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RESUMO

BRIDE, L.L. Estudo de associagdo das variantes dos genes TCF7L2 e ADIPOQ
com diabetes, obesidade e longevidade em uma coorte de idosos de Séo
Paulo. 2021. 134f. Tese (Doutorado em Biotecnologia) — Programa de POs-
Graduacdo em Biotecnologia, UFES, Espirito Santo. Brasil.

Diabetes mellitus (DM) e obesidade sdo doencas complexas que afetam diretamente
a qualidade e expectativa de vida dos idosos em todo o0 mundo no século atual.
Muitas sé@o as evidéncias incontestaveis de que fatores genéticos desempenham um
papel crucial na predisposicdo para essas doengas e, por isso, a investigagao de
biomarcadores genéticos mostra-se uma importante ferramenta para o avancgo
biotecnoldgico das alternativas preventivas e terapéuticas para doencas complexas,
contribuindo também em maior qualidade de envelhecimento e longevidade. Os
genes TCF7L2 e ADIPOQ codificam importantes proteinas participantes em
processos metabdlicos e tém sido amplamente reportados em estudos de
associacdo com diversas comorbidades. Assim, 0os objetivos priméarios deste estudo
foram avaliar a associac¢do do polimorfismo rs7903146 do gene TCF7L2 com a DM2
e obesidade, e também, dos SNPs rs17300539 (-11391G/A), rs266729 (-11377G/C),
rs2241766 (+45T/G) e rs1501299 (+276 G/T) do gene ADIPOQ com a longevidade.
Mais de 1.000 participantes de uma coorte de idosos denominada SABE (Saude,
Bem-Estar e Envelhecimento) foi acompanhada durante 10 anos (2000 a 2010) e
tiveram seus dados antropométricos, clinicos e genéticos coletados ao longo deste
periodo. Os gendtipos TCF7L2 e ADIPOQ foram obtidos do banco de dados do
Arquivo Brasileiro Online de MutacGes (ABraOM). Modelos de regresséo logistica e
outras analises estatisticas foram realizadas e nossos principais achados foram: a
associacéo do alelo T do SNP rs7903146 do TCF7L2 com o risco para DM2 em uma
relacdo inversamente proporcional ao status do IMC; o alelo C do SNP rs7903146
do TCF7L2 aumentou o fator de risco para obesidade; contribuicdo da variante
rs2241766 para longevidade; associagcdo da variante rs1501299 com menor
probabilidade para longevidade; haplotipo “T/T” das variantes rs2241766 e
rs1501299 mostrou associacdo a menor chance para longevidade, enquanto que o
haplétipo “G/G” das mesmas variantes esteve associado a maior chance para
longevidade. Quando os géneros foram considerados, detectamos associacdes mais
significativas do rs7903146 do TCF7L2 com diabetes em homens, enquanto que
valores mais significativos na associacdo das variantes ADIPOQ com a longevidade
foram observadas em mulheres. Deste modo, o presente estudo confirma que o
SNP rs7903146 no TCF7L2 esta associado com diabetes e obesidade, e também,
gue variantes no ADIPOQ estdo associados a longevidade em nosso coorte de
idosos.

Palavras-chave: polimorfismos, genes, diabetes, obesidade, longevidade, idosos.



ABSTRACT

BRIDE, L.L. Association study of genetic variants in TCF7L2 and ADIPOQ
genes with diabetes, obesity and longevity in an elderly cohort from S&o Paulo.
2021. 134p. Thesis (Doctoral in Biotechnology) - Postgraduation Biotechnological
Programme, UFES, Espirito Santo. Brazil.

Type 2 diabetes mellitus (DM2) and obesity are complex diseases directly related to
the quality and expectancy of life of elderly across the world in the current century.
There are several reports that genetic factors play a crucial role in the risk for
complex diseases. Therefore, the investigation of genetic biomarkers is an important
biotechnological tool for the prevention and treatment of complex diseases, also for
better healthy aging and lifespan. The TCFL72 and ADIPOQ genes encode important
proteins participating in metabolic processes and these genes have been widely
described by association studies. Thus, the main objectives of this study were to
evaluate the association of the rs7903146 polymorphism in TCF7L2 gene with DM2
and obesity, as also the relation of the SNPs rs17300539 (-11391G/A), rs266729 (-
11377G/C), rs2241766 (+45T/G) and rs1501299 (+276 G/T) in ADIPOQ gene with
longevity status. More than 1,000 participants from an elderly cohort named SABE
(Saude, Bem Estar e Envelhecimento - Health, Welfare and Aging) were evaluated
over 10 years (2000 to 2010) and the anthropometric, clinical and genetic data were
collected during this period. The TCF7L2 and ADIPOQ genotypes were extracted
from the ABraOM (Online Archive of Brazilian Mutations) database. Logistic
regression models and additional statistical analysis were performed and the main
findings were: the association of TCF7L2 rs7903146 T allele with the risk for DM2 in
inverse relation to the BMI status; the TCF7L2 rs7903146 C allele increased the risk
for obesity; Association of the ADIPOQ variants rs2241766 with longevity and
rs1501299 with protection for longevity; The “T/T” haplotype from rs2241766 and
rs1501299 variants showed association with less chance for longevity, whereas the
“G/G” haplotype from the same variants was positively associated with longevity risk.
When gender was considered, we detected stronger associations of rs7903146 SNP
with diabetes in men, while more significant values concerning the association of
ADIPOQ variants with longevity were observed in women. Thus, the present study
confirms the TCF7L2 rs7903146 SNP association with diabetes and obesity and that
ADIPOQ variants are associated with longevity status in our studied cohort.

Keywords: polymorphisms, genes, diabetes, obesity, longevity, elderly;
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1 INTRODUCAO
1.1 INTRODUCAO GERAL

Nas ultimas décadas, a sociedade passou por profundas modificacbes e
transformacdes que impactam diretamente a saude de cada individuo. Foram
observadas mudancas no estilo de vida em razdo do advento da globalizacéo,
do avanco tecnolégico, das facilidades de compra, do aumento do consumo e
da evolugédo da mecanizacdo e da motorizacdo. Tais fatores contribuiram para
a diminuicdo do tempo de alimentacdo e da qualidade alimentar, refletido no
aumento do consumo de alimentos de rapido consumo e baixo custo como
“fast-foods”, alimentos processados, industrializados, com altos teores de
acucares, gorduras e sal (SWINBURN et al.,, 2011). Além das mudancas
alimentares, a sociedade contemporanea também passou a diminuir a pratica
do exercicio fisico, em especial a caminhada, como consequéncia da
automacao dos meios de mobilidade, dos servigos delivery dentre outros
fatores que colaboram com o sedentarismo nos tempos atuais (ANDREIA
NAVES; VALERIA CRISTINA PROVENZA PASCHOAL, 2011).

O panorama descrito acima revela-se condicdo favoravel ao surgimento de
diversas doencas metabdlicas e também ao acumulo demasiado de gordura
corporal, corroborando em comorbidades pandémicas tais como obesidade,
diabetes mellitus tipo 2 (DM2), hipertenséo, hipercolesterolemia e outros. Um
estudo recente aponta que no Brasil, os custos totais do Sistema Unico de
Saude (SUS) com hipertensédo, diabetes e obesidade alcancaram 3,45 bilhdes
de reais em 2018 (NILSON et al., 2020). Desses custos, 59% foram referentes
ao tratamento da hipertensédo, 30% ao do diabetes e 11% ao da obesidade.
Aproximadamente 72% destes custos foram com individuos de 30 a 69 anos de
idade, sendo 56% mulheres. Considerando que a obesidade € um fator de risco
para hipertensao e diabetes, os custos atribuiveis a obesidade chegaram a R$
1,42 bilhdo de reais, ou seja, 41% dos custos totais do SUS nos tratamentos de
saude em 2018 (NILSON et al., 2020).
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Dados da Pesquisa Nacional de Saude divulgados pelo IBGE revelam que o
percentual de adultos obesos no pais mais do que dobrou ao longo de 17 anos,
indo de 12,2%, em 2002, para 26,8%, em 2019. Neste mesmo periodo, a
proporcdo de adultos com excesso de peso passou de 43,3% para 61,7%,
representando quase dois ter¢cos da populacdo adulta brasileira (IBGE, 2020).
Além da crescente prevaléncia do excesso de peso e da obesidade, também
tem sido observado um aumento na prevaléncia da hipertensdo arterial e da
diabetes na populacdo adulta brasileira, chegando a 9,4% para diabetes nos
adultos e a 32,3% para hipertensédo arterial (BRASIL, 2019; MALTA et al.,
2019). Tais doencas sao intimamente relacionadas a qualidade de vida e
longevidade da populacdo, a qual vem apresentando um crescimento

constante no nimero de idosos ao longo das ultimas décadas.

Embora sejam consideras doencas potencialmente evitaveis, tais
comorbidades revelam-se umas das principais causas de morte e de
adoecimento em todo o mundo (NILSON et al., 2020). Em relagcédo aos indices
de mortalidade no Brasil, a obesidade, a diabetes e suas comorbidades
associadas estdo entre as causas mais prevalentes. Os Ultimos dados
divulgados sdo de 2013 e totalizaram 72,9 mortes por 100 mil habitantes em
2013 em decorréncia da diabetes e doencas cardiovasculares, sendo que a
perspectiva é que aproximadamente 168 mil mortes por ano séo atribuiveis ao
excesso de peso e a obesidade (RABACOW, 2019).

A obesidade é um importante fator de risco para o desenvolvimento da
diabetes DM2 e segundo a OMS, aproximadamente 44% dos casos de
diabetes tipo 2 sdo atribuidos ao excesso de peso (WHO, 2013). Apesar de
esteredtipos populares que retratarem o excesso de peso e a obesidade como
um problema de comportamento de gula e fraca forca de vontade, ha
evidéncias incontestaveis de que os fatores genéticos desempenham um papel
importante na determinagao do peso corporal (CUMMINGS & SCHWARTZ et
al., 2003). Adicionalmente, a predisposicdo a diabetes também tem mostrado,
ha décadas, uma forte influéncia genética na sua determinacdo, embora sofra

importante influéncia de fatores ambientais (NIH, 2019).
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Tanto a obesidade como a DM2 sao definidas como doencas complexas, ou
seja, aquelas cuja etiologia esta associada a um grande numero de fatores
ambientais e genéticos (ALI, 2013; BOUCHARD, 2021; FEITOSA; KRIEGER,
2002). E nesse sentido que estudos de associacdo genética vem no intuito de
desvendar genes e variantes genéticas associados a essas doencas
complexas, auxiliando na compreensdo da base molecular de varios aspectos
biolégicos envolvidos com essas comorbidades, e finalmente, trazendo
avanc¢os no campo da saude (TURCHETTO-ZOLET et al., 2017).

A identificacdo de marcadores genéticos colabora na identificacdo de
individuos susceptiveis, e consequentemente, na determinacdo do diagndstico
precoce, como também do prognéstico, contribuindo na prevencdo de
complicacbes de tais doencas, impactando diretamente na qualidade e
expectativa de vida. Assim, o estudo de marcadores genéticos revela-se uma
importante ferramenta também para biomarcadores de expectativa de vida e
longevidade, uma vez que o conhecimento da genética do envelhecimento e de
doencas associadas proporciona, a elaboracdo de instrumentos clinicos para o
beneficio das pessoas idosas (GOTTLIEB et al., 2007).

O processo da senescéncia condiciona um progressivo decréscimo na
capacidade fisiol6gica e na reducdo da habilidade de respostas ao estresse
ambiental, levando a um aumento da suscetibilidade e vulnerabilidade a
doencas (TROEN, 2003). Nesse sentido, muitos genes séo envolvidos com o
processo de envelhecimento e com doencas relacionadas a terceira idade.
Assim, as diferencas genéticas de cada ser humano determinam, por exemplo,
se teremos cabelos brancos ou se desenvolveremos algumas complicacdes
associadas ao envelhecimento, como diabetes tipo 2, declinio cognitivo,

senescéncia imune e outros (GOTTLIEB et al., 2007).

Atualmente existem inumeros estudos publicados sobre a associagdo de
polimorfismos genéticos com DM2, obesidade, e também com longevidade.
Contudo, mais estudos ainda s&o necessarios para validar os achados
existentes em diferentes grupos étnicos e popula¢des ao redor do mundo, bem

como para descobrir novos biomarcadores genéticos, ampliando os
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conhecimentos das bases genéticas acerca das caracteristicas estudadas.
Nesse sentido, a hipotese do presente estudo € que polimorfismos nos genes
TCF7L2 e ADIPOQ sao marcadores genéticos associados a DM2, obesidade e
longevidade, os quais sao amplamente descritos em estudos de associacao
como fortes sinais genéticos para estas caracteristicas estudadas (ERGOREN
et al., 2019; GRANT, 2019; JF, Lu et al, 2014; LORENZINI; MONTI,
SANTORO, 2020). A perspectiva biotecnolégica do presente estudo vem no
intuito de investigar marcadores genéticos que auxiliem no desenvolvimento de
novas metodologias de saude que auxiliem na prevencgdo e tratamento da DM2
e da obesidade, contribuindo também na melhoria da qualidade do

envelhecimento e na longevidade humana.
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1.2 ENVELHECIMENTO, DOENCAS CRONICAS E BASES GENETICAS

O envelhecimento é um processo natural, dindmico, progressivo e irreversivel
gue esta intimamente relacionado a fatores bioldgicos, psiquicos e sociais
(ACIOLE; BATISTA, 2013; DUARTE et al.,, 2019). Ha quase 20 anos a
Organizacdo Mundial de Saude definiu que o limite de idade da terceira idade &
de 60 anos para paises em desenvolvimento e de 65 anos para paises
desenvolvidos (WHO, 2002). Estudiosos do envelhecimento apontam que essa
classificagcdo obedece a critérios utilizados pela maioria das instituicdes que
visam a dar aos idosos maior atencdo a saude psicologica, social e fisica
(NETTO, 2016).

Ha duas formas de classificar o envelhecimento: o critério demogréafico por
faixa de idade, onde todo individuo com 60 anos ou mais é considerado idoso;
ou pelo parametro individual, com base na heranca genética, na autonomia, no
estilo de vida e no estado de saude. De modo que facilmente nos deparamos
com individuos ndo idosos com dependéncias comuns a terceira idade, bem
como existem pessoas de 80 anos ou mais que permanecem ativas, saudaveis
e independentes (MINAYO; FIRMO, 2019).

A piramide etaria da populagéo brasileira transformou-se em consequéncia das
alteracbes na taxa de mortalidade e fecundidade, modificando o padréo
demografico e a estrutura etaria do Brasil. Entre os anos 1945 e 2020, no Brasil
houve um aumento na expectativa de vida de 45,5 para 76,7 anos de idade,
contudo, devido a atual pandemia novo coronavirus SARS-CoV-2, causador da
doengca COVID-19, houve uma reducdo na expectativa de vida do idoso
brasileiro para aproximadamente 75 anos de idade(CASTRO et al.,, 2021,
SIMOES, 2016). Em 2017, a populacéo idosa brasileira ultrapassou 30 milhdes
de individuos, e o segmento mais crescente é o de 80 anos ou mais, enquanto
gue 70% do segmento de 60 anos em diante ainda mostra-se o autbhomo e
contribuinte no sustento familiar (MINAYO; FIRMO, 2019). No periodo de 2012
a 2022, a taxa de crescimento no numero de idosos chega a 4% ao ano, e
previsdo para 2030 é que a populacdo idosa com 60 anos ou mais chegara a
41,5 milhdes (RIBEIRO; et al., 2020).
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A maior preocupacdo em torno da longevidade é que, os problemas de saude
se acirram, sendo os mais conhecidos: doencas cardiovasculares; aumento do
colesterol; diminuicdo da funcdo pulmonar; envelhecimento no sistema
musculoesