2* no RE, estimulam sinais
que favorecem a apoptose, degradacdo de mRNA de pro-insulina e estimulam a libertacao
da (IL)-1 B que atrai macrofagos e aumenta a inflamacgéo no local.32

Alteragcdes nos processos de sintese dos percursores de insulina ou da propria
hormona, assim como alteracbes na sua secrecido, podem levar a disfungdo secretora da
insulina, a causa mais frequente da disfungao das células g na DT2.33

Como mencionado anteriormente, a secrecao de insulina deve ser regulada com rigor
para atender com precisdo a demanda metabdlica. Por essa razao, a integridade das ilhotas
deve ser conservada para permitir que as células B respondam as necessidades
metabdlicas.33

2.4.3. Resisténcia a 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, utilizacdo e armazenamento
quer de glicidos quer de lipidos para que a fonte de energia seja constante e ndo apenas
dependente da ingestao da refeigdo.34

A maioria dos tecidos tem a habilidade de alternar a sua fonte de energia entre o estado
de jejum (lipidos) e pods-prandial (glicidos), regulada pelo glucagon e pela insulina,
respetivamente.3435 A resisténcia a insulina € o trago principal da DT2 e precede o
desenvolvimento clinico da doenca entre uma a duas décadas.3¢

Existem trés classes de resisténcia a insulina ou deficiéncia de insulina: (1) diminuicao
da produgao de insulina no pancreas, (2) presenga de antagonistas de insulina no plasma,
devido a hormonas contra-regulatérias ou a substancias ndo hormonais que afetam os
recetores de insulina, ou modificam a eficacia da sinalizacdo da insulina; (3) deficiente
resposta do tecido alvo36 ao n&o responder a agdo da insulina como resultado de anomalias
nos recetores de insulina ou nos sistemas efetores. Esta ultima causa de resisténcia a
insulina é a mais comum nos individuos com DT2.37

A acédo da insulina é influenciada pela interacdo com outras moléculas, como hormonas
de crescimento (GH, do inglés growth hormone ) ou fator de crescimento semelhante a
insulina tipo 1 (IGF-1, Insulin-like growth factor 1) no estado pds-prandial e glucagon,
glucocorticoides e catecolaminas no estado de jejum, de modo a prevenir hipoglicemia
induzida pela insulina.3® A relagdo proporcional insulina/glucagon tem um papel importante
uma vez que determina o grau relativo de fosforilagdo de enzimas a jusante nas vias de



sinalizacdo reguladoras. Os glucocorticoides promovem o catabolismo muscular, a
gliconeogénese e a lipdlise ao passo que as catecolaminas promovem a lipdlise e a
glicogendlise. Apesar da secregao descontrolada destas hormonas poder contribuir para a

resisténcia a insulina, ndo € a responsavel pela maioria dos estados de resisténcia a
insulina.38

2.5. Complicagcdes associadas a DT2

De acordo com a literatura, podemos dividir as complicagbes da diabetes tipo 2 entre
complicagdes agudas e complicagdes tardias.
Entre as complicagbes agudas encontram-se a cetoacidose diabética, hipoglicemia e
sindrome hiperosmolar, enquanto as complicagdes tardias da diabetes dividem-se em:
macrovasculares, (em que ha afegcao de grandes territérios vasculares como as artérias
cerebrais, miocardicas e dos membros inferiores) e microvasculares (retinopatia, nefropatia
e neuropatia diabéticas).
As complicagdes tardias mais prevalentes incluem a doenga cardiovascular, acidentes
vasculares-cerebrais, doencga arterial periférica, retinopatia diabética, neuropatia diabética,
neoplasias, entre outras.3® Entre elas, a doenga cardiovascular € sem duvida a mais
relevante, nomeadamente a doenca arterial coronaria, pois ndo s6 atinge 55% destes
doentes, como € a principal causa de morte nesta populag&o.40

Os mecanismos fisiopatolégicos das complicagdes da DT2 sdo complexos e
multifatoriais mas é provavel que na sua origem estejam alteragcdes micro ou
macrovasculares, causadas por resisténcia a insulina, adiposidade visceral e aumento da
inflamacao. Estas alteragcdes por sua vez causam disfuncdo endotelial, alteracdo das
lipoproteinas e da cascata da coagulacdo que, isoladamente ou quase sempre associadas,
levam ao desenvolvimento da placa ateroscleroética - lesdo vascular que esta na origem de
eventos trombo-embdlicos caracteristicos da DT2.41.42

A prevengdo e o tratamento das complicagdes da DT2 passam pelo controlo
farmacoldgico da hiperglicémia, hipertensao arterial e dislipidémia. Nao menos importantes,
as alteragdes do estilo de vida tém igualmente um papel fundamental no controlo das
complicagdes da diabetes, entre elas a promog¢ao de uma dieta saudavel, exercicio fisico e
cessacao tabagica.43



2.6. Diagnéstico

Em Portugal o diagnéstico para a diabetes rege-se pela norma 002/2011 da Direcao
Geral de Saude e é feito com base nos seguintes pardmetros e valores para plasma venoso
na populagao geral: glicemia de jejum = 126 mg/dl (ou = 7,0 mmol/l); ou sintomas classicos +
glicemia ocasional = 200 mg/dl (ou = 11,1 mmol/l); ou glicemia = 200 mg/dI (ou = 11,1 mmol/
[) as 2 horas, na prova de tolerédncia a glicose oral (PTGO) com 75g de glicose; ou
hemoglobina glicada A1c (HbA1c) 2 6,5%.44 A HbA+c informa sobre os niveis de glicose dois
a trés 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 sé&o
inconvenientes para o doente, como é o caso do teste da medicdo da concentragdo da
glicose em jejum, ou porque nao estéo indicados em alguns quadros clinicos, como é o caso
do teste da HbA1cem doentes com insuficiéncia renal, em tratamento para HIV, doengas que
afetam os eritrécitos ou o diagndstico para a diabetes gestacional; que podem levar a
leituras incorretas, sendo controversa a relevancia do teste. Os teste sdo aplicados em
doentes sintomaticos ou assintomaticos que tenham sido identificados como de risco. No
entanto, aproximadamente 40% dos casos de DT2 nao chegam a ser diagnosticados. 1045

2.7. Os novos biomarcadores para a DT2

A elevada prevaléncia da diabetes tipo 2 e das suas complicagdes, nomeadamente a
DCV, tém um grande impacto na saude global.4142 Apesar das estratégias eficazes na
prevengcdo e tratamento da doenga, ndo se verificam grandes avangos no diagnéstico
precoce, nem no tratamento e controlo global da DT2.43 E imperativo que haja uma melhor
compreensao sobre os disturbios metabdlicos que levam a esta doenga.43 Como a DT2 se
desenvolve muito antes de ser passivel de ser detetada pelos testes convencionais, a
metaboldmica assume um papel preponderante no diagnéstico precoce, pois consegue
identificar metabolitos circulantes associados a DT2 mais de uma década antes da
manifestacdo da doencga. Estes metabolitos funcionam como biomarcadores preditivos da
DT2 aumentando a eficacia no diagndstico.45 Os biomarcadores podem também fornecer
informagdes importantes sobre o prognoéstico, progressédo ou desenvolvimento de
complicagdes, assim como a resposta do organismo a terapéutica aplicada.

Um biomarcador € uma caracteristica mensuravel que serve como indicador sobre
processos fisioldgicos, patoldgicos ou sobre respostas a uma determinada exposicdo ou
intervengdo. Existem varios tipos de biomarcadores que sao definidos consoante as suas
aplicagdes, por exemplo, biomarcadores de diagndstico, de monitorizacdo, de resposta
farmacodinamica, etc. Um biomarcador deve ser passivel de medigdo com precisao,
confiavel e reprodutivel.46.47



2.8. Metabolomica

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
variagao da concentracgao relativa dos metabolitos como produto da expressao génica. 48
A metabolomica é o estudo quantitativo e em larga escala de pequenas moléculas
designadas de metabolitos, presentes numa célula, tecido, fluido biolégico ou 6rgéo. As
interagcdes dos metabolitos num sistema bioldgico constitui o metaboloma. A metaboldémica
tem por objetivo medir as concentracbes dos metabolitos presentes numa determinada
amostra biolégica permitindo estudar os processos quimicos envolvidos no metabolismo de
forma sistematica.#® Os metabolitos sdo moléculas de dimensdes reduzidas (50 - 1500 Da),
como por exemplo, glicidos, aminoacidos, acidos gordos, etc., que intervém em processos
metabdlicos ou sdo o produto desses processos. Sao 6timos biomarcadores porque
geralmente o aumento ou o decréscimo da sua concentragéo relativa pode ser indicio da
presenca de um dada patologia. O estudo metabolémico da DT2 é pertinente uma vez que
esta € uma doenga metabdlica poligénica que € moldada por fatores modificaveis.

No decorrer da ultima década tem-se verificado um aumento significativo de estudos
metabolémicos nesta area, recorrendo a estratégias diferentes (farget ou untarget) bem
como o recurso a plataformas analiticas como a espectrometria de massa (MS) acoplada a
cromatografia liquida (LC) ou gasosa (GC) ou como a ressonancia magnética nuclear
(NMR).50

2.9. Estratégias untarget e target

Uma estratégia untarget ou nao dirigida, € uma analise global que tem por objetivo
medir a maior quantidade de metabolitos presentes na amostra e permite a identificacao de
novos compostos. Este tipo de estratégia ndo pressupde o conhecimento prévio do
conteudo da amostra bioldgica ou seja, o metaboloma é a partida desconhecido.

A principal vantagem é oferecer uma base imparcial para a analise da relagéo entre os
metabolitos detetados pertencentes a diferentes vias metabdlicas.50
Contudo, ndo é possivel extrair todas as classes de metabolitos em simultaneo isto porque
existem varios fatores que afetam a recuperagao dos metabolitos como o pH, o solvente, o
tipo de coluna e a técnica de ionizacao utilizada.58

Para proceder ao estudo metabolémico untarget € essencial ter um sistema analitico
avancado e automatizado que permita o processamento dos dados obtidos. O sistema de
tratamento de dados requer uma abordagem computacional que faca a correlagdo entre os
dados brutos e o conhecimento biolégico de forma significativa. Apds a aquisicao dos dados,
é feito o seu upload para um software designado para o efeito, onde os dados sao
convertidos em matrizes para posterior analise estatistica.49.40.51
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A estratégia target ou dirigida mede as concentragdes de um determinado conjunto de
metabolitos preestabelecidos. O perfil metabolomico obtido advém da identificacdo e
quantificagdo através da comparacao do espetro de interesse com uma biblioteca de
referéncia de compostos puros.52.53

A desvantagem que esta abordagem apresenta é o numero reduzido de bibliotecas
espectrais que permitem fazer a identificacdo e interpretagdo dos metabolitos.53

2.10. Métodos analiticos em metabolomica

2.10.1. Espectrometria de massa (MS)

A espectrometria de massa permite a identificacdo e quantificagdo de analitos com
elevada resolucdo e sensibilidade. Genericamente, o processo envolve separagdo por
cromatografia, ionizagéo dos analitos e separagao por massa.53

A cromatografia € muito Gtil em amostras pequenas, cujas concentragdes dos analitos,
sdo a partida, também reduzidas. Esta etapa reduz a supresséo de ides, aumentando a
precisdo dos resultados. Na LC a separacdo dos analitos faz-se através da coluna de
cromatografia, que possui uma fase estacionaria que abriga inumeras esferas revestidas
com diferentes compostos quimicos, ao fazer passar a fase moével, onde os analitos se
encontram dissolvidos, pela coluna de cromatografia, alguns destes vao interagir com os
compostos da fase estacionaria. 52-54 Esta afinidade entre os analitos e os compostos da
fase estacionaria permite que haja uma separacéao fisica.

No caso da CG os analitos sédo pulverizados numa fase gasosa, mével, e passam por
uma camada liquida adequada para moléculas de baixo peso molecular, volateis e apolares.
Apobs a separagao dos analitos pela cromatografia estes entram no espectrémetro de massa
onde ocorre a sua ionizagdo através de electrospray.5! A ionizagao tem por finalidade
permitir que os analitos sejam acelerados por imanes em direcdo a um detetor a uma
velocidade que é inversamente proporcional a razdo massa/carga (m/z). A quantificacao
ocorre no detector através do numero de impactos de cada i&0.54.5%

2.10.2. Ressonancia magnética nuclear (NMR)

A ressonancia magnética é a propriedade fisica exibida pelo nucleo atéomico de
determinados elementos quando submetidos a um forte campo magnético e excitados com
radiofrequéncia.

A espectrometria por ressonancia magnética nuclear baseia-se nesta caracteristica dos
nucleos atomicos, como € o caso do atomo de hidrogénio ('H), e nas propriedades do
momento angular para identificar estruturas de compostos moleculares.47.56

A NMR tem a vantagem de ser uma metodologia ndo destrutiva que possibilita a
identificacdo de compostos in vivo.5” E a ferramenta mais direta e abrangente para estudar a
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estrutura quimica de praticamente todas as moléculas orgénicas ou bioldgicas e de muitas
moléculas inorganicas podendo ser aplicada aos trés estado de matéria. Este método é
eficaz em amostras na ordem de grandeza dos microgramas ou abaixo e permite a
identificacdo estrutural de compostos puros ou em misturas.

Para a identificagdo estrutural de uma molécula sdo necessarios varios ensaios, de
forma a deduzir a estrutura molecular através das propriedades magnéticas dos nucleos
atomicos e dos eletrdes circundantes. 56,57

A limitagdo que a NMR apresenta tem a ver com o0s picos gerados que geralmente
correspondem a uma integragao de sinais de varios compostos diferentes pelo que a anélise
estatistica dos dados é bastante complexa.58

2.10.3. Vantagens e limitagdes

A adequacgdo do método analitico ao objetivo que se pretende alcangar deve ter em
consideragao alguns aspetos inerentes ao método e a amostra que se quer estudar. A tabela
abaixo resume alguns das caracteristicas da MS e NMR.

Método Vantagens Limitacoes

Alta sensibilidade Amostra exige alguma

preparacao
MS Elevado nimero de metabolitos
detetados Dificuldade em distinguir
isébmeros
Boa para analises target
Elevada reprodutibilidade Baixa sensibilidade

Amostra exige pouca preparacao
Andlise direta dos tecidos

NMR Réapida - amostra pode ser analisada

. e Nao adequada para analises
numa Unica medicado

target
Nao destrutiva

Fornece informagéo estrutural
detalhada (multi dimensional)

Tabela 1. Vantagens e limitagées dos métodos de MS e NMR. A tabela resume alguns

pontos vantajosos de ambos os métodos bem como algumas das principais limitagoes.58
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3. Materiais e Métodos

Este capitulo consiste nos materiais e métodos. Inicia-se com uma breve referéncia a
elaboracgdo do protocolo, seguindo-se da descricdo dos critérios de inclusao e exclusdo que
contém: participantes, intervencdo, desenho do estudo e outcome. Inclui também uma
descricdo da estratégia de pesquisa onde refere as bases de dados pesquisadas, os termos
utilizados na pesquisa, do screening inicial dos estudos e faz referéncia a extracado dos
dados para a revisao sistematica e meta-analise.

3.1. Protocolo

Foi elaborado um protocolo para a reviséo sistematica e meta-analise. (ver apéndice I)

3.2. Critérios de inclusao e exclusao

O modelo PICO foi adotado para a elaboracao da questao de investigacao, assumindo-
se da seguinte forma: populagéo (P) individuos humanos adultos; intervengao (l) estudos
com recurso a tecnologias metabolémicas direcionadas a DT2 e as suas complicagdes;
comparacgao (C) comparar individuos sem DT2 com DT2 e DT2 com DT2 com complicacdes
e outcome (O) metabolitos associados a DT2 ou as complicagbes da DT2. Partindo da
estrutura PICO as perguntas de pesquisa sao:

* Quais os metabolitos predominantemente alterados em individuos adultos com DT2?
* Quais os metabolitos predominantemente alterados em individuos com diabetes tipo 2
com complicagbes associadas?

3.2.1. Participantes

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

Segundo a OMS a maior taxa de incidéncia ocorre em individuos com idade superior a
25 anos, no entanto, varios autores alegam que as alteracbes metabdlicas que precedem a
DT2 ocorrem anos antes do diagnostico da doencga, pelo que se consideraram todos os
individuos maiores de idade.

Do ponto de vista da etnia dos participantes nao foi colocada nenhuma restricdo pelo
que todos os estudos foram considerados elegiveis sob este ponto de vista.
Foram excluidos estudos realizados em criangas, adolescentes, gravidas ou animais.
Também foram excluidos estudos em individuos com diabetes mellitus tipo 1 ou outro tipo
de diabetes que néo o tipo 2.

13



3.2.2. Intervencgao

Foram incluidos estudos que recorressem a tecnologias metabolémicas, como é o caso
da espectrometria de massa, acoplada a cromatografia liquida e/ou gasosa, ou da
ressonancia magnética nuclear; dirigidas a DT2 e a DT2 associada as complicagdes tardias
decorrentes desta patologia. E do interesse deste estudo analisar exclusivamente
metabolitos identificados pela metabolémica, uma vez que esta tecnologia permite ter uma
visdo abrangente dos componentes da célula e dos tecidos, permitindo estudar vias
metabdlicas/sinalizagao.

Foram considerados os tipos de estudos: cohorts; case-cohort, case-control e clinical-
trials; em relagédo ao tempo de follow-up nao foi considerado nenhuma restricdo, pelo que se
aceitaram quaisquer periodos de follow-up. Em contrapartida, foram rejeitadas revisées,
comentarios, editoriais ou cartas e publica¢gdes em duplicado.

Foi também equacionado o tipo de amostra utilizada para realizar o estudo
metaboldmico. Como o presente trabalho tem por objetivo identificar biomarcadores para o
diagnéstico da DT2 e das suas complicagbes, 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 diagnéstico desta patologia. Foram excluidos estudos
realizados em amostras de liquido cefalorraquidiano (LCR), humor vitreo ou tecidos
bioldgicos (bidpsia).

3.2.3. Comparacéo

Com o intuito de responder as questdes de investigacdo, foram realizadas duas
comparacoes:
a) Individuos com diabetes tipo 2 com individuos sem diabetes (controlo);
b) Individuos com diabetes tipo 2 sem complicagbes associadas com individuos com
diabetes tipo 2 com complicagbes associadas.
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3.2.4. Outcome

O primeiro outcome sao os metabolitos associados a DT2 por forma a identificar
potenciais biomarcadores para o diagnostico precoce da doenga. O segundo outcome
esperado foram os metabolitos associados as complicacdes decorrentes da DT2. Com esta
medida espera-se identificar biomarcadores com valor preditivo para o desenvolvimento ou
nao de complicagdes.

3.3. Estratégia de pesquisa sistematica

3.3.1. Bases de dados pesquisadas

Foi efectuada uma revisdo sistematica da literatura publicada, nas bases de dados
bibliograficos eletronicas MEDLINE, via Pubmed pelo acesso (https://
pubmed.ncbi.nlm.nih.gov) versdo 05/2020 (doravante referida como Pubmed), e EMBASE,
via Ovid; (https://ovidsp.ovid.com) versdo 2020, no periodo decorrido entre novembro de
2020 a fevereiro de 2021.

Como na ultima década tém surgido varios trabalhos no campo da metabolémica
aplicada a DT2 (Grafico 3.1), foi contemplado um periodo de 10 anos (2010 - 2020) como
filtro de pesquisa.

