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PFAFFENSELLER, Rebeca Ferreira. Associacdo entre os polimorfismos rs7903146 no gene
TCF7L2 e rs2287019 no gene GIPR e diabetes mellitus tipo 2 em individuos com sindrome
metabolica. 2019. 71f. Dissertacdo (Mestrado em Processos Interativos dos Orgaos e Sistemas)
- Universidade Federal da Bahia, Instituto de Ciéncias da Saude, Salvador, 2019.

RESUMO

A sindrome metabdlica (SM) consiste em um fenotipo progressivo que evolui para diabetes
mellitus tipo 2 (DM2) em individuos geneticamente suscetiveis. Estudos genéticos tém
mostrado que polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs) em genes envolvidos em vias do
metabolismo glicidico e lipidico estdo associados a maior predisposi¢cdo a SM e ao DM2, porém
h& poucos estudos na populacdo brasileira, principalmente em locais do pais com maior
miscigenacdo. O objetivo principal do presente estudo foi investigar a possivel associacdo entre
0s SNPs rs7903146 no gene TCF7L2 e rs2287019 no gene GIPR e DM2 em individuos com
sindrome metabolica. Trata-se de um estudo transversal, do tipo caso-controle, com amostra
composta por 236 pacientes com 40 anos ou mais, diagnosticados com SM de acordo com 0s
critérios da International Diabetes Federation. O grupo “caso” foi constituido de 178
individuos com DM2 e o grupo “controle” de 58 individuos sem diabetes ou glicemia de jejum
alterada. Os genotipos foram determinados com uso da técnica de PCR em tempo real. Os testes
qui-quadrado de Pearson, exato de Fisher, t de Student, U de Mann-Whitney e de Kruskal-
Wallis e a Analise de Variancia (ANOVA) foram utilizados para comparagdo das variaveis entre
0s grupos e 0s gendtipos dos SNPs. As frequéncias genotipicas e alélicas do rs7903146 nao
diferiram entre os grupos (p = 0,250 e p = 0,120, respectivamente). O genotipo heterozigoto do
SNP rs2287019 no GIPR conferiu risco cerca de 12 vezes maior para o desenvolvimento de
DM2 em individuos com SM (OR =11,92; 1C95% = 1,47-96,39; p = 0,020). Foram encontradas
diferencas significativas entre os gen6tipos do rs7903146 para as variaveis glicemia em jejum,
insulina em jejum, HOMA-B e triglicerideos no grupo de individuos com DM2. Nenhuma
diferenca significativa foi detectada entre os genotipos do rs2287019 quanto as variaveis
demogréficas, clinicas, antropométricas e bioguimicas, exceto colesterol total (p = 0,042). Em
conclusdo, os portadores do genétipo CT do rs2287019 no GIPR apresentaram risco aumentado
para DM2, sugerindo que alteracfes na acdo das incretinas desempenham importante papel na
fisiopatologia do DM2 em individuos com SM. Nao foi observada, neste grupo populacional,
associacdo entre o polimorfismo rs7903146 no TCF7L2 e risco de DM2, ao contréario de
achados prévios em populacdes de origens étnicas diversas ou mesmo de outras regides do pais.
Entretanto, estudos com maior tamanho de amostra sdo necessarios para confirmar esses
resultados.

Palavras-chave: Sindrome Metabdlica. Diabetes Mellitus tipo 2. Variagdo genetica.
Polimorfismo de Nucleotideo Unico. TCF7L2. GIPR.



PFAFFENSELLER, Rebeca Ferreira. Association between polymorphisms rs7903146 in the
TCF7L2 gene and rs2287019 in the GIPR gene and type 2 diabetes mellitus among
individuals with metabolic syndrome. 2019. 71f. Dissertation (Masters in Interactive
Processes of Organs and Systems) - Federal University of Bahia, Institute of Health Sciences,
Salvador, 2019.

ABSTRACT

Metabolic syndrome (MetS) is a progressive disturb that eventually may lead to type 2 diabetes
mellitus (T2DM) in genetically susceptible individuals. Genetic studies show that single
nucleotide polymorphisms (SNPs) in genes involved in glucose and lipid metabolic pathways
are related to high predisposition to develop MetS and T2DM. However, there are few studies
associating SNPs, MetS and T2DM in Brazil, especially in regions whose population is highly
miscegenated. Thus, the aim of the present study was to investigate the association between
SNPs rs7903146 in the TCF7L2 gene and rs2287019 in the GIPR gene and T2DM in MetS
individuals. It is a cross-sectional case-control study, and the study sample was composed of
236 subjects, aged 40 years or more. Every subject had the MetS diagnosis, according to the
criteria of the International Diabetes Federation. The case group consisted of 178 T2DM
individuals, and the control group had 58 subjects without diabetes or altered fasting glycemia.
The genotypes were determined by real-time polymerase chain reaction technique. Pearson's
chi-square test, Fisher's exact test, Student's t test, Mann-Whitney U test, and Kruskal-Wallis
test and Variance Analysis (ANOVA) were used to compare variables between groups and the
genotype frequencies of the studied SNPs. The genotype and allele frequencies of rs7903146
did not differ between the study groups (p = 0.250 and p = 0.120, respectively). Regarding
rs2287019, subjects with the heterozygous genotype had increased odds to develop T2DM (OR
= 11.92, 95% CI 1.47-96.39, p = 0.020). Significant differences were found between the
rs7903146 genotypes for fasting glycemia, fasting insulin, HOMA-B and triglycerides in MetS
patients with T2DM. No significant difference was detected among rs2287019 genotypes and
the demographic, clinical, anthropometric and biochemical variables in the whole study sample,
except for total cholesterol (p = 0.042). In conclusion, carriers of the GIPR rs2287019 CT
genotype have increased risk to develop T2DM, which suggests that alterations in the action of
incretins may play an important role in the pathophysiology of T2DM in MetS individuals.
There was no association between the TCF7L2 rs7903146 polymorphism and risk of T2DM in
this population group, suggesting that this SNP is not associated with T2DM in Northeast
Brazilian miscegenated population. However, further studies with a large study sample are
required to confirm these results.

Keywords: Metabolic Syndrome. Type 2 Diabetes Mellitus. Genetic Variation. Single
Nucleotide Polymorphisms. TCF7L2. GIPR.
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1 INTRODUCAO

A sindrome metabolica (SM) consiste em um conjunto de disfuncdes metabdlicas,
resultante de uma complexa interacdo entre fatores genéticos e ambientaisl. Entre as
anormalidades que constituem a sindrome estdo a resisténcia a insulina (RI), adiposidade
visceral, dislipidemia aterogénica, disfungéo endotelial, hipertenséo arterial sistémica (HAS) e
estado de hipercoagulacio?.

Embora a SM seja conhecida ha mais de seis décadas, apenas recentemente passou a ser
considerada como um desafio clinico e um problema de sadde publica®?, com prevaléncia
crescente em todo o mundo. Estima-se que 20 a 25% da populagéo adulta mundial tem SM3,
Além disso, essa condi¢cdo confere um aumento de duas vezes no risco de doencas
cardiovasculares (DCV) e de cinco vezes no risco de desenvolvimento de diabetes mellitus tipo
2 (DM2)134,

Segundo a Sociedade Brasileira de Diabetes®, aproximadamente 90% dos casos de DM2
estdo associados a obesidade central. A obesidade visceral conduz o organismo a inflamacéo de
baixo grau, caracterizado pelo aumento na producdo e nos niveis circulantes de mediadores
inflamatorios, e este, por sua vez, contribui para o desenvolvimento da resisténcia a insulina®”.
Para compensar a resposta reduzida dos tecidos periféricos a insulina, ocorre o processo de
hiperinsulinemia compensatdria’. Com o decorrer do tempo, a resposta adaptativa das células
B pancreaticas a RI torna-se insuficiente ou falha e instala-se a hiperglicemia pos-prandial”®. A
RI, hiperinsulinemia e hiperglicemia resultam nas manifestacdes clinicas da SM (HAS,
glicemia de jejum alterada, hipertrigliceridemia, reducdo dos niveis séricos de HDL-C), que
posteriormente evolui para DM2 em individuos geneticamente suscetiveis!®*,

A identificacdo de variantes genéticas associadas a disfuncdes metabdlicas, entre elas
os polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs), é um dos principais focos de investigacado
cientifica na atualidade com intuito de melhorar a compreensdo dos mecanismos subjacentes a
sua patogénese!®t, Estudos de ligacdo, investigacdo de genes candidatos com base na funcéo
bioldgica e, mais recentemente, os estudos de associa¢do gendmica ampla (GWAS, do inglés
Genome-Wide Association Studies) permitiram a identificacdo de varios SNPs em genes
associados com o risco para o desenvolvimento de SM e DM2, entre eles, 0 rs7903146 no
TCF7L2 e o rs2287019 no GIPR. Entretanto, estes foram identificados principalmente em
populagdes caucasianas, o que impossibilita a extrapolagéo dos resultados para a populacéo

brasileira, caracterizada pela sua heterogeneidade étnica.
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O TCF7L2 codifica o fator de transcricdo 7 semelhante ao 2, envolvido na cascata de
sinalizacdo Wnt canonica, desempenhando um importante papel no controle da proliferacéo e
diferenciacéo celular e na regulacdo da expressao de genes envolvidos em vias do metabolismo
glicidico*®®, O GIPR, por sua vez, codifica 0 receptor do polipeptideo insulinotrépico
dependente de glicose (GIPR), que atua na secrecdo de insulina em resposta & ingestdo de
glicose e em vias do metabolismo lipidico*. A presenca de polimorfismos nos genes TCF7L2
e GIPR aumentam o risco para 0 DM2, possivelmente pelo comprometimento da expressdo de
genes envolvidos na secre¢do de insulina pelas células B pancreaticas, pela alteracdo no efeito
das incretinas ou por contribuicdo na deposicdo do excesso de gordura proveniente da dietal*
17.

Diante da pouca disponibilidade de estudos no Brasil até 0 momento e uma vez que a
SM ¢ fator de risco para DM2, é importante a investigacdo dos polimorfismos genéticos
associados ao DM2 em individuos portadores de SM, principalmente na regido Nordeste, onde
a ancestralidade africana é mais prevalente. Nesse sentido, o presente estudo tem como
principal objetivo investigar a possivel associacdo entre 0s SNPs rs7903146 no TCF7L2 e
rs2287019 no GIPR e diabetes mellitus tipo 2 em individuos com sindrome metabdlica oriundos

de populacdo miscigenada do municipio de Salvador, Bahia.
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2.1 ASPECTOS HISTORICOS, DEFINICAO E CRITERIOS DIAGNOSTICOS DA
SINDROME METABOLICA

A SM ¢ uma designacio que néo se refere a uma doenca especifical®, mas a um conjunto

de fatores de risco fisioldgicos, bioquimicos, metabolicos e clinicos, usualmente relacionados

a deposicéo central de gordura e a RI¥°, Existem diversos critérios para o diagndstico da SM,

entretanto, as definigdes mais utilizadas atualmente em pesquisa sdo as preconizadas pela
National Cholesterol Education Program Adult Treatment Panel 111 (NCEP-ATP IlI) e pela

International Diabetes Federation (IDF) e o consenso estabelecido pela IDF e American Heart
Association/National Heart, Lung, and Blood Institute (AHA/NHLBI) (Quadro 1).

