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RESUMO

PINTO, IL.A. Polimorfismo rs7903146 do gene TCF7L2 e sua associagéo
com alteracdes da homeostase da glicose em criancas da Grande Vitoria.
2018. 53f. Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia) — Programa de POs-

Graduacao em Biotecnologia, UFES, Espirito Santo. Brasil.

Jovens com excesso de peso sdo mais propicios a se tornarem obesos e
diabéticos. O TCF7L2 é o principal gene associado ao DM2. Ha evidéncias
recentes sugerindo que genes que alterem a homeostase da glicose sao bons
candidatos a influenciarem o peso corporal e vice-versa. Polimorfismos nesse
gene estdo diretamente relacionados ao desenvolvimento de DM2 e
possivelmente ao peso corporal. Por essa razéo, foram obtidas frequéncias dos
genaotipos para o polimorfismo rs7903146 no gene TCF7L2 em adolescentes e
verificado se algum gendtipo e/ou modelo genético estava associado a
parametros da homeostase da glicose e excesso de peso. Adolescentes
matriculados em escolas publicas estaduais da regido metropolitana de Vitoria-
es, provenientes de uma amostra representativa foram incluidos aleatoriamente
no estudo genético. As avaliacBes antropométricas e coleta de sangue, apés
jejum de 12 horas, foram realizadas na propria escola. Para classificacdo do
estado nutricional foi considerado o indice de massa corpéreal/idade (imc/i), em
escore z. 0 DNA gendmico foi extraido de amostras de sangue periférico.
Para o gene TCF7L2, o DNA foi amplificado por reacdo em cadeia da
polimerase alelo-especifica e os produtos desta reacdo foram analisados por
eletroforese em gel de poliacrilamida (12%), visualizados pela coloracdo em
nitrato de prata a 0,1%. A andlise estatistica foi realizada no software spss
versdo 23.0. Dados dos individuos relativos a raga, sexo, idade, imc/i, glicemia
e HOMA-ir, HOMA-b% e HOMA —s% foram analisados. Foram investigados 312
adolescentes (idade: 10-14 anos) divididos em grupo sem excesso de peso
(n=223) e com excesso de peso (n = 89). Também foram analisadas as
frequéncias para os modelos genéticos dominante (TT+CT x CC) e recessivo
(CC+CT x TT), porém apenas para o modelo dominante foi verificada uma

associacdo marginal (p= 0,090) com imc/i. Os niveis de HOMA - % foram



associados aos genotipos no grupo com excesso de peso, sendo encontrados
valores menores em criancas com genotipo CT ou TT (p= 0,034) também
observado no modelo dominante (CT+TT p= 0,013). Os resultados sugerem
que a associacdo com HOMA-B possa ser preditor de falha precoce na

secrecdo de insulina e possivelmente dependente do IMC.

Palavras-chave: TCFL2. SNP. Criancas. Homeostase GlicEmica. Obesidade.



ABSTRACT

PINTO, LA. Polymorphism rs7903146 of the TCF7L2 gene and its
association with changes in glucose homeostasis in children of the
Grande Vitoria. 2018. 53f. Dissertation (Master in Biotechnology) -

Postgraduate Biotechnological Programme, UFES, Espirito Santo. Brazil.

Overweight young people are more likely to become obese and diabetic. There
IS recent evidence suggesting that genes that alter glucose homeostasis are
good candidates for influencing body weight the opposite is true. TCF7L2 is the
main gene associated with DM2. Polymorphisms in this gene are directly
related to the development of DM2 and possibly to body weight. For this reason,
genotype frequencies were obtained for the rs7903146 polymorphism in the
TCF7L2 gene in adolescents and it was verified if any genotype and / or genetic
model was associated with parameters of glucose homeostasis and overweight.
Adolescents enrolled in state public schools in the metropolitan region of
Vitéria-ES, from a representative sample were randomly included in the genetic
study. The anthropometric evaluations and blood collection, after a 12-hour fast,
were performed at the school itself. For classification of nutritional status, the
body mass index / age (imc / i) index was considered in z score. The genomic
DNA was extracted from peripheral blood samples. For the TCF7L2 gene, the
DNA was amplified by allele-specific polymerase chain reaction and the
products of this reaction were analyzed by polyacrylamide gel electrophoresis
(12%), visualized by staining in 0.1% silver nitrate. Statistical analysis was
performed in software spss version 23.0. Data from individuals regarding race,
sex, age, imc / i, glycemia and HOMA-ir, HOMA-b% and HOMA -s% were
analyzed. 312 adolescents (age: 10-14 years) divided into non-overweight (n =
223) and overweight (n = 89) groups were investigated. The frequencies for the
dominant (TT + CT x CC) and recessive (CC + CT x TT) genetic models were
also analyzed, but only a marginal association (p = 0.090) with imc / i was found
for the dominant model. HOMA - B% levels were associated with genotypes in
the overweight group, with lower values found in children with a CT or TT
genotype (p = 0.034) also observed in the dominant model (CT + TT p = 0.013).
The results suggest that the association with HOMA-B may be a predictor of

early failure in insulin secretion and possibly dependent on BMI.
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1 INTRODUCAO

1.1 OBESIDADE NO BRASIL E NO MUNDO

A obesidade, caracterizada por um indice de massa corporal (IMC) 230 kg / m?,
é uma epidemia global com graves complicacdes de satude. E uma condi¢do
médica crénica em que o aumento do crescimento do tecido adiposo prejudica
a saude metabdlica e isoladamente aumenta a mortalidade e tanto ela como o
excesso de peso predispem a doencas ainda mais graves, tais como diabetes
mellitus tipo 2 (DM2), hipertensdo arterial (HA), dislipidemias, resisténcia a
insulina (RI) problemas ortopédicos, varios tipos de céancer, infarto do
miocardio, entre outras (ADYA et al, 2015; KOSTOVSKI et al, 2018; ABESO,
2018).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estima que, em 2005, havia
aproximadamente 1,6 bilhdes de adultos com sobrepeso e pelo menos 400
milhdes de adultos eram obesos em todo o mundo. Em 2015, cerca de 2,3
bilhdes de adultos tinham sobrepeso e mais de 700 milh6es com obesidade
(BAHIA e ARAUJO, 2014). Com sua prevaléncia aumentando
significativamente nos ultimos anos, as previsées indicam que, até 58% dos
adultos em todo o mundo estarao acima do peso ou obesos até 2030 (BALSAN
et al, 2015).

Os Estados Unidos se destacam pela elevada e crescente prevaléncia de
sobrepeso e obesidade. Segundo um estudo conduzido em 2009 e 2010, a
prevaléncia de obesidade na populacao adulta foi de cerca de 35%, em ambos
0s sexos (FLEGAL et al, 2012). A populagéo obesa no Brasil passou de 11,8%
em 2006 para 18,9% em 2016, um crescimento de 60% em 10 anos. O
excesso de peso (IMC entre 25 e 30) € ainda mais preocupante, os brasileiros
acima do peso passaram de 42,6% em 2006 para 53,8% em 2016. Outro dado
que chama a atencgdo é o de que 17% dos adultos jovens (25 e 44 anos de
idade) estdo obesos (ABESO, 2018). O aumento da obesidade é o responsavel

pelo aumento da prevaléncia de DM2 e HA. O diagnostico de DM2 passou de
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5,5% em 2006 para 8,9% em 2016 e o de HA foi de 22,5% em 2006 para
25,7% em 2016 (BRASIL, 2017).