NuUmero de Entradas
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Grafico 1. Namero de entradas. Entradas de artigos publicados na base

de dados on-line Pubmed entre os anos 2002 e 2020.59
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3.3.2. Termos de pesquisa

De modo a abranger o maior numero possivel de estudos na area, optou-se por utilizar
palavras-chave mais gerais como metabolémica, metaboloma e diabetes tipo 2. Em relagéo
a data de publicagao 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 utilizacdo dos seguintes
termos com as respetivas particulas de articulagao: “type 2 diabetes AND ((metabolomic)
OR (metabolome)) NOT ((type 1 diabetes) OR (gestational diabetes))’

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

3.3.3. Screening inicial dos estudos

Os titulos e os resumos dos estudos foram lidos e analisados do modo a verificar se
estavam de acordo com os critérios de inclusdo e exclusdo estabelecidos. Quando
necessario, de forma a extrair a informacao pretendida, o artigo foi lido na totalidade. Foi
construido um fluxograma para descrever a informagcéo através das diferentes fases da
revisdo sistematica, onde esta demostrado o numero de registos identificados, incluidos e
excluidos (ver secgao 4.2 - fluxograma).

3.4. Extracao de dados para a revisao sistematica e meta-analise

Todos os artigos considerados elegiveis e selecionados para o presente estudo foram
minuciosamente analisados. Considerou-se fundamental extrair de cada artigo, quando
possivel, os autores, a revista e o0 ano de publicacéo, o tipo de estudo efetuado: cohort,
case-control, randomised controlled trial, etc., as caracteristicas da populagdo tais como
etnia, niumero de participantes (N) e a sua relagdo com a DT2 (ndo diabético, diabético ou
diabético com complicagdes). Outros aspetos tidos em conta aquando da extragéo de dados
foram: a técnica metabolomica utilizada para alcancar os resultados demostrados pelos
autores, o tipo de amostra bioldgica sob a qual se fez a investigagao, outcome e metabolitos
encontrados. Em relacdo aos dados extraidos para a meta-analise consideraram-se o0s
valores de odds ratio (OR), p-value e valores médios das concentragbes relativas dos
metabolitos na amostra.

Os dados extraidos foram anotados digitalmente numa tabela construida em numbers
para o efeito (ver apéndice II).

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

Foram considerados para a meta-analise os metabolitos com maior nimero de referéncias.

O cut-off estipulado foi de pelos menos seis referéncias e que contivessem os dados
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necessarios para a meta-analise. Apesar de alguns metabolitos serem referidos pelos
artigos varias vezes, nem todos eles apresentavam os elementos necessarios para
prosseguir com a meta-analise.

Depois de encontrados os metabolitos mencionados com maior frequéncia, foram
construidas tabelas para cada um deles de forma a resumir a informacédo estritamente
necessaria para a meta-analise (ver apéndice Ill).

3.5. Meta-analise

A meta-analise combina os resultados dos diferentes estudos para obter uma estimativa
global do efeito da intervencao, possibilitando a analise da heterogeneidade. O resultado
final da meta-andlise é sempre uma média ponderada das estimativas da medida de efeito
dos diferentes estudos, neste caso em particular Odds Ratio. Em meta-analise sdo usados
essencialmente dois tipos de modelos de regressdo para estimar a medida de efeito
resumo, o modelo de efeitos fixos e o0 modelo de efeitos aleatérios. No modelo de efeitos
fixos assume-se que os estudos sdo homogéneos, isto &, a variabilidade observada entre os
resultados dos estudos que compdéem a meta-analise é devida apenas a variabilidade
amostral interna de cada um dos estudos. Por sua vez, o modelo de efeitos aleatorios
assume que os estudos nao sdo homogéneos, havendo alguma variacao entre os estudos
devido a diferencas entre as respetivas populagbes e protocolos empregados.

O effect size considerado para a construcdo dos forest plots foi o Odds Ratio e
respetivos intervalos de confianca a 95%. Uma vez que os dados publicados sao
apresentados de diversas formas, ie, médiatdesvio-padrao (DP) ou Odds Ratio (OR), os
effect sizes foram uniformizados todos para OR. Para os artigos que apresentavam
médiastDP foram obtidos as diferencas médias estandardizadas (DME) e posteriormente
estes valores foram convertidos em OR usando a equagao (1):

In (OR) = DME * —~ "

A decisao para considerar modelos de efeitos aleatérios ou modelos de efeitos fixos foi feita
com base na analise da heterogeneidade entre os estudos e sera realizada com base na

estatistica 12 e no teste do Qui-quadrado (y2). Valores de 12>50% e valor-p < 0.2 para y2

consideram-se modelos de efeitos aleatdrios.
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Um aspeto que pode comprometer a validade de uma meta-analise € a possibilidade de
0s pressupostos ndo se verificarem, em virtude de um tipo particular de estudos ser
sistematicamente excluido de publicagdo. Estudos com amostras muito pequenas
apresentam maior probabilidade de viés de publicacdo, motivo pelo qual alguns autores
preconizam para que sejam excluidos.

O grafico de funil (funnel plot) € uma ferramenta simples e bastante utilizada para a
detecido de viés de publicagdo. Trata-se de um grafico de dispersao, considerando-se no
eixo das abcissas as medidas de efeito estimadas para cada um dos estudos que compdem
a meta-analise, e no eixo das ordenadas o respetivo peso de cada estudo.

Quando o grafico exibe uma disposicao assimétrica de pontos, ha evidéncia de que o
viés de publicagdo esta presente na meta-analise. Na auséncia de viés de publicagao, a
disposicdo dos pontos no grafico assemelha-se ao formato de uma piramide ou funil
invertido.

A meta-andlise 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 comega com uma descricdo detalhada do outcome da literatura
incluindo um fluxograma que evidencia as etapas da pesquisa. As caracteristicas dos
estudos tais como o ano de publicacdo dos artigos selecionados, os tipos de estudos
incluidos, as caracteristicas da populagdo, o tipo de amostra biolégicas usadas pelos
autores para realizacao dos estudos também sao referidas.

E também providenciada a avaliagdo da qualidade dos estudos elegiveis assim como o
outcome. Por fim, a analise qualitativa dos metabolitos predominantemente encontrados nos
estudos incluidos.

4.1. Outcome da pesquisa sistematica da literatura

Concluida 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 selecao dos artigos baseou-se em quatro grandes momentos de filtragem dos

resultados.
Primeiramente fez-se uma avaliagao dos titulos de todos os artigos cientificos provenientes
da pesquisa. Nesta etapa foram excluidos todos os artigos cujos titulos ndo indicavam que o
proposito do estudo ia ao encontro dos objetivos do presente trabalho. Como produto final
desta apreciagdo passaram a fase seguinte 213 artigos provenientes da Pubmed e 74 da
Embase, por outras palavras foram excluidos, pela apreciagdo do titulo, 871 artigos da
Pubmed e 1.323 da Embase.

Com o auxilio de um gestor eletronico de referéncias bibliograficas (Zotero) eliminaram-
se os artigos em duplicado. Foram excluidos 34 artigos da Embase pelo que passaram a
fase seguinte 213 artigos provenientes da Pubmed e 40 da Embase.

O terceiro momento de filtragem consistiu na avaliacdo 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
nao era compativel com o objetivo deste trabalho ou que mostrasse incompatibilidade com
os critérios de elegibilidade estabelecidos, o artigo era excluido. Apds esta filtragem foram
excluidos no total 140 artigos (117 Pubmed e 23 Embase) pelo que passaram a fase
seguinte 96 artigos da Pubmed e 17 da Embase.

O ultimo momento de sele¢do dos artigos cientificos baseou-se na sua analise integral.
Nesta etapa foram aplicados os critérios de inclusdo e exclusao previamente estabelecidos.
Na ultima triagem foram excluidos no total 67 artigos (51 Pubmed e 16 Embase). Neste
trabalho foram considerados elegiveis 46 artigos cientificos (Figura 2).
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Artigos obtidos na pesquisa

Identificagao
Pubmed: 1.084

Embase: 1.397

Artigos Incluidos pelo titulo

Screening
Pubmed: 213
Embase: 74
Artigos
duplicados
Removidos: 34
Artigos Incluidos pelo resumo
Elegibilidade Pubmed: 96
Embase: 17
Artigos excluidos Artigos excluidos
Pubmed: 51 Pubmed: 117
Embase:16 Embase: 23
Artigos Incluidos no estudo
s Pubmed: 45

Embase:1

Figura 2. Fluxograma. Esta representagdo esquematiza a selegcdo da literatura sobre a
identificacdo de metabolitos, através de metabolémica, na DT2. Adaptado do modelo
PRISMA
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4.2. Caracteristicas dos estudos seleccionados

4.2.1. Artigos cientificos e tipo de estudos

Como evidenciado no grafico 2, os estudos incluidos para pesquisa dos metabolitos,
provém maioritariamente do periodo entre 2016 a 2020. Em relagdo ao tipo de estudos
selecionados para extracdo de dados, obtiveram-se catorze “cohorts”, vinte e dois “case
control’ e nove “random clinical trial” (RCT) (Grafico 3).

| Numero de Artigos publicados

2011 [ %)
2012 | =0
2013
2014 | 1
2015
2016
2017
2018
2019
2020
0 3 5 8 10

Grafico 2. Ano de publicagao dos artigos selecionados.

@ Cohorts @ CaseControl @ RCT

20% ———

— 31%

-]
49%
Grafico 3. Distribuicao do tipo de estudos selecionado.
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4.2.2. Populacao dos estudos selecionados

A populacao dos estudos provém de diversos paises europeus, asiaticos e americanos
(EUA). E importante ter em consideragdo a origem dos participantes dos estudos uma vez
que diversos fatores como a dieta, ambiente e estilo de vida séo distintos nos diferentes
paises. Estes aspetos tém sido apontados como sendo preponderantes para o
desenvolvimento da DT2. Na figura 3 estdo ilustradas as regides demograficas de onde
provém os participantes dos estudos selecionados, pelo que se pode constatar que a maior
parte dos estudos séo efetuados na populagdo asiatica seguindo-se da europeia e por fim
da americana.

Figura 3. Proveniéncia da populagcdo dos estudos incluidos. NUumero de estudos
selecionados para andlise sistematica baseados em populacdo proveniente da Europa, Asia
e América do Norte (EUA). Europa 17, Asia 22 e EUA 6 estudos. Figura produzida com

recurso a aplicacdo “Procreate”.

4.2.3. Tipos de amostras e abordagem metabolomica

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

Em relagéo a 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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Quanto as técnicas metabolémicas utilizadas pelos autores dos artigos verificou-se que a
técnica de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa (LC-MS) foi
amplamente utilizada, correspondendo a 56%. A outra técnica de eleicdo para os estudos
dos metabolitos foi a ressonancia 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 a espectrometria de massa (GC-MS) para obter os seus resultados.

Em minoria, o recurso a cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa com
monitorizagdo de reagdo multipla (LC/MS-MRM) correspondendo a 4%, a utilizacdo 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).

A B c
2% 9%

9%

9% — ) 4%
e D = P
°’ 16%

49%
40%
N— 56%
56% —
gl;ima ® Target

® Urina Untarget MS-MS LC-MS+MS-MS

@ Plasma + urina ® Target + untarget NMR LC-MS
® LC/MS-MRM @ LC-MS + GC-MS
@® GC-MS

Grafico 4. Distribuicao do tipo de amostras estratégia e técnica. (A) Distribuicdo do tipo
de amostras utilizadas nos estudos seleccionados, (B) estratégia utilizada pelos autores para
identificacdo dos metabolitos e (C) técnica metabolomica escolhida para realizar a

investigacgao.
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4.3. Avaliacao 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 estdo concebidas.
Nestas "checklists” sdo apresentadas algumas questbes sobre aspetos criticos da
formulagao, selegdo e execucgdo dos estudos cientificos. Para cada pergunta existem trés
hipéteses de resposta, “sim”, “nao sei dizer” e “ndo”. O investigador responde a cada uma
destas perguntas tendo por base a informagao disponivel no artigo cientifico que esta a
avaliar.

Para facilitar o processo de apreciagao dos artigos construiu-se, em suporte digital, uma
matriz de avaliagdo dos artigos cientificos considerados elegiveis.

A matriz de avaliagdo compreende as perguntas das “checklists” da CASP onde é
atribuida uma pontuacdo de 0 a 2 a cada pergunta. Sendo que o 0 corresponde a “hao”, o 1
a “nao sei dizer’ e 0 2 a “sim” (ver apéndice V). Apés responder a todas as questdes sobre
determinado artigo cientifico obteve-se uma cotacdo final para cada um deles, que
posteriormente, foi convertida num score de 0 a 5. Com esta medida pretendeu-se
uniformizar a pontuagcédo dos artigos, uma vez que para cada tipo de estudo o numero de
perguntas varia, ndo sendo possivel fazer uma comparagao directa.

Dos artigos incluidos, vinte e dois pontuaram o score 5, vinte € um o score 4, um 0
score 3 e apenas um artigo pontuou 1 dado que a selec&o dos individuos n&o era clara e
nao foi possivel, segundo as regras da CASP, prosseguir com a avaliagao (Grafico 5).

@ Score 1 Score3 @ Score 4 Score 5

Grafico 5. Avaliacdo da qualidade dos estudos. Percentagem dos scores atribuidos aos

artigos seleccionados apds avaliacdo pelos critérios CASP 2021.
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4.4. Outcome dos estudos elegiveis

O outcome de um estudo de investigagdo prende-se com o objetivo ao qual os
investigadores se propéem responder. Por exemplo, se o objetivo do estudo é identificar
metabolitos relacionados com a DT2, o outcome podera ser ha relagdo ou ndo ha relagéo
coma DT2.

Apoés a analise individual dos artigos incluidos neste trabalho, pode aferir-se o outcome
de cada um dos estudos. Na grande maioria o outcome foi “esta relacionado com DT2 (no
grafico 6 representado como T2D) correspondendo a 76% (34 artigos) dos artigos incluidos.
Apenas 22% (10 artigos) dos artigos tiveram um outcome cujos resultados estavam
relacionados com DT2 e complicagbes (T2D + complications). Um dos artigos incluidos,
correspondendo 2%, apresenta varios outcomes, uns relacionados somente com DT2 e
outros com DT2 com complicagdes (no grafico 6 representado como T2D + T2D w/
complications).

® 12D
T2D + complications
® T2D + T2D w/ complications

Grafico 6. Outcome. Distribuicdo dos outcomes dos artigos incluidos

no estudo.

4.5. Metabolitos referenciados nos estudos

4.5.1. Numero 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 incluidos 2.514 metabolitos;
sendo que alguns deles mencionados por varios autores.
O numero de metabolitos encontrados em cada um dos estudos foi variavel. Pela analise do
grafico 7 verifica-se que o numero de metabolitos encontrados nos estudos sdo muito
variaveis. Existem estudos que reportam poucos metabolitos, por exemplo, existem 6
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estudos que reportam entre 2 a 5 metabolitos; e outros onde sdo reportados mais de
quarenta metabolitos. Pelo grafico pode observar-se que a maioria dos estudos reporta
entre 5 a 20 metabolitos.

10

2-5 5-10 10-15 15-20 20-25 25-30 30-35 35-40 40+

I Numero de estudos que mencionam o nimero de metabolitos contidos nos intervalos

Grafico 7. Nimero de metabolitos por estudo. No eixo dos xx estdo representados o
intervalo de nimero de metabolitos apresentados pelos autores dos artigos incluidos, no

eixo dos yy o nimero de artigos.

4.5.2. Analise qualitativa dos metabolitos referenciados

Apoés a contabilizacdo global dos metabolitos, mencionados nos 45 estudos incluidos,
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%) (Grafico 8). Os restantes metabolitos tiveram
uma expressao entre 4 e 2% o que significa que foram reportados uma ou duas vezes pelos
autores.

Relativamente aos metabolitos associados as complicacdes decorrentes da DT2
verificou-se que penas 10 artigos tinha a DT2 associada a complicagdes como outcome.
Dentro das complicagdes os metabolitos com maior expressao 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 expresséo de
20% foram reportados os metabolitos lactose, eritrol, acetato, manose, glutamina, treonina,
histidina, metionina, serina, acido glicénico, lisina, fenilalanina e isoleucina.
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Foram mencionados outros metabolitos mas com expressao residual equivalente a 1
referéncia.

B Metabolitos DT2+complicacdes [ Metabolitos DT2

Valina |

Isoleucina

Tirosina

Leucina |

Fenilalanina
Alanina I
Lisina
Glucose
Glicerol

01 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Grafico 8. Numero de vezes que um metabolito é reportado. Metabolitos mais
referenciados nos artigos cientificos incluidos na DT2 e na DT2 associada a

complicagoes.

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

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

Curiosamente, de uma forma geral, os estudos direcionados as complicagbes da DT2,
apresentam os valores de metabolitos mais baixos comparativamente aos grupos de
individuos com DT2 e sem complicagdes.
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Casey M. Rebholz et al., 2018
Lin Shi et al., 2018

Yonghai Lu et al., 2016

Jun Ho Yun et al., 2019
Gaokun Qiu et al., 2016

Ari V. Ahola-Olli et al., 2019
Huan-Tang Lin et al., 2019
Danxia Yu et al., 2015
Fengguo Xu et al., 2013
Xinfeng Liu et al., 2016
Navdeep Gogna et al., 2014

Ele Ferrannini et al., 2013

Diane M. Libert et al., 2018
Wenjuan Lin et al., 2020

Laura del Coco et al., 2019

Jun Liu et al., 2017

Jordi Merino et al., 2018
Clara Barrios et al., 2018
Samira Salihovic et al., 2020

Jun Ho Yun et al.,2020

Ai-hua Zhang et al., 2013

Filip Ottosson et al., 2020
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Lys

Glu

Glycerol

Outcome

DT2
DT2
DT2
DT2
DT2
DT2
DT2
DT2
DT2
DT2+DCV
DT2

DT2+
Disglicemia

DT2
DT2

DT2+
Complicagoes

DT2
DT2
DT2
DT2

DT2+
Retinopatia

DT2

DT2+DCV

Tabela 2. Variagdo dos metabolitos entre grupos. A tabela indica a variagdo dos metabolitos
entre os grupos DT2 vs controlo, quando o outcome é DT2 e DT2 vs DT2 com complicagdes
quando o outcome é DT2 + complicagao.
® significa que houve aumento do metabolito no grupo com DT2 ou DT2 com complicagbes,

significa que houve diminui¢do e
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valina; Iso = Isoleucina; Tyr = Tirosina; Leu = Leucina; Phe = Fenilalanina; Gly = Glicina; Ala
Alanina; Lys = Lisina; Glu = Glucose.



4.6. Meta-analise

A meta-analise foi realizada para 9 metabolitos considerando a comparagao entre os
individuos com DT2 e controlos e para 6 metabolitos entre individuos com DT2 e individuos
com DT2 e outras complicagdes. Foram considerados os estudos que apresentavam dados
possiveis para realizar a meta-anadlise (OR e média das concentragbes relativas dos
metabolitos).

A diferenga entre o0 numero de metabolitos associados a DT2 e a DT2 com
complicacdes deve-se ao facto do numero de estudos selecionados para cada um destes
grupos ser bastante dispar.

Inicia-se com apresentacao dos resultados obtidos na comparacao entre os individuos
com DT2 e controlos e de seguida os DT2 com os DT2 com complicagdes. Para cada
metabolito foram obtidos os graficos forest plot e funnel plot.

4.6.1 Metabolitos associados a DT2

A pesquisa de metabolitos associados a DT2 foi realizada comparando o grupo de
individuos sem diabetes com o grupo de individuos com diabetes tipo 2.
Para todos os metabolitos foram considerados modelos de efeitos aleatérios uma vez

que a estatistica |12 é superior a 50% e os valores-p <0.001 para o y2. Analisando os graficos

forest plot para todos os metabolitos podemos verificar que as concentracbes da Valina
(OR=1.21 ]0.55; 2.63[), Isoleucina (OR=1.42, ]10.61;3.32[), Fenilalanina
(OR=1.27, 10.46;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[) sdo superiores nos individuos
com DT2. Em relacdo aos metabolitos Alanina (OR=0.53, ]0.48,0.58[) e Lisina
(OR=0.38, ]10.03; 4.79]) as concentragdes sdo superiores no grupo de controlo.

Apods analise dos funnel plot para todos os metabolitos pode concluir-se que existe viés
de publicagao.
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e \alina

Valina
Autor e Ano OR [IC 95%]
Lin Shi et al.,2018 -~ 1.31[1.05, 1.63]
Yonghai Lu et al.,2016 s 1.66[1.21, 2.27]
Jun Ho Yun et al.,2019 P 2.84[1.81, 4.45]
Gaokun Qiu et al., 2016 - 1.14[1.00, 1.29]
Ari V. Ahola-Olli et al.,2019 - 1.20[1.08, 1.34]
Danxia Yu et al.,.2015 . 1.19[0.90, 1.58]
Fengguo Xu et al.,2013 o 12.08 [4.90, 29.80]
Xinfeng Liu et al.,2016 R E— 0.03[0.01, 0.16]
Ele Ferrannini et al.,2013 i 1.30[0.91, 1.86)
Laura Del Coco et al.,2019 e 0.21[0.11, 0.39]
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Grafico 9. Forest plot: comparagéo dos OR e IC a 95% entre o grupo de individuos com
DT2 (grupo experimental) e grupo controlo, usando um modelo de efeito aleatdrios para
a valina.
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Grafico 10. Funnel plot da valina.
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e Fenilalanina

Fenilalanina
Autor e Ano OR [IC 95%)]
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Ele Ferrannini et al.,2013 —— 1.00[0.70, 1.43]
Navdeep Gogna et al.,2014 — 10.55[3.66, 30.37]

Favorece experimental Favorece controlo
Efeitos Aleatdrios —— 1.27 [0.46, 3.51]
(Q=72.34, =7, p < <0.001; F = 99.2%:F = 2.0)
[ I I I 1
0.01 0.05 0.25 1 45 14
Odds ratio

Grafico 11. Forest plot: comparagao dos OR e IC a 95% entre o grupo de individuos
com DT2 (grupo experimental) e grupo controlo, usando um modelo de efeito aleatoérios
para a fenilalanina.

Funnel Plot - Fenilalanina

0.281
|

0.561
|

Inverso dos Erros Padrées

0.842
|

122

1.

0.02 0.14 1 7.39

OR
Grafico 12. Funnel plot da fenilalanina.
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®* Tirosina

Tirosina
Autor e Ano OR [IC 95%)]
Samira Salihovic et al.,2020 - 1.04[0.81, 1.33]
Lin Shi et al.,2018 - 1.44[1.13, 1.84]
Jun Ho Yun et al., 2019 —— 2.32[1.53, 3.52]
Ari V. Ahola-Olli et al., 2019 - 1.18[1.06, 1.32]
Jun Liu et al.,2017 R 1.50[1.26, 1.79]
Jun Ho Yun et al., 2020 - 0.43[0.32, 0.58]
Gaokun Qiu et al.,2016 H— 1.19[0.95, 1.50]
Fengguo Xu et al.,2013 - 3.65[1.57, 8.50]
Xinfeng Liu et al.,2016 — 0.14[0.03, 0.55)
Ele Ferrannini et al.,2013 — 1.66[1.16, 2.37]
Efeitos Aleatérios Favorece experimental e Favorece controlo 1.20[0.80, 1.79]
(Q=82.10, df = 9, p < <0.001; I = 95.8%:¢ = 0.4)
[ I | |
0.01 0.05 0.25 1 9
Odds ratio

Grafico 13. Forest plot. comparagao dos OR e IC a 95% entre o grupo de individuos
com DT2 (grupo experimental) e grupo controlo, usando um modelo de efeito
aleatérios para tirosina.
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Grafico 14. Funnel plot da tirosina.
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¢ Interpretacao de resultados: valina, fenilalanina e tirosina

A partir da observagdo dos graficos forest plot da valina, fenilalanina e tirosina
verifica-se que existe um risco aumentado para desenvolver a DT2 em individuos com
valores mais aumentados. No entanto, os resultados da meta-analise mostram que o
efeito ndo é significativo para estes metabolitos. Observam-se ainda elevados valores de
heterogeneidade entre os estudos (12>75%).

Por sua vez, nos funnel plot, observa-se dispersdo dos resultados indicando haver
presenca de viés de publicacdo. Também €& possivel observar que os resultados obtidos
sdo principalmente suportados por estudos com menor erro padrdo, geralmente estudos
de maiores dimensodes.

e |soleucina

Isoleucina
Autor e Ano OR[IC 95%)]
Ari V. Ahola-Olli et al.,2019 —— 1.33[0.39, 4.49]
Lin Shi et al., 2018 ' — 1 1.70[0.30, 9.74]
Yonghai Lu et al., 2016 — 1.44[0.29, 7.08]
Gaokun Qiu et al.,2016 — 1.26 [0.38, 4.21]
Jun Liu etal.,2017 - 2.40[0.32, 18.14]
Xinfeng Liu et al., 2016 —_— 0.09[0.02, 0.38]
Ele Ferrannini et al., 2013 -l 1.30[0.91, 1.86]
Fengguo Xu et al.,2013 - 11.56 [4.70, 28.44]
Laura Del Coco et al., 2019 —_— 0.28 [0.05, 1.56]
Navdeep Gogna et al.,2014 —— 4.78[1.75, 13.03]
F tal
Efeitos Aleatérios aorece experimenta pavorece controlo 1.42[061, 3.32]
(Q=44.01, df = 9, p < <0.001; I = 83.3%:" = 1.4)
[ I I I 1

0.01 0.05 0.25

1

Odds ratio

45 14

Grafico 15. Forest plot: comparagéo dos OR e IC a 95% entre o grupo de individuos com

DT2 (grupo experimental) e grupo controlo, usando um modelo de efeito aleatérios para a

isoleucina.
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Funnel Plot - Isoleucina
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Grafico 16. Funnel plot da isoleucina.

¢ Interpretagao de resultados: isoleucina

Neste caso, 8 em 10 estudos mostram que existe um risco aumentado para desenvolver
a DT2 em individuos que apresentam valores mais elevados. Porém, os estudos parecem
ser pouco significativos; apresentando muitos deles intervalos de confianga muito elevados.
Também a heterogeneidade entre eles € muito aumentada (12=83.3%).

A observagao do funnel plot mostra menor dispersdo quando comparado como
metabolitos referidos anteriormente. Estudos com diferentes dimensdes contribuiram para o
resultado da meta-analise.
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Leucina

Leucina
Autor e Ano OR [IC 95%)]
Lin Shietal.,2018 —m— 1.70[1.31, 2.21]
Yonghai Lu et al.,2016 - 1.44[1.07, 1.93]
Gaokun Qiu et al.,2016 - 1.26[1.08, 1.46]
Ari V. Ahola-Olli et al., 2019 L] 1.33[1.21, 1.47]
Fengguo Xu et al.,2013 g 14.03 [5.63, 34.94]
Xinfeng Liu et al.,2016 —_—. 0.07 [0.02, 0.30]
Ele Ferrannini et al., 2013 — 1.60[1.12, 2.30]
Laura Del Coco et al.,2019 = 0.09[0.01, 0.57]
Navdeep Gogna et al.,2014 —— 2.84[1.07, 7.56]
. . Favorece experimental Favorece controlo
Efeitos Aleatdrios 1.37[1.27, 1.47]
(Q=56.27, df = 8, p < <0.001; * = 85.8%% = 0.0)
[ I I I 1

0.01 0.05 0.25 1 45 14

Odds ratio

Gréfico 17. Forest plot: comparagéo dos OR e IC a 95% entre o grupo de individuos com
DT2 (grupo experimental) e grupo controlo, usando um modelo de efeito aleatérios para a

leucina.
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Grafico 18. Funnel plot da leucina.
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¢ Interpretacao de resultados: leucina

Pela observagdo do forest plot da leucina verifica-se que a maioria dos estudos
indica que existe um risco significativo de desenvolver DT2 em individuos com valores
mais elevados. Pelo forest plot pode observar-se que o resultado da meta-anadlise é
significativo (OR=1.37, 11.27, 1.47[). Permitindo assim afirmar com mais seguranca a
associacao entre os niveis elevados deste metabolito e o desenvolvimento de DT2.

Contudo, o funnel plot mostra que este resultado € essencialmente obtido por
estudos de maiores dimensdes consequentemente menor erro padréo.

e Alanina
Alanina
Autor e Ano OR [IC 95%]
Lin Shi et al., 2018 HEH 1.30[1.06, 1.59]
Gaokun Qiu et al.,2016 - 1.16 [1.02, 1.31]
Xinfeng Liu et al.,2016 —— 0.06 [0.04, 0.10]
Ele Ferrannini et al.,2013 - 1.36 [0.14, 13.35]
Laura Del Coco et al.,2019 - 0.01[0.01, 0.02]
Favorece experimental Favorece controlo
Efeitos Aleatdrios - 0.53[0.48, 0.58]
(Q=1192.05, df = 4, p < <0.001: F = 99.7%:+ = 0.0)
[ [ [ I I
0.01 0.05 0.25 1 4.5 14
Odds ratio

Grafico 19. Forest plot. comparagéo dos OR e IC a 95% entre o grupo de individuos
com DT2 (grupo experimental) e grupo controlo, usando um modelo de efeito aleatérios
para a alanina.

36



Funnel Plot - Alanina
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Grafico 20. Funnel plot da alanina.

¢ Interpretagdo de resultados: alanina

Pela analise 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 doenga (OR=0.53, ]0.48,0.58]). Contudo, a heterogeneidade dos estudos
€ muito elevada (12=99.7%) e o funnel plot mostra elevado enviesamento nas publicagdes o
gue compromete esta afirmagao.
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e Glicina

Glicina
Autor e Ano OR [IC 95%]
Yonghai Lu et al.,2016 Po—e 266[1.72,4.12]
Jun Ho Yun et al., 2019 P m 2.04[1.37, 3.04]
Clara Barrios et al.,2018 e 2.55[2.05, 3.17]
Xinfeng Liu et al.,2016 — e 1.37[0.37, 5.02]
Ele Ferrannini et al.,2013 —— 0.74[0.52, 1.08]
Favorece experimental Favorece controlo
Efeitos Aleatdrios f—— 1.74[1.04, 2.94]
(Q=36.19, df =4, p < <0.001; I = 87.9%:+ = 0.3)
| | I i T
0.01 0.05 0.25 1 45
QOdds ratio

Grafico 21. Forest plot. comparagao dos OR e IC a 95% entre o grupo de individuos
com DT2 (grupo experimental) e grupo controlo, usando um modelo de efeito
aleatorios para a alicina.
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Grafico 22. Funnel plot da glicina.
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¢ Interpretacao de resultados: glicina

Pela interpretagao do forest plot da glicina pode dizer-se que esta representa um maior
risco de desenvolver a patologia em individuos com niveis mais elevados
(OR=1.74, ]1.04;2.94[). Contudo, a elevada dispersao dos resultados observada no funnel

plot indica elevado enviesamento nas publicacées.

e Glicerol
Glicerol
Autor e Ano OR [IC 95%]
Ari V. Ahola-Olli et al.,2019 - 1.22[1.10, 1.35]
Clara Barrios et al.,2018 —a— 2.12[1.56, 2.88]
Jun Liu et al., 2017 - 2.30[1.84,2.87]
Yonghai Lu et al.,2016 —a— 0.48[0.33,0.70]
Favorece experimental Favorece controlo
Efeitos Aleatdrios e 1.31[0.66, 2.62)

(Q=63.44, df = 3, p < <0.001; I* = 97.4%: = 0.5)

f I I T
0.01 0.05 0.25 1 2

Odds ratio

Grafico 23 Forest plot: comparagéo dos OR e IC a 95% entre o grupo de individuos com
DT2 (grupo experimental) e grupo controlo, usando um modelo de efeito aleatérios para o

glicerol.
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Grafico 24. Funnel plot do glicerol.

¢ Interpretacao de resultados: glicerol

Segundo a interpretacao do forest plot verifica-se que o glicerol estd aumentado em
individuos com DT2 pelo que representa um risco aumentado de desenvolver a patologia.
Contudo o numero de estudo incluidos & baixo e o resultado ndo é significativo
(OR=1.31, ]0.66;2.62[). Observa-se também elevada heterogeneidade (12=97.4%) e elevado
viés de publicagao.
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e Lisina

Lisina
Autor e Ano OR [IC 95%)]
Jun Ho Yun et al.,2019 —— 3.22[1.96, 5.29]
Jun Ho Yun et al.,2020 i 0.83[0.49, 0.81)
Ele Ferrannini et al., 2013 - 0.95[0.66, 1.35]

Laura Del Coco et al. /,2019 0.00[0.00, 0.05]

Favorece experimental Favorece controlo

Efeitos Aleatdrios 0.38[0.03, 4.79]

(Q=51.02, df =3, p < <0.001; =99 2%:7 = 6.3)

[ I I [
0.01 0.05 0.25 1 4

QOdds ratio

Grafico 25. Forest plot. comparagao dos OR e IC a 95% entre o grupo de individuos com
DT2 (grupo experimental) e grupo controlo, usando um modelo de efeito aleatdrios para a

lisina.
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Gréfico 26. Funnel plot da lisina.
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¢ |Interpretacao de resultados: lisina

Pelo forest plot observa-se que a lisina esta diminuida nos individuos com DT2 podendo
indicar um efeito protetor em relagcdo ao desenvolvimento da doencga, no entanto o resultado
do efeito n&o é significativo. Também se observa para este metabolito elevada
heterogeneidade e enviesamento.

4.6.2. Metabolitos associados a DT2 com complicagoes

A pesquisa de metabolitos associados as complicacbes da DT2 foi realizada
comparando o grupo de individuos com DT2 sem complicagdes com o grupo de individuos
com DT2 e complicagdes.

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

que a estatistica 12 é superior a 50% e os valores-p <0.001 para o y2. Analisando os graficos

forest plot para todos os metabolitos podemos verificar que as concentragdes 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[), sao superiores nos individuos com DT2 e outras
complicagcées. Em relacdo aos metabolitos Tirosina (OR=0.45]0.07; 2.95[) e Alanina
(OR=0.44]0.07; 2.72[) estes estdo em menor concentragao nos individuos com DT2 e
outras complicacoes.

No entanto, pela observagao dos funnel plot pode observar-se que para todos eles ha
viés de publicagao.
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e Valina

Valina
Autor e Ano OR[IC 95%)]
Fengguo Xu et al. —— 3.41[1.42, 8.19]
Xinfeng Liu et al. - = 0.03[0.01, 0.11]
Laura Del Coco et al. —_— 15.48 [3.15, 76.05)
Favorece DT2 Favorece DT2 comorb
Efeitos Aleatorios 1.13[0.03, 46.37]
(Q=44.09, df = 2 p < <0.001; ¥ = 96.2%.¢ = 10.3)
[ | I I I [
0.01 0.05 0.25 1 45 14
Odds ratio

Grafico 27. Forest plot. comparagado dos OR e IC a 95% entre o grupo de individuos
com DT2 e complicagbes (grupo experimental) e individuos com DT2, usando um
modelo de efeito aleatérios para a valina.
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Grafico 28. Funnel plot da valina.
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e |[soleucina

Isoleucina
Autor e Ano OR [IC 95%]
Fengguo Xu et al.,2013 } - 2.82[1.02, 7.80]
Laura Del Coco et al., 2019 L 14.35[2.95, 69.79)]
Xinfeng Liu et al.,2016 —— 0.27[0.08, 0.88]

Efeitos Aleatérios

(Q=17.35.df =2 p<<0.001; F =89.7% 7 = 34)

Favorece DT2 Favorece DT2 comorb

2.13[0.23, 19.61]

0.01

I I I I 1
0.05 0.25 1 45 14

Odds ratio

Grafico 29. Forest plot. comparagdo dos OR e IC a 95% entre o grupo de individuos

com DT2 e complicagbes (grupo experimental) e individuos com DT2, usando um

modelo de efeito aleatérios para a isoleucina.
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Grafico 30. Funnel plot da isoleucina.
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e Fenilalanina

Fenilalanina
Autor e Ano OR [IC 95%]
Fengguo Xu et al., 2013 — . 1.44[0.53, 3.89]
Laura Del Coco et al., 2019 P 6.13[1.39, 27.02)

Favorece DT2 i Favorece DT2 comorb
Efeitos Aleatdrios —-—-———- 2,66 [0.65, 10.88]
(Q=254, df = 1, p<=0.111; F = 60.6%.¢ = 0.6)
| T T T T
0.01 0.05 0.25 1 45 14
Odds ratio

Grafico 31. Forest plot: comparagao dos OR e IC a 95% entre o grupo de individuos
com DT2 e complicagdes (grupo experimental) e individuos com DT2, usando um
modelo de efeito aleatérios para a fenilalanina.
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Grafico 32. Funnel plot da fenilalanina.
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Leucina

Leucina
Autor e Ano OR [IC 95%]
Fengguo Xu et al. 2013 —— 3.90[1.39, 10.94]
Xinfeng Liu et al.,2016 e 0.63[0.20, 1.98]
Favorece DT2 Favorece DT2 comorb
Efeitos Aleatérios 1.60[0.27, 9.49]
Q=538 df=1,p<=0020. I =814%+ = 13)
[ I [ [ I
0.01 0.05 0.25 1 45 14
Odds ratio

Grafico 33. Forest plot. comparagéo dos OR e IC a 95% entre o grupo de individuos com
DT2 e complicagbes (grupo experimental) e individuos com DT2, usando um modelo de
efeito aleatérios para a leucina.
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Grafico 34. Funnel plot da leucina.
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e Interpretacao de resultados: valina, isoleucina, fenilalanina e leucina

Pela observacao dos forest plot pode perceber-se que estes metabolitos estdo em
maior concentragao no grupo de individuos com DT2 e outras complicagdes; representando
um risco acrescido para desenvolver complicagdes associadas a patologia de base; porém o
numero de estudos incluidos é muito baixo, apresentando elevada heterogeneidade e na
sua maioria, elevados intervalos de confianga, tornando-os ndo significativos. Também
quando observados os funnel plot verifica-se que ha dispersao dos resultados indicando viés
de publicagao.

e Tirosina
Tirosina
Autor e Ano OR [IC 95%]
Fengguo Xu et al., 2013 ’ - “ 1.14[0.42, 3.08]
Xinfeng Liu et al.,2016 ' - 1 0.17 [0.05, 0.55)
Favorece DT2 Favorece DT2 comorb
Efeitos Aleatdrios ——m—— 0.45[0.07, 2.95)
(Q=584, df= 1, p <=0016; I = 829%1" = 15)
[ [ T T ]
0.01 0.05 0.25 1 9

QOdds ratio
Grafico 35. Forest plot: comparagdo dos OR e IC a 95% entre o grupo de individuos

com DT2 e complicagées (grupo experimental) e individuos com DT2, usando um
modelo de efeito aleatérios para a tirosina.
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Funnel Plot - Tirosina
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Grafico 36. Funnel plot da tirosina.
e Alanina
Alanina
Autor e Ano

1.65

OR [IC 95%)]

Fengguo Xu et al. 2013

Xinfeng Liu et al.,2016

1.76 [0.13, 23.55]

0.24[0.09, 0.61]

Favorece DT2

Favorece DT2 comorb

Efeitos Aleatorios

(Q=2.02. df = 1, p < =0.155; I = 50.5%:" = 1.0)

| I I I
001 005 025 1

Odds ratio

45 14

0.44[0.07, 2.72)

Grafico 37. Forest plot: comparagéo dos OR e IC a 95% entre o grupo de individuos com

DT2 e complicagdes (grupo experimental) e individuos com DT2, usando um modelo de

efeito aleatérios para a alanina.
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Funnel Plot - Alanina
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Grafico 38. Funnel plot da tirosina.

® |nterpretacao dos resultados: tirosina e alanina

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

estdo presentes em menor concentracido nos individuos que apresentam complicagdes além
da DT2. No caso da tirosina os dados sdo suportados por estudos com amostras de
dimensdes reduzidas, com elevado erro padrao. Os estudos incluidos ndo apresentam efeito
global significado. Em respeito ao viés de publicacao, € também elevado.
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5. Discussao

Este capitulo inicia-se com uma analise dos outcomes provenientes da meta-analise
relacionando-os com a analise efetuada na revisdo sistematica da literatura. Depois, no
racional, sdo apresentados alguns aspetos tedricos que contribuem para a compreensao
dos resultados obtidos.

Sao também referidas algumas limitagdes metodoldgicas do estudo e sugeridas
consideracodes para estudos futuros.

5.1. Outcomes dos metabolitos analisados

5.1.1. Diabetes tipo 2 versus controlo

Comparando os resultados obtidos na meta-analise com os resultados da revisdo
sistematica da literatura, verifica-se que ha concordancia em 78% dos metabolitos
analisados.61.63-67 Verificou-se que a valina, isoleucina, leucina, tirosina, fenilalanina e
glicerol estdo aumentados em individuos com DT2, podendo representar um risco
aumentado de desenvolver a patologia. Por outro lado, a lisina foi encontrada em menores
concentracgdes plasmaticas nos individuos com diabetes tipo 2, pelo que parece ser um fator
protetor da doencga. Estes achados estdo de acordo com a literatura recente.6567.68

Todavia, para 22% dos metabolitos analisados nao foram obtidos resultados
concordantes entre a meta-analise e a revisdo sistematica.61.65.67.68 Entre estes, salientam-se
os resultados da glicina provenientes da meta-analise que indicam que a sua concentragao
encontra-se aumentada nos doentes com diabetes, representando um risco aumentado para
desenvolver a doenga. Outro metabolito para o qual se obteve resultados discordantes entre
a revisao sistematica e a meta-analise foi a alanina. Os resultados obtidos na meta-analise
indicam que se encontra diminuida nos individuos com DT2 sugerindo um efeito protetor.
Estes resultados estdo de acordo com o descrito na literatura.646576 Embora a maioria dos
estudos considerados para a revisao sistematica mostrem que a alanina se encontra em
concentragdes mais elevadas na DT2, existem outros estudos que indicam que este
metabolito esta presente em concentragdes mais baixas. Este resultado pode dever-se ao
fato que nem todos os estudos analisados na revisao sistematica foram incluidos na meta-
analise.

Apesar de haver alguma concordancia entre os resultados obtidos e o descrito
atualmente na literatura, € de notar que a maioria dos resultados nao permite inferir
associagdes significativas com o risco de desenvolver a doenga. A excegdo da leucina,
alanina e glicina.

Embora neste trabalho a revisado sistematica e varios autores observem concentragbes
baixas de glicinat26476 em doentes com diabetes tipo 2, apds o estudo da meta-analise o
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resultado obtido indica o contrario. Esta divergéncia pode ser resultante do viés de
publicacdo observado. O mesmo se aplica a alanina. O viés de publicacdo observado em
ambos os casos podera ser resultado da inclusao de individuos em diferentes faixas etarias,
diferentes intervalos de tempo de diagnéstico da patologia, toma de farmacos para a DT2 ou
para outras complicacées.

O nudmero baixo de estudos disponiveis e a frequente auséncia de dados,
nomeadamente idade e tempo do diagndstico e toma de farmacos, ndo permitiu realizar um
estudo de meta-andlise 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 o0s
resultados estatisticos destes metabolitos sao significativos.

5.1.2. Diabetes tipo 2 com complicacoes versus diabetes tipo 2

Dos artigos elegiveis para este trabalho, apenas um numero bastante reduzido (10
artigos) era dirigido as complicagdes associadas a DT2.

Muitos dos estudos apresentavam alguma variabilidade nas caracteristicas dos
participantes, nomeadamente a idade. Isto €, no mesmo estudo havia a coexisténcia de
participantes de faixas etarias diferentes; o que, possivelmente se traduz na variabilidade do
decurso da patologia apresentada pelos participantes. Este fator podera ter contribuido para
o viés dos resultados. Embora se possa especular que participantes com maior tempo de
decorréncia da doenca apresentem também complicagdes associadas, estas ndo foram
referidas pela maioria dos autores.

Ao comparar os resultados obtidos na meta-analise com os resultados provenientes da
revisdo sistematica e literatura recente, verificaram-se algumas diferencas nos resultados
dos metabolitos analisados.64.82.90 A meta-analise realizada indica que os metabolitos, valina,
isoleucina, fenilalanina e leucina estdo aumentados em individuos com diabetes tipo 2 com
complicagdes, podendo representar um risco acrescido de desenvolver complicagdes
associadas a DT2. Estes resultados estdo em oposi¢do ao descrito por varios autores que
sugerem que estes metabolitos estdo presentes em menores concentragdes na presenga de
doencgas associadas a DT26482, Em relacido a tirosina e alanina a meta-analise indica que
estes metabolitos se encontram em menores concentracdes em individuos com
complicagdes associadas a DT2, pelo que poderado representar um fator protetor para o
desenvolvimento de complicacbes decorrentes da DT2. Estes resultados estdo de acordo
com outros autores.64.82

No entanto, os resultados obtidos provém sobretudo de estudos heterogéneos,
intervalos de confianga com margens de erro elevadas, conduzindo a estimativas com baixa
precisao.

Também estes resultados provém da analise de estudos com elevado viés de
publicacdo 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-analise por
subgrupos.
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5.2. Racional

Foi efetuada uma revisdo sistematica e meta-analise com o intuito de sumariar a
informacao disponivel sobre potenciais biomarcadores metabdlicos para o diagndstico da
DT2 e das suas complicagcdes em humanos.

Os metabolitos identificados com associacdo a DT2 foram, na sua maioria,
aminoacidos.

As alteragbes obtidas incidiram em aminoacidos de cadeia ramificada e de aminoacidos
aromaticos. De facto, varios metabolitos foram observados nos 45 estudos analisados.
Destes, evidenciaram-se os aminoacidos e o glicerol como estando associados a diabetes,
quer representando um risco ou uma protegédo no que diz respeito ao desenvolvimento desta
patologia. A valina, leucina, isoleucina, tirosina, fenilalanina, glicerol e glicina apresentaram
concentracdes plasmaticas aumentadas na DT2 enquanto que a lisina e a alanina surgiam
diminuidas. Os resultados obtidos neste estudo estdo em acordo com outros estudos,
nomeadamente em meta-analises realizadas por outros autores.61.62,66,69

Varios estudos identificam a triade de aminoacidos ramificados (BCAA, do inglés
branched chain amino acids) valina, isoleucina e leucina como metabolitos positivamente
associados a DT2.61-69 Casey M. Rebholz e os seus colegas verificaram que os niveis
séricos aumentados destes trés BCAA estdo associados a um risco aumentado de
desenvolver DT2.66 Esta associacao prevaleceu estatisticamente significativa mesmo depois
de ajustarem para a glicemia basal.

Em 2011 o estudo Framingham Offspring Study reportou que niveis elevados de BCAA
(leucina, valina e isoleucina) e aminoacidos aromaticos (tirosina e fenilalanina) foram
capazes de prever um risco aumentado de diabetes até 12 anos antes do inicio da
doenca.®9.70 Yonghai Lu et al. encontraram associagdes positivas entre os trés aminoacidos
(leucina, valina e isoleucina) e o risco aumentado de desenvolver diabetes durante o
acompanhamento de 6 anos.® Outros autores concluem que niveis alterados de BCAA sao
um forte indicador de intolerancia a glicose e resisténcia a insulina.é!

Apesar das evidéncias apoiarem que niveis mais elevados de BCAA estao associados a
DT2, os seu mecanismos permanecem por determinar.

Sao varias as hipoteses para explicar a etiologia da DT2 associada ao niveis alterados
de BCAA.

Um dos mecanismos propostos € que a leucina activa o mTORC1 (do inglés
mammalian target of rapamycin complex 1) e a proteina S6K1 (Ribosomal protein S6 kinase
beta-1) levando a fosforilagdo da serina nas proteinas IRS1 e IRS2 (Insulin receptor
substrate 1 and 2) resultando em resisténcia a insulina.69.72,73

Outra hipdtese é de que o metabolismo dos BCAA contribua para uma acumulagao de
intermediarios téxicos, nomeadamente através da acao do complexo enzimatico a-cetoacido
de cadeia ramificada, durante o seu catabolismo, levando a disfuncdo da mitocondria nas
células beta e promovendo resisténcia a insulina.”+77
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Estudos de randomizacdo mendeliana sustentam a hipétese de que o metabolismo dos
BCAA podem ter um papel causal na etiologia da DT2.75

Outros autores, apoiados em estudos de randomizagdo mendeliana, sugerem que a
adiposidade e a resisténcia a insulina levam a niveis elevados de BCAA.61

Por outro lado, os niveis elevados de metabolitos de BCAA, quer pela diminuigao do
seu catabolismo ou pelo aumento da degradagdo de proteinas dos tecidos conduzem a
resisténcia a insulina e a diabetes.®

Esta demonstrado que o exercicio fisico melhora a sensibilidade a insulina pela
promoc¢ao do catabolismo dos BCAA no musculo esquelético77

Todas estas evidéncias levam a crer que niveis aumentados de BCAA possam ser
indicativos precoces para o desenvolvido de DT2 pelo que podem constituir biomarcadores
da doenca.

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

No que diz respeito a alanina e a lisina os resultados da meta-analise mostram que se
encontram concentragcdes plasmaticas mais baixas na DT2. A alanina € um aminoacido nao
essencial, produzido pelo corpo humano estando presente em elevadas concentracdes no
musculo, sendo de extrema importancia uma vez que a sua libertagcao serve como fonte de
energia.s4

Os niveis de alanina relacionam-se com os niveis da glicemia, quer na diabetes quer na
hipoglicémia.t471 Pelo que este aminoacido desempenha um papel importante como
regulador no metabolismo da glicose.6571.78

A alanina é o aminoacido predominantemente catabolizado pelo figado e é o maior
precursor para a gliconeogénese. Varios estudos referem que o metabolismo da alanina no
figado pode ter um papel importante no estado de hiperglicemia na DT2,78 outros estudos
transversais’® e prospetivos8® fazem a correlacdo entre a alanina circulante e alteragdes na
sensibilidade a insulina.

Okun et al. verificou que a expressao das enzimas catabdlicas da alanina hepatica (as
duas isomorfas da alanina aminotransferase - ALT) esta aumentada no figado de ratinhos
obesos com DT2 e em humanos com DT2 e cuja supressao retarda a hiperglicemia.”8
Xinfeng Liu et al. reporta resultados semelhantes indicando que a metabolizagdo de alanina
€ superior em doentes com DT264 ilustrando o aumento da gliconeogenese. A elevada
atividade enzimatica pode explicar a baixa concentracdo de alanina sérica verificada por
varios autores, pelo que pode estar associada a uma maior utilizacdo no figado para
producgéo de glicose.

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

No que diz respeito aos aminoacidos aromaticos fenilalanina e tirosina, estdo envolvidos
na biossintese de proteinas, e frequentemente sao referidos como apresentando relacéo
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positiva com a DT2.65 Outros autores concluiram também que estes dois aminoacidos
podem estar concatenados ao desenvolvimento de resisténcia a insulina.72.80

A tirosina € um aminoacido nao essencial, o que significa que o corpo tem a capacidade
de o produzir, geralmente a partir da fenilalanina (aminoacido essencial).”! E importante
mencionar que pode existir uma correlacdo entre os niveis de tirosina circulante e varias
complicagcdes decorrentes da DT2,8283 como por exemplo, nefropatiad4 e retinopatia.8®
Contudo, Clara Barrios et al. remete para o facto de que apesar do aumento da
concentracao da fenilalanina estar associada a uma pior fungcédo renal em individuos com
diabetes e sem diabetes, este aminoacido, ndo é preditivo da progressdo da doenca,
sugerindo que o aumento da concentragdo da fenilalanina seja uma consequéncia da
disfuncao renal.®©¢ Num outro estudo levado a cabo por Hui-Huan Luo et al. onde explora as
relacbes entre a fenilalanina e a tirosina na retinopatia diabética, conclui que a baixa
concentracao plasmatica quer de fenilalanina quer de tirosina depende de outro fator de
risco, a disfuncéo renal, e que apenas os doentes que apresentassem concentragdes baixas
dos dois aminoacidos corriam o risco aumentado de desenvolver retinopatia diabética. As
baixas concentracdes de fenilalanina e tirosina atuam de forma independente mas
sinergética no desenvolvimento de retinopatia diabética. A presencga de nefropatia diabética
potencia as baixas concentracdes de fenilalanina e tirosina.8®

Por sua vez, a lisina € um metabolito primario, ndo aromatico sendo essencial fisioldgica
ou metabdlicamente.” Alguns estudos referem que a lisina pode estar implicada na DT2. Foi
observada uma interacido entre niveis mais elevados de lisina basal e a DT2 no risco de
desenvolver DCV.82 Derivados da lisina, concretamente o Né-(1-carboxymethyl)-L-Lysine, em
concentragcdes aumentadas foram detetados em doentes com DT2 e em doentes com
disfuncao renal.s6

A glicina, por sua vez, € um aminoacido alifatico (a sua cadeia lateral € composta por
hidrocarbonetos saturados) e pertence ao grupo dos aminodacidos proteinogénicos.”! E um
metabolito importante na regulacdo metabdlica, na funcdo neurolégica e reagdes anti-
oxidativas.6987 A glicina é sintetizada a partir da serina no figado pela enzima glicina
sintetase. A serina é convertida em glicose essencialmente a custa da conversdo em
piruvato pela desaminacdo 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 consideragao é o aumento frequentemente observado de glicina em
nefropatia diabética e ndo diabética. A glicina é convertida em serina nos rins. Num quadro
de disfuncado renal verifica-se um aumento da concentracdo da glicina podendo levar a
associagdes erradas. Assim, torna-se essencial aquando do estudo da DT2 incluir a
disfungao renal como cofator.89.20

O glicerol € um componente importante dos triglicéridos e dos fosfolipidos estando
armazenado nos adipécitos. Para além dos aminoacidos, também o glicerol € uma molécula
intermediaria importante quer no metabolismo dos lipidos quer dos glicidos.93 Este pode ser
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convertido num intermediarios da gluconeogénese levando a formagao da glicose pelo
figado a fim de produzir energia para o metabolismo celular.

Estudos populacionais mostram que o aumento da concentragao de glicerol plasmatico
esta correlacionado tanto com o desenvolvimento da hiperglicemia como da DT2.91.93

Esta demonstrado que a concentragdo aumentada de glicerol no plasma relaciona-se
com o tecido adiposo. No caso da DT2, a resisténcia a insulina no tecido adiposo resulta em
alteragbes na cascata de sinalizagdo da insulina que conduz a incapacidade de armazenar
os triglicéridos nos adipocitos. Esta incapacidade leva a uma libertagdo abrupta de acidos
gordos livres e glicerol.92

Vérios autores descrevem a correlagdo dos niveis de glicerol no plasma com a
DT2.6366,69,90 Qutros referem que alteragcdes metabdlicas relacionadas com a lipdlise podem
servir como biomarcadores, sugerindo que estes estdo presentes muito antes do inicio da
DT2.66

5.3. Limitagoes

Como limitagbes do presente estudo aponta-se a heterogeneidade dos nomes dos
metabolitos mencionados nos artigos incluidos no estudo. E 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 limitagdo é o facto de haver poucos artigos que comparem a DT2 com a DT2
com complicagdes, refletindo-se na robustez da meta-analise onde, embora o numero
minimo de artigos seja 2, ndo é o ideal para analisar a variabilidade dos resultados.
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6. Conclusoes

Perante os numeros atuais de incidéncia da DT2, sdo de grande interesse os estudos
na area da metabolémica. Estes estudos permitem a identificacdo de pequenas moléculas
que podem estar associadas a patogénese da doenga, podendo vir a tornarem-se cruciais
como biomarcadores para um diagnostico precoce.

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

A revisao sistematica e meta-analise constituem uma ferramenta valiosa para este tipo
de investigacdo ao permitir sumariar os resultados obtidos em inumeros estudos,
previamente desenvolvidos, de forma a encontrar uma resposta a pergunta de investigacéo.
Neste contexto, este trabalho baseia os seus resultados em estudos prévios que
envolveram, no seu conjunto, mais de 30 mil participantes.

Apdés a analise dos estudos considerados, verificou-se que os metabolitos
frequentemente reportados pelos autores, como possiveis marcadores da DT2, e com
resultados estatisticamente significativos, sdo os aminodacidos leucina, alanina e glicina. O
que sugere que estas moléculas possam ser eventualmente consideradas como
biomarcadores para a DT2.

Em relacdo as complicacbes associadas a DT2 a maioria dos estudos considerados
indicam que, de forma geral, ha uma diminuicdo da concentragdo dos metabolitos
analisados comparativamente a individuos com DT2 e sem complicagbes. A meta-analise
produzida neste trabalho indica que tanto a tirosina como a alanina estdo presentes em
concentragdes mais baixas nos individuos com complicacdes, o que esta de acordo com a
literatura recente. Em contrapartida, a meta-analise aponta que os aminoacidos valina,
isoleucina, fenilalanina e leucina estdo tendencialmente aumentados em individuos com
complicagbes associada a DT2. Estes resultados sugerem que estas moléculas possam
constituir um fator de risco para o desenvolvimento de complicacdes, pelo que poderao ser
consideradas como possiveis marcadores para o desenvolvimento de outras complicagoes
decorrentes da DT2.

Nas ultimas décadas, o interesse pela metabolémica aplicada a DT2 tem aumentado
sendo estes estudos de extrema importancia pela vantagem que apresentam, podendo
permitir um diagnostico precoce para uma patologia epidémica associada a varias
complicacdes; principais responsaveis pela morbilidade e mortalidade associadas a DT2.
Contudo, os resultados produzidos tém frequentemente subjacente algum viés de
publicacgéo.

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

Este trabalho é importante uma vez que abrange resultados decorrentes de um grande
numero de participantes, indica algumas moléculas que poderdo ser consideradas como
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possiveis biomarcadores para a DT2 e para as suas complicagcdes e mostra a importancia e
a necessidade deste tipo de estudo na area da metaboldmica dirigida a DT2.

Embora existam varios estudos nesta area, os dados disponiveis atualmente ndo nos
permitem identificar com rigor metabolitos associados a DT2, uma vez que os estudos
publicados nesta area apresentam grande heterogeneidade, viés de publicagdo e na maioria
dos casos, ndo sao significativos, comprometendo a analise dos dados.

E, por isso, fundamental que mais estudos sejam efetuados, sendo de extrema
importancia que o desenho dos estudos seja adequado ao grupo de individuos que se esta
a estudar.

Como consideracdes para estudos futuros, os estudos primarios realizados devem ter
especial atencao as caracteristicas dos participantes, quer do grupo experimental quer do
controlo, aspetos como a idade, idade e decurso da patologia e medicagdo administrada
devem ser tidos em consideracido. O tratamento dos dados deve ser entdo efetuado com
recurso a subgrupos.

Para estudos primarios seria importante incidir em determinados conjuntos de
metabolitos, como por exemplo os BCAA, com a premissa de aprofundar mais a pesquisa e
0 conhecimento sobre os mecanismos subjacentes que relacionam esta classe de
aminoacidos com a DT2. Existem varias evidéncias de que estes metabolitos poderao ser
preditivos da doenca, contudo é necessario um conhecimento mais aprofundado que dé
racionalidade cientifica e valide estes metabolitos como biomarcadores.

Em suma, mais estudos sao necessarios para contribuir para este conhecimento.
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Apéndices

Apéndice | - Protocolo

PROTOCOLO

A metabolomica e os novos biomarcadores
clinicos da diabetes tipo 2: revisao
sistematica e meta-analise

Alda Jesus, Carina Silva e Luisa Veiga

INTRODUCAO

A Diabetes Mellitus (DM) é uma doenga metabdlica, crénica, que é
caracterizada por niveis elevados de glicose no sangue.

Actualmente é considerado um problema de saude global, cuja prevaléncia
afeta aproximadamente 10 % da populagdo mundial, segundo a Organizagao
Mundial de Saude.

A DM divide-se em dois tipos das quais o tipo 2 é o mais comum, sendo
responsavel por 90% de todos os casos'. Na Europa 1 em cada 10 habitantes
de meia-idade desenvolve a doenca (DT2) no decorrer de uma década. As
previsdes a dez anos apontam para que a prevaléncia da DT2 alcance os 366
milhSes? atingindo proporgdes epidemioldgicas3.

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

O tratamento da DT2 e das suas comorbidades representa uma importante
fragdo dos custos da salde; sendo de grande interesse a prevengdo, o
tratamento e o acompanhamento adequado dos doentes por forma a controlar
a progressdo e o agravamento do estado de salde, uma vez que se trata de
uma patologia dindmica que evolui ao longo dos anos de forma diferente em
cada individuo3.

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

O diagnéstico para a Diabetes é fundamentado na medigdo da concentracao
de glicose no sangue em jejum, teste oral de tolerancia a glicose e no teste a
hemoglobina glicada (HbA:J). Este ultimo, informa sobre os niveis de glicose
nos meses que precederam ao teste, informando um valor médio em vez de
um valor num determinado momento3s>.
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Contudo, estas avaliagbes apresentam algumas desvantagens, ou porque sao
inconvenientes para o doente, como é o caso do teste da medigcdo da
concentragao da glicose em jejum; ou porque ndo estdo indicados em alguns
quadros clinicos como por exemplo o teste da HbAj;. em doentes com
insuficiéncia renal, em tratamento para o virus da imunodeficiéncia humana
(VIH) ou diabetes gestacional, porque podem levar a leituras incorrectas®.

Os testes sdo aplicados em doentes sintomaticos ou assintomaticos que
tenham sido identificados como de risco. No entanto, aproximadamente 60%
dos casos de DT2 ndo chegam a ser diagnosticados35.

A Metabolémica permite uma abordagem inovadora no diagnéstico da DT2
uma vez que identifica alteragcdes a nivel dos metabolitos que estejam
relacionados com a doenca.

A Diabetes tipo 2 desenvolve-se muito antes de ser passivel de ser detectada
pelos testes convencionais. Mas as alteragdes metabdlicas precoces resultantes
de modificagcdes genéticas, por exemplo, podem ser assinaladas logo no inicio
de vida¢.

Desta forma a metabolémica é uma ferramenta valiosa para o diagndstico
precoce pela determinacdo de biomarcadores preditivos que aumentam a
eficacia no diagndstico e no tratamento reduzindo as comorbidades3.

PROPOSITOS E OBJETIVOS

Este estudo propde-se a analisar e sistematizar os dados resultantes de
estudos prévios, na area da metabolémica, que reportem os metabolitos
relacionados com a DT2 com ou sem comorbidades comumente relacionadas
com a patologia.
Tem como finalidade identificar os biomarcadores clinicos para a detegdo da
DT2 mas também para o estudo de complica¢es associadas a doenca.

Os obijetivos especificos sao:
1- Sistematizar biomarcadores precoces da doenca;
2- Sistematizar biomarcadores de risco para o desenvolvimento de
complicagdes associados a DT2
3- Avaliar o nivel de concordéncia entre os diferentes estudos.

METODO

Critérios de elegibilidade do estudo

Tipos de estudo. Serdo incluidos todos os estudos de cohorts; case-cohort,
case-control e clinical-trials. Ndo sera imposto nenhuma restricdo em relagao

ao tempo de follow-up, quando aplicavel. Em contrapartida, serdo excluidos
revisdes, comentdrios, editoriais ou cartas e publicagdes em duplicado.
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Participantes. Os participantes incluidos para o estudo serdo homens e
mulheres com idades superiores a 18 anos. Os critérios de exclusdo dos
participantes serao gravidas, individuos com diabetes de outro tipo que ndo o
tipo 2.

Intervengdo. Serdo incluidos apenas os estudos que recorram somente a
técnicas metabolémicas para a identificagdo dos metabolitos no contexto de
DT2.

Comparagdo. A fim de alcangar o objetivo ao qual este trabalho se propde,
serdo contemplada as comparagdes entre individuos com DT2 versus
individuos que ndo sejam portadores da doenga (controlo), doentes DT2
versus doentes DT2 + comorbidades (por exemplo: retinopatia, neuropatia,
nefropatia, etc) e DT2 + comorbidades versus controlo.

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

Estratégia de pesquisa

A pesquisa serd efectuada em duas bases de dados eletronicas: MEDLINE, via
PubMed e EMBASE via Ovid no periodo decorrente entre 2010 e 2020.

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

Todos os estudos elegiveis serdo filtrados manualmente.

Triagem da literatura

Os titulos e os resumos dos estudos filtrados serao avaliados por dois revisores
de forma independente de acordo com os critérios de inclusdo / excluséo.
Posteriormente, serad feito o levantamento integral do texto dos artigos de
forma a avaliar a sua elegibilidade para o estudo. Esta analise serd também
efectuada por dois revisores independentes que em caso de divergéncias
entre os dois, sera avaliado por um terceiro revisor.

Extracdo dos dados
Os dados serdo extraidos para uma base de dados personalizada, de acordo

com os dados que se mostrem relevantes para o presente estudo. Serdo
apenas incluidos os dados dos artigos que sejam completamente elegiveis.
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Avaliacao de qualidade

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

Sintese de dados

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

Registo

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

DISCUSSAO E CONCLUSAO

A diabetes tipo 2 é uma patologia metabdlica e crénica que afeta
actualmente um décimo da populagdo mundial. A progressdo da doenca
geralmente é silenciosa pelo que o seu diagndstico é feito muitas vezes
quando j& existem outras complicagdes associadas ao quadro clinico da
diabetes. As complicagdes geralmente associadas sdo doencas macro e
microvasculares responsaveis pelo agravamento da condicdo de salde.
Atualmente o diagndstico passa pela medigdo da glicose no sangue, no
entanto muitos casos ficam por diagnosticar.

A possibilidades de efectuar um diagndstico mais preciso e precoce da doenca

pode ser alcangado através da identificagdo de moléculas caracteristicas e
determinantes para a génese da DT2 e da sua progressao.

O recurso a técnicas moleculares como as o6micas, e em particular a
metabolémica, possibilita tracar o perfil metabolémico da diabetes tipo 2. Este
perfil & importante na medida em que indica potenciais biomarcadores. Um
biomarcador é um indicador mensuravel que indica sobre o estado particular
de uma doenca.

Este estudo pretende sistematizar os dados provenientes de estudos
metabolémicos que determinem as principais moléculas associadas a DT2 com
o objetivo de indicar possiveis biomarcadores para o diagndstico precoce bem
como para determinar o risco de desenvolver outras complicagdes.
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Reconhecimentos

Este protocolo foi elaborado como parte de uma dissertacdo do curso de
Mestrado em Tecnologias Moleculares em Salde lecionado pela Escola
Superior de Tecnologia da Saude de Lisboa.
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Financiamento

N&o houve financiamento para a elaboracao deste protocolo. Este protocolo é
parte da dissertacdo de Alda Jesus para obtencdo do grau de Mestre em
Tecnologias moleculares em Saude pela Escola Superior de Tecnologia da
Saude de Lisboa.

Referéncias

1. Neuenschwander, M., Ballon, A., Weber, K. S., Norat, T., Aune, D,
Schwingshackl, L., & Schlesinger, S. (2019). Role of diet in type 2 diabetes
incidence: Umbrella review of meta-analyses of prospective observational
studies. BMJ, 12368.

2. Talmud, P. J., Hingorani, A. D., Cooper, J. A., Marmot, M. G., Brunner, E. J.,
Kumari, M., Kivimaki, M., & Humphries, S. E. (2010). Utility of genetic and
non-genetic risk factors in prediction of type 2 diabetes: Whitehall Il
prospective cohort study. BMJ, 340(jan14 1), b4838-b4838.

3. Klein, M. S., & Shearer, J. (2016). Metabolomics and Type 2 Diabetes:
Translating Basic Research into Clinical Application. Journal of Diabetes
Research, 2016, 1-10.

4. Carruth, L., & Mendenhall, E. (2018). Social aetiologies of type 2 diabetes.
BMJ, k1795.

5. Kilpatrick, E. S., & Atkin, S. L. (2014). Using haemoglobin Alc to diagnose
type 2 diabetes or to identify people at high risk of diabetes. BMJ,
348(apr25 3), g2867-g2867.

6. Bell, J. A, Bull, C. J., Gunter, M. J., Carslake, D., Mahajan, A., Davey Smith,
G., Timpson, N. J., & Vincent, E. E. (2020). Early Metabolic Features of

74



Genetic Liability to Type 2 Diabetes: Cohort Study With Repeated
Metabolomics Across Early Life. Diabetes Care, 43(7), 1537-1545.

75



Apéndice Il - Artigos incluidos no estudo
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Ornithine 0042
Orotidine 0045
2-Oxoarginine” 0045
S-Adssyihomocysiens (Sah) 0045
Sutste” 0048
Quincinate 0047
0047
5-Acetylamino-6-Amino-3-Methyluracil 0049
JeliLu, stal / Chinese sdults; | Cohert N=724T2D 1724 0 Target Senum T P16 0016 125 (1.20,1.50)
2019/ Diabetes | Snangh China :rmumma.a HPLC- NAM e 008 PPy
0030 080 (0.70, 0.96)
TAGS02(16:2) 0015 130 (1,05, 1.65)
TAGS1:0(17.0) 0041 125 (1,00, 1.55)
TAGS47(226) 0012 130 (1,05, 1.60)

12019/ American | program, m I'T’L:“: Glucoseiucioesigatacioss 32210 1,45 (1.27-1.66)
Diabetes Associaton | (Americans) ews - ] v
crers 271:10% 0.76 (0.66-0.87)

—— 630x10% 120(1.08-1.32)

e 1.08x10”" 059 (046:0.77)

1 20310 080 (0.71-0.90)

coome 32310 122(1.10-1.36)

eome 41510 136 (1.15-1.62)

oroeee 25510”" 077 (066-089)

S— 3s5x10% 080 (0.70-091)

cnare 140010 079 (0.68-091)

ceoce 232:10% 082 (0.73-0.92)

crezs 49310”" 080 060-091)

S 623:10% 082 (0.73-0.93}

aeore 17x10% 081 (071-092)

C440TAG 227!10" 118 (1.06-1.31)

care " a46x10” 080 (069-092)

ceame 26710 077 (065091}

cmos 825x10” 083 (0.74-0.94)

hee 55310°" 114 (1.05-1.25)

C18:15M mu"‘ 081 (0.70-0.93)

cros 1570107 083 (0.73-0.94)

conre 384x10”" 079 (067-093)

crome 32‘!10" 1.14(1.04-1.25)

ceame 265010 116 (1.05-1.29)

cecamtns 53810 113 (1.04-1.29)

e 4s0x10”" 074 (0560031}

coome .h‘o“ 1.19 (1.06-1.34)
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Filp Otiosson ot al. | N= 4121 (604 T20 /3517 163 (1.35-1.98)
20197 JCEM ™ diabetes)
cohorts: “MPP: Ne 698 (496 hoatthy, (G 1104 149 (1.22-1.83)
. 202 hm 1165 131 (1.16-1.48)
Project and Replicated: MOC-CC: Ne Z :
e Repl o (THTML 5104 150 (1.18-1.87)
{1} Beta-carctene 2308 0,68 (0.60-0.78)
mc‘ up time 182 yrs (1)W-Acetylcamasine 4704 127 (1.11-1.45)
o (L 2003 120 (1.07-1.34)
(1)Creatinne 028 107 (0.94-1.21)
Swecen
1504 124 (1.11-1.38)
{)Pantothenate 0027 1.13(1.01-1.27)
(T)rea 2703 118 (1.06-1.31)
T20M
oMay 0014 128 (1.05-1.55)
™G 0043 124 (1,01-1.52)
HTML 2803 142 (1.18-1.79)
Urea 0020 1.4 (1.02-1.27)
Samica Salhowic ot | PIVUS and ULSAM N=1424 (19772011227 | Untarget Urine 0125 084 (0.68-1.05)
12020/ Natite | stues, Swodish ™ diabetes) UPLCMS
aduls. Followeup 12 yrs. 2Haptaneayigycine 0681 1,06 (0.82-1.36)
forpaparidiogingd HNonsnoyicamitine 391x10-3 071(0.56-0.89)
ULSAM: N= 635 (89 T2D / E
s LTyrosna 0769 104 (081-1.52)
NPC (vinotecan mesabolie) 0154 085 (0.68-1.06)
3hydroxyuncecanay-camne 156 104 061 (0.47-0.79)
Vikdaglitin 0572 0393 (0.73-1.19)
N=1150 (95 Target Plasma Giycine 5 048 (054,0.
s 284 x10° 034,075
Folkaw-up time 20 yrs
Taurine 0003 0.73 059, 050)
Pranylalaning 0002 135 (L1 165)

Fengguo Xu etal. /| Regionl general

20131 jcom haspral for health-
scrooning - Khoo
Teck Puat Hospital,
Singapere;

N= 111 (24 impaired fasing
gucose (IFG) /27 72D /60
o diabetes)

Untarget
GCMS and LC-MS

(1) Myristic acid 0002
{1) Paimsic acid <0001
(1) Stearic acid <0001
{1) Oteic acid 0001
(1) Lnoleic acid 0001
{1} Arachidanic acd 0001
{1} Phosphatidyichalne C34:1 0003
1 <0.001
{1} Phosphatidyicholine C36:4 <0001
W case <0001
(1) Phosphatidylethanclamine (P-16:0e/0:0) <0.001
w (d18:1140) 0018
{4) Sphingomyein(d18:2/16:0) <0.001
{4} Sphingomyein(d18:1/16:0) <0001
{tMarine <0.001
{)Vaino <0001
{t)Loucine <0.001
{1 scleucine <0001
(t)eroline <0.001
{1)Phanylaianing 0025
{1)Glutamine o012
{M)Tyrosine 0029
{4) Pyroglutamic adid 0002
inabutyri <0001
{T)Hydroxyisobutyrc acid <0.001
0002

{t)Camithine 0001
{1 Mcetylcamiging <0.001
{1)Mannose <0001
(110-Fructose <0.001
{)Glucose <0001
{t)Saccharides. <0.001
{T)Esmiena glycal 0.008
{1 )Hydroxybutyric acd 0004
{113 Ketotactose 0006
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Y N=71 (15 heaithy controls, | Untarget Plasma 20 -Coronary | (1) kscleucine 0008
2016/ Nature. Hospital of Baiing 13 heart disease, | HNMR heart dissase
University of 15 T2D and 28 T2DM-CHD {4) Valine 0007
Chinese Modcine patients)
for treatment of {4) sepropancl 0001
dabetssand {4} Alanine 0001
dseass and {4) Loucine 0002
#om the same {4} Argina 0001
hospral (1) Acetate 0019
{4) Proline 0001
(1) Glutamine 0001
{4) Creatine 0003
(1) Creatinine 0001
{1)Glucase 0001
(1) Glycine 000t
{4} Threanine 0001
{4) Tyrosine. 0001
{4} 3methykusticin 0001
YESEUNG LEE @t | Korean Cancer | Prospective cohort | N=98 (24 non-diabatic - | Target Senum T Cholesterol 26820107
120171 Provension Study | study, folow-up | negalive conrol /24 LoMs
(KCPS-Ii Bicbank) | 8me 3 yrs individuals who already had 25-Hydrorycholestieol 5
JOUANAL OF Sejong Cy, Korea DM at the start of e study 44010
MOLECULAR ~pesitive control / 3a.7a-Dihydroxy-5p-cholestane 17710
MEDICINE 25 patients who. d
OM in the third yoar / 25 4a-Metrytzymostarol-4-carboxylate 4
patients who developad DM 508x10
in e second
year) 2425-Dibyorolanostect 257109
‘ N T20 | Target Plasma T Aarins 0.023 116 (1.02,1.31)
2016/ Intemationsl | (DFTJ) cohortand | control in 858 two cohorts, and | LC-MS.
Joumal of Jiangsu Non- controls were 1:1 matched Phenylaianing 029 108 (0.94, 1.24)
’ commuricable
Draease (SNCD) Tyrosing 0.148 119 (0.94,1.49)
cohart; Chinese Pamtoyicamiing 0.089 111098, 125)
Ghtamate 0.043 1.14(1.00,1.29)
0.003 126 (1,08, 1.46)
Omitrine 0.001 124(1.09,1.40)
vaine 0,050 1.14(1.00,1.29)
Histamins 0.047 1.14(1.00,1.29)
Incsine 0,004 12106, 1.36)
N=182 (105720 /
2013/ Molecular | Hospita), Qatar 77 no
BioSystems University and “Training sat: Ne 105 (64
Geargetown 72D /41 o diabetes).
University. Vaskidation: Ne 72 ( 36 T20 /
Qutar 36 o diabetes)
M. Rebholz et | Amerosclerosis | Comenwnity-based | N=2930 (1126 T2D/ 1813 | Untargeted Senm T fsclecing 2.18x10-8 296 (2,02, 4.35)
aL/2018/ Springer- | Aisk in conort o diabeses), median s
Veriag GmbH Comemunities uw Asparaginn 419x10-8 078 (0.71,0.85)
Germany, partol | {ARKC) saudy , black sme 20 yrs
Springer Nature | and whte Laucine 6.78x10-6 237(1.63,3.45)
participants,
- 3-{4-HydroxypheryiJactate 4ANx10-5 155(1.26,1.92)
Vaine £.95x10-5 241(1.56,372)
Trehakose 187x10-6 116 (1.09,1.25)
Eyivich 1.63x10-4 166 (1.28,2.16)
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Un Shi Swadish N=503 (187 72D / 316 n0 1y80PC{182) 075(06,0.94)
Springee prospective diabates), follow-up time 10
W " Iy8oPC{18:1) 0006 0.72(0.58.0.89)
terventan ysoPCp16.0) 0034 0.79(0.640.96)
Programene cohort,
Sondm 1y80PC{17.0) 0013
IysoPC{19:1) 0001 064(0.51,0.81)
LysoPC(20:1} 0021 0.77(0.63.0.94)
PC(16:0116:1) 0856 102(0.84,1.24)
PC 563379281075 <0.0001 056(0.440.72)
PC(14:0116:1) 0219 0.87(0.71,1.06)
PO(15:1118:2) 0158 084(0.68,1.04)
PC(17:018:2) 0007
0412 086(0.69.1.13)
DAG(14:0/16.0} 0467 1.11(0.88,1.39)
0468 1.12(0.88.1.47)
DAG 571 4437@13.30 0550 1.1(0.83,1.45)
DAG(14:0118:1) 0451 113(0.86,1.48)
DAG(16:0/18:1) 0330 12(0.88,1.64)
Falty acid 364.333@10.46 0007 143(1.14,1.79)
0003 182(1.3.253)
0930 101(087.1.47)
0007 143(1.151.79)
Phenylalanine 0172 1.18(0.96,1.45)
Leucine 0001 183(1.262.11)
isclecing 0001 1701.31221)
Valing 0026 131(1.05.1.62)
Tryptaphan 0001 155(1.24,1.95)
LTyrosne 0010 144(1.13.1.84)
Aarins 021 13(1.06,1.58)
Chnding 0007 14(113,1.79)
N-Acstlglycine 0055
0021 0.76(0.62.0.94)
Glutamats 0930 099(0.8,123)
Glutamats dervats 316.085786.19 0550 1.08(0.86.1.35)
Bile acig385 2455 @8.21 0007 153(1.17201)
3-methyl-2-oxovaleric ackd <0.0001 19(144251)
161.0062@2.7 0034 0.78(0.64.0.96)
8801628171 0007 141(1.13,1.76)
196.014281.71 0011 136(1.1,1.67)

4911196619 0074 081(0.66.1)
518.4333@12.07 0552 1.1(0.84,1.45)
5904676@14.11 0355 1.14(0.9,1.46)

0001 1684(1.282.1)
566.3105@8.28 0010 145(1.13,1.87)
£14.367988.60 0021 135(01.07,1.71)

002 o
597.4023810.95 0018

Yonghai Lu stal./ | Singapore Chinese | Case—control N=394 (197 72D /19700 | Untargeted Senum T (1) Leucine 0002 144 (1.07,1.89)
2016/ Springer- m&mm :Mui.mumo LC-MS and GC-MS " P 1A 07159
(1) Valine <0.001 166 (1.21.2.26)
(1) Paimisc acid (16:0) <0.001 115 (1.15.1.96)
(1) Stearic acid (18:0) <0001 210(1.52291)
{1) Oleic acid (18: <0001 210(1.52291
(1) Linolexc acid (182) <0.001 144 (1,01, 2.08)
(TLPI(16.1) <0001 200 (1.42, 2.80)
(1) LPI (18:1) 0001 143 (1.06,1.69)
(1)LPI(18:2) <0001 161 (1.18,2.20)
(1HLPI(20:3) <0.001 151(192,200
(1) LPI (20:4) <0.001 159 (1.17.2.18)
(1) LPI (22:6) <0.001 146 (1,10, 1.04)
{4) Proline <0001 044 (0,30, 0.66)
{4) Glyoerol <0.001 048 (0.3, 0.70)
(L CMPF 0001 076 (059, 0.99)
{4)2-Amincoctancic acid 0003 069 (051,093)
acid <0.001 203 (1.48, 2.78)
(*)Glycine <0.001 266 (1.72,412)
{4) Ornithine 0001 063 (045,0.88)
{4} Phosphoserine 0033 074 (057,096)
(4) Serine 0013 068 (0.48,0.94)
{1)Threanine <0.001 153(1.16,2.02)
(1)Hippuric acid 003 132 (1.02.1.71)
(11CDP-glucose o012 141 (1,07, 1.67)
{1)0-Galactose <0.001 212(1.51,2.98)

0006 138 (1.06,1.60)
{4) 9-Dacencylcamitine (C10) <0.001 056 (0.39, 0.80)
(1) LPE (203) 0029 074 (055, 1.00)
{4) LPE (20:5) 0003 067 (0.50, 0.90)
(TP (120) <0.001 190 (127, 2.65)
{1 )Lactc acid 0002 142 (1.05,1.91)
(1)Pyruvate 0020 142 (101, 2.01)
(t)urea <0.001 197 (140,277
{T11.3-Propanadiol <0001 165 (1.24,2.18)
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N=133 (51 72D and high {1) Threorine. 377 (2:38-632)
vt o o oAt s ey (1) Lysine 322 (2.02-5.46)
HPLC (1) Missdine 600606 297 (1.91-4.91)
{1} Methicrine S00E06 294 (1.90-4.81)
(1) Glutamine: 1.00E05 287 (1.84-4.71)
(1) Valine 500606 284 (1.86-4.57)
(1) Tryptophan 500E06 283 (1.85-4.54)
(1) Sarcesine 200E-04 262 (1.64—4.47)
(1) Tyrosine 7.00E-05 232 (1.56-3.59)
(1) Serine 300604 213 (1.45-3.27)
(1) Glyone 4.00E-04 2,04 (1.39-3.09)
(1) LysoPC a G161 200693 179 (1.24-2.65)
{4) PC ae C26:1 2006403 053 (0.35-0.79)
{4} PC aa C260 1006403 046 (0.28-0.72)
(1) PC aa C342 300604 044 (0.28-0.68)
{4} Hexose 500603 024 (0.06-055)
Uang Sun et . / Nutriion and Health | Population-dased | N=2,103 ; 507 pariicipants | Target Plasma T2 {r)cre1 <0.001 226 (2.00-2.75) RR.
:::m m.?;,. prospecve sy Follaw-up time, 8 yrs: Lo {nciez <0.001 2.4 (1.90-241) AR
:‘:‘:ﬂ‘“‘l e <0.001 266 (2.35-3.01) AR
(1) C180H <0.001 136 (1.21-1.53) AR
(t)Crer <0.001 1.76 (1.58-1.96) RR
(1) crez <0.001 246 (2.18-2.77) AR
(tyc20 <0001 247 (1.92-2.44) AR
(1) C204 <0.001 241 (2.13-2.73) AR
Gopal Peddinti et Botnia Prospective Sarum T20 Glucose 79% ‘0-1! 218(1.77.271)
#.12017/ Springer | Shady, developed T2D /397 no | Target.
m r—’. Folow-uptme | utra-HPLC Mannoss, 15% ‘o-ﬂ 205 (1,67, 2.54)
yrs. [UHPLCIIS
m UHPLC- aHB. B4x10® 157(1.3,1.92)
a-tocopherol 00011 062 (0.46,0.81)
[Hyp3:BK 23x10°8 055 (043,07)
X-12083 S1x w—w 186(1.53,2.27)

Sl Forraonin otol. | Relatonstip Cohort RISCN=1308(1.115 | Targeted T2D + Dysgiycemia | (t)Leucine (umok) 14551
mm Seaibiymd | Eurcpe 146 impared gluccse rerr——— 00 ey
r*"“:?‘ :nmp d sy {1)Valne (umokt) 0003 217[89)
mwu:;v :ﬂ(:&mm {tManine (umel) <0.001 371 [128]
cseers in 13 ghucoss regulation ) {T)Arginine (pmol) 001 71123
;umhm {1 Msparagine (umall} ns 4132
Prospective Study (T Mspartate (umok) ns 45[10)
famital study on he {=)Citruline (moln) ns 31112)
{4)Glutarmine (umok) 0001 11111
{1)Glutamate {jmolt) <0004 75 [368]
{4)Glycine (umott) 001 174 180]
{4 Histicine {molt) s 41113
{4)Lysine (umoit) s 156135
{=)Methionine (umoit) ns 13018
{4)0mitne (umokt) ns 59123
{=)Phertalanine (molT) s 55(15)
e s 169 561
{1)Serine (mol) d 914
{)Threanine (molt) ns 118132]
{4 Tryptophan (mel) " 54113
{T)Tyrosine (umolt) <0.01 61112)
Avi V. Abola-Ofi et | Finnish Cobort folow-up | N= 11.896 (11504 no Target NMR Senm T tsoleucine 1E08 133 (1.21-1.47) 0056
o 2019/ Soreen cohorts: Finland. M,:;)ﬁ Leucne 2608 133 (1.21-1.47) 0084
NISSESS Valin 0001 120(1.08-134) 020
Phanylalanine SE07 131 (1.18-1.46) 0081
Tyrosine 0002 1.18 (1.06-1.32) 0054
Glyosrol 1E04 122(1.10-1.35) ot
‘Glyonprotein acetyls (GlycA) 2609 137 (1.24- 1.51) 134
Totsl conoaniration of circulasing fatty acids 1E04 123 (1.41-1.36) 1203
2606 132 (1,18 1.48) 2560
Nonesterified cholesterol in large HOL 4ET1 059 (050~ 0.66) 0087
2608 140 (1.25-1.58) 058
larger VLDL parficlo size 1607132 (1.19 - 1.47) 3579
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N=60 (30 control/ 30 T20} | Target {1} Lysophosphatidykcholine C18:2
Fiend- ship NPLC-TOFMS)
Hospital Beiing, (*)Lysophosphatidykchaline C18: <001
China) {1 )Lysophosphatidykchoine C20:4 <001
(1}Phasphatidyicholne C16:0118:2 <001
{4)Phasphatidykchoine C16:0118:0 <001
(41Phasphatidykchoine C18:020:4 <001
{1}Phosphatidylethanolamine C16:0/20:4. <001
(1) Phosphaticylghcercl C18:0/18:2 <001
) <001
{4) Phosphatidyinostol C18:020:4 <001
(1) Phosphatidyinostol 180226 <001
{1) Sphingomyein dC180/202 <001
Bealriz Garcia- Caucasians, cross-sectional N=30(1072D + CVD; 10 | Target Serum T0 {4} Phosphatidylcholine PC (16:1(82)2:0) <001
Fortana et . /2015 | ambulatory and had | shady T20; 10 ™o ciabetes) LC-HRMS
1 Aiaiarta netner renal. W LPE (18:2(42.122)/ 00) <001
e,
W_Mm {4) Lysophosphaticykcholine LPC (0-16:00:0) <001
discases.
Phosphatigyicholne .
[ PC (0-12:0/2) <001
wore re- ceiving
for
lureas, insulin or
combination of
these drugs.
Unit
of University
San
Caciio in Granada.
20 Yang Tam et al. | | ACHFE Uim shady- | case-control N=158 (80 720/ 78 Untarget urine latoonsst T20 | (1) <0005
2017 nature. 1hon-based Control) UPLC-MS
cohort study in LC-MSMS (0] <0.001
cider peogple ) <0001
Ui, e B (1) 8'methythicadsncsine (MTA) <0001
adjacent regions in
Southen Germary.
Jinying Znao, et al. 1 | American Indians, | Prospective N=431(13372D/296 00 | Untarget Plasma 20 2HBP 180 (1.26-2.57)
dibates) LC-MS
Care Morth and South X478 189 (129-277)
Dakota, and follow-up time 6.5
Cklahoma e
726107 ki
J0L-VLDL<hlestercl 49x10 1311.1,15]
VLDL-triglycerides. 32x1076 1411216
XA-LDL-phosphoipics. 44x1079 06[05,07)
JO-ADL-glyosrides. 24010+ 1411.2,16)
LADL<holesterol 81x10-14 05[05,06]
XS-LDL-ApoB 36x106
LHDL-ApoA2 24x10 14112,18)
L-HDL-re8 cholesterol 39x10-12 05[04,06]
MHDL-ApoA2 5811075 1411217
g N=84(42T2D /4200 | Torget Plasma 20 {1)Glucase 0041
2020 fSpringer Provincl People's diabates) GCMS
Hospital 0016
FirstAffil- ated
H o {t)ackc acid 0031
Modical University.
Chinese male {f)Tagatose 0,045
{t)Fumaric acid 0042
{tMarine 000016
{tValne 000068
00021
{4) Glyone 00000019
{t)Serine 426608
{1)Threanine 946E05
{tiysne 00063
{M)Tyrosine 1E-08.
{1)Glutarmic acid 0017
{1)Paimitic acid 0018
{1 )Linoieic acid 172605
{)Myrissc acid 0038
{1)0keic acd 256605
{1)Glycerct 000059
{4} Glyceric acid 0029
{*)Glucaric acid 004
{T)rea 00043
{4) Glyookc acid 0045
{112-Hydroxybutyric acid 000035
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Huijaan Wang ot ./ N=80 (30 Untargeted Senum T (1)Gentisic acid 000065
20171 Bievier BV, | Honan Uriversity 30 heathy controis ) GCITOFMS.
Chinese adults (1)Cemcoric acid 000690
(4)Abase 000000
{)Glucosaminic acid 000000
(*)Succinic acd 000000
1 000711
{110 Exrythro sphingasne 000002
(1)Glyooc ackd 002215
(410-Talcse 000289
{4 Jbeta-Mannosyiglycerate 000000
{4 Milyimaionic acid 000003
(413 Hydroxy-L-proline 000043
{T)Canduitol b epaxide 000000
o x 000161
(11Dioctyt phnalate 000108
(*)Levoghucosan 000028
{}Glucose-1-phosphate 000009
Mana Guasch- Spain MNostad cass-cohort | N= 889 ( 251 incident T20 / | Targeted Plasma T2 (regardless | Hexose monophosphate 0001 143(1.19,1.72)
Ferré 2020/ The. shdy within the | 638 non-cases ) LC-tandem MS du)
American Jounal of PREDIMED Study; 3-Phasphoglycerate 0001 153 (1.22,1.91)
Clrical Nuiion :"‘"""" Pyruvate 0019 113(091,1.39)
Lactate <0.001 160129, 1.99)
Chrate <0.001 130(1.09,1.56)
Acoritate <0.001 157 (1.29.1.90)
isocitrate 0014 135(1.13,1.69)
Fumarateimaleate <0.001 142 (1.19,1.69)
Malato 0001 125(1.05,149)
A-hua Zhang et al /| Hospital of Cirical study N=123 (81 T2D /42 Untarget Urine T {tMdpanectin 000
2013/ JPrysiol | Heikingjiang convol) "sd aparece nas | UPLC-Q- TOF-
: Speinger | University of tabolas sup. HDMS * {1 Mcylcamitines 000
ww" {4)Ciric acd. 002
{4 Kyrrenic acid 002
{t)indoxy! sakate 002
{1)8ile acids 003
{hrate 004
{T)Gucose 001
{t)Glycine 00t
(i 002
{bliysine 002
{1)Phosphate 003
Navdesp Gogna et | dabelic, obess | RCT N=310 (1280 ciabetes / | Untarget Senum TZO with fow BMI | (1)Saturated fatty acds 001303
/20147 South Indian Asian |7pn-a(mnums NMR ! d 320 2088
Molecular {f)Vaina 003631 1692 032
{113 Hycroxy butyric ackd 0005139 250 & 044
{tHsclewcine 00086155 o0 A A
{t)actate 0013404 218 2 061
{tiLysine 00006384 125 2 033
{1Glutarmna o8 148 2 062
{t)Choline 000001167 108 & 041
{t)Phanyisianine 0029161 195 & 027
{1)Proline 000009955 116 2 031
{1)3.7-Dimethyluric acid 000008284 161 2 059
{t)Pantothenic acid 00001021 124 2 043
{tMyonositol 0002050 156 2 035
{t)Threanine 00065635 140 & 021
{toucine 00006964 147 5 041
{1)Sortitol 00043542 177 2 008
{t)Glycerel 0000061967 222 0 000
{t)Glucose 000002468 538 2 078
{1)Histicine 00000839 180 2 038
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PC 8a 360 254608
PC 8a C366 B67ED6
PC aa G422 T42E0
PCaa G425 184E05
PC a8 C300 36IE08
PC as 41 497E06
PC a8 C360 227E04
PC as 380 991E-16
PC a8 C40:1 S24E-15
PG as G421 472648
PC as C422 1.98E-24
PC as G443 136656
A 140607
e 7H6E06
{1} SMOH G141 1156405
Judt Bane et al. / ATC N=78 (38 T2D / 40 conrol) | Target Senm T {)Total acylcamtine 8565° (3,370
2012 Nutrton & 49TID, BMatS exciui | MS
Metaboism {1)C2-carmitine 8057 {2972}
{1)C3-camitine 0415° {0,203}
{t)Ca-carmitine 0.123° {0.083)
{1)CB-carmitine 0.136° {0,096}
{41C10:1-camitine 0.187° {0.097)
{41C12<amitine 0.067* {0,040}
{HiC182-camtine 005" {0,090}

Birgh Knebel etal./ |§ Explocalive study | N=373 (244 72D /129 non | Targst MS Plasma T (rics 556606

2016/ The Joumal

of Clinical TID #127 exchi da

Endocrnclogy & ‘contagem da amostra pq irca 820609

Metabolsm (JCEM) néo interessa. oz a72E00
(tiero 290604
(hPhe 144607
(1 7O7E08
" B80E-17
Lov IASE1Y
val 276608
(tiom ITIES
(1) Spermidne 9.93E-09
{4) Taurine A2TEQ5
{4)€100 (capeic) 232604
{4) €130 (ridecancic) 307647
(4) cC14:1wS (myristoleic) 202604
{1)cC18:1w8 (aleic) 246604
{T)eCr8:4wd. 9BIED5.
{1)cC20:4w6 (arachidanic) 2526405
(T)eC22:4w8 (adrenic) 124E05
(M 144623
1ys9PC & C25:1 847E28
PC 8a G420 IOTEDS
PC aa G421 236611
PC ae G321 920608
PC ae C322 S11E-10
PC a0 C343 IBOEDS
PC as C362 SBTEDT
PC a0 C383 S08E-58
PC as G423 120627
PC ae 424 250628
PC as 425 142621
PC a0 G444 720608
PC aa C28:1 756608
PC 8a G343 134604
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Clara Barros et al. / | Diabetic cohorts: | Cohort N=5764 {926 T2D /4838 | Target NMR Senum TZOWheGFR | Glycine <0001 -8.371-9.73: -7.02)
2018/ nature Genodiabhar, on diabatic) (Estimated
TwinsUK and Phenylalanine <0001 -7.921-927: 657
Koan fate). T20 + Chrate <0001 ~3.34 1-4.78: -1.90)
oo TaiosU. Glyosrol <0001 -5571-737: 377
“YoungFinns. Al <0001 362[214:5.10]
Eurpena cahat ot chosesterct in HDLZ <0001 405 (259 550]
Totsl choeserot in very kargs HDL <0001 318[1.74: 4.61]
Totsl chosesterotin HOL <0001 365[2.19:5.11]
<0001 347 [203: 4.90]
Cholesterol stars in very large HOL <0001 314171457
paricles <0001 262[117: 407
‘Concentration of medim HOL paricies <0001 333(189: 4.76]
“Totsi lipids in very large HDL <0001 247 [152: 442
“Totsi lipids in meduum HOL <0001 333[188:477]
Phaspholipids in medium HOL <0001 324 190: 4.68]
<0001 ~3.021-455: -1.49)
large VLDL
Totsl chosesterct o fotal lipids ratio in DL <0001 543 [4.08:677]
‘Cholastarol estars 1 total lipkds rao in very small VLDL <0001 367 [228: 5.06]
Cholesterol esters o total lipids ratio in IDL <0.001 545 [4.10:6.79]
“Triglyoarides to total Iy ratio in very small VLDL <0001 -3.681-5.07: -230)
‘Triglyoaridas to fotal Ipids ratio in large LDL <0001 ~5.70[-7.04: ~4.36]
‘Triglyosrides to fotal ipids ratio in medium LDL <0001 ~5.43 1-6.79: ~4.08)
Triglyosrides to total kpids ratio in smat LDL <0.001 -5.00(-637: -363)
‘Triglyosrides to fotal ipids ratio in IDL <0001 ~5.75[-7.10: 4.40]
Triglyosrides to total kpids ratio in large HDL <0.001 417 [-5.60: -275]
y small VLDL <0001 301 [161: 4.40]
N=§00(300T20/300 | Untarget Senm T 1-0-bata-D-ghicopyranosy-D-manntol | Matitol 0008 041(023-075)
aL/2015/ Clinical | v control) Lo-ms
Chemistry pto Cancar snd " 0001 029(0.15-056)
2 3
0001 305 (1.68-559)
‘deoxyarabinahexonic acid) | hexosesugar (8.9, glucose, fructose,
3 0001 326 (1.78-597)
deoxyarabinohexoric acid) | hexosesuger (8.9, glucose, fructoss,
incsitol)
3 <0001 377 (2.01-6.66)
deoxyarabinohexonic acid) | hexosesugar (.9, glucose, fructose,
inositol)
3 <0.001 335(1.75-642)
deoxyarabinahexoric acid) | hexosesugar (8.9, glucose, fructoss,
incsitl)
Tewahycroxyhaxancicacid (9.9, 2-0soxyghxconals, 3- <0001 377(199-7.42)
deoxyarabinohexoric acid) | hexosesuger (8.9, glucose, fructoss,
inesitol)
Hydraxy-mathylbutenyl diphosphate <0001 386 (203-731)
<0001 498 (245 - 10.11)
PC{22:4/m18.0) | PC(O-180225) 0001 493 (230-1057)
PC(38:4) | PC{36:1) | PE(C-18:0/0-18) | PE(O-200/0-16:0) 0008 262(1.45-4.74)
0004 028 (0.13 - 0.58)
GIcCer(d18.0118.0) | PC(16:0Y 0015 041 (0.22-0.76)
0-16:0) | PG{O-14:1180) | PC{O-16:0116:0) | PCL16:1/
dm18:1) | PC(IE:1GmI8:) | PC{18:2/
am16.0) | I | e 2)
GlcCer(d18.07220) | PG(O-14220) | PC(O-16020.0} 0001 026 (0,14 - 0.56)
| I | | PCi202/
dmie) |
LysoPC(dm16:0) 0002 030 (0.16-0.59)
Diane M. Livert et al. | Cleweland Cinic, | ATC N=90(20T2D /70 Target Plasma T 1 0004
12018/ Pasr Claveland, OH, nondiabetic - 24 LMVA, 26 | LC-MSMS
United States of CBMW, 20 OBMUW). 0004
prmercs () Asparagine 00001
00002
{1} Cystne <0.0001
{1) tscleusine <0.0001
{1} Leucine <0.0001
{t) Phenylalanine <0.0001
{1} Valne <0000t
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N=33 (26 T20; 13 T20 680 x 107 1142038 (1)
812019/ Clinical | T20M patents and complications / 13 T20 Povppyre—
Medione controls from Ratan without complicasions) / 7 aghoose 535x10~7 3.162045(1)
National Research controls Pyvppre—
Genter on Agng Bghase 626 %109 2332018(1)
(e oo Camiine 338 x 104 2082045 (1)
Chrate 12x10-2 0142004 (4)
Creatinaicreatining 21%103 08:0.16(4)
Sluwnete 235x10°5 0412008 1)
Glutaming 534 10-5 0262007 (1)
Secleucine 1145x 104 1152024 (1)
Loucine 948x 108 1642024 (1)
Lactate 118x10-2 s4=16(4)
Lysine 620 x10-7 0292008 (1)
Methionine. 147 x10-5 1212033 (1)
N-acstiglycoproteing 02x10-3 2022056 1)
Phenylalanine 254x10-5 W
Tyrosine 400 x 10-5 0142004 (1)
Valine 735x10-5 110 20.18(4)
' N=2776 1205 T2D /1571 | Target Plasma 20 PC(0-342) 13x10~7 06105,07
2017/ Springer Family stdy, time 14 y1s nondiabetic) NMR and LCMS.
Soutunestof e tsoleucing 27x10°20 24120,29)
Mathionine. 1261074 1411.2,16)
Tyrosine 18x10°° 1511217
2-hysroxyoutyrate 25x10-13 20017.25)
1546 S0x10-19 23119,27
2-oxoghsaric ack 270x108 15013,18]
Glycine betaine 250x10-17 22118,26)
Glyosrol 24x10-1 23118,28)
Lactate 49x1071! 17114,19)
Pyruvate 30x100 16114,18]
TG (48.0) 23x10°8 14112,18)
TG (48:1) 13x1074 14112,18)
TG (505) 23108 13010, 14]
VLDL-tres cholesterol 720107 1401217
JO0-VLDL<halesterol 49x10~ 13[11,15)

Jun Ho Yun ot al. / N=317 DT2 (143 NOR / 083 (048 -082)
el il T evisiate oy | st 6s0E04 050 (045-075)
R e ol oy Lysing 290603 063 (049 -081)
Mathionine 16904 053 (04 - 0,69)
Tryptophan 448E08 0,36 (0,26 - 0.49)
Tyrosine 142606 043 (031-057)
‘Tosal Dimetrwarginine (Total DMA} 426E-04 23(159-347)
Phosphatidylcnoline diacyl G322 (PC aa ©322) 182E95 047 (034 -062)
Phasphatidylcnoline diacyl G342 (PC aa C342) B80E-04 056 (042-073)
Phosphatidylcholine diacyl C36:2 (PC aa C36:2) 420604 056 (043-073)
Phasphatidylcholine diacyl G386 (PC aa C326) 149603 081 (047-0.78)
Phosphatidylcholine diacyl G406 (PC a8 C40.6) 115603 06 046-0,77)
103602 087 (051 -0.86)
) 160602 069 (053.0,68)
Hydraxysphngomysline G221 (SM (OH) C22:1) 1226403 06 (0.46-0,77)
(SM C240) 420603 057 (044 -0.74)
’ N=120(40DR /40720 | Target Plasma T2D-DR (diabetic |1 037 (0.19-0.65)"
2016/ Diabetes - | Eys Study (SINDI) on DR/ 40 hesty, OR - (OG-S ratinopathy) PYPTr— o 24013456
acid <005 208(1.25-3.76)
34-Dinydroxybutyric acd 0,05 <=P(model)<0,1 161(101-2.20)
Erythetol <005 168 (1.04-2.65)
Glucoric acid <005 265 (1,50-5.33)
Lactose/Cellobiose. <005 178(110-3.01)
MahosarTrehaioss <005 214 (1.29-9.84)
Mannoss <005 181(105-327)
Abose <005 165 (1.02-2.60)
ures <005 195 (1.18-3.48)
’ N=44T2D (20T2D non- | Target Urine. T2D -OKD 0002 02(0.1,05)
20201 Hindawi mw m’#::’m-, LoMs Unolelsicic Acid {C18:2N6T) <0.001 0.2(0.1,05)
Colversity. daeaze Unaleic A (C18:2N6C) 0.001 02(01,06)
Trans-d-Hydroxy-L-Proine 0.008 24(13,45)
B-Aminocaproic Acd 0.001 43(18,10.5)
0.001 35.04.0,308.4)
6-Mathyimarcaptopuring 0.009 27(13,58)
Piperiding 0.002 49.3 (4.1, 569.9)
Azonysirodin Acid 0002 0000,00)
Lysopc 20:4 0,004 04(02,07)
0.008 14.9(22,101.8)
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Saita Davi ot o, N=31T20-DN/29 72D/ Plasma oot
20197 Naturo 30 normal gucose igh-resobtion
‘South Asian Indian tolerance (NGT) accurate-mass 0,008
male (HRAM) / LPLC 2-Amino-9,10-epoxy-8- oxodecanoic acd 0046
<0001
Anagestons Acstats 0005
Apronaide <0001
0043
Diosgenin 0022
0002
imidazolelactate <0001
Lauramide 03t
[ <0001
Primoboan 0010
<0001
‘Trigoneline 0002
Xanthoaphin <0001
Kazwo ' T2DM | Untarget. Plasma 20+ 15-Anhydro ghicaol
2020 Joumai of | amerascierosis in Who have nevse had & CVD | GC-MS
Aeroscleross and | Japanese patients 140 who were survivors of
Theombosis wih T20M mryma-— alecions + GNoose
Gluconic ackl
Glucose
Glucuronic acd
Wndory! sultste
Wosnol
Mannoss
Meso-arythetol
O-Phosphosthanclamine
Urea

a1./2019/ Journal
of Clinical
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Danxia Yuetal./ | Shanghai Women's | Case-control N={ 835 No T2D /68 T2D / | Untarget. Plasma T 15 042(0.34,051)*
2015/ Springer m;s::’w- 73 developed T20 ) LC-MS 309 234,390 -
m’“’l Glucose 243(1.93,3.08)*
&m‘nm Fruciose 177 (141,2.23)
Gluconate 265 (1.96,3.56)"
SHydoxypyruvate 230(1.66,3.44)*
2-Hydroxybutyrate 202(1.55,263)
177 (1.34,239)
2-Ketovutyrate 143 (1.06,1.92) 181 (135, 242"
3-Hydroxyisobutyrate 164 (125, 2.14)"
SHydroxypropancats 161 (1.24, 2,08
Pyroglutaming 052 (0.38,0.69)
Glycine. 067 (052.087) 058 (0.46,0.75)"
IMathoxytyrosine 072(055,0.94) 061(046,0.79)"
O-Sullo-L-tyrosing 064 (0.49,084)"
cGAgamyighaming 071 (054,094 063 (048, 0.63)"
057 (043,0.75)"
Kyureeing 057 (0.43,0.76)"
065 (051,063)"
Candling 066 (0,50, 0.65)"
\midazole propionate 149 (1.17,1.69)"
053 (042, 0.69)"
060 (0.45,0.79)
1-Oleoyhglycerophosphoinositol 060 (0.44,081)"
Androstercna sullats 067 (0.53,0.85)"
067 (0.53,0.85)"
Palargonals (9.0) 065 (0.50,0.84)"
NP-Carbamayt hreonytadsnosine 061 (046.089)"
Pyruvate 126 (0.96, 1.65) 164 (1.27, 2.41)
Valine 1.19 (0,80, 1.58) 180 (1,37, 2.38)"
3-Methyl-2-axobutyrate 110 (0.64,1.44) 197 (1,51, 257"
3athyl2-oxovalerate 126 (0.96, 1.65) 189 (1.4, 2.40)"
125 (0.96,1.62) 181 (1,39, 2.36)"
Cyclofleu-pro) 1.11 (084, 1.45) 172(1.34,2.22)"
096 (073, 1.26) 162(1.25,2.10)"
Beadykinin-yoroxy-pro(3) 093 (068, 1.26) 054(0.38,0.77)"
‘ N=918(743T20/175 | Target Plasma “AI-Cavse Mortality | N2,N2-dimethyiguanosine 19%10°5 145 (1.22-1.72)
20201 MDPI and Cancer- T2D + CVD /296 deaihs) | LC-MS
Metaboites. Type 2 Disbetes” | DMGV. 2010 131 (1.14-151)
Cahort (MDC-CC)
and The _m?m Lysine 20x107* 080 (0.71-0.80)
ot seses omoetiruline 76x107* 134 (1.13-1.58)
Hippurate 34x1073 0.78 (0.66-0.92)
-methyladenasine 94x 10 118 (1.04-1.35)
Acylcarnitine C103 0012 119 (1.04-1.36)
Tryptophan 0013 085 (075097
Urobilin 0023 115 (1.02-1.30)
Threonine 0038 086 (0.75-0.99)
Acisoga o 1.11(098-125)
Bamd Straimann ot | Horz- und Cohort N=(57T20/26T2D+ | Target Serum TDACAD co 0026 8971170, 61.93]
e oumal | Nesaazekum AR Mems Serine 0045 015001, 070]
of Endocrinalogy m&m PC 8 C36:1 0020 016 [002; 0.60]
Oeyrhausen. PC 8a C383 0045 021 [004;081]
Germany




Apéndice Ill - Dados para meta-analise

Table. 4 - Description of data included in mata-analysis

1| Casey M. Revholz 2959 1126 1813 695 x10-5 241 (1.58,372) 20
el 12018/
Sgringer-Verlag
GmioH Garmany,
part of Springee
Nature
2| un shietal s 503 187 316 0028 131 (1.05,1.62) 20
2018/ Speinger
3| Yonghai Lu et . / 34 197 197 <0001 166(121,226) 20
2016/ Speinger-
Veriag Bertin
Hoidoberg
4| JunHo Yun stat 1 133 133 0 500x1008)  284(1.86,457) T20 with nomal
2019 PLOS ONE Jevels FOATC {5
6%
5 | Gackun Qi et al.« 3118 1559 1589 00s0|  114(1.00,1298) 20
2016 / Intematonal
Journal of
ay
8 Ari V. Anola-oti et 11896 %2 11504 0001 120(108,134) 20
120191 Springsr
7 | Huan-Tang Lin et 80 10 0 0911 1000 20
!
T, 0,079 0.998 T20 + Ratinopattry
0.169 0999 T2D + Nephropathy
0214 0998 20 + Neuropsthy
8| Dania Yu et al. / 076 1 835 2119090, 158 | 180137, 238y Associated with
2015 1 Springer incident T20
9| Fongguo Xu stal. / &7 7 &0 <0.001 404 (128) 20
2013 / jeam
10 | Xaneng L et . 7 125 o7 P 0,007 104242.02"| 72D + Coronary
2016/ Nature heart disease
11 | Navdsep Gogna et 298 165 128 0.035391 1694 0g2|  TZDlowBMI
& 120140 )
Molecudar
BioSystems
12 | E50 Farrareini ot al 1308 a7 1261 0,003 217 [68]| T2D + Dysglycseria
12013/ Diabelss
(American disbetes
association)
Diane M. Libert &t % 20 70 <0.0001 E 20
o 12018 { Poar
14 | Weriian Lin ot . ¢ o4 2 2 0.00065 - 20
2020 1Speinger
15 | Laura Del Coco e1 3 2% 7 ——— 1104049 20
. 120191 Cirical
Medicine
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Table. 4 - Description of data included in mata-analysis

Ele Ferrannini ot al.
12013/ Disdetes
diabetes

association)

92

Isoleucine
1| Avi v, Anola-Off et 11896 %2 11504 1x10-08|  133(1.21,1.47) T20
. 12019 ! Springer
2 | Casey M. Redholz 2939 1126 1813 318x10-8 2.96 (2,02 4.35) T20
etal 12018/
Sgringer-Verlag
GriH Germany,
part of Springee
Nature
3| unshietal s 508 187 316 0.001 17 0131.221) T20
2018 / Springer
4 | Yonghai Lu et al. 7 354 197 197 0002  144(107,1.93) T20
2016 / Springer-
Veriag Berlin
Heidelerg
5 | Gackun Qiu et al. / 3118 1559 1559 0003 126(1.08, 1.46) T20
2016 / Intemationsl
Jouenal of
Epidemiciogy
8 [ JunLietal. / 2178 1205 1571 24{20,29) T20
e 27x10°%0
7 | Diane 1. Libert st % 20 70 <0,0001 - T20
&. 12018/ Pear)
8 | Xinteng Liv st . ¢ 125 o7 e 0.008 5852147 T2D+ Coronary
2016 / Nature heant dissass
9 | Navdosp 25 165 128 0.0096155 20 low BMI
4120141 198 + 042
Molecudar
BioSystems
10 | E0 Farraneini ot sl 1308 47 1261 <0.008 72123]| T2D + Dysglycsenia
12013 / Disbetss
(Amarican disbeles
association)
11 | Fangguo Xu et al / & 27 &0 <0.001 1.30 (040) T20
2013 /jcom
12 | Lawra Del Coco ot 3 2% 7 115 %104 1154024 T20
. 12019/ Cirical
Medicine
13 | Weriusan Lin atal. / @ 42 42 00021 - T20
2020 iSpeinger
Table. 4 - Description of data included in meta-analysis
Phanytalanine
1| Jordi Merino et al. 7 1150 % 1085 0.002 1.35 (1.1, 1.85) T20
2018 1 Springer
Nature
2 | Avi v. Anola-Oti st 11896 392 11504 5x10-07|  131(1.18,1.46) T20
. 12019 1 Springar
3 [ Clara Barrios st ¢ 5764 926 4835 <0001 -7.92[-9.27, -6.57] T20 + Neptropathy
2018 7 nature
4| Gaokun Quetal. 1 3118 1559 1559 029  1.08(094, 124) T20
2016 / International
Journal of
Ep ay
5| Unsnietal s 508 187 316 0172 1.1810.96,1.45) T20
2018 1 Springer
6 Xuetal / & 27 0 0025 114 (021) T20
2013 7jcom
7 | Zni Yang Tam ot 158 & 78 <0005 - T20
12017 ! nature
8 | Navdosp 258 165 128 0029161 20 low BMI
& 120141 195« 027
Molecudar
BioSystems
9 | Diane 1. Libert et %0 20 70 <0.0001 - T20
. 12018/ Posr
10 [ Lawra Del Coco et ESS % 7 254x10-5 0214004 T20
. 120191 Cirical
Maodicine
1308 47 1261 55 [15] | T2D + Dysglycsenia
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Table. 4 - Description of data included in meta-analysis

Table. 4 - Description of data included in meta-analysis

Leucine
1| Casey M, Rebholz 2939 126 1813 676x10-6 237 (1,63, 345) T2D
etal /20187
Sgringer-Verlag
GmbH Germany,
part of Springer
Nature
2|UnShietal / 503 187 316 0.001 170131221} T2D
2018 / Springer
3| Yonghai Lu et al, / 34 197 197 0.002 144 (107,193 T2D
2016 / Springer-
Veriag Berlin
Heidelerg
4 | Gackun Qiv et al. / 3118 1559 1559 0.003 1.26 (1.08, 1.46) T2D
2016 / Irtemational
Journal of
Epidemioiogy
5 | Ari V. Ahola-Off et 11896 392 11504 2x10-08 1.33 (1.21-1.47) T2D
&. /2019 / Springer
8 | Huan-Tang Lin &t &0 40 40 0035 1.004 T2D
12019 1 Joumal
:c:e:m 0,550 0.998 720 + Ratiropathy
0.080 0995 T20 + Nephropathy
0147 0.994 T2D + Neuropathy
T | Fanggue Xu et al / 87 7 &0 <0.001 208 (0.60) T2D
2013/ jeem
8 | Xinfeng Liu et &), / 125 0.002 066+027" T2D + Coronary
2016 / Nature hean diseass
Navdeop 293 165 128 0.0006964 T20 low BMI
& /20140 147 2 01
Maolecdar
BioSystems
Ele Farrannini ot al. 1308 47 1261 0.004 145 [51]| T2D + Dysglycamia
12013 / Diabetes
(Amarican diabetes
aasociation)
11 | Diane M. Ubert &t 70 <0.0001 - T2D
&.12018/ Peer)
12 | Laura Del Coco et 7 1 1644024 T2D
. /2019 / Cirical 948 x 1078

|

Tyrosine
1| Samira Salihovic et 1424 197 1227 0.769 104 (081, 1.32) T2D
&. /2020 / Nature
2|UnShietal / 506 187 316 0.010 144 (113, 1.84) T2D
2018 / Springer
3| Jun Ho Yun et al / 133 133 o 7.00 x 10-05 232 (1.56-3.59) T20 with normal
2019 /PLOS ONE levels HOATC (=
6%)
4 | Gackun Qiu et al. / 3118 1559 1559 0146 1.19(0.94, 1.49) T20
2016 / Inhematonal
Journal of
5 | Ari V. Ahola-Off et 11896 392 11504 0.002 1.18 (1.06, 1.32) T2D
. 12019 / Springer
6 |JunLetal / 2778 1205 1571 1.6x10~2 15(1.21.7) T2D
2017/ Speinger
T | Jun Ho Yun et al / n7 327 o 1,42E-08 0,43 (0,31 -0.57) T20 + Retiropathy
2020 / PLOS ONE
8 | Huan-Tang Lin et &0 40 40 0,048 1010 T2D
12019 { Joumnal
:cmm 0628 1,008 T20 + Retiropatty
0014* 0.984 T20 + Nopheopsthy
0677 1.004 T2D + Neuropathy
9 | Werjuan Lin etal. / &4 42 42 1x10-08 - T2D
2020 iSpeinger
10 | Fangguo Xu et al / 87 0.029 1.08 (0.28) T20
2013 / jeam
11 | Xinfeng Liv et &), / 125 0.001 186+£092"| T2D + Cororary
2016 / Nature hean disesss
Ele Farrannini ot al. 1308 a7 1261 <0.01 61[12]| T2D + Dysglycsenia
12013/ Diabetes
(Amarican disbetes
association)
13 | Lawra Del Coco et 3 2% 7 400 x10-5 0.14 £ 0.04 T20
&. 12019/ Cinical

i
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Table. 4 - Description of data included in mata-analysis