Quadro 1 - Critérios para o diagndstico da Sindrome Metabdlica

Mulheres > 88 cm

acordo com a etnia

NCEP-ATP 111 IDF IDF e AHA/NHLBI
_— Presenca obrigatoria
Condicoes ¢ . g
.. o de obesidade s
necessarias para o 3 de 5 critérios . . 3 de 5 criterios
. abdominal mais 2
diagnostico s
outros critérios

Circunferéncia Circunferéncia da Circunferéncia da
Obesidade abdominal: cintura: cintura:
abdominal Homens > 102 cm Valores especificos de | Valores especificos de

acordo com a etnia

Glicemia de jejum

> 100mg/dL.  ou

> 100mg/dL.  ou

C baixo

Mulheres < 50 mg/dL

Mulheres < 50 mg/dL

> 110mg/dL diagnéstico prévio de | tratamento para
alterada . -
DM2 hiperglicemia
> 150mg/dL. ou | > 150mg/dL ou
Hipertrigliceridemia | > 150mg/dL tratamento para | tratamento para
hipertrigliceridemia hipertrigliceridemia
Nivel sérico de HDL- | Homens < 40 mg/dL Homens < 40 mg/dL Homens < 40 mg/dL

Mulheres < 50 mg/dL

Hipertenséo arterial
sistémica

> 130/85 mmHg ou
tratamento com anti-
hipertensivos

> 130/85 mmHg ou
tratamento com anti-
hipertensivos

> 130/85 mmHg ou
tratamento com anti-
hipertensivos

Fonte: Adaptado de IDF?, Alberti et al.#, NCEP-ATP 1112,
Legenda: AHA = American Heart Association; DM2 = Diabetes mellitus tipo 2; HDL-C = Lipoproteina de alta
densidade; IDF = International Diabetes Federation; IMC = indice de Massa Corpdrea; NCEP-ATP |11 = National
Cholesterol Education Program — Adult Treatment Panel I11; NHLBI = National Heart, Lung, and Blood Institute.
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A SM foi identificada pela primeira vez em 1923, pelo médico sueco Eskil Kylin, que
descreveu uma sindrome caracterizada pelo agrupamento de alguns disturbios metabdlicos,
como hipertensao, hiperglicemia e hiperurecemia?’. No final da década de 40, 0 médico francés
Jean Vague apontou a existéncia de associacao entre a obesidade central e o desenvolvimento
de diabetes, gota e aterosclerose®*?3, Em 1967, Avogaro e Crepaldi denominaram a presenca
simultanea de obesidade, hiperlipidemia, diabetes mellitus, HAS e doenca arterial coronariana,
de ‘sindrome plurimetabdlica’®. Em 1988, na conferéncia Banting Lecture, o médico Gerald
Reaven propds o termo ‘Sindrome X’, introduzindo o conceito de resisténcia a insulina (RI)
como fator central na fisiopatologia da sindrome?*2*, Além disso, Reaven enfatizou o efeito de
fatores genéticos e ambientais no agravamento da RI?. Na década de 90, os pesquisadores
DeFronzo e Ferrannini, bem como Haffner, utilizaram o termo ‘sindrome da resisténcia a
insulina’ para descrever esta alteragio metabolica®®.

A primeira definicdo oficial da sindrome metabdlica foi proposta pela OMS, em 1998,
sendo a RI considerada o principal fator de risco*?. Segundo essa definicéo, o diagndstico da
sindrome pode ser feito quando o paciente apresenta um dos varios marcadores de RI (glicemia
de jejum alterada, tolerancia diminuida a glicose, diabetes mellitus) associado a dois fatores de
risco  adicionais  (obesidade, HAS, hipertrigliceridemia, HDL-C baixo ou
microalbumindria)*?>?, Os pacientes com DM2 foram incluidos no diagndstico da SM, por
apresentarem maior risco de desenvolver DCV*?%, No ano seguinte, o European Group for
Study of Insulin Resistance (EGIR) propbs uma nova definicéo, estabelecendo a presenca de
hiperinsulinemia como fator de risco necessario para o diagndstico da SM?%%”.

Em 2001, o NCEP-ATP IlI introduziu critérios clinicos alternativos na definicdo da
SM4.28.2% Sequndo o NCEP-ATP 111, o diagndstico da SM baseia-se na presenca de trés de
cinco fatores de risco, que sdo: obesidade abdominal, hipertrigliceridemia, HDL-C baixo, HAS
e hiperglicemia de jejum (Quadro 1), nfo exigindo a presenca da R142%2°, Dois anos depois, a
American Association of Clinical Endocrinologists (AACE) e a American College of
Endocrinology (ACE) revisaram os critérios do NCEP-ATP Ill, colocando novamente a RI
como causa primaria entre os fatores de risco para o diagnostico da SM*. Além disso, a AACE
e a ACE prop6em outros fatores associados a SM: histéria pessoal de sindrome dos ovarios
policisticos (SOP), DCV ou acanthosis nigricans, historia familiar de DCV, hipertenséo ou
DM2, sobrepeso/obesidade (IMC > 25kg/m?), idade maior que 40 anos, etnia ndo caucasiana

(por exemplo, latino/hispanico-americano, afro-americano, asiatico-americano).
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Em 2005, uma nova definicdo de SM foi proposta pela IDF?, estabelecendo a obesidade
abdominal como fator fundamental para o seu diagnostico. Além disso, salientou as diferencas
étnicas na correlacdo entre a obesidade abdominal e outros fatores de risco da SM, incluindo
pontos de corte para a circunferéncia da cintura especificos para cada grupo étnico (Tabela
1)*>28, Qutra alteracgéo realizada pela IDF foi a reducio do valor limitrofe para a glicemia de
jejum de > 110 mg/dL para> 100 mg/dL, de acordo com o novo ponto de corte recomendado
pela American Diabetes Association (ADA)%L. A IDF sugere também que outros parametros
que parecem estar relacionados a SM deveriam ser incluidos em pesquisa, a fim de verificar o
poder preditivo para as DCV e/ou DM2, dentre eles: apolipoproteina B (apoB), insulina em
jejum, HOMA-IR, microalbumindria, proteina C reativa, citocinas inflamatérias®. Nesse
mesmo ano, a AHA/NHLBI também propés uma definicdo para a SM, com pequenas
modificacdes nos critérios do NCEP-ATP 1, ndo exigindo a obesidade abdominal como um

fator de risco?®2,

Tabela 1 - Pontos de corte para diagndstico de obesidade central a partir da circunferéncia da

cintura, propostos pela Federagédo Internacional do Diabetes, segundo a etnia

Grupos étnicos Homens Mulheres
Europeus >94 cm >80 cm
Africanos subsaarianos >94 cm >80 cm
Mediterraneo e Oriente Médio >94 cm >80 cm
Chineses >90 cm >80 cm
Japoneses >90 cm >80 cm
Sul-asiéticos >90 cm >80 cm
Sul-americanos e da América Central >90 cm >80 cm

Fonte: Adaptado de IDF®.

Em 2009, um grupo formado pela IDF, AHA/NHLBI e outras organizagdes se reuniu na
tentativa de elaborar um consenso para resolver as diferengas nas defini¢cbes da SM, retirando
a obrigatoriedade da obesidade abdominal como requisito para o diagnostico. Assim, a presenca

de quaisquer trés dos cinco critérios constitui o diagnéstico da SM*%°,
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2.2 EPIDEMIOLOGIA DA SINDROME METABOLICA

A SM representa um dos maiores desafios de salde publica da atualidade, apresentando
aumento de suas prevaléncias tanto em paises desenvolvidos quanto em desenvolvimento,
sendo tal aumento causado em grande parte por conta da epidemia da obesidade®32%, A
prevaléncia mundial da SM varia de aproximadamente 10% a 84%, dependendo da regido
(ambiente urbano ou rural), composicao da populacédo estudada (sexo, idade e etnia) e critérios
utilizados para o diagndstico'>4.

Estudo realizado em populaces latino-americanas da Venezuela, Coldmbia, Argentina,
Peru, México, Equador e Chile revelou alta prevaléncia de SM (variagio de 14% a 27%)%. A
SM foi mais prevalente em mulheres do que em homens e em individuos com mais de 50 anos
de idade®%. No Brasil, a prevaléncia varia de 14,9% a 65,3%, com média de 29,8% em areas
urbanas, 20,1% em areas rurais e 41,5% em populacdes indigenas®. Além disso, a prevaléncia
da SM aumenta significativamente com a idade®. Segundo Bortoletto et al.*’, a prevaléncia
varia de 7,1% em adultos jovens para 56,9% em pessoas de 60 anos ou mais. Considerando a
diversidade étnica, caracteristica da populacao brasileira, & desconhecido o impacto que esta,
juntamente com a diversidade ambiental, pode ter na prevaléncia da sindrome metabdlica ou
sobre os fatores a que predispde, como 0 DM2 e as DCV®,

No municipio de Salvador/BA, um estudo transversal realizado com 200 pacientes com
idade entre 18 e 88 anos, mostrou que a prevaléncia da SM pelos critérios da IDF foi
significativamente maior do que a do NCEP-ATP 11l (51,3% versus 38,2%; p = 0,008), fato
justificado pela reducdo dos pontos de corte da circunferéncia abdominal e da glicemia de
jejum®. Quanto a diferenca étnica, estudo realizado por Barbosa et al.*’ avaliou a influéncia da
cor de pele auto-referida sobre a prevaléncia da SM em soteropolitanos, esta, ajustada por
variaveis confundidoras, como idade, atividade fisica, tabagismo e escolaridade, ndo diferiu
entre brancos, pardos e negros.

No que se refere a distribuicdo dos componentes da SM, em revisdo sistematica de
estudos transversais que analisaram a prevaléncia da SM em adultos brasileiros de acordo com
a definicdo da IDF e do NCEP-ATP Ill, o critério mais prevalente foi o baixo HDL-C seguido
de alteragdo nos niveis pressoricos®’. Em estudo recente também realizado em Salvador®!, com
198 individuos afro-brasileiros portadores de sindrome metabdlica, de ambos os sexos, com
idade igual ou superior a 20 anos, entre os critérios diagnosticos preconizados pela IDF, a
hiperglicemia de jejum ou diabetes mellitus foi um dos mais prevalentes (79,4%), perdendo
apenas para a HAS (94,5%).
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2.3 A SINDROME METABOLICA COMO FATOR DE RISCO PARA DIABETES
MELLITUS TIPO 2

A SM consiste em um fendtipo progressivo, em que alguns fatores, como a obesidade e
a resisténcia a insulina, resultam no estabelecimento da sindrome, que posteriormente evolui
para 0 DM2 em individuos portadores de variantes genéticas que conferem suscetibilidade
(Figura 1)°. Nesses individuos, as células B pancreaticas inicialmente compensam a RI,
aumentando a secrecdo de insulina, processo denominado de hiperinsulinemia compensatéria,
para manter a euglicemia, pelo estimulo a captacéo periférica de glicose e inibi¢do da producédo
de glicose hepatica>®4243, Entretanto, com o passar dos anos, esse mecanismo compensatorio
falha devido ao declinio progressivo da funcdo das células B*3. A RI excede a capacidade
funcional e adaptativa das células P, resultando no desenvolvimento da intolerancia a
glicose*>*, Assim, instala-se gradualmente diferentes estagios de hiperglicemia, conhecidos
como estagios intermediarios no grau de tolerancia a glicose ou pré-diabetes!, que antecedem,
durante um periodo variavel e prolongado de tempo, o diagndstico do DM24344,

A RI associada a hiperinsulinemia e hiperglicemia exerce acao fisiopatologica sobre
diferentes orgdos, promovendo o desenvolvimento de outras anormalidades metabolicas
caracteristicas da SM, incluindo niveis elevados de triglicerideos, baixos niveis de HDL-C,
hiperglicemia em jejum, aumento da resisténcia vascular e estado protrombético®#243, Por fim,
a desregulacdo no metabolismo dos carboidratos e lipidios que ocorre como consequéncia da
insulino-resisténcia favorece a progressdo da doenca, por uma série de mecanismos estressores
que resultam na exaustdo das células  pancreaticas, diminui¢do na secrecdo de insulina e, por
conseguinte, no estabelecimento do DM24245, Os mecanismos moleculares que afetam a funcéo
das células B no ambiente de sobrecarga metabdlica e resisténcia a insulina (Figura 2) sao:
glicotoxicidade, lipotoxicidade, estresse oxidativo, estresse do reticulo endoplasmatico,
inflamacdo e deposicdo de material amil6ide®#>>!, Estes mecanismos, ao longo do tempo,
promovem um declinio progressivo na massa das células B, pelo aumento no indice de apoptose

celular®,

1 O termo pré-diabetes refere-se a individuos com glicemia de jejum alterada (GJA) e/ou tolerancia a glicose
diminuida (TGD). Define-se GJA valores de glicemia em jejum maior ou igual a 100 mg/dL e menor que
126mg/dL. Ja a TGD é caracterizada por valores de glicemia maior ou igual a 140mg/dL e menor que 200mg/dL
no teste oral de tolerancia a glicose com 75 g de dextrosol (TOTG).