1.1.1 Obesidade Infantil

A obesidade é tipicamente definida como tendo um excesso de peso corporal
causado por desequilibrio crénico de calorias, mais calorias sendo consumidas
do que gastas. O IMC - z, € uma medida usada para classificar criancas com
sobrepeso ou obesidade. Um escore z e computado
usando o peso e a altura da crianca e a pontuacao é entdo comparada a uma
idade e sexo baseados em normas percentis para determinar o status do peso
(PULGARON, DELAMATER, 2014).

Em todo 0 mundo, aproximadamente 43 milhdes de
criancas em idade pré-escolar estdo com sobrepeso e obesidade, e 92
milhdes s&do considerados risco para excesso de peso (PULGARON,
DELAMATER, 2014).

Estudos clinicos indicam que quase 50% das criancas que sao obesas
apresentam pré-hipertensdo ou hipertensdo grau | e Il, outros 29% tém
dislipidemia, 44% tém mais do que 5% de gordura no figado, e 74% exibem
mais do que 5% de gordura nos seus musculos, e 17% apresentam alteracdes
no metabolismo da glicose incluindo tolerancia a glicose diminuida e sindrome
metabdlica (HOLM et al, 2014; HAGMAN et al, 2014). Além disso, as criancas
que sdo obesas correm o risco de doencas cardiovasculares, enddcrinas,
Osseo-articulares, problemas psicolégicos, apneia do sono, problemas
dentarios e complicacbes que estdo presentes ou ainda ndo clinicamente
aparentes (HOLM et al, 2014). Jovens que nao conhecem orientagbes de
comportamento alimentar, atividade fisica e comportamento sedentario tem
maior resisténcia insulinica do que os que conhecem (PULGARON,
DELAMATER, 2014).
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Em adultos, o padrdo internacional para diagnostico da obesidade € o IMC

(Tabela 1). Em criangas e adolescentes, a classificacdo de sobrepeso e

7

obesidade, segundo o IMC, € mais arbitraria, ndo se correlacionando com
morbidade e mortalidade da forma como se define obesidade em adultos.

Tabela 1. Classificacdo internacional da obesidade segundo o indice de massa
corporal (IMC) e risco de doenca que divide a adiposidade em graus ou classes.
Fonte: OMS, 2000.

IMC (Kg/m?) CLASSIFICACAO OBESIDADE RISCO DE
GRAU/CLASSE DOENCA
<18,5 Magro ou baixo peso 0 Normal ou elevado
18,5-24,9 Normal ou eutrofico 0 Normal
25-29,9 Sobrepeso ou pré-obeso 0 Pouco elevado
30-34,4 Obesidade Elevado
30-39,9 Obesidade Il Muito elevado
240,0 Obesidade grave 1 Muitissimo elevado

O indice de massa corporal associa-se, de modo significativo, a adiposidade.
Em razéo da variacdo do corpo durante o crescimento, a interpretacao difere
de acordo com o sexo e a faixa etaria. O limite de normalidade é estabelecido
por curvas de IMC especificos para idade e sexo, sendo classificadas como
sobrepeso e obesidade, respectivamente quando maior ou igual a +1 e +2
escores IMC - z ap0s os 5 anos de idade (Tabela 2). O Brasil adota as curvas
de IMC da OMS, disponiveis para meninas de 0 a 5 anos, de 5 a 19 anos, e
também para meninos do nascimento até 5 anos e de 5 a 19 anos (ABESO,
2018).
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A distribuicdo da gordura corporal segue uma influéncia genética. A medida da
circunferéncia abdominal € o melhor parametro para diagnosticar obesidade
central e para relacionar-se com risco metabodlico. As criangas obesas
apresentam correlacdo positiva para gordura abdominal e alteragbes
metabdlicas do tipo hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia, hiperglicemia e

hiperinsulinemia.

Tabela 2. Classificacdo da Organizacdo Mundial da Saude das condi¢des de nutricdo
em criancas e adolescentes baseada no IMC para idade (Escore z do IMC). Fonte:
ABESO, 2018 (adaptado).

CLASSIFICACAO IMC-z
Magreza grave <-3
Magro/Desnutrido <-2
Eutréfico >2-2 e <+1

>+1 (equivalente ao IMC 25kg/m?® aos 19

Sobrepeso
anos) e s+2
_ >+2 (equivalente ao IMC 30kg/m? aos 19
Obesidade
anos) e < +3
Obesidade grave >+3

IMC-z: escore-z do IMC - posigéo relativa do IMC da crianga, entre crian¢as da mesma idade e
sexo.

Poucos estudos prospectivos estdo disponiveis para ajudar a esclarecer a
obesidade (PATE et al, 2013). A condicdo de excesso de peso na infancia foi
associado ao excesso de peso dos pais (THIBAULT et al, 2010) e dos avos
(POLLEY et al, 2005). Criangas nascidas de mées com sobrepeso ou obesas
tém maior probabilidade de estarem acima do peso
aos quatro anos idade, mesmo que o seu IMC esteja dentro do intervalo médio
aos dois anos de idade (KITSANTAS, GAFFNEY, 2010). Um estudo
longitudinal em meninas indicou que, em comparag¢do com as familias em que

nenhum dos pais tinha excesso de peso, se ambos os pais de uma menina
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estavam com sobrepeso a menina tinha oito vezes mais probabilidade a ter
excesso de peso aos 13 anos, mesmo depois de controlar o IMC das meninas
aos cinco anos de idade (FRANCIS et al, 2007).

Na DM2, a hiperglicemia é consequéncia da resisténcia a insulina e da
disfuncdo das células beta. A resisténcia periférica a insulina ocorre
precocemente no curso da doenca e, inicialmente, € compensada por
hiperinsulinemia. No entanto, a hiperglicemia resulta ao longo do tempo
diminuicdo da secrecdo de insulina. O DM2 tem uma etiologia multifatorial,
incluindo genética, obesidade fisiologica e relacionada ao estilo de vida, com
ingestao dietética hipercaldrica, baixas taxas de
atividade fisica e aumento do comportamento sedentério. DM2 na juventude é
caracterizado por ter resisténcia a insulina, e outras caracteristicas da
sindrome metabdlica estdo comumente presentes, incluindo hipertenséao,
hiperlipidemia, doenca hepatica gordurosa (PULGARON, DELAMATER, 2014).

1.2 RESISTENCIA A INSULINA

Uma das complicacbes mais preocupantes da obesidade é a resisténcia
insulinica (RI), considerada precursora da sindrome metabdlica (SM)
(ROMUALDO et al, 2014). Diversas mutagdes monogénicas foram descritas
como causadoras de RI, interferindo nas diferentes etapas da acéao insulinica,
na viabilidade das ilhotas pancreaticas, na proliferacdo e diferenciacao
adipocitaria (GIACAGLIA, 2018; DASILIO, 2013).

Recentemente, o tecido adiposo marrom vem sendo implicado na protecao
contra a obesidade e SM, pela maior concentracdo de mitocondrias e maior
expressdo das proteinas desacopladoras (UCPs), determinando maior gasto
metabdlico. Aléem da ativacdo pelo frio, outros mecanismos que aumentam a
proporcdo de adipocitos marrons foram identificados, como o fator de

crescimento endotelial (VEGF), peptideos natriuréticos, e uma proteina
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derivada do mdusculo, e estimulada pelo exercicio fisico, denominada irisina
(GIACAGLIA, 2018; DASILIO, 2013).

Além disso, sendo a insulina um horménio anabolizante, a presenca de RI
induz um estado catabdlico e isto pode ser notado pela maior perda de tecido
muscular esquelético, que é justamente o principal tecido de atuacdo da
insulina e maior consumidor de acidos graxos livres (AGL) e glicose de nosso
organismo. O proprio fator etario também contribui para agravar esta
sarcopenia (GIACAGLIA, 2018).

O padréao-ouro na caracterizacdo laboratorial de Rl é o método do clamp
euglicémico hiperinsulinémico. O Modelo de Avaliacdo da Homeostase (HOMA)
estima a funcdo das células beta (B%) no estado estacionario e a sensibilidade
a insulina (S%), de uma populacdo de referéncia normal. Estas medidas
correspondem bem, mas ndo sdo necessariamente equivalentes, a estimativas
ndo estacionarias da funcdo das células beta e sensibilidade a insulina
derivadas de modelos estimulatérios como o clamp hiperinsulinémico, o clamp
hiperglicémico, o teste de tolerancia a glicose intravenosa e teste de tolerancia
oral a glicose. Sendo HOMA-IR (resisténcia a insulina), o inverso de S% (100
/S%). Na pratica clinica, o HOMA-IR é utilizado por ser menos trabalhoso,
dispendioso, menos invasivo, e com excelente correlagdo com o clamp.
Considera-se como valor normal um HOMA-IR de até 2,8. Embora muitas
referéncias correlacionem o HOMA-IR com o indice de massa corporal (IMC),
nao podemos imaginar que a hiperinsulinemia do obeso, com consequente
elevacdo do HOMA-IR, seja um fendmeno normal e “fisiologico”, pelo contrario,
indicam que ja esta presente uma sobrecarga beta-pancreatica (MATTHEWS,
2001; GELONEZE &TAMBASCIA, 2006; KURTOGLU et al, 2010).

1.3 FISIOPATOLOGIA DO DIABETES
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Diabetes €, segundo a Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD), uma doenca
cronica na qual o corpo ndo produz insulina ou ndo consegue empregar
adequadamente a insulina que produz. O tipo 1 é causado por destruicdo
progressiva das células-p das ilhotas pancreéticas, o que leva a insulinopenia e
a hiperglicemia (RODACKI et al, 2008). Entre o Tipo 1 e o Tipo 2, foi
identificado ainda o Diabetes Latente Autoimune do Adulto (LADA). Algumas
pessoas que sao diagnosticadas com o Tipo 2 desenvolvem um processo
autoimune e acabam perdendo células betas do pancreas. E ha também o
diabetes gestacional, uma condicdo temporaria que acontece durante a
gravidez (SBD, 2018).

Cerca de 90% das pessoas com diabetes tém o Tipo 2. Ele se manifesta mais
frequentemente em adultos, mas criancas também podem apresentar. Apesar
de a hiperglicemia ser a mais marcante caracteristica do diabetes,
especialmente no tipo 2, pode-se dizer que ela reflete a quebra na homeostase
entre duas propriedades: capacidade relativa de secrecdo de insulina pela
célula B pancredtica e grau de resisténcia a acdo da insulina em tecido
hepatico e muscular; a insulina, peptideo secretado pela célula B pancreatica
em resposta a elevacao glicémica no plasma, aumenta a captacao de glicose
pelos tecidos periféricos e suprime a producao e liberacdo hepatica de glicose.
Dessa forma, ocorrem habitualmente picos e vales alternantes nos niveis de
insulina e glucagon que ocorrem para manter a homeostase glicEmica. A
homeostase, ou tolerancia glicémica, depende de trés acbes altamente
coordenadas para ser mantida: estimulo a secrecdo insulinica; supressao da
producdo hepatica de glicose, mediada pela insulina; captacao da glicose por
tecidos periféricos, também mediada pela presenca e acdo da insulina (SBD,
2018).

1.4 GENETICA DO DIABETES TIPO 2

E de conhecimento comum que a obesidade est4d associada ao risco de
desenvolvimento do DM2. Embora, ha muito, seja observado clinicamente que

o diabetes sofre importante influéncia de fatores ambientais, especialmente a
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dieta, também é observado, ha décadas, que existe forte influéncia genética na
sua determinacao. A presenca de diabetes do tipo 2 em um parente de primeiro
grau aumenta o risco de diabetes em 2 a 4 vezes. Filhos de pai e mée
diabéticos tém 80% de risco de se tornarem diabéticos ao longo da vida (NIH,
201 KENNY et al, 1995; PIERCE et al, 1995). Outra evidéncia da influéncia da
genética na patogénese do diabetes € a grande diferenca de incidéncia e
prevaléncia em populagdes etnicamente diversas. Apesar de ser considerado a
influéncia genética na determinacdo do diabetes tipo 2, observa-se que,
mesmo em populacbes de alto risco genético para a doenca, ha fatores
ambientais que exercem enorme impacto e papel definitivo nessa equacéao. No
entanto, mesmo com a clara influéncia genética de determinantes do diabetes
tipo 2, a busca pelo isolamento desses fatores ainda esta em andamento. Isso
é tipico de doencas complexas, nas quais apesar de um individuo carregar
multiplos fatores de risco genéticos que o predisponham a doenca, pode ser
necessaria a associacao a fatores ambientais para que o processo patogénico
seja iniciado (TAYLOR, 2006).

A procura por genes candidatos por muito tempo foi focada em genes
codificadores de proteinas possivelmente envolvidas na fisiopatologia do
diabetes tipo 2, como desenvolvimento pancreatico, sintese, secre¢cao ou acao
da insulina (KOO et al, 2007). Até 2006, somente variantes nos genes KCNJ11
(potassium inwardly-rectifying channel, subfamily J, member 11) e PPARG
(peroxisome proliferator-activated receptor gamma) haviam sido relacionados
de forma consistente com o diabetes do tipo 2. O gene KCNJ11 codifica o
inwardly rectifying potassium channel (KIR6.2), subunidade do canal de
potassio ATP-dependente na célula beta pancreéatica. Mutacdes ativadoras
desse gene levam a uma forma grave e precoce de diabetes chamado diabetes
permanente neonatal, por insuficiéncia de secrecdo insulinica que tende a
responder a tratamento com sulfoniluréias, drogas que agem blogueando o
canal de potassio e permitindo a despolarizacdo celular e secrecao insulinica,
enquanto que mutacdes inativadoras do gene sdo associados com
hipoglicemia hiperinsulinémica também neonatal (BOULE et al, 2001). Ja o

gene PPARG codifica um membro da familia dos receptores nucleares ativados
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por proliferadores de peroxissomos, que modulam a expressdo génica de
diversos outros fatores proliferativos e metabdlicos, além de serem alvo das
drogas pertencentes a classe das tiazolidinedionas. Carreadores dos alelos de
risco do polimorfismo Prol2Ala desse gene apresentam importante resisténcia
a insulina em figado, musculo e gordura, aumentando o risco de diabetes na

populacao, dessa forma.