Table. 4 - Description of data included in meta-analysis

UnShietal / 506 187 318 0.021 1.3(1.06,1.58) T2D

2018 / Springer

Gackun Qiu et al. / 3118 1559 1559 0.023 1.16(1.02, 131) T2D

2016 / Intemational

Journal of

Epidemioiogy

Huan-Tang Lin &t &0 40 40 0.004 0,998 T2D

1 Joumal

:";m Medicine 0.929 1.000 T20 + Retinopattry
0.629 1.000 T2D + Nephropathy
0513 0.999 T20 + Neuropathy

Fongguo Xu et al / 87 7 &0 <0.001 505 (1.15) T2D

2013 / jeem

Xinfeng Liv et &, / 125 0.001 2719414.02"| T2D + Cororary

2016 / Nature hean diseass

Elo Farrannini ot al. 1308 47 1261 <0.001 371[128]| T2D + Dysglycannia

12013/ Diabetes

(American diabetes

association)

Laura Del Coco e 33 % 7 6,89 x 10-7 1144038 T20

&./2019/ Cinical

Medicine

Weejuan Lin etal. / 84 42 42 000016 - T20

2020 iSpeinger
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Yonghai Lu et al, / 394 197 197 <0.001 266 (1.72,4.12) T20
2016 / Springer-
Variag Berfin
Heidelberg
Jun Ho Yun et al / 133 133 0 4.00 x 10-04 2004 (1.39, 3.09) T20 with nomal
2019 PLOS ONE levels HDATC (=
6%)

Clara Barrios ot al. / 5764 4838 <0.001| -837[-9.73, -7.02] T20 + Neptropathy
2018 / naure
Jordi Merino et al, / 1150 9% 1055 284 x 10—0 0.65 (0.54, 0.78) T20
2018 / Springer
Nature
Danxia Yu et 8l / 978 1“1 835 ? 067 (052,087} 0.58(0.46,0.75)" Associahed with
2015 / Speinger incident T2D
Xinfeng Liv et &, / 125 97 8 0,001 550241368| T2D + Coronary
2016 / Nature hean diseass
Ai-ua Zhang et 0.01 - T20
&.0201310
Phiysiol Biocheen;
Sgringer

8 | Ele Ferrancini ot al. 1308 a7 1261 001 174 [60]| T2D + Dysglycsenia
12013 / Diabetes
(American diabetes
association)
Werjuan Lin etal. / 2 42 42 0.0000019 - T2D
2020 ISpeinger
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Table. 4 - Description of data included in meta-analysis

Ari V. Anola-Off et 11896 392 11504 1x10-04 122(1.10,1.35) T2D
&. /2019 / Springer
Clara Barrios et al. / 5764 4833 <0.001| -557[-7.37,-3.77] T20 + Nephropathy
2018 1 nature
Jun L et al, / 2776 1205 1571 21x10-14 2.3(1.8,28) T20
2017/ Speinger
Yonghai Lu et al. / 394 197 197 <0001 048 (0.33, 0.70} T2D
2016 / Springer-
Veriag Berlin
Heidolerg
Navdeep Gogna et 293 165 128 0000061967 222 + 068 T20 low BMI
a.120141
Malecudar
BioSystems
Werjuan Lin et al. / B4 42 42 000059 - T20
2020 iSpeinger
Jun Ho Yun et al ! 133 51 4.00E-08 322 (202-5.46) T2 ramal Hbate
2019 /PLOS ONE
Fiip Oftosson et 918 743 175 20x10~* 0.80 (0.71-0.90) T20 + CVD
&. /2020 / MDPI
Metaboliles
Jun Ho Yun et al ! 317 327 0 2.9E-08 0,53 (0.4 - 0,69} T20 + Retinopathy
2020 / PLOS ONE
123 81 42 0.0z - T20
81201310
Pheysiol Biochem;
at 310 | 165 (+ 17 pre-T20) 128 0.0098384 T2D + ow BMI
a./20141 125 4 033
Malecudar
BioSystems
Ele Farrannini ot al. 1308 47 1261 ns) 156 [35]| T2D + Dysglycsnnia
12013/ Diabetes
(American diabetes
asaociation)
Lawra Del Coco et 33 % 7 6.20 % 10-7 0.29 40,05 T20
&.12019 / Cinical
Medicine
Werjuan Lin et al. / B4 42 42 00063 - T20
2020
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Casey M. Redholz 2018 2039 241 156 372 216 B92,349437734277 | 29,872218490662 6,96 x 10-5 Associado & T20 vs non-T20 T20
otal incidincia de OT2
Uin Shi et al. 2018 503 131 105 162 057 10,6351975739275 | 3,2611650638886 0026 > CONCOntragho; T20 vs nen-T20 T20
elovada 8850CIacH0.
com risco de DT2
Yonghai Lu et al. 2016 304 166 121 226 105 28,2684048979501 | 5,31681247534264 <0,001 > Concentragho T20 v8 non-T20 T20
“base Ine”; reco.
aumentado DT2
Jun Ho Yun et &l 2019 133 284 186 457 an 63,5650054664723 | 7,97276648764231 5,00 x 1006 > T20 + noemal 2D with noemal
T2 > HbAle Tevels HDATC (s
concentracho. o)
9rupo HbATe
‘noemal em relacho
oo
frets
Gaokun Qi ot &l 2016 3118 114 100 129 029 17,0647516659725 | 4,13005045552141 0,050 Associado a0 risco | T2D vs non-T20 T20
de Gasseroiver DT2
A V. Ahola-Oti et 2019 11896 120 108 134 026 52,3320862557268 | 7,23415414920256 0001 R8CO aumentado T20 w8 non-T20 T20
8l D12
Danxia Yu et al. 2015 76 119 090 158 088 20 ? T20 w8 non-T20. T20
VALINA (Média)
Fengguo Xu et al 2013 87 404 128 16384 T20 vs non-T20 T20
Fengguo Xu et al 2013 &7 348 082 03844 IFD vs non-T2D T204+/FD
Xinfeng Liv et . 2016 125 10,42 202 40804 T20 vs non-T20. T2D + Coronary
heart disaase
Xinfeng Liv ot &), 2016 125 1769 428 183184 T20 v T20+CHD T2D + Coronary
hear diseass
Elo Forrancini ot al. 2013 1308 217 L 4761 T20 vs non-T20 T2 + Dysglycsenia
Lawra Del Coco et 2019 Es) 1,10 019 00361 T2D + compications vs T20
o non-T20
Navdeep Gogna et 2014 293 169 032 0,1024 T20 vs non-T20. T20
o
ISOLEUCINA (OR / HR)
A V. Ahola-Oti et 2019 11896 133 121 147 026 52,3320862557268 | 7,23415414929256 1x10-08 Risco sumentado. T20 v8 nen-T20 T20
al T2
Casey M. Redholz 2018 2039 296 202 435 233 1038,3303052374 | 32,2232727260811 3,18x10-8 T20 v8 non-T20 T20
otal ncidincia de OT2
Lin Shi et al. 2018 503 17 131 221 09 26,5143420820008 | 5,14920799561358 0,001 > concentragio; T20 v8 nen-T20 T20
‘marcador predithvo;
com fisco de DT2
Yonghai Lu et al. 2016 304 144 107 193 086 18,9636080129520 | 4,35472250685207 0002 > concentragho T20 v8 nen-T20 T20
“base line”; reco
‘aumentado DT2
Gaokun Qi et of. 2016 3118 126 108 146 038 29,3002394835485 | 5,41296056240736 0,003 Associado 80 fisco | T20 ve non-T20 T2D
de dassenvolver OT2
un L ot o, 2017 2778 24 20 29 09 146,329654310703 | 12.0066704745791 | 57,1920 Risco aumentado | T2D v non-T20. T20
hipertrigicerdamia,
Preditor de DT2
@ de outros.
ISOLEUCINA (Média)
Xinfeng Liu ot . 2016 125 585 147, 21609 | T20D vs nen-T20 T2D + Coronary
hean disease
Xinfeng Liu ot o). 2016 125 678 120 144 | T20vsT20+CHD | T2D + Coronary
hear duease
Elo Ferrancini ot al. 2013 1308 72 23 529 | T2Dwsnon-T2D | T2D + Dysglycsenia
Fongguo Xu et al. 2013 87 130 040 0,16 | 20 vs non-T20 T20
Fongguo Xu et al 2013 87 108 024 00576 | IFD v8 non-T20 T2DHFD
Lawra Del Coco et 2019 3 115 024 00576 T2D + T20
-
non-T20
Navdeep Gogna et 2014 298 198 042 01764 | T20 vs nen-T20 T20
o
FENILALANINA (OR / HR)
Jordi Merino et al, 2018 1150 135 wm 165 054 21,8229383590171 | 4,67150270449955 0,002 Associado 80 fisco | T2D vs non-T20 T20
oT2
Ari V. Anola-Off et 2019 11896 131 118 146 028 60,6938775510204 | 7,79062754539109 5x10-07 Rsco sumentado. T20 v8 non-T20 T20
o o12
5764 099 367,639551228653 | 19,1739280460625 Negativamente.
Clara Barrios ot &l 2018 236 191 280 <0,001 0
reral na DT2
‘Gaokun Oiu ot al. 2016 3118 1,08 094 124 03 18,2619221157851 | 4,27339702295318 029 T20 vs nen-T20 T20
Uin Shi et al. 2018 503 1.9 096 145 049 0172 T20 vs non-T20 T20
FENILALANINA (Média)
Feangguo Xu et al. 2013 87 1,14 021 00441 | T20 vs non-T20 T20
Feangguo Xu et al 2013 87 109 029 10,0841 | IFD vs non-T20 T2DHFD
Lawra Del Coco et 2019 33 021 004 00016 TD+ T20
-
non-T20
Ele Ferranvini ot al 2013 1308 55 15 225| T2Dvs non-T2D | T2D + Dysglycsenia
Navdeep Gogna et 2014 293 195 027 00729 T20vs non-T20 T20
o
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LEUCINA (OR/ HR)
Casay M. Redholz 2018 209 237 163 345 162 633,534438775500 | 25,1701100270839 | 6,78x10-6 5 Associadod | T2Dvs non-T2D 20
atal. icidincs o8 OT2
Un st et al 2018 503 " 131 22 0 26,5143429620008 | 5,14920799561358 0001 5 > concantragho. | T2 v8 nen-T20. 20
‘com risco de DT2
‘Yonghai Lu e al 2016 394 144 107 193 086 18,9636089129529 | 4,35472250685207 0002 4 T2D v8 non-T2D 20
“base Ine”; fsco
Gackun Qi ot . 2016 3118 126 108 146 038 29,3002304835485 | 5,41296956240736. 0008 4 Associedo 80 risco | T20v8 non-T2D 20
o Geseetvower T2
Af V. Ahola-Ofli ot 2019 11896 133 121 147 026 52,3329062557268 | 7.23415414929256 | 2x10.08 4 Rscosumentado | 120 v8 non-T20 20
Wl oT2
LEUCINA (Média)
Fangguo Xu s sl 2013 & 208 060 035 T2 s ren-T20 20
Fangguo Xu st sl 2013 L 167 041 01681 | FD vs non-T20 T20HFD
nfee U ot o 2016 125 088 027 00729 T2Dv8ren-T2D | T2D + Coronary
hean dissass
ntee L ot o 2016 125 o7 034 0,156 T20vs T20+CHD | 72D + Cororary
hen dissass
6 Fomancini ot sl 2013 1308 s st 2601 | T2Dv800T2D | T2D + Dysglycaeria
Laura Dol Coco et 2019 B 164 024 00878 20+ 20
v
ron-TzD
Hanieop Qogra ot 2014 203 147 041 01681| T20 8 ron-T20 20
Samira Saihovic et 2020 1424 104 081 192 051 24,1033944189021 | 4,90952079321313 0,769 a Associado b T20 v8 nen-T2D. T20
al. prevaincia DT2
Lin Shi et al. 2018 503 144 113 184 o7t 16,5010867857555 | 4,06215207431738 0010 5 > T20 vs nen-T20 T20
metaboito
precitvo; esvaca
‘sss0ciacdo com
risco da OT2
Jun Ho Yun et sl 2019 133 232 1,56 359 203 35,6674107142856 | 5,97221991509738 | 7,00 X 10-05 5 > T20 + noemal T20 with noemal
oT2 > HoAte Tovels HbATC (s
%)
Qrupo HbATC
noemal em relagio
80 9TUpo Com >
HbAle
A V. Ahola-Oli et 2019 11896 118 106 192 026 52,3320062557268 | 7,23415414629256 0,002 a Riaco sumentado | T20 va non-T2D. T20
8l D12
Jun Liv ot &, 2017 2776 15 12 17 05 45,1634735526064 | 6,72037748587729 1,6x1075 5 Preditor OT2 T20 v8 nen-T20 T20
Jun Ho Yun et sl 2020 37 043 031 057 026 1,3945491461891 | 1,18091030404053 142606 5 Associado 4 T2 | 72D non-R vs T2D- | T20 + Retinopatryy
R
Gackun Qiu o1 al. 2016 3118 119 0,84 149 055 61,3803403336109 | 7,83456120874749 0.146 T20 v8 non-T20 T20
z 4
TIROSINA (Média)
Fangguo Xu et al 2013 87 108 028 00784 | T20 v8 non-T2D T20
Fangguo Xu et al 2013 87 108 028 00784 | IFDvs non-T20 T20HFD
Xinfeng Liu et &l 2016 125 188 0952 08464 | T20 vs non-T20 T2D + Cororary
hear diseass
Xinfseg Liv et ol 2016 125 27 089 07921 T2Dvs T2D+CHD | 72D + Coronary
! hear diseass
Elo Fomaneini ot al 2013 1308 61 12 144 | T2Dv810n-T2D | T2D + Dysglycsenia
Laura Del Coco et 2019 kS 014 004 0,0016 T20+ T20
o complcations vs
ron-T2D
Lin Shi et al. 2018 503 13 106 158 052 8,85120783007082 | 2,97509795302118 0021 5 > concentragio; T20 w8 non-T20 T20
elevada 8850CiagH0
com fiaco de DT2
Gaokun Qi et al. 2016 3118 116 102 131 029 17,0647516650725 | 4,13095045552141 0023 4 ASSOCEI0 80 11500 | T2D v8 non-T20 T20
de dessevolver T2
-
ALANINA (Média)
Fongguo Xu et al 2013 87, 505 115 13225 | T2D 8 non-T20 T20
Fongguo Xu et al 2013 87, 468 124 1,5376 | IFD vs non-T20 T204FD
Xinfeng Liv et al. 2016 125 27,19 14,02 1955604 | T2Dv8non-T2D | T2D + Cororary
hear diseass
Xinfeng Liv et &l 2016 125 36,07 934 87,2356 | T2Dvs T2D+CHD | 72D + Cororary
hearn dissass
e Forranaini ot al 2013 1308 E2al 128 16384 | T2Dvs non-T2D | T2D + Dysglycsia
Laura Del Coco et 2019 3 114 038 01444 T20+ T20
o complications va
on-T2D
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Yonghai Lu et al. 2016 304 266 172 412 24 147 688463140358 | 12,1527142293546 <0,001 4 > concentragho; T20 v8 nen-T20 T20
11500 amentado
D12

Jun Ho Yun et &l 2019 133 204 139 300 17 25,0136661807581 | 5,00136643136234 4,00 x 1004 5 > concentraglo | T2 + normal T20 with noemal

HbATC levels HbATC (s

%)
Clara Barrios of al. 2018 5764 255 205 317 112 470,530612244898 | 21,6917175055455 <0,001 5 T20 vs non-T20 T20 + Nephropathy
Jordi Merino et al. 2018 150 065 085 078 013 1,2647724906289 | 1,12462104312026 284 10'. 5 em relagho a0 T20 vs non-T20 T20
QU0 Com >
HbAte
GLICINA (Média)
Xinfeng Liv ot . T20 v8 non-T20 T2+ C-H-y
Xinfeng Liv ot o). 2016 125 4261 1,46 1313316 | T2Dvs T2D+CHD | 720 + Coronary
hear diseass

Elo Forrancini ot &l 2013 34 174 HJ 3600 | T20 vs non-T2D | T2D + Dysglycsenia

Glicerol

Arf V. Ahola-Oli et 6,95591745124285 T20 v8 non-T20
Clara Barrios ef al. 2018 5764 212 156 288 132 653,581424405495 | 2556523850475 <0,001 5 Negat T20 vs non-T20 T20 + Nephropathy
8890¢ia00 fungio
reesl
Jun Liv ot &l 2017 2776 23 18 28 1 180,653804210746 | 13,4407549717546 21x10714 5 Inconssterte com | T2D vs non-T20 T20
resutados privios.
Associado &
prevaiocia DT2
Yonghai Lu et al. 22016 304 048 033 070 037 3,51016503540192 | 1,87354344369217 <0,001 4 > concentragio; T20 va non-T20 T20
fisco sumentado
D12

GLICEROL (Média)

2014

068

04624 T20 vs non-T20

LISINA

Jun Ho Yun et al. 102,422740524782 | 10,1204120728744 T20 + normal T2D with noemal

HbAte Tevels HDATC (s
%)

Filp Ottosson ef al. 2020 8 080 on 090 019 2,15664046230738 | 1,46855046297612 25:'0‘ 5 Associado 4 DT2 | T2D+CVD vs non- | T2D+CVD
T20

Jun Ho Yun et al. 2020 37 063 049 081 032 2,11245314452312 | 1,45342006651142 2,9€-03 5 Associado 4 DT2 | 720 non-A vs T20- | 720 + Retinopatry

LISINA (Média)

Bl Forrancini ot &l T20 vs non-T20

Lawra Del Coco et 2019 3 029 0,05 10,0025 | T20 + complcations vs. m

o/ non-T20

Navdeep Gogna et 2014 293 125 033 10,1089 T20 vs non-T2D T20

o

9

8



Apéndice IV - Qualidade dos estudos incluidos
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