Figura 1 - Representacdo esquematica do desenvolvimento e progressao da Sindrome Metabdlica
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Figura 2 - Representacdo esquematica dos mecanismos estressores envolvidos na disfuncéo e

perda de massa das células  pancreaticas
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Fonte: Elaborado pela autora, adaptado de Halban et al.*® e Leal e Voltarelli*®.
Legenda: RE = Reticulo endoplasmatico.

2.4 BASES GENETICAS DO DIABETES MELLITUS TIPO 2

O diabetes mellitus (DM) é um crescente problema de saude publica®. Segundo
estimativas da IDF®?, em 2017, 425 milhdes de individuos com idade entre 20 e 79 anos
apresentavam diabetes, enquanto que aproximadamente 352 milhdes estavam com a tolerancia
a glicose diminuida. Em 2045, 629 milhdes de pessoas apresentardo diabetes e a prevaléncia

dessa doenca aumentara para 62% nas Américas do Sul e Central®2.
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A ADA?® classifica o diabetes em quatro tipos distintos, porém a grande maioria dos
casos pode ser incluida em duas categorias etiopatogenéticas principais: o diabetes mellitus tipo
1 (DM1) e o diabetes mellitus tipo 2 (DM2). O DM1 é uma doenca autoimune orgao-especifica,
caracterizada pela destruicdo seletiva e gradual das células B pancreaticas, que se desenvolve
principalmente na infancia ou na adolescéncia®>. O DM2, por outro lado, é um distdrbio
metabdlico complexo, caracterizado por hiperglicemia decorrente da disfuncéo da secrecédo de
insulina pelas células p pancreaticas e/ou resisténcia a acdo da insulina nos tecidos periféricos,
especialmente musculo, figado e tecido adiposo®, que acomete individuos adultos a partir da
quarta década de vida, correspondendo a aproximadamente 90% a 95% dos casos de
diabetes>™3,

Os fatores ambientais, como mudancas na dieta e no estilo de vida, desempenham um
papel importante na determinacdo do risco para o desenvolvimento do DM2. Entretanto, ha
evidéncias de que fatores genéticos também estdo envolvidos na sua patogénese, a exemplo da
existéncia de subtipos monogénicos raros de diabetes (MODY), da diferenca nas taxas de
concordancia entre gémeos monozigoticos e dizigoticos, da alta prevaléncia em grupos étnicos
especificos (a exemplo de nauruanos) e da historia familiar®*>°,

Assuscetibilidade genética ao DM2 ¢ poligénica®. De acordo com a hipdtese da variante
comum, a suscetibilidade genética para as doencas complexas, como o DM2, é causada pela
ocorréncia simultanea de variantes comuns em varios genes°®®l. As variantes genéticas mais
importantes sdo os polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs), que constituem a variacao
genética mais frequente no genoma humano (aproximadamente 90%)°°.

Os avancos na tecnologia durante os Gltimos anos tém facilitado o rapido progresso dos
estudos genéticos®®. Desde 2007, os estudos de associacio gendmica ampla identificaram mais
de 140 variantes genéticas que conferem risco para o desenvolvimento de DM2%2, Muitas das
variantes identificadas até 0 momento estdo mais fortemente associadas a secrecao insulinica
do que a resisténcia a insulina, ressaltando a importancia da disfungdo das células B na
patogénese do DM2%>83, Dentre os SNPs, destacam-se 0 rs7903146 no TCF7L2 e 0 rs2287019
no GIPR.
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2.4.1 Gene TCF7L2

Existem mais de 3600 genes associados ao DM2%4, porém poucos desses genes
candidatos foram replicados em diferentes populagdes. Dentre aqueles mais estudados esta o
TCF7L2 (Transcription Factor 7-Like 2), considerado o gene de susceptibilidade ao DM2 mais
importante?4606485 Esse gene, localizado no brago longo do cromossomo 10 (Figura 3),
codifica o fator de transcricdo 7 semelhante ao 2, envolvido na cascata de sinalizacdo Wnt
canodnica (dependente de B-catenina), e desempenha um importante papel no controle da
proliferacdo e diferenciacdo celular e na regulacdo da expressdo génica'?®. Apesar dos
mecanismos que envolvem o TCF7L2 no DM2 serem pouco conhecidos, tem sido avaliada sua
associacao com a redugdo da secre¢dao de insulina pelas células B pancreaticas, do efeito

incretina e da meia vida das células B pancreaticas®®®’.

Figura 3 - Representacédo da localizagdo do gene TCF7L2 no cromossomo 10.
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Fonte: Weizmann Institute of Science®.

A via de sinalizacdo Wnt canbnica (Figura 4) é ativada por meio da ligacdo da
glicoproteina Wnt ao receptor de membrana Frizzled (FZD) e aos seus co-receptores LRP5/6
(LDL receptor related protein 5/6)*. A formacio do complexo Wnt-FZD-LRP5/6 resulta na
ativacdo da proteina citoplasmatica Dishevelled (DVL), desencadeando uma cascata de
sinalizacdo intracelular, que inativa a GSK3p (Glycogen Synthase Kinase 3 Beta). Como
resultado, ocorre a inibicdo da fosforilagdo e subsequente degradacao da [-catenina,
ocasionando o aumento dos seus niveis citoplasmaticos!®"6%70 A B-catenina estabilizada é
entdo translocada para o nlcleo, onde interage com os fatores de transcri¢do TCF/LEF (T cell
factor/lymphoid enhancer factor), entre eles 0 TCF7L2, induzindo a expressao de varios genes
responsivos a Wnt!®1771 Assim, a via de sinalizagdo Wnt, por meio da heterodimerizacio do
TCF7L2 com a B-catenina, regula a transcri¢do de genes envolvidos na proliferagdo das células

B pancreaticas e no processamento e exocitose de granulos de insulina, e a expressao do gene
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proglucagon, que codifica 0 horménio insulinotropico denominado peptideo-1 semelhante ao
glucagon (GLp_1)16,17,56,72-74_

Figura 4 - Representacdo esquematica da via de sinalizacdo can6nica Wnt
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Fonte: MacDonald, Tamai e He™.

Nota: (A) Na auséncia de Wnt, a GSK3p fosforila a f-catenina citoplasmatica, que é submetida a
ubiquitinacdo e subsequente degradagdo pelo proteossoma.
(B) Na presenca de Whnt, esta glicoproteina se liga ao receptor FZD e co-receptores LRP5/6,
resultando na desestabilizacdo do complexo de degradacgdo constituido por Axina, APC, CK1 e
GSK3p. Consequentemente, a B-Catenina ndo ¢ fosforilada pela GSK3p. Ao invés disso, é
translocada para o nucleo, onde interage com receptores nucleares TCF, como o TCF7L2,
ativando genes responsivos a Wnt. FZD: Frizzled; LRP5/6: LDL receptor related protein 5/6;
GSK3p: glycogen synthase kinase 3 B; APC: adenomatous polyposis coli; CK1: casein kinase 1.

Polimorfismos no gene TCF7L2 sdo fatores de risco para DM2, uma vez que podem
causar alteragbes na via de sinalizagdo Wnt 67, A presenca de SNPs nesse gene podem
comprometer a expressdo de genes envolvidos na secrecdo de insulina pelas células
pancreaticas, bem como a secre¢do ou acdo insulinotropica das incretinas GLP-1 e GIP
(polipeptidio insulinotrépico dependente de glicose)!’ 6%,
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Em 2006, Grant et al.”* descreveram, pela primeira vez, uma forte associacdo entre
variantes genéticas comuns do TCF7L2 e risco de DM2 em individuos islandeses, e replicaram
esse resultado em duas coortes, uma com individuos dinamarqueses e outra com norte-
americanos. Esses dados vém sendo confirmados em populagdes de diferentes origens étnicas,
incluindo europeus caucasianos®’882  chineses®®° indianos®®’, latino-americanos®,
africanos® e afro-americanos®-?, porém ha poucos estudos na populagio brasileiral®>9394
principalmente em regides com maior miscigenagio®.

O SNP no TCF7L2 mais fortemente associado ao risco de DM2 é o rs7903146, sendo
este polimorfismo relacionado a fen6tipos caracterizados por reducéo da secrecdo de insulina e
perda do efeito incretina do GLP-1"3. Grant et al.” observaram que o rs7903146 estava em forte
desequilibrio de ligacdo com um marcador de microssatélite localizado no intron 3 do TCF7L2
(DG10S478), associado a0 DM2 (p = 2,1x10°). Posteriormente, estudos de associa¢io do
genoma amplo confirmaram a associagdo do SNP rs7903146 com a susceptibilidade ao DM2
em populagdes de diferentes etnias®8%, Estudos do tipo caso-controle realizados nas regides
Centro-Oeste!®, Sul® e Sudeste®® do Brasil mostraram associacio entre o polimorfismo
rs7903146 no TCF7L2 e aumento de risco de DM2. Por outro lado, estudo realizado no Piaui
n&o revelou associagao significativa entre o SNP rs7903146 e risco de DM2%°. Estudo de coorte,
envolvendo 222 individuos nipo-brasileiros, ndo encontrou associac¢do entre variantes comuns
do TCF7L2 e o surgimento de intolerancia a glicose®.

O alelo T do rs7903146 € provavelmente o melhor marcador para avaliar o efeito do
TCF7L2 sobre o risco de DM2%. Esse alelo aumenta o risco de DM2 em 1,45 vezes em
heterozigotos e em 2,41 vezes em homozigotos’. Lyssenko et al.®” observaram associagéo entre
o alelo T do rs7903146 no TC7L2 e reducéo da secrecdo de insulina e do efeito das incretinas e
com aumento da producdo de glicose hepatica. Segundo esses autores, a expressdo de TCF7L2
em ilhotas de Langerhans humanas esteve aumentada cinco vezes no DM2, particularmente em
homozigotos, e essa sobre-expressdo de TCF7L2 reduziu a secrecéo de insulina estimulada pela
glicose. Estudo de coorte realizado com adultos caucasianos e afro-americanos demonstrou que
o risco de DM2 foi significativamente aumentado em individuos obesos portadores do alelo T
do rs7903146°. No Brasil, o alelo T foi associado ao aumento de 1,57 vezes no risco para DM2

em uma coorte de pacientes com doenga arterial coronariana®.



30

2.4.2 Gene GIPR

Outros genes sao considerados de risco potencial, embora ainda ndo exista confirmacao
sobre seus verdadeiros papéis no estabelecimento do DM25L, Entre esses esta 0 GIPR, gene que
codifica o receptor do polipeptideo insulinotropico dependente de glicose (GIPR), localizado
no braco longo do cromossomo 19 (Figura 5), na regido 1, banda 3, sub-banda 32. O GIPR é
expresso em muitos 6rgdos e tecidos, incluindo pancreas, intestino, adipdcitos, cérebro e
0ss0s¥"%, Além de sua agdo fisioldgica classica na secre¢do de insulina em resposta a ingestéo
de glicose!®, a sinalizacdo mediada pelo GIPR também desempenha papel importante na
deposicdo do excesso de gordura proveniente da dieta no tecido adiposo®.

Figura 5 - Representacdo da localizacdo do gene GIPR no cromossomo 19
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Fonte: Weizmann Institute of Science®.

O GIP exerce seu efeito insulinotropico pela ligacdo ao seu receptor especifico, o
receptor do GIP que, semelhantemente ao receptor do peptideo-1 semelhante ao glucagon
(GLP-1R), pertence a familia de receptores acoplados & proteina G (GPCRs)'*%. Nas células
B, a ligagdo do GIP ao seu receptor (Figura 6) induz & ativacdo da adenilato ciclase e
subsequente elevagdo dos niveis intracelulares de adenosina monofosfato ciclico (CAMP). O
aumento de cCAMP ativa a proteina quinase A (PKA) e a proteina de troca ativada por CAMP2
(EPAC2)/fator de troca de nucleotideos de guanina (GEF) Il. A ativacdo da PKA promove o
fechamento dos canais de potassio dependentes de ATP (KATPs), resultando na despolarizagédo
da membrana e subsequente abertura dos canais de célcio dependentes de voltagem (CCDVs).
O aumento no influxo de calcio leva ao aumento na concentragdo de calcio?* citosolico que,
por sua vez, promove a exocitose de granulos contendo insulinal®. Evidéncias sugerem que a
ativacdo do GIPR estimula a transcricdo e traducdo de genes da pro-insulina, aumentando a
biossintese de insulina, promovendo a neogénese, proliferacdo e diferenciagdo de células f,

atuando como fator de crescimento das células P e agente anti-apoptdtico®L,
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Figura 6 - AcOes celulares do polipeptidio insulinotropico dependente de glicose (GIP) que

conduzem a secrecdo de insulina.
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Fonte: Holst e Gromadal®.

Recentemente, a variante genética rs2287019 no GIPR/QPCTL foi associada com
obesidade, caracteristicas relacionadas ao metabolismo de glicose e sindrome
metabolical®>1%1%4 Wang et al.1% observaram que o polimorfismo rs2287019 no GIPR estava
associado com tracos glicémicos (glicemia em jejum, p = 0,028; insulina em jejum, p = 0,028;
indice insulinogénico, p = 0,003; teste de tolerancia oral a glicose, p = 0,004). No estudo
Preventing Overweight Using Novels Dietary Strategie (POUNDS LOST)Y, os autores
encontraram que, aos seis meses de intervencdo dietética, o alelo T do rs2287019 esteve
associado a maior perda de peso e melhora da glicemia de jejum, insulina de jejum e HOMA-
IR em individuos que consumiam uma dieta com baixo teor de gordura. Por outro lado, em
estudo realizado por Burgdorf et al.’%, o alelo C do rs2287019 foi associado a maior indice
insulinogénico, a maiores niveis de insulina sérica e glicemia pos-prandial e a maiores areas

sob a curva (AUC) de insulina e glicemia.
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3 JUSTIFICATIVA

Apesar de em inameros estudos genéticos, com diferentes tipos de desenho
experimental, ter sido observada associagédo entre 0s SNPs rs7903146 e rs2287019 e SM, DM2
e/ou tragos metabdlicos em diferentes grupos populacionais, os resultados ndo podem ser
extrapolados para populagéo brasileira, em virtude da alta miscigenacéo. Além disso, ha pouca
disponibilidade de estudos no Brasil e auséncia de dados publicados até o0 momento quanto a
essas associagdes em Salvador, Bahia, municipio com alta prevaléncia de ancestralidade
africana (aproximadamente 80% da populacio'®’). Assim, faz-se necessaria a investigacédo da
relacdo entre os polimorfismos rs7903146 no TCF7L2 e rs2287019 no GIPR e a suscetibilidade
genética ao DM2 em individuos com SM em populacdo miscigenada de Salvador, Bahia. Os
dados encontrados no presente estudo poderao ser Uteis para identificar individuos suscetiveis
ao desenvolvimento de disfungdes metabdlicas, bem como nortear abordagens terapéuticas
individualizadas, uma vez que marcadores genéticos podem ser utilizados para identificar

individuos que respondem melhor a intervencdes referentes aos habitos de vida.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

e Investigar a possivel associacdo entre os polimorfismos rs7903146 no gene TCF7L2e
rs2287019 no gene GIPR e diabetes mellitus tipo 2 em individuos com sindrome metabolica
de populacdo miscigenada da cidade de Salvador, Bahia.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Descrever as frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos rs7903146 no TCF7L2 e
rs2287019 no GIPR em individuos portadores de sindrome metabdlica com ou sem
diagnostico de diabetes mellitus tipo 2.

o Comparar, em amostra de individuos portadores de sindrome metabdlica, as frequéncias
alélicas e genotipicas dos polimorfismos rs7903146 no TCF7L2 e rs2287019 no GIPR entre
grupos com ou sem diabetes mellitus tipo 2.

o Avaliar a possivel associacdo entre os polimorfismos rs7903146 no TCF7L2 e rs2287019
no GIPR e os critérios diagnésticos da sindrome metabdlica no grupo de individuos com
diabetes mellitus tipo 2.

o Avaliar a possivel associacdo entre os polimorfismos rs7903146 no TCF7L2 e rs2287019
no GIPR e variaveis antropométricas e de composicao corporal no grupo de individuos com
diabetes mellitus tipo 2.

o Auvaliar a possivel associagdo entre os polimorfismos rs7903146 no TCF7L2 e rs2287019
no GIPR e marcadores plasmaticos do metabolismo glicidico, lipidico e de inflamagdo no
grupo de individuos com diabetes mellitus tipo 2.

o Avaliar a possivel associagdo entre os polimorfismos rs7903146 no TCF7L2 e rs2287019
no GIPR e variaveis clinicas associadas com a sindrome metabolica no grupo de individuos

com diabetes mellitus tipo 2.



5 MATERIAL E METODOS

5.1 DESENHO EXPERIMENTAL

A Figura 7 ilustra o desenho do estudo.

Figura 7 - Fluxograma do desenho experimental
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Fonte: Elaborado pela autora.
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5.2 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Trata-se de um estudo de corte transversal, de abordagem quantitativa, do tipo caso-

controle, realizado no periodo de mar¢o de 2017 a janeiro de 2019.

5.3 ASPECTOS ETICOS

Esse estudo faz parte de uma pesquisa mais abrangente, intitulada Influéncia da dieta
sem lactose sobre a sindrome metabdlica: papel de polimorfismos nos genes da lactase,
adiponectina e seu receptor, GIP e receptor, TCF7L2, TNF-alfa, IL-6 e NF-kB, aprovada pelo
Comité de Etica em Pesquisa da UNEB sob n°® CAEE: 03409712.9.0000.0057 (parecer n°
1283257). O presente estudo foi realizado de acordo com as diretrizes e normas
regulamentadoras de pesquisa envolvendo seres humanos contidas na Resolucéo n° 466, de 12
de dezembro de 2012, do Conselho Nacional de Saide do Ministério da Saude, e com as
recomendacdes éticas da Declaracdo de Helsinki. O anonimato, a confidencialidade das
informacdes e a participacdo voluntaria dos participantes foram garantidos. Antes da realizacao
de qualquer procedimento todos os voluntarios receberam esclarecimentos e 0s que
concordaram em participar do estudo, assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE).

5.4 POPULACAO DO ESTUDO

A populacdo do estudo foi constituida por individuos diagnosticados com sindrome
metabdlica de acordo com os critérios da IDF3 (Tabela 2), atendidos pelo Ndcleo de Pesquisa e
Extensdo em Gendmica Nutricional e Disfun¢Ges Metabdlicas (GENUT) do Centro de Estudos
e Atendimento Dietoterapico (CEAD), Clinica Escola do curso de Nutricdo da Universidade do
Estado da Bahia (UNEB), provenientes de demanda espontanea ou encaminhados pelo

ambulatorio de endocrinologia do Hospital Geral Roberto Santos.
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Tabela 2 - Critérios diagndsticos da sindrome metabdlica utilizados pelo GENUT/UNEB

Critérios diagnosticos Valores

Circunferéncia da cintura elevada®® > 80cm em mulheres e > 94cm em homens

> 150mg/dL ou em tratamento medicamentoso para

Hipertrigliceridemia ) e
hipertrigliceridemia

HDL-C baixo < 50 mg/dL em mulheres e < 40 mg/dL em homens
Hipertensao arterial sistémica > 130 x 85 mmHg ou em tratamento medicamentoso para
hipertensédo

Hiperglicemia de jejum > 100 mg/dL ou diagnostico prévio de diabetes

Fonte: Adaptado de IDF3.

Nota: ? Presenca obrigatoria de circunferéncia da cintura elevada associada a dois outros critérios.
b Limiares da circunferéncia da cintura da Africa subsaariana (> 80 cm em mulheres e > 94 cm
em homens) foram usados devido a influéncia da ancestralidade africana na populacéo estudada.

5.5 AMOSTRA

O presente estudo foi realizado com 236 voluntarios, mediante comparacgao entre dois
grupos: grupo caso, composto por 178 individuos portadores de SM e DM2, e grupo controle,

composto por 58 pacientes com SM e sem glicemia de jejum alterada ou diabetes mellitus.

5.5.1 Caélculo do tamanho da amostra

A amostra minima necessaria para esse estudo é de 360 individuos, sendo 180 para cada
grupo a ser avaliado. O calculo do tamanho da amostra foi realizado através do software gratuito
WinPepi versdo 11.65, utilizando como parametros a frequéncia do alelo de risco nos grupos
caso e controle, razdo entre nimero de casos e controles de 1:1, poder de teste de 80% e nivel

de significancia estatistica de 5%.

5.5.2 Critérios de inclusao

Foram selecionados voluntarios com idade maior ou igual a 40 anos, de ambos 0s sexos,
diagnosticados com SM, que consentiram em participar do estudo mediante assinatura do
TCLE. Além disso, foram considerados os seguintes critérios de elegibilidade de acordo com

cada grupo em estudo:



b)

37

Grupo caso (SM e DM2): individuos que referiram diagndstico médico de diabetes mellitus
tipo 2, com pelo menos uma medida de glicemia de jejum maior ou igual a 126 mg/dL e/ou
em uso de hipoglicemiante oral ou insulina.

Grupo controle (SM e normoglicémicos): individuos sem diagndstico médico de diabetes
mellitus, com medida de glicemia de jejum < 100 mg/dL e que néo estejam fazendo uso de

hipoglicemiante oral ou insulina.

5.5.3 Critérios de ndo inclusao

N&o foram incluidos no estudo, individuos que ndo atendiam os critérios adotados no

projeto “guarda-chuva”:

a)
b)

Gestantes;

Individuos com diagnostico de doencas intestinais (Doenca de Crohn, retocolite ulcerativa,
colon irritavel), doenga renal aguda ou cronica, doencas hepaticas (exceto esteatose
hepatica), doengas autoimunes e/ou em uso crdnico de corticoide e em uso de medicamento

para controle de peso.

5.5.4 Critérios de exclusdo

Foram excluidos do estudo individuos cujas amostras de DNA genémico obtidas nao

estavam adequadas para a genotipagem.

5.6 PROCEDIMENTOS

5.6.1 Atendimento Nutricional Ambulatorial

Nas consultas, conduzidas por profissionais treinados, foram realizados a anamnese (em

que constam sec¢des sobre dados sociodemograficos, relacionados aos habitos de vida, clinicos,

bioquimicos, antropometricos e dietéticos) e a avaliagdo antropométrica dos pacientes, sendo

aferidos peso, altura, circunferéncias da cintura (CC) e quadril (CQ) e realizada a

bioimpedéancia elétrica (BIA). Além disso, foi mensurada a presséo arterial.
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5.6.1.1 Avaliacdo Antropométrica e da Composi¢cao Corporal e Afericdo da Pressao Arterial

Para a medida de peso, utilizou-se balanca portatil eletronica de piso da marca Toledo®,
com capacidade de 150 Kg. O individuo foi posicionado em pé, no centro da balanga, com os
bracos estendidos ao longo do corpo, descalcos, trajando roupas levesi®. A altura foi aferida
com estadiémetro vertical portatil da marca Welmy®, com escala de 0,1cm e amplitude de
2,20m, estando o individuo em posicao ortostatica, com os bracgos estendidos ao longo do corpo,
descalcos, sem aderecos na cabega, com o peso igualmente distribuido entre os pés, os
calcanhares, panturrilhas, glateos, escapulas e regido occipital encostados no estadiémetro e a
cabeca posicionada conforme o plano de Frankfurt!®,

Com base nos dados de peso e altura, foi calculado o indice de Massa Corporal (IMC),
através da divisdo do peso corporal em quilogramas pelo quadrado da altura em metros [IMC
= peso(kg)/altura?(m2)]. Os individuos adultos (idade de 40 a 59 anos) foram classificados de
acordo com os pontos de corte da OMS!® em: baixo peso (IMC < 18,50kg/m2); eutrofia (IMC
entre 18,50kg/mz2 e 24,99 kg/m2); sobrepeso (IMC entre 25,00kg/m?2 e 29,99kg/m?); obesidade
grau | (IMC entre 30,00kg/m2 e 34,99kg/m?); obesidade grau Il (IMC entre 35,00kg/m2? e
39,99kg/m?); e obesidade grau Il (IMC > 40,00kg/m?). Para os idosos (idade maior ou igual a
60 anos de idade) foram utilizados os pontos de corte de preconizados pela Organizacdo Pan-
americana da Satde™°, sendo estes classificados em baixo peso (IMC < 23kg/m2), eutrofia (23
< IMC < 28kg/m2), sobrepeso (28 < IMC < 30kg/m?) e obesidade (IMC > 30kg/m?).

A CC e a CQ foram aferidas com fita métrica inelastica e flexivel, com preciséo de 0,1
cm. A medida da CC foi realizada com o paciente em posicao ortostatica e 0 abdémen relaxado,
no ponto médio entre a crista iliaca e a ultima costela, segundo a recomendacédo da | Diretriz
Brasileira de Diagndstico e Tratamento da Sindrome Metabdlica®®, enquanto que a CQ foi
aferida no nivel de protusdo mais proeminente das nadegas''’. A razdo cintura-quadril (RCQ)
foi calculada com base nas medidas da CC e da CQ.

A avaliacdo da composicdo corporal foi realizada através de bioimpedancia elétrica,
modelo de quatro pontos, com o equipamento Quantum BIA-101Q® (RJL Systems, Inc.,
Clinton Township, MI, EUA), com apresentacdo digital dos valores de resisténcia (R) e
reactancia (Xc), de acordo com as diretrizes sobre Utilizacdo da Bioimpedancia para Avaliacéo
da Massa Corpdreal??,

A pressdo arterial foi aferida com estetoscopio da marca Littmann® e
esfigmomandmetro aneroide da marca Bic®, seguindo procedimentos recomendados pela VI

Diretriz Brasileira de Hipertensio Arterial'®,
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5.6.2 Coleta de material biol6gico e dosagens bioquimicas

Ap0s a consulta nutricional, os individuos foram encaminhados para o Laboratorio de
Analises Clinicas da Associacdo de Pais e Amigos dos Excepcionais (LABAC/APAE) de
Salvador, onde foi realizada, ap6s jejum de 12 horas, a coleta de uma amostra 15 mL de sangue
periférico para obtengdo de soro e realizacdo dos exames bioquimicos e para a extracdo de
DNA.

As dosagens de colesterol total, HDL-C, LDL-C, triglicerideos e glicose foram feitas
pelo método de colorimetria enzimatica, a de insulina por quimioluminescéncia e a de Proteina
C Reativa (ultrassensivel) por imunoturbidimetria. O HOMA-IR (Homeostasis Model
Assessment of Insuline Resistance), indice utilizado para a avaliacdo do grau de resisténcia a
insulina, foi calculado da seguinte forma: glicemia de jejum (mmol/L) X insulina de jejum
(WUl/mL) / 22,5. O HOMA-B (Homesotasis Model Assessment of B-Cell Function), que avalia
a capacidade funcional das células B pancreaticas, foi obtido através da seguinte formula: (20 x
insulina de jejum (nUI/mL)) / (glicemia de jejum? (mmol/L) — 3,5). Para a identificacdo de
resisténcia a insulina nos adultos e idosos foi utilizado o ponto de corte para o indice HOMA-
IR preconizado pela Sociedade Brasileira de Diabetes® (> 2,71), baseado em estudo realizado

na populagéo brasileira.

5.6.3 Extracao e quantificagdo de DNA gendmico

A extracdo de DNA gendmico foi realizada por profissionais e estudantes de Iniciagdo
Cientifica treinados, no Laboratério de Genética Molecular Humana da UNEB
(LGMH/UNEB), pelo método de extragdo salina adaptado de Miller, Dykes e Polesky**, obtido
a partir de 5,0 mL de sangue periférico coletado em tubo Vacutainer® contendo &cido
etilenodiaminotetracético (EDTA) no LABAC/APAE. A quantificacdo e a analise do grau da
pureza das amostras de DNA foram realizadas por espectrofotometria, pela leitura de
absorvancia em 260nm e 280nm, com uso do equipamento NanoDrop™ Lite (Thermo Fischer
Scientific Inc., Wilmington, DE, EUA).

As amostras de DNA com concentragéo inferior a 50 ng/uL e razéo A260/A280 menor
que 1,8 ou superior a 2,0 foram consideradas inadequadas para genotipagem e, entao,

descartadas. Todas as amostras de DNA classificadas como adequadas foram diluidas para

2 Para converséo da glicemia de mg/dL para mmol/L, foi multiplicado o valor em mg/dL por 0,0555.
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concentracdo de 50 ng/uL e armazenadas a -20°C até seu uso. Por fim, para a realizacdo da

genotipagem, as amostras foram diluidas com agua ultrapura para a concentracédo final de 1,25

ng/uL.

5.6.4 Escolha dos polimorfismos

A escolha dos SNPs foi baseada em GWAS, meta-analises e replicacdes de GWAS e
estudos transversais®828%90104 “em que foram observadas associagOes entre o rs7903146 e
DM2 e entre 0 rs2287019 e caracteristicas antropométricas e metabdlicas relacionadas a SM e
DM2. Além disso, os SNPs foram selecionados em virtude da alta prevaléncia do alelo de risco
destes polimorfismos em africanos e europeus>!®, dois dos principais grupos ancestrais da

populacgdo soteropolitana.

5.6.5 Genotipagem dos Polimorfismos

A genotipagem dos polimorfismos foi realizada no Laboratério de Imunofarmacologia
e Biologia Molecular do Instituto de Ciéncias da Saude da Universidade Federal da Bahia
(IMUNOBIO/ICS/UFBA). Os SNPs foram genotipados pela técnica de reacdo em cadeia de
polimerase (PCR) em tempo real, com o uso de sondas TagMan® (Applied Biosystems®,
Thermo Fisher Scientific Inc, Foster City, CA, EUA) no aparelho QuantStudio™ 12K Flex
(Life Technologies™, Thermo Fisher Scientific Inc, Carlsbad, CA, EUA), conforme instrucbes
do fabricante. A caracterizagdo dos polimorfismos quanto aos alelos, localizacdo e sequéncia

de nucleotideos esta apresentada no Quadro 2.

Quadro 2 - Caracterizagdo dos SNPs rs7903146 (TCF7L2) e rs2287019 (GIPR)

SNP Gene Alelos SNP ID Localizagédo Sequéncia de nucleotideos

TAGAGAGCTAAGCACTTTTTAGATAIC/T

rs7903146 | TCF7L2 CIT C__29347861_10 | Chr.10: 112998590
ITATATAATTTAATTGCCGTATGAGG

GIPR/ TGAGGAGCATTGGTAAGGGTGAATG[C/
1s2287019 C/IT | C__2677021_10 | Chr.19: 45698914
QPCTL T]GGAGGTGGGCCCCAGCCCACCTGGG

Fonte: Adaptado de Thermo Fisher Scientific!’.
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5.7 ANALISE ESTATISTICA

O teste de Kolmogorov—Smirnov foi usado para verificar se as variaveis estudadas
possuiam distribuicdo normal. Além disso, foram verificados 0s Q-Q plots para confirmagéo
da distribuicdo dos dados.

As variaveis continuas foram expressas em medidas de tendéncia central e de
dispersdo: média e desvio padrdo (DP), quando simétricas, ou mediana e intervalo
interquartilico (percentis 25 e 75), quando assimeétricas. As variaveis categdricas foram
expressas em frequéncias absolutas (n) e relativas (%).

Para comparagao das variaveis continuas entre os grupos foram utilizados o teste t de
Student ou o teste U de Mann-Whitney, enguanto que para comparacao entre 0s gendtipos dos
SNPs, a analise da variancia (ANOVA) ou o teste de Kruskal-Wallis, conforme apropriado. O
teste qui-quadrado (y?) de Pearson ou exato de Fisher foi utilizado para comparar as
frequéncias alélicas e genotipicas dos SNPs e outras varidveis categoricas entre 0s grupos,
conforme apropriado.

A andlise de regressao logistica foi realizada para estimar as Odds Ratios (ORS) e 0s
respectivos intervalos de confianca de 95% (1C95%). As frequéncias genotipicas dos SNPs
foram testadas quanto Equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) através do programa Arlequin
versdo 3.5.2.2. A analise estatistica foi realizada através do programa Statistical Package for
Social Sciences para Windows (SPSS Inc., Chicago, IL, EUA) versdo 22.0. O nivel de

significancia adotado para os testes estatisticos foi de 5%.



6 RESULTADOS

6.1 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

Na populacdo de 630 pacientes portadores de SM atendidos no GENUT/UNEB, 236
individuos foram incluidos no estudo: 178 diagnosticados com DM2 (grupo caso) e 58 sem
alteracdo no metabolismo da glicose (grupo controle) (Figura 8). As caracteristicas
demogréficas, clinicas, antropomeétricas e bioquimicas da amostra sdo mostradas na Tabela 3.
A média de idade dos pacientes com SM foi de 58,2 + 8 anos, sendo 56,8% adultos e 43,2%

idosos. Quanto ao sexo e a cor de pele autorreferida, predominaram na amostra o sexo feminino

(84,7%) e a cor de pele autodeclarada negra (86,9%).

Figura 8 - Fluxograma do processo de amostragem do estudo

630 pacientes com SM

41 pacientes
<40 anos

579 pacientes

> 40 anos

267 pacientes com
amostra de DNA sem
qualidade

10 pacientes com
amostra de DNA que
ndo amplificaram na

genotipagem

302 pacientes com
amostra de DNA
genotipadas

Fonte: Elaborado pela autora.

Legenda: DM2 = Diabetes mellitus tipo 2; GJA = Glicemia de jejum alterada; SM = Sindrome

Metabdlica.

66 GJA

236 pacientes
incluidos no estudo

178 DM2

58 sem GJA ou DM
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As variaveis demogréaficas ndo diferiram entre os grupos caso e controle. Quanto aos

dados antropomeétricos, clinicos e bioquimicos, houve diferenca significativa para RCQ (p =
0,012), glicemia em jejum (p < 0,001), HOMA-IR (p < 0,001), HOMA-B (p = 0,009), colesterol
total (p = 0,008), LDL-C (p = 0,004), historia familiar de DM (p < 0,001), resisténcia a insulina
(p < 0,001) e tabagismo (p = 0,015).

Tabela 3 - Caracteristicas demogréaficas, clinicas, antropomeétricas e bioguimicas da populagéo

em estudo
Variavel Total Casos Controles p valor
n 236 178 (75,4%) 58 (24,6%)
Idade (anos) 58,2+8 58579 57,5+8,3 0,425
Faixa etéaria 0,555
40 a 59 anos 134 (56,8%) 103 (57,9%) 31 (53,4%)
> 60 anos 102 (43,2%) 75 (42,1%) 27 (46,6%)
Sexo 0,106
Masculino 36 (15,3%) 31 (17,4%) 5 (8,6%)
Feminino 200 (84,7%) 147 (82,6%) 53 (91,4%)
Cor de pele ? 0,130
Negra 205 (86,9%) 158 (88,8%) 47 (81%)
Branca 31 (13,1%) 20 (11,2%) 11 (19%)
Peso (kg) 80 + 15,7 79,9+ 15 80,1+17,7 0,964
Altura (m) 16+0,1 16+0,1 16+0,1 0,307
IMC (kg/m?) 32,3+5,8 32,1+5]1 332+74 0,295
CA (cm) 105,1+ 12 105,3+10,8 104,3+ 15 0,628
CC (cm) 102,6 £11,1 102,9 £ 10,2 101,4 £ 135 0,431
CQ (cm) 107,3+11,2 107,1+10,1 108,1+ 14,1 0,604
RCQ 0,95 (0,91-1) 0,96 (0,92-1) 0,92 (0,89-0,97) 0,012
Gordura Corporal (%) 358+7,8 352+7,3 37,3+9,1 0,085
Massa magra (%) 64,4+73 64,8+6,9 63,1+ 8,3 0,145
Pressdo sistélica (mmHQ) 141 +19,3 1419+ 19,6 138,1+18,1 0,201
Pressdo diastélica (mmHQ) 87,7+ 149 88,3+ 15,7 859+121 0,293
Glicemia em jejum (mg/dL) 128 (97-172) 145 (120-195,5) 93 (89-97) <0,001
Insulina em jejum (WUI/mL) 9,7 (6,5-14,6) 9,9 (6,7-15) 8,4 (5,5-12,2) 0,053
HOMA-IR 3,1(2-5,2) 3,5(2,4-6,1) 1,9 (1,2-2,7) <0,001
HOMA-B 29 (16,5-42) 26,9 (16,1-40,1) 35,7 (23,6-49,2) 0,009
CT (mg/dL) 201,9 £ 50,6 196,9 £ 49,8 217,2 £50,4 0,008
HDL-C (mg/dL) 44,9 +£9.3 451+9,6 44,1 +84 0,442
LDL-C (mg/dL) 126,6 + 44,4 121,9+441 141,7+ 42,3 0,004
TG (mg/dL) 131 (97-186) 132 (103,5-189,5) 131 (95-176) 0,908
Proteina C reativa (mg/L) 2,4 (0,9-6) 2,7 (1-6,4) 1,65 (0,6-5,9) 0,147
Hist6ria Familiar de DM 163 (69,1%) 136 (76,4%) 27 (46,6%) <0,001
Histéria Familiar de Obesidade 100 (42,4%) 71 (39,9%) 29 (50%) 0,176
Obesidade 146 (61,9%) 111 (62,4%) 35 (60,3%) 0,784
Hipertensdo 203 (86%) 151 (84,8%) 52 (89,7%) 0,358
Cardiopatia 35 (14,8%) 26 (14,6%) 9 (15,5%) 0,865
Acanthosis nigricans 88 (37,3%) 68 (38,2%) 20 (34,5%) 0,611
Resisténcia a insulina 138 (58,7%) 123 (69,5%) 15 (25,9%) <0,001
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Etilismo 0,937
Naéo etilista 115 (48,7%) 87 (48,9%) 28 (48,3%)
Etilista/Abstémio 121 (51,3%) 91 (51,1%) 30 (51,7%)

Tabagismo 0,015
Néo tabagista 170 (72%) 121 (68%) 49 (84,5%)

Tabagista/Abstémio 66 (28%) 57 (32%) 9 (15,5%)

Atividade Fisica 0,114
Sedentario 123 (52,1%) 98 (55,1%) 25 (43,1%)

Ativo 113 (47,9%) 80 (44,9%) 33 (56,9%)

Fonte: Dados da pesquisa.

Legenda: CA = Circunferéncia abdominal; CC = Circunferéncia da cintura; CQ = Circunferéncia do quadril; CT
= Colesterol total; IMC: indice de Massa Corp6rea; HDL-C = Lipoproteina de alta densidade; HOMA-
IR = Homeostasis Model Assessment of Insulin Resistance; HOMA-B = Homeostasis Model Assessment
of B-cell function; LDL-C = Lipoproteina de baixa densidade; RCQ = Razdo cintura-quadril; TG =
Triglicerideos.

Notas: Os dados estdo expressos em n (%), média + DP e mediana (intervalo interquartilico). Medianas e
intervalos interquartis sdo fornecidos para variaveis continuas com distribui¢des distorcidas. As diferencas
intergrupos foram testadas utilizando teste y?, teste t de Student ou teste U de Mann Withney, conforme
apropriado.

2 Dados validos.

6.2 DISTRIBUICAO DAS FREQUENCIAS GENOTIPICAS E ALELICAS DOS SNPS
rs7903146 NO TCF7L2 E rs2287019 NO GIPR

As frequéncias genotipicas do SNP rs7903146 no TCF7L2 estdo em HWE nos casos e
controles, enquanto que as frequéncias genotipicas do rs2287019 no GIPR estdo em HWE
apenas no grupo caso. A frequéncia do gen6tipo CT nos controles do rs2287019 foi menor que
a esperada. A distribuicao dos gendtipos do rs7903146 na populacédo de individuos com SM foi:
50,8% CC; 38,6% CT; 10,6% TT (Tabela 4). A frequéncia do alelo de risco (T) do rs7903146
foi de 29,9%. Em relacdo ao rs2287019, o gen6tipo CC foi identificado em 185 pacientes com
SM (78,4%), CT em 46 (19,5%) e TT em 5 (2,1%). O genétipo CC da variante rs7903146 foi
encontrado em 47,8% dos individuos do grupo caso e em 60,3% dos individuos do grupo
controle, enquanto que o gendtipo TT foi identificado em 11,2% versus 8,7%. O gendtipo
homozigoto para o alelo de risco (C) do polimorfismo rs2287019 foi encontrado em 77% dos
individuos do grupo caso e em 82,6% dos controles. Ndo foram encontradas diferencgas

significativas nas frequéncias genotipicas e alélicas do rs7903146 entre 0s grupos.
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Tabela 4 - Frequéncias genotipicas e alélicas dos SNPs rs7903146 do TCF7L2 e rs2287019 do

GIPR
Total Casos Controles p
Marcador (n = 236) (n = 178) (n = 58) p valor OR (1C95%) valor
rs7903146 do TCF7L2
Gendtipos 0,250
cC 120 (50,8%) 85 (47,8%) 35 (60,3%) 1 -
CT 91 (38,6%) 73 (41%) 18 (31%) 1,68 (0,87-3,23) 0,121
TT 25 (10,6%) 20 (11,2%) 5 (8,7%) 2,28 (0,70-7,39) 0,171
CC 120 (50,8%) 85 (47,8%) 35 (60,3%) 0,096 1 -
CT+TT 116 (49,2%) 93 (52,2%) 23 (39,7%) 0,56 (0,30-1,04) 0,065
Alelos 0,120
C 331 (70,1%) 243 (68,3%) 88 (75,9%) 1 -
T (alelo de risco) 141(29,9%) 113 (31,7%) 28 (24,1%) 1,46 (0,90-2,39) 0,126
rs2287019 do GIPR?
Genotipos NAP
CC 185 (78,4%) 137 (77%) 48 (82,6%) 6,09 (0,87-42,86) 0,069
CT 46 (19,5%) 39 (21,9%) 7 (12,2%) 11,92 (1,47-96,39) 0,020
TT 5 (2,1%) 2 (1,1%) 3 (5,2%) 1 -
TT 5 (2,1%) 2 (1,1%) 3 (5,2%) NA® 1 -
CC+CT 231 (97,9%) 176 (98,9%) 55 (94,8%) 5,93 (0,94-37,46) 0,058

Fonte: Dados da pesquisa.
Legenda: NA = Nao aplicivel; GIPR = Gene do receptor do polipeptideo inibitorio géstrico; TCF7L2 = Gene do
fator de transcri¢do 7 semelhante ao 2.

Notas: Os dados estdo expressos em n (%). As diferengas intergrupos foram testadas utilizando teste ¥, conforme
apropriado.
2Uma vez que as frequéncias genotipicas do rs2287019 ndo estavam em HWE no grupo controle, ndo é
possivel estimar as frequéncias alélicas para esse SNP.
b Para grau de liberdade > 1, o teste x> somente pode ser aplicado se o nimero de células com frequéncia
esperada menor que 5 for inferior a 20% do total de células e se nenhuma tem frequéncia esperada inferior
a 1. Duas células apresentaram frequéncia esperada menor que 5 (33,3% do total), inviabilizando a
aplicacdo do teste 2.
¢ Para grau de liberdade = 1, o teste y2s6 pode ser usado se 0 nimero de observacdes em cada célula for
maior ou igual 5 e a menor frequéncia esperada for maior ou igual 5.

6.3 CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS, CLINICAS, ANTROPOMETRICAS E
BIOQUIMICAS DISCRIMINADAS POR GENOTIPOS DO rs7903146 NO TCF7L2

Os resultados da analise de associacdo das caracteristicas demogréficas, clinicas,
antropomeétricas e bioquimicas entre os genétipos do rs7903146 em pacientes com SM e DM2
sdo apresentados na Tabela 5. As variaveis glicemia em jejum e HOMA-B diferiram entre os 3
gendtipos do rs7903146 (p = 0,009 e p = 0,003, respectivamente). Os pacientes com o genoétipo
homozigoto para o alelo T apresentaram maior mediana para glicemia em jejum e menor
mediana para o indice HOMA- quando comparados aqueles que portam o genétipo CC ou CT.
Na analise do modelo genético dominante (dados ndo demonstrados), para comparacéo das
variaveis entre os genotipos contendo o alelo de risco (CT+TT) e o genotipo sem o alelo de
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risco (CC) do rs7903146 no gene TCF7L2, foi observada diferenca significativa para glicemia
em jejum (p = 0,023), insulina em jejum (p = 0,033), HOMA-B (p = 0,004) e triglicerideos (p
=0,039).

Tabela 5 - Caracteristicas demograficas, clinicas, antropométricas e bioquimicas de pacientes
com sindrome metabdlica e diabetes mellitus tipo 2, discriminadas por genotipos do
rs7903146 no TCF7L2

Variavel rs7903146 TCF7L2 p
CC CT TT valor
Idade (anos) 58,3+7,3 59,2 + 8,3 56,6 + 8,9 0,437
Sexo 0,864
Feminino 71 (39,9%) 59 (33,1%) 17 (9,6%)
Masculino 14 (16,5%) 14 (19,2%) 3 (15%)
Cor de pele? 0,533
Negra 76 (89,4%) 63 (86,3%) 19 (95%)
Branca 9 (10,6%) 10 (13,7%) 1 (5%)
IMC (kg/m?) 324+51 32,1+5 30,9+5,6 0,540
CC (cm) 103,8 + 10,1 102,5+ 10,6 100,8 £ 9,2 0,469
CQ (cm) 106,8+9,9 107,4 £ 10,3 106,9 £ 10,9 0,930
RCQ 0,97 (0,93-1,02) 0,95 (0,91-0,99) 0,93 (0,89-1) 0,173
Gordura Corporal (%) 35273 34976 36,9+59 0,569
Massa magra (%) 64,6 7,2 6547 63,1+59 0,449
Pressdo sistélica (mmHQ) 140,8 + 18,7 143,3+215 1416 + 16,4 0,719
Pressdo diastélica (mmHQ) 89,4 + 16,2 859+ 14,8 92,1+1538 0,199
Glicemia em jejum (mg/dL) 134 (116-178) 145 (122-193,5) 176 (153,5-217) 0,009
Insulina em jejum (pUI/mL) 11,5 (7,8-17,4) 9,7 (6,4-14,3) 7,5 (6,5-11,7) 0,056
HOMA-IR 3,7 (2,4-7) 3,5(2,2-6,1) 3,1(2,7-5,8) 0,961
HOMA-B 31,7 (20,2-44,9) 21,3 (12,5-38,4) 16,6 (12,4-27,2) 0,003
CT (mg/dL) 195,1+419 198,2 + 56,1 199,6 + 58,6 0,900
HDL-C (mg/dL) 46,2+9,5 435+9,3 46,5+ 10,3 0,165
LDL-C (mg/dL) 122 +38,5 121,8 £ 48,2 122 +52,8 1,000
TG (mg/dL) 127,5 (103-158) 140,5 (106,5-209,5) 154 (86-260,5) 0,118
Proteina C reativa (mg/L) 2,8 (1-5,9) 2,6 (1,2-6,3) 2 (0,5-9,4) 0,815
Obesidade 55 (64,7%) 46 (63%) 10 (50%) 0,469
Hipertensdo 71 (83,5%) 64 (87,7%) 16 (80%) 0,627
Cardiopatia 16 (18,8%) 8 (11%) 2 (10%) 0,312
Historia Familiar de DM 66 (77,6%) 52 (71,2%) 18 (90%) 0,201
Historia Familiar de Obesidade 38 (44,7%) 25 (34,2%) 8 (40%) 0,408
Acanthosis nigricans 37 (43,5%) 26 (35,6%) 5 (25%) 0,259
Resisténcia a insulina 60 (71,4%) 48 (65,8%) 15 (75%) 0,633

Fonte: Dados da pesquisa.

Legenda: CC = Circunferéncia da cintura; CQ = Circunferéncia do quadril; CT = Colesterol total; IMC: indice de
Massa Corporea; HDL-C = Lipoproteina de alta densidade; HOMA-IR = Homeostasis Model
Assessment of Insulin Resistance; HOMA- = Homeostasis Model Assessment of B-cell function; LDL-
C = Lipoproteina de baixa densidade; RCQ = Razdo cintura-quadril; TG = Triglicerideos.

Notas: Os dados estdo expressos em n (%), média £ DP e mediana (intervalo interquartilico). As diferencas

intergrupos foram testadas utilizando teste %, ANOVA ou teste de Kruskal-Wallis, conforme apropriado.
@ Dados validos.
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6.4 CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS, CLINICAS, ANTROPOMETRICAS E

BIOQUIMICAS DISCRIMINADAS POR GENOTIPOS DO rs2287019 NO GIPR

Nenhuma diferenca significativa foi detectada entre os gen6tipos do rs2287019 quanto

as varidveis demograficas, clinicas, antropométricas e bioquimicas de pacientes com SM e

DM2 (Tabela 6), a exce¢do de colesterol total (p = 0,042). A média de colesterol total foi

menor para o genotipo TT (137,5 £ 16,3 mg/dL) quando comparada aos genétipos CC (195,5

+ 44,6 mg/dL) e CT (204,9 + 64,8 mg/dL). Na analise de comparacdo entre 0s genotipos do

rs2287019 agrupados em duas categorias (CC+CT vs. TT), foi encontrada diferenca entre as

médias de pressdo diastdlica (p = 0,015, dados nao apresentados).

Tabela 6 - Caracteristicas demograficas, clinicas, antropomeétricas e bioquimicas de pacientes

com sindrome metabolica e diabetes mellitus tipo 2, discriminadas por genétipos

do rs2287019 no GIPR

rs2287019 GIPR

Variavel oC T T p valor
Idade (anos) 58,2+ 7,7 59,4+ 8,6 54+0 0,519
Sexo NAP
Feminino 113 (82,5%) 33 (84,6%) 1 (50%)
Masculino 24 (17,5%) 6 (15,4%) 1 (50%)
Cor de pele? NAP
Negra 124 (90,5%) 33 (84,6%) 1 (50%)
Branca 13 (9,5%) 6 (15,4%) 1 (50%)
IMC (kg/m?) 32,2+49 31,4+58 343+6,1 0,549
CC (cm) 102,8+9,1 103 £13,3 111,5+ 16,3 0,491
CQ (cm) 107,6 £9,8 105,2+ 11,3 108 £12,7 0,426
RCQ 0,95 (0,91-1) 0,97 (0,92-1,03) 1,03 (1,01-1,05) 0,102
Gordura Corporal (%) 355+7,6 34,3+£6,3 385+49 0,576
Massa magra (%) 646+7,2 65,6 £ 6,3 61,5+4,9 0,556
Pressdo sistélica (mmHQ) 142 £ 20,2 142 £ 184 135+7,1 0,883
Pressdo diastélica (mmHQ) 88,1+ 15,8 87,4+131 115+ 354 0,050
Glicemia em jejum (mg/dL) 145 (120-195) 141,5 (120-172) 174 (144-204) 0,737
Insulina em jejum (pUI/mL) 9,7 (6,7-14,8) 11,2 (6,7-18,3) 13,5(12,4-14,6) 0576
HOMA-IR 3,4 (2,4-6) 3,7 (2,5-7,9) 5,9 (4,4-7,4) 0,529
HOMA-B 25,2 (16,2-38,8) 34,1 (14-43,4) 29 (26,2-31,7) 0,680
CT (mg/dL) 1955+ 44,6 204,9 £ 64,8 137,5+ 16,3 0,042
HDL-C (mg/dL) 44,9 +94 46,1 +10,3 45+2.8 0,783
LDL-C (mg/dL) 121,1+£ 39,4 128 +57,8 65,5+9,2 0,131
TG (mg/dL) 130,5 (95-189) 138,5 (109-201) 137 (122-152) 0,531
Proteina C reativa (mg/L) 2,8 (1-6,5) 2,4 (1-5,4) 3,6 (2,4-4,7) 0,925
Obesidade 88 (64,2%) 21 (53,8%) 2 (100%) NAP
Hipertensdo 115 (83,9%) 34 (87,2%) 2 (100%) NAP
Cardiopatia 15 (10,9%) 11 (28,2%) 0 NAP



Hist6ria Familiar de DM 106 (77,4%) 28 (71,8%)
Hist6ria Familiar de Obesidade 55 (40,1%) 14 (35,9%)
Acanthosis nigricans 54 (39,4%) 14 (35,9%)
Resisténcia a insulina 92 (67,6%) 29 (74,4%)

2 (100%)
2 (100%)
0
2 (100%)

NAP
NAP
NAP
NAP
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Fonte: Dados da pesquisa.

Legenda: NA: Néo aplicavel; CC = Circunferéncia da cintura; CQ = Circunferéncia do quadril; CT = Colesterol
total; IMC: indice de Massa Corpdrea; HDL-C = Lipoproteina de alta densidade; HOMA-IR =
Homeostasis Model Assessment of Insulin Resistance; HOMA-$ = Homeostasis Model Assessment of
B-cell function; LDL-C = Lipoproteina de baixa densidade; RCQ = Razdo cintura-quadril; TG =

Triglicerideos.

Notas: Os dados estdo expressos em n (%), média £ DP e mediana (intervalo interquartilico). As diferencas

intergrupos foram testadas utilizando ANOVA ou teste de Kruskal-Wallis, conforme apropriado.

@ Dados validos.

® Para grau de liberdade > 1, o teste 2 somente pode ser aplicado se o nimero de células com frequéncia
esperada menor que 5 for inferior a 20% do total de células e se nenhuma tem frequéncia esperada inferior
a 1. Duas células apresentaram frequéncia esperada menor que 5 (33,3% do total), inviabilizando a

aplicagdo do teste 2.
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7 DISCUSSAO

Estudos genéticos com variados tipos de desenho experimental tém encontrado
associacdo entre SNPs em diferentes genes e SM, DM2 e outras disfungdes metabolicas. O
TCF7L2 é considerado um dos genes candidatos mais importantes para 0 DM2, enquanto o
GIPR tem sido associado principalmente a obesidade, sindrome metabdlica e tracos glicémicos.
O presente estudo teve como objetivo investigar a contribuicdo das variantes rs7903146 no
TCF7L2 e rs2287019 no GIPR para o desenvolvimento de diabetes mellitus tipo 2 em
portadores de sindrome metabolica de populacdo miscigenada de Salvador, Bahia.

A prevaléncia de SM difere de acordo com a idade, etnia, sexo e definicdo utilizadal®,
No presente estudo, a frequéncia observada de pacientes com SM foi maior na faixa etaria de
40 a 59 anos do que no grupo de individuos com 60 anos ou mais. Segundo Bortoletto et al.*’,
a prevaléncia no Brasil varia de 7,1% em adultos jovens para 56,9% em idosos. Esta bem
documentado na literatura que a idade contribui para o aparecimento da SM e outras desordens
metabolicas, fato que pode ser explicado, em parte, por mudancas fisioldgicas, metabdlicas e
funcionais relacionadas ao processo de envelhecimento que contribuem para o acimulo de
gordura corporal'?®12l Além disso, ha uma redistribuicdo da adiposidade corporal com o
avancar da idade, que resulta em uma maior deposicdo de gordura visceral'?2, Este padréo de
distribuicdo de gordura desempenha papel importante na génese da RI e, por conseguinte, da
SMlZS.

Os dados obtidos revelaram que os pacientes com SM sdo predominantemente do sexo
feminino, fato que pode ser justificado pela maior utilizacdo de servicos de saude por
mulheres'?%124 bem como por caracteristicas inerentes ao sexo que favorecem o acimulo de
gordura abdominal, como gestacdes e alteragdes hormonais!?’. Resultado semelhante foi
encontrado em outros estados brasileiros (Espirito Santo, Sdo Paulo, Piaui, Minas Gerais, Mato
Grosso, Distrito Federal)®2121125-12% "assim como em outros paises (Grécia, Gana, Venezuela,
india)*3%-1%3, Estudo realizado em Vitoria/ES'** demonstrou que, embora a prevaléncia de SM
tenha sido semelhante entre os sexos, a distribuicdo dos critérios diagndsticos esteve presente
de modo diferente nos homens e nas mulheres. A heterogeneidade que existe entre 0s sexos na
expressao clinica da SM inclui distingdes: na composi¢do corporal; na distribuicdo de gordura
corporal; no tamanho e funcdo dos adipdcitos; na regulacdo hormonal do apetite, da taxa
metabdlica basal, do gasto energético, da taxa de mobilizacdo de acidos graxos e do peso

corporalt3>13¢,
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No que se refere a cor de pele, predominou na amostra individuos com SM
autodeclarados negros, mas ndo foi encontrada associacdo entre essa variavel e HOMA-IR (p
=0,543), HOMA-B (p = 0,051), resisténcia a insulina (p = 0,687), obesidade (p = 0,972), HAS
(p = 0,098), cardiopatia (p = 0,952) e DM2 (p = 0,438; dados ndo apresentados). Piores
condi¢Bes de salde na populagdo negra tém sido descritas como um problema de salde
publica®. A literatura aponta que ha disparidades étnicas na incidéncia, prevaléncia,
mortalidade e complicacdes de disfuncGes metabdlicas, entre elas SM e DM2, sendo que
multiplos fatores contribuem para essas diferencas, incluindo biolégicos, clinicos, sociais e
acesso aos servigos de salde*®1¥ Em estudo de corte transversal realizado em Salvador,
Bahia, a prevaléncia geral da SM ndo diferiu entre brancos (23,3%), pardos (23,3%) e negros
(23,4%) ap06s ajuste para variaveis confundidoras, como idade, atividade fisica, tabagismo e
escolaridade®. Entretanto, na analise multivariada estratificada por sexo, a cor de pele negra
foi fator de risco para a SM em mulheres, enquanto que entre os homens foi fator de prote¢éo™.
Quanto a alteragbes no metabolismo da glicose, a cor de pele escura, determinada de acordo
com caracteristicas fenotipicas, conferiu risco 1,9 vezes maior para o desenvolvimento de
intolerancia a glicose ou DM2 em mulheres obesas na cidade de Salvador'4°,

As varidveis antropométricas, exceto RCQ, e as demogréficas ndo diferiram entre 0s
grupos de individuos com ou sem DM2, semelhantemente ao estudo realizado na Grécia®*® com
228 pacientes com SM, alocados em dois grupos: desordens no metabolismo da glicose e
metabolismo normal da glicose. Por outro lado, no presente estudo, houve diferenca
significativa entre os grupos para tragos glicémicos (glicemia em jejum, HOMA-IR, HOMA-
e resisténcia a insulina), perfil lipidico (colesterol total e LDL-C) e histéria familiar de diabetes
mellitus. Em estudo realizado com 60 pacientes diagnosticados com DM2 que frequentavam a
Clinica de Endocrinologia e Diabetes do Hospital Kasr al Ainy, Egito, e 60 controles saudaveis,
os autores encontraram diferencas significativas entre os grupos para glicemia em jejum,
insulina em jejum, HOMA-IR, hemoglobina glicada, colesterol total, LDL-C e triglicerideos*!.

No presente estudo, foi observada associacdo entre RI e varidveis antropométricas
relacionadas a obesidade (IMC, CC, RCQ), glicemia em jejum, HOMA-IR, HOMA-B e
triglicerideos (dados ndo apresentados). Esses achados podem ser explicados pelos seguintes
mecanismos. Nos individuos obesos, a hipertrofia adipocitaria reduz o fluxo sanguineo, o que
leva a hipdxia local e a infiltracdo e ativacdo de macrofagos, que liberam grande quantidade de
citocinas pro-inflamatoriast?. As adipocinas desencadeiam inflamagéo local e sistémica e
induzem o organismo a RI*. Nos adipécitos, a RI estimula a lipolise e, consequentemente, 0

aumento dos niveis de acidos graxos livres (AGL) circulantes**%, No figado, os AGL
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induzem a RI, resultando no aumento da producédo de glicose hepética, da lipogénese de novo
de triglicerideos e da sintese e secrecdo de VLDL%1% O aumento da secrecdo de VLDL, por
sua vez, eleva os niveis circulantes de triglicerideos. No musculo esquelético, o influxo de AGL
reduz a sensibilidade & insulina, inibindo a captacdo de glicose'**. Inicialmente, as células B
pancredticas aumentam a secre¢do de insulina para compensar a RI, ocasionando
hiperinsulinemial*3!44, Com o tempo, as células B tornam-se incapazes de produzir insulina
suficiente para corrigir o agravamento da RI*®*% em virtude de alteracdes morfoldgicas e
funcionais induzidas pela presenca de variantes genéticas que conferem suscetibilidade ao
DM2, como 0 rs7903146 no TCF7L21%,

Assim como em estudo realizado em populagdo miscigenada no Estado do Piaui®, ndo
foram encontradas diferencas significativas nas frequéncias genotipicas e alélicas do rs7903146
no TCF7L2 entre os pacientes com DM2 e os controles. Em pesquisas realizadas nas regides
Sul®®, Sudeste® e Centro-Oeste'® do Brasil, com populagdo predominantemente caucasiana, 0
alelo T desse SNP esteve associado ao aumento no risco para DM2. A associagdo entre o
rs7903146 do TCF7L2 e DM2 também foi observada em outros paises®+8%146147 Qs
mecanismos moleculares pelos quais polimorfismos no TCF7L2 aumentam o risco para DM2
ainda ndo estdo totalmente esclarecidos, uma vez que os SNPs identificados até o0 momento, a
exemplo do rs7903146, estdo localizados em regides intronicas®!*®, Estudos em humanos
sugerem que o SNP rs7903146 confere risco aumentado para DM2 devido a alteragbes na
expressao do TCF7L2 nas ilhotas de Langerhans e ao comprometimento na funcdo das células
BT,

De acordo com a analise do modelo dominante, o grupo de individuos com DM2
portadores do alelo de risco do rs7903146 (CT + TT) apresentou maior glicemia em jejum,
menor nivel de insulina em jejum e menor valor de HOMA-B (dados ndo apresentados). Os
resultados obtidos sugerem aumento na producéo de glicose hepatica e deficiéncia na secrecao
de insulina estimulada por glicose, provocados por alteragdo na expressdo do TCF7L2. Esses
mecanismos tém sido associados a presenca do alelo T do rs7903146
no TCF7L2%56779145148.149 ~ AJteracdo nos niveis da proteina TCF7L2 nas células B de
portadores do rs7903146 provoca secrecdo deficiente de insulina por interferir na expresséo de
genes envolvidos na sintese ou processamento desse hormoénio e na proliferacdo das células
BL45150 Qutro mecanismo envolvido na reducdo da secre¢do de insulina em portadores do alelo
de risco do rs7903146 ¢ o defeito na sinalizagio das incretinas GIP e GLP-18779151 Shy et al.®!
sugerem que a fun¢do das células P ¢ regulada por meio de uma interagdo entre a expressao do

TCF7L2 e asinalizagéo de GIPR e GLP-1R.
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O gendtipo heterozigoto do SNP rs2287019 conferiu alto risco para o desenvolvimento
de DM2. Além disso, ndo foram detectadas diferencas entre os gen6tipos desse SNP quanto as
variaveis demograficas, clinicas, antropométricas e bioquimicas no grupo de pacientes com
DM2, com excecdo de colesterol total. Até o presente momento ndo foram encontrados estudos
do tipo caso-controle com objetivo de verificar associagdo entre 0 rs2287019 no GIPR e risco
de desenvolvimento do DM2. Sendo assim, ndo foi possivel confrontar os resultados aqui
apresentados com dados referentes a populacdo de outras regifes do pais ou outros grupos
étnicos no contexto do DM2. Um dos possiveis mecanismos subjacentes a fisiopatologia do
DM2 associados aos polimorfismos no GIPR é a sinalizacdo defeituosa do GIPR e,
consequentemente, o defeito na acdo do GIP nas células P pancreaticas'+1°1152,

InvestigacGes sobre possiveis associacdes entre o rs2287019 no GIPR e diferentes
caracteristicas metabdlicas apresentam resultados controversos, o que pode ser justificado em
parte pelos variados tipos de desenho experimental. Estudo realizado com 2884 chineses da
etnia Han'®, em que foram genotipados seis SNPs no gene GIP e quatro no GIPR, os autores
observaram que o rs2287019 no GIPR estava associado a tracos relacionados ao metabolismo
da glicose (niveis de glicose e insulina em jejum, indice insulinogénico e indice Gutt), mas ndo
a distribuicdo de gordura (&rea de gordura subcutanea e visceral). Por outro lado, Kitamoto et
al.’ ndo observaram associagio entre 0 rs2287019 e IMC, areas de gordura subcutanea e
visceral, insulina em jejum, colesterol total, HDL-C, triglicerideos, HOMA-IR, RI, pressdo
arterial sistolica e diastolica em japoneses obesos. O alelo de risco (C) do rs2287019 foi
associado a tragos glicémicos (aumento de 7,4% no indice insulinogénico por alelo e maior
nivel de insulina em jejum e glicemia pos-prandial)'® e relacionados a obesidade (area de
gordura visceral, circunferéncia da cintura e IMC)™4,

O estudo apresenta algumas limitacdes. Em primeiro lugar, o viés de sele¢do ndo pdde
ser evitado por se tratar de um estudo caso-controle com amostra ndo-probabilistica de
conveniéncia. Desta forma, os resultados apresentam validade externa limitada. Em segundo
lugar, o tamanho da amostra foi pequeno, o que pode ter prejudicado a detecgédo de diferencas

entre 0s grupos para as variaveis analisadas.
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CONCLUSAO

O presente estudo sugere que em populacdo miscigenada de Salvador, Bahia:
O gendtipo heterozigoto do SNP rs2287019 no GIPR confere risco aumentado para o
desenvolvimento de DM2 em individuos com SM.
N&o ha associacdo entre suscetibilidade ao DM2 e o SNP rs7903146 no TCF7L2 em
individuos com SM.
A presenca dos polimorfismos rs7903146 e rs2287019 pode contribuir para ocorréncia de

alteracdes em tracos glicémicos e/ou perfil lipidico em individuos com SM e DM2.
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9 CONSIDERACOES FINAIS

Estudos adicionais com maior tamanho de amostra, amostragem probabilistica e
utilizacdo de marcadores informativos de ancestralidade (AIMs) sdo indispensaveis para
confirmar ou refutar os resultados encontrados no presente estudo, possibilitar a validade
externa e estimar as contribui¢cGes ancestrais na populacdo. Vale ressaltar a necessidade de
realizacdo de estudos com maior poder de impacto, como os estudos de associacdo gendmica

ampla, na populacao brasileira.
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