Muitos estudos demonstraram que o DM2 aumentou dramaticamente em
criancas e adolescentes em todo o mundo nos ultimos anos. Os resultados dos
estudos epidemiolégicos mostraram que a incidéncia de diabetes tipo 2 em
criancas e adolescentes tem um intervalo de 1-51/1000, dependendo do grupo
étnico (PULGARON, DELAMATER, 2014).

1.5 TCF7L2 E MECANISMOS FISIOPATOLOGICOS NO DIABETES TIPO 2

Um dos genes mais estudados associado ao DM2 é o TCF7L2 (transcription
factor 7-like 2) antigamente referido como TCF-4 (transcription factor 4).
Localizado no brago longo (g) do cromossomo 10, na posi¢cao 25.3 (10g25.3)
(figura 1) (Gene Cards, 2018), com forte associacdo com DM2 e diminuicdo de
secrecdo de insulina, € membro de uma familia de fatores de transcricdo na
qual se encontram outros genes, ndao-homdlogos, TCF-1 e TCF-2, também
chamados, respectivamente, de HNF1A e HNF1B (hepatocyte nuclear factor 1
homeobox A e B), responsaveis por quadros de diabetes monogénico (MODY,
ou Maturity-Onset Diabetes of the Young) (YANG et al, 2012; CHIEN et al,
2007).
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Figura 1: localizagdo do TCF7L2 (Gene cards)

O TCF7L2 é amplamente expresso e intimamente envolvido com a cascata de
sinalizacdo Wnt, cujo termo advém da combinacdo de Wg (wingless) e INT,
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genes que codificam proteinas de integragcdo. O gene wingless foi
originalmente identificado em estudos de embriogénese em Drosophila. A
traducdo da via Wnt é uma das vias centrais que controlam o crescimento e
diferenciagcdo dos organismos (WANG et al, 2015; VAN DER KROEF et al.
2016). Em um dos principais ramos da via Wnt, chamado via candnica, Wnts se
ligam a receptores frizzled em conjunto com correceptores da familia LRP
(Leucine-responsive Regulatory Protein). A ativacao resultante da via previne a
fosforilagdo da [-catenina e sua degradacdo subsequente. A (- catenina
estabilizada transloca-se para dentro do nucleo onde ela interage com fatores
de transcricdo da familia TCF para ativar a expressdo de genes- alvo do
TCF7L2. Em conclusdo, acredita-se que a regulacdo controlada desse
mecanismo de sinalizacdo leva a proliferacdo e diferenciagcdo normais em
tecidos-chave para a patogénese do diabetes tipo 2, como o adiposo e,
possivelmente, o pancreas endocrino (FLOREZ, 2007, WELTERS E
KULKARNI, 2008; KAMINSKA; PIHLAJAMAKI, 2013).

Dentre os polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) do gene TCF7L2
associados ao risco de DM2 estdo rs7903146, rs7901695, rs12255372,
rs11196205 rs7895340 e rs4506565 (PENG et al, 2013). O SNP rs7903146,
localizado no intron 3 do TCF7L2, consiste de uma transicdo de C (citosina)
para T (timina) (HSIAO; LIN, 2016). O alelo de risco T estd associado com uma
reducdo do funcionamento das células B, aumento da glicose em jejum e
diabetes tipo 2 (FREATHY et al., 2007, 2010). Atualmente, o SNP rs7903146
C> T é o locus mais fortemente associado ao risco de DM2 em nivel
populacional (ASSMANN et al, 2014; TONG et al, 2009; CAUCHI et al, 2006;
MARQUEZINE et al, 2008; HELGASON et al, 2007).

Florez et al. (2006) demonstraram que pacientes com o genétipo TT do SNP
rs7903146 eram mais propicios a progredirem para diabetes, comparados aos
com genotipo CC. Os portadores do alelo T em rs7903146 apresentavam
niveis significativamente mais baixos de secrecdo de insulina do que o0s
homozigotos CC. Uma meta-analise sobre o gene TCF7L2, corroborou a
significancia do alelo T rs7903146 e o DM2. (CAUCHI et al, 2006).
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Foi demonstrado que pessoas homozigotas para as variantes que predispdem
ao diabetes apresentam quadro de intolerancia a glicose administrada por via
oral, mas nao intravenosa, o qual sugere a presenca de um defeito no eixo
enteroinsular, dependente de incretinas, entre as quais uma das principais € o
glucagon-like peptide 1 (GLP-1). O eixo enteroinsular € a rede de comunicacéo
neural e enddcrina entre intestino delgado e pancreas que potencializa a
liberacdo de insulina em resposta a alimentagcdo. H& relatos de que a
heterodimerizacdo do TCF7L2 com a [-catenina poderia modular a producao

de proglucagon intestinal, um dos precursores do GLP-1 (YI et al, 2005).

Também ha dados que demonstram outras caracteristicas metabdlicas
importantes em portadores do alelo T de risco para o polimorfismo rs7903146,
como reduzida capacidade de secrecdo insulinica pela célula 3 pancreatica,
reduzido efeito incretina e aumento na taxa de gliconeogénese hepatica,
especialmente nos homozigotos para o alelo de risco. A expresséao do TCF7L2
em ilhotas humanas foi 5 vezes maior em diabéticos, particularmente nos
homozigotos para o alelo T, o que foi associado a reducdo da secrecdo de
insulina estimulada por glicose nessas células, reforcando o envolvimento do
gene na patogénese do diabetes (LYSSENKO et al, 2007).

A idade média de inicio do DM2 em jovens é de 13 anos de idade
(ROSENBLOOM et al, 2008; ADA, 2000). Antes de meados dos anos 90,
poucas criancas com diabetes (cerca de 1-2%) foram classificadas como
portadoras de DM2 (PULGARON, DELAMATER, 2014).

No entanto, como a obesidade tem crescido nos ultimos anos, a incidéncia de
diabetes de todos os jovens diagnosticados aumentou 25-45%. Em estudos
publicados no final da década de 1990 nos Estados Unidos, os jovens
diagnosticados com DM2 aumentaram drasticamente, representando 33-45%
de todos os novos casos de diabetes, com a maioria deles sendo obesa,
minoria étnica e tendo uma histéria familiar positiva de DM2. Do mesmo modo,
os casos de DM2 entre os jovens no Reino Unido e na india aumentaram
rapidamente nos ultimos anos (PULGARON, DELAMATER, 2014).
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A comorbidade mais comum do DM2 na juventude € a obesidade
(ROSENBLOOM et al, 2008; ADA, 2000). Existe uma forte relagdo entre as
taxas crescentes de obesidade observadas nas ultimas décadas com o
aumento da incidéncia de diabetes tipo 2 em criangas e adolescentes
(PULGARON, DELAMATER, 2014). Estudos indicam que mais de 85% das
criancas com diabetes tipo 2 tém excesso de peso ou sdo obesas no momento
do diagnostico (ROSENBLOOM et al, 2007; ADA, 2000).

O controle glicémico comeca a se deteriorar dentro de dois anos apds o
diagndstico. O prognéstico a longo prazo de jovens com DM2 n&o € conhecido
atualmente, mas estima-se que esses jovens podem ter uma perda de até 15
anos de expectativa de vida e um risco aumentado de complicagcbes graves de
salude no momento em que atingem os 40 anos, dependendo do nivel de
controle glicémico (PULGARON, DELAMATER, 2014).

E inquestionavel a necessidade de programas para prevencdo de doencas
associadas a obesidade, considerando que esta prejudica a saude metabdlica
e isoladamente aumenta a mortalidade. E possivel que certos polimorfismos

estejam associados a diferentes respostas a mudancas no estilo de vida.

Evidencias sugerem que TCF7L2 é o principal regulador da producédo e
processamento de insulina nas ilhotas pancreaticas. Tem um papel central na
coordenacao da expressao e subsequente processamento de pré-insulina para
formacdo de insulina madura através de diversos genes alvo do TCF7L2 e vias
regulatorias (LIN et al.,2016; ZHOU et al., 2014). Além disso, tem uma grande
influéncia no funcionamento das células B e na secrecdo da insulina
(YAGHOOTKAR; FREATHY, 2012).

O alelo de risco T esta associado a uma reducédo do funcionamento das células
B, aumento da glicose em jejum e diabetes tipo 2 (FREATHY et al., 2007,
2010). Como o visto por Dabelea et al (2011), os jovens podem ter frequéncias
mais altas do alelo de risco do que os observados em casos de adultos. Jovens
com excesso de peso tem mais riscos de se tornarem jovens obesos. A relacao
gene-resposta € relevante para compreender os mecanismos de regulagdo do

peso corporal que podem auxiliar no desenvolvimento de programas de
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prevencdo de DM2. Genes envolvidos na regulacdo da adiposidade corporal e
metabolismo da glicose podem potencialmente influenciar a resposta a

intervengbes em hébitos de vida.

A hipotese do presente trabalho é a de que o polimorfismo rs7903146 do gene

TCF7L2 esteja relacionado a adiposidade corporal e as alteracbes na

homeostase da glicose em criancas.

Espera-se posteriormente que marcadores genéticos possam auxiliar na
identificagdo de individuos com maior chance de se beneficiarem de
intervencdes sobre seus habitos de vida, direcionando para uma abordagem
preventiva e mesmo terapéutica, cada vez mais alvo molecular, a individuos de
risco. Além do fato, de que hd uma necessidade crucial de estratégias que
integrem informacgd@es fisiolégicas e com descobertas genéticas para entender

melhor os caminhos bioldgicos e resposta a drogas, isto €, a farmacogenética.

Tendo em vista o0 sucesso limitado em estudos farmacogenéticos de resposta a
sulfoniluréia e metformina, dois dos medicamentos mais prescritos para o
tratamento do DM2 com milhdes de usuérios em todo o mundo (SRINIVASAN
et al, 2018).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Analisar o polimorfismo rs7903146 no gene TCF7L2, em adolescentes
matriculados na rede estadual de ensino da Regido Metropolitana da Grande
Vitéria-ES, com a finalidade de verificar se ha associacdo entre esse SNP e
parametros da homeostase da glicose e excesso de peso.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar a distribuicdo das frequéncias alélicas e genotipicas do
polimorfismo rs7903146 do gene TCF7L2 nos grupos estudados;

e Verificar se had associacdo do polimorfismo do gene TCF7L2 e a
variabilidade dos parametros antropométricos e bioquimicos, bem como

parametros da homeostase da glicose e excesso de peso.
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3 METODOS

3.1 AMOSTRA E DADOS CLINICOS

Para a avaliacdo das caracteristicas relativas aos parametros da
homeostase da glicose da populacdo com o polimorfismo do gene
TCF7L2, utilizou-se dados previamente coletados e armazenados em
laboratorio, provenientes do estudo “Prevaléncia de sobrepeso e obesidade
em adolescentes no Estado do Espirito Santo e sua associacdo com algumas
variaveis da sindrome metabdlica”, o qual avaliou amostras de criancas e
adolescentes da Regido Metropolitana da Grande Vitéria (RMGV), ES,
Brasil, serdo descritas a seguir. Uma descricdo ainda mais detalhada da
estratégia de recrutamento amostral foi publicada previamente (SILVA,
2017).

3.1.1 Populacédo de Criancas e Adolescentes da Regidao Metropolitana
de Vitéria

Os individuos que participaram do estudo epidemioldgico, transversal e de
base populacional “Prevaléncia de sobrepeso e obesidade em adolescentes
no Estado do Espirito Santo e sua associacdo com algumas variaveis da
sindrome metabdlica”, cujo objetivo foi determinar a prevaléncia de excesso
de peso, sindrome metabodlica e associacbes com os fatores de risco
cardiovascular em adolescentes de 10 a 14 anos matriculados em escolas
publicas estaduais distribuidas em sete municipios da Regido Metropolitana
de Vitéria — ES, Brasil. Esses adolescentes apresentaram o mesmo status
socioecondmico e foram recrutados aleatoriamente, sendo excluidos aqueles
com obesidade secundaria, doencas inflamatérias agudas ou crdnicas ou em

uso de corticosteroide e/ou anti-inflamatorio.

AvaliacOes fisicas cuidadosas foram realizadas na propria escola, entre agosto
de 2012 e outubro de 2013. Foram obtidos os dados antropométricos (peso,
estatura, perimetros corporais, dobras cutdneas e de composi¢cdo corporal),
aferida a pressao arterial e realizada coleta de 10 mL de sangue venoso, apds
jejum de 12 horas, para avaliacédo laboratorial dos niveis séricos de glicose,

insulina, e estudo molecular.



28

Para a classificacdo de raca foi adotado o sistema classificatério proposto pelo
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) (2008), que emprega cinco
categorias de cor ou raga (branca, preta, amarela, parda ou indigena), sendo
utilizado o método de auto declaragéo de pertenca para identificacdo racial.

Para classificacdo do estado nutricional foi considerado o indice de massa
corporea por Idade (IMC/lI), em escore Z, referente as curvas de IMC
especificos para idade e sexo de acordo com Organizacdo Mundial de Saude
(2007), utilizando-se o software WHO AnthroPlus versdo 1.0.33. Foram
incluidas no grupo com excesso de peso 0s adolescentes que apresentaram
escore Z - IMC =2+1 e no grupo sem excesso de peso aqueles com Z - IMC <
+1.

A glicose foi dosada no equipamento Dimension (Siemens Healthcare
Diagnostics inc®) por meio do kit GLUC Flex e método enzimatico
colorimétrico, considerando ponto de corte de glicemia de jejum alterada = 100
mg/dL, pré-diabetes com glicemia de Jejum alterada entre 100-125 mg/dl e
Diabetes com glicemia de jejum alterada = 126 mg/dl segundo a International
Diabetes Federation / International Society for Pediatric and Adolescente
Diabetes (IDF/ISPAD, 2011). A Insulina foi analisada no equipamento Architect
(Abbott Laboratories®) que utiliza Kit reagente Architect Insulin e método de
guimioluminescéncia, considerando insulina aumentada = percentil 90,
segundo estadio puberal e género. Para a estimativa da sensibilidade a
insulina em jejum (HOMA%S), resisténcia a insulina (HOMA-IR) e funcéo
da célula beta pancreatica (HOMA-%p) foi utilizado o “HOMA Calculator”,
versao 2.2.1, desenvolvido pela Oxford University (FERREIRA et al, 2018).

3.2 GENOTIPAGEM DO POLIMORFISMO rs7903146 DO GENE TCF7L2

O DNA genbmico foi extraido de amostras de sangue periférico de acordo
com o protocolo de Miller (1988). Para amostras com quantidade de sangue
inferior a 2 ml foi utilizado o Kit comercial Puregene (Qiagen®). Para cada
amostra, duas reacdes de PCR (Polymerase chain reaction) foram realizadas
em paralelo, uma com os primers rs7903146 C e rs7903146 R e uma outra

com os primers rs7903146 T e rs7903146 R, que estdo descritos na Tabela



29

1.0 DNA foi amplificado por PCR usando primers sintéticos alelo-especifico
de acordo com o protocolo de Dutra et al, 2008 modificado (desnaturacao
inicial por 5 minutos e 95°C, seguido por 35 ciclos de 40 segundos a 95°C, 1
minuto a 55°C e 40 segundos a 72°C; extensdo final por 10 minutos a
72°C). Os produtos da reacdo de PCR foram analisados por eletroforese em
gel de poliacrilamida (12%), visualizados pela coloracdo em nitrato de prata a
0,1%, os alelos foram determinados com marcador de peso molecular (100 bp

ladder, Invitrogen®).

A presenca de uma banda 205-bp no PCR C ou T indicou a presenca do
alelo. A amostra foi considerada negativa quando ndo houve visualizacéo da
banda do alelo no gel. Controles positivos e negativos foram utilizados. Como
o0 material inicial para cada reacdo de genotipagem alelo-especifica foi
proveniente da mesma amostra de DNA, uma foi utilizada como controle
positivo para a outra na deteccdo de resultados falsos negativos

secundérios a falha na extracdo ou a presenca de inibidores.

Tabela 3. Primers para a genotipagem C/ T de rs7903146 por PCR alelo-especifico.
Fonte: DUTRA et al, 2008 (modificado).

Primer Sequéncia 5’-3’ Descricéo
rs7903146 GAACAATTAGAGAGCTAAGCACTTTTTAGAAA Primer forward
C C especifico para
deteccao do alelo
C
rs7903146 T GAACAATTAGAGAGCTAAGCACTTTTTAGAGAT Primer forward
especifico
para deteccéo
doaleloT
rs7903146 R AGATGAAATGTAGCAGTGAAGTGC Primer reverso
comum

3.3 ANALISE ESTATISTICA

Foram analisadas informagfes antropométricas e clinicas dos individuos da

amostra para verificar se o polimorfismo em questdo estava associado a
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parametros como: raga, sexo, IMC, glicemia, HOMA-IR. Apé6s a genotipagem
os adolescentes foram divididos em dois grupos: sem excesso de peso e com
excesso de peso. As frequéncias alélicas foram obtidas por contagem génica e
testadas quanto ao equilibrio de Hardy-Weinberg (HW) através do teste de qui-

quadrado.

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o programa SPSS versao
23.0 e a escolha dos testes ndo paramétricos se deu devido a distribuicdo ndo
normal dos dados verificado através do teste de Kolmogorov-Smirnov.
Associacbes entre variaveis qualitativas foram realizadas pelo teste qui
quadrado ou exato de Fischer (valor esperado menor que 5). Avaliamos os
gendtipos CC, CT e TT separadamente, e depois o CT e TT em combinacéo.
Utilizando o teste de Mann-Whitney para variaveis quantitativas. As variaveis
laboratoriais e antropométricas foram analisadas no total de individuos com
0s genodtipos CC, CT e TT utilizando o teste Kruskal-Wallis. Um valor de

p<0,05 foi considerado significativo.
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4 RESULTADOS
4.1 GENOTIPAGEM DO POLIMORFISMO rs7903146 DO GENE TCF7L2

Foram genotipados 312 criangas (com mediana de idade de 12 anos), sendo
223 (71,5%) sem excesso de peso e 89 (28,5%) com excesso de peso. O
grupo foi representado por 119 criancas do sexo masculino e 193 do sexo
feminino. Nenhum escolar apresentou diabetes. Hiperinsulinemia foi vista em
66 adolescentes. Foram eliminadas 14 criangas que apresentaram glicemia em
jejum alterada (=100 mg/dL) seguindo a Federagéo Internacional de Diabetes

como parametro.

A tabela 4 mostra os parametros investigados do metabolismo de glicose em

nossa amostra de estudo.

Tabela 4. Estatistica descritiva da idade, IMC e parametros do metabolismo da glicose
em 312 criangas com e sem excesso de peso.

Mediana Interquartil
IDADE (anos) 12,7 11,8-13,6
IMC/KG m2 19,1 17,3-22,0
IMC/z 0,1 -0,5-1,3
GLI (mmoliL) 4,8 4,6-5,1
INS (mcU/mL) 11,6 8,6-16,5
HOMA-IR 1,7 1,3-2,4
HOMA-B8% 152,7 120,8-194,3
HOMA-S% 59,4 41,4-80,2

INS= Dosagem de insulina

4.2 TESTE DE ASSOCIACAO

De 312 criancas, 98 eram homozigotas CC (31,4%), 188 heterozigotas (60,3%)
e 26 eram homozigotas TT (8,3%). Nao consistente com o equilibrio de Hardy —
Weinberg (p= <0,001).
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N&o houve associacdo entre os genoétipos e modelos genéticos de heranca
com os niveis de glicose em jejum, insulina, HOMA-IR e HOMA-S% na amostra
total (tabela 5).

Os niveis de HOMA-B% foram associados aos genotipos no grupo com
excesso de peso, sendo encontrados valores menores em criangas com
gendtipo CT ou TT (p= 0,034) também observado no modelo dominante
(CT+TT p= 0,013), que testa a associacdo com a presenca de pelo menos um
alelo T (tabela 6).
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Tabela 5. Distribuicdo genotipica nos parametros de metabolismo da glicose e testes de associacdo com gendtipos rs7903146 em TCF7L2.

CcC CT TT p(3grupos) p(CCvsCT+TT)
n (%) 98 (31,4%) 188 (60,3%) 26 (8,3%)

IDADE/ANOS 12,6 (11,8-13,6) 12,8 (11,8-13,6) 12,8 (12,1-13,7) 0,537 0,527
IMC(kgm?)/idade 19,0 (16,8-20,2) 19,2 (17,5-22,5) 19,4 (17,6-22,0) 0,229 0,090
Glicose de Jejum (mmol/L) 4,8 (4,5-5,0) 4,9 (4,6-5,1) 4,7 (4,5-4,9) 0,132 0,313
INS (mcU/mL) 11,4 (8,0-16,4) 11,7 (8,6-16,6) 12,6 (8,7-17,8) 0,763 0,549
HOMA-IR 1,6 (1,2-2,3) 1,7 (1,3-2,4) 1,8 (1,3-2,5) 0,739 0,480
HOMA-B8% 155,2 (119,5-195,5)  149,8 (120,8-193,1) 161,7 (135,9-210,5) 0,573 0,793
HOMA-S% 61,2 (43,2-86,7) 59,3 (41,4-79,0) 56,0 (39,5-77,5) 0,739 0,482

As caracteristicas foram apresentadas como mediana (em paréntesis estdo o primeiro e o terceiro interquartil). P<0 05 foi considerado significativo.

INS= Dosagem de insulina.



Tabela 6. Caracteristicas de HOMA-IR, HOMA-3% e HOMA-S% entre os gendtipos e modelos de heranca.

34

SEM EXCESSO DE PESO

CcC CT TT p (3 grupos) p (CCvsCT+TT) p (TTvsCT+CC) n
HOMA-IR 1,48 (0,36-3,34) 1,51 (0,43-6,17) 1,53 (0,75-3,09) 0,436 0,199 0,844
HOMA-B% 146,20 (50,10-294,70) 144,70 (63,80-478,30) 155,50 (83,00-394,20) 0,566 0,498 0,343 223
HOMA-S% 67,50 (29,90-278,40) 66,40 (16,20-230,90) 65,70 (32,40-133,20) 0,442 0,202 0,844

COM EXCESSO DE PESO

CcC CT TT p (8grupos) p (CCvsCT+TT) p (TTvsCT+CC) N
HOMA-IR 2,50 (1,12-5,88) 2,08 (0,44-4,81) 2,48 (1,31-3,53) 0,239 0,118 0,736
HOMA-8% 206,85 (111,70-387,50) 177,10 (55,90-343,90) 194,05 (112,20-280,60) 0,034 0,013 0,818 89
HOMA-S% 40,15 (17,00-89,40) 48,00 (20,80-227,50) 40,30 (28,30-76,20) 0,238 0,118 0,731

As caracteristicas foram apresentadas como mediana (em paréntesis estdo o minimo e o maximo valor). p<0 05 foi considerado significativo.



35

5 DISCUSSAO

A prevaléncia da obesidade cresceu entre criangas e adolescentes (Xu and Xue,
2016; Shloim et al, 2015), atingindo no Brasil aproximadamente 6% (IBGE, 2010)
despertando enorme preocupacgdo, uma vez que jovens obesos sdo mais propensos
a se tornarem adultos obesos (Giovaninni et al, 2014). Neste trabalho verificamos
gue o modelo genético dominante (CT+TT X CC) para o polimorfismo rs7903146,

junto com o0 HOMA-% esta associado ao excesso de peso em adolescentes.

Nossas andlises mostraram que o modelo genético dominante (CT+TT x CC) para o
SNP rs7903146 néo difere entre os grupos de IMC/Idade nos adolescentes (tabela
5). Como o SNP rs7903146 influencia a composicéo corporal ainda nao esta claro e
requer mais estudos, principalmente quanto ao fendtipo, que de acordo com
algumas evidencias, muda com a idade e depende de outros fatores (Korner et al,
2007; Zhao et al, 2010; Barker et al, 2011, Phillips et al 2012).

Dabelea et al (2011) propde que variagbes do TCF7L2 levem ao diabetes tipo 2 por
uma deficiéncia na secrecao de insulina, ao invés de resisténcia a insulina. Em seu
estudo, jovens afro-americanos (AA) apresentaram frequéncias mais altas do alelo
de risco do que os observados em casos de adultos. A associacdo de TCF7L2 e
diabetes tipo 2 na juventude é independente do IMC. De modo que, a variacdo do
TCF7L2 esta fortemente associada com um risco aumentado de diabetes tipo 2 de
inicio precoce entre jovens AA nos EUA. Esta associacdo € independente de
obesidade, com o tamanho do efeito sendo maior do que visto em adultos. Em
nosso estudo o HOMA-B foi associado ao genotipo somente nas criangcas com
excesso de peso, sugerindo uma associacado contexto dependente, como sugerido
por alguns autores (LI et al 2018; SRINIVASAN et al 2018; CHEN et al 2018).

O TCF7L2 codifica um fator de transcricdo envolvido na sinalizacdo Wingless type
(Wnt) catenina-dependente (Wang et al, 2015; Van der Kroef et al, 2016). A traducao
da via Wnt esta associada com a embriogénese, desenvolvimento das ilhotas
pancreaticas e adipogénese (Yang et al, 2012; Chien et al, 2007). A perda de funcéo

do TCF7L2 inativa a via Wnt promovendo adipogénese, de forma que o aumento da
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adiposidade, verificada pelo IMC, € um grande fator de risco para desenvolvimento

de dislipidemias, resisténcia a insulina, hiperinsulinemia e DM2 (Ferreira et al, 2010).

Ferreira et al (2018), mostraram que portadores do alelo rs7903146 T do gene
TCF7L2 apresentam menores concentracdes plasmaticas basais de peptideo C do
que os ndo portadores, com concentracfes plasmaticas similares de glicose e
glucagon. Estes dados estdo de acordo com os de outros estudos que sugerem que
o efeito diabetogénico associado com TCF7L2 pode ser expresso ha secregado de

insulina.

Ferreira et al, (2018) postula a hipdtese de que para explicar esses resultados as
variantes no TCF7L2 perturbam a adipogénese e/ou o adipdcito alterando a funcéo
de regulacéo transcricional PPARG levando a deposicéo de triglicérides em tecidos
periféricos (isto é, figado e musculo) resultando em resisténcia ou que o defeito na
secrecdo de insulina seria exacerbado por AGL gerando uma resisténcia a insulina

induzida.

E possivel que com o aumento da idade, os adolescentes que possuem duas copias
do alelo rs7903146 T sofram faléncia das células B pancreaticas, passando ou néo
por uma prévia resisténcia insulinica, que leva a hiperinsulinemia e se convertam em
diabéticos, conforme alguns trabalhos tem indicado (Cauchi et al, 2006; Cauchi et al,
2008; Barker et al, 2011; Zhao, 2010; Korner et al, 2007; Raitakari et al, 2007).

Desde os estudos Genome wide association study (GWAS) do gene TCF7L2 e DM2
(Grant et al, 2006; Florez et al, 2006) este gene tem sido muito estudado, com
evidéncias de associacdo com niveis de insulina, resisténcia a insulina, glicose de
jejum, IMC, gordura no figado, (Haupt et al, 2010; Gjesing et al, 2011; Cauchi et al,
2008; Pujadas et al, 2016; Yang et al, 2012; Costa, 2014; Grant et al, 2006; Florez et
al, 2006; Groves et al, 2006) em popula¢cdes adultas europeias (Mota et al, 2012;
Scott, 2007; Florez, 2006), porém com relatos conflitantes sobre o impacto do
TCF7L2 no aumento do risco de diabetes, principalmente em grupos étnicos
diferentes do europeu (Yang et al, 2012; Lyssenko, 2007; Lee, 2016, Barros et al,

2014). Em populagcbes pediatricas, o excesso de gordura corporal também tem
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mostrado forte associagdo com varias comorbidades (Ferreira et al, 2013),

principalmente alterac6es no metabolismo da glicose.

A resisténcia insulinica na infancia é preditora de resisténcia insulinica no adulto,
esta associada fortemente a gordura corporal, variando de acordo com o IMC
(Sinaiko et al, 2005). E possivel que nossos resultados indiquem que adolescentes
com excesso de peso pode haver tendéncia a apresentarem HOMA-IR e HOMA —
% alterados. Roth et al. (2012) descreve que gendtipos TT e CT ndo estavam
presentes na maioria dos pacientes que apresentaram HOMA-IR elevado, o indice
HOMA-B % foi maior em homozigotos TT o que indica TCF7L2 para ser um gene de
susceptibilidade para o desenvolvimento de tolerdncia a glicose diminuida em
criancas obesas demonstrado em varios estudos de coorte adultos. Diferente do
observado em nosso estudo, onde os indices HOMA-B % foram menores em

portadores do alelo T.

A partir do trabalho pioneiro de Korner et al, 2007 em criancas e adolescentes,
outros estudos foram realizados e assim como em adultos, os resultados da
associacdo do TCF7L2 e DM2 sao conflitantes. Raitakari et al, 2007 trabalhando
com adolescentes finlandeses com faixa etaria semelhante aos adolescentes deste
estudo, sugerem que portadores do alelo T possuem maior prevaléncia de
intolerancia a glicose, porém a glicemia de jejum e a insulina ndo diferiram entre os

gendtipos, semelhante aos nossos resultados possivelmente devido a idade.

Em adolescentes alemdes Korner et al (2007) também demonstraram que o0s
modelos dominante e aditivo estdo associados com niveis aumentados de glicose de
jejum. Roth et al, (2008) encontraram diferencas marginais entre 0s genotipos e a
glicemia. O alelo T rs7903146 também foi associado com niveis de glicose
elevado no sangue, nos trabalhos de Giannini et al (2014); Barker et al (2011);
Zahao et al (2010), indicando que variantes do TCF7L2 conferem um maior risco de

comprometimento do metabolismo da glicose na infancia e adolescéncia.

Auséncia de associacdo foi relatado por Reinehr et al (2008); Roth et al
(2008) e Marquezini et al (2009). Dabelea et al (2011) encontraram associagao entre
o alelo T do gene TCFL2 e DM2 em adolescentes com descendéncia afro-americana
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e idade média de 15.9 anos, mas ndo em brancos n&o-hispanicos. Nossos
resultados ndo mostraram associacdo dos genotipos do SNP rs7903146 com
glicemia de jejum, no entanto houve associacao entre HOMA — % e o

gendtipo e modelo de herangca dominante.

HOMA-B € o método mais utilizado para estimar a secrecao de insulina, através da
estimativa da funcéo da célula beta a partir dos valores de insulina e da glicemia em
jejum, que refletem o balanco entre a producédo hepéatica de glicose e a secrecéo de
insulina. Segundo o método, essa relacdo é mantida por um mecanismo de

retroalimentacgéo (feedback) entre o figado e as células beta.

Quando os resultados de HOMA estdo acima dos valores de referéncia, quer dizer
gue existe maior chance de desenvolver doencas cardiovasculares, sindrome
metabdlica ou diabetes tipo 2, por exemplo. No diabetes mellitus tipo 2 a funcéo
beta-celular estd reduzida em 50% no momento do diagnéstico. Estima-se que esta
perda de funcédo tenha inicio 10-12 anos antes (VENCIO et al, 2013).

Em nosso estudo, os niveis de HOMA-B foram menores para portadores do alelo T
com excesso de peso (p=0,034). Resultado semelhante foi encontrado por Dabelea
et al (2011), que observaram em adolescentes com descendéncia afro-americana e
em brancos ndo-hispanicos sem DM2 que, apenas o0s niveis de glicose foram
maiores em portadores do alelo T, embora houvesse uma tendéncia ndo significativa

para niveis mais baixos de HOMA-B (p=0,09) em portadores do T.

Neste estudo ndo encontramos relacdo dos gendtipos com sexo, racga, glicose e
valores de HOMA-IR. Estes dados corroboram com o estudo de Reinehr et al (2008)
com criancas e adolescentes caucasianos, no qual sexo, insulina, glicose, HOMA-IR
nao diferiram entre os gendtipos. Roth et al (2008), também ndo encontraram
associacao entre os genotipos e valores de HOMA-IR em adolescentes. Marquezine
(2009) nédo observou associacdo com a glicemia e indice resisténcia a insulina

(HOMA-IR) em criangas da regiao de Itapetininga — SP, Brasil.

O equilibro de Hardy Weinberg € um principio importante da genética das
populacdes. Desvio desse equilibrio tem sido considerado como um indicador de

que os alelos ndo foram segregados de forma independente, o que pode indicar um



39

cruzamento ndo aleatério, pequeno numero amostral, ou uma mutagao recente que
ainda ndo atingiu o equilibrio, como pontuado por Namvaran et al (2011). No
presente estudo, o desequilibrio pode ser explicado pelo pequeno nimero amostral

e pela diversidade étnica da populacéo.

Alguns fatores podem ter interferido com os achados do presente estudo. Em
primeiro lugar, podemos apontar 0 nosso numero amostral e a auséncia de
individuos diabéticos. Em segundo lugar a origem racial dos individuos neste estudo
foi autodeclarada e ndo podemos desconsiderar a possibilidade de estratificacdo
populacional, é importante mencionar que a alta frequéncia de heterozigotos
observada em nosso estudo e no de Marquezine et al (2008) seja devido a
heterogeneidade da populacdo brasileira, caracterizada por alto grau de
miscigenacdo oriunda do nosso processo de colonizacdo com imigrantes dos

continentes europeu, africano e indigenas (Barros et al, 2014).

Visto que os estudos presentes na literatura utilizam adultos como foco de estudo,
em sua grande maioria, populacdes de origem europeia para as analises da
influéncia da genética na homeostase da glicose, é de extrema importancia o
desenvolvimento de pesquisas com essa mesma finalidade em outros grupos

étnicos e em criancas, como o realizado no presente estudo.

Uma limitacdo pode ter sido o nUmero de amostras e, portanto, é aconselhavel a
realizacdo de estudos posteriores que envolvam uma quantidade maior de
participantes. Também, ndo podemos excluir que a interacdo do TCF7L2 e fatores
como dieta e atividade fisica, ndo avaliados neste estudo, possam influenciar no
risco aumentado de obesidade nesses adolescentes. E por fim, embora o SNP
rs7903146 seja a variante mais frequentemente associada ao DMZ2, devemos
ressaltar a possibilidade de que outros polimorfismos neste gene possam contribuir
para associacdes significativas com as alteracdes do metabolismo da glicose e DM2

na nossa populacao.
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6 CONCLUSOES

Foi observado em nosso estudo associacdo entre o polimorfismo rs7903146 e
alteracdes precoces do metabolismo da glicose e ao risco aumentado em criancas

com sobrepeso no modelo dominante.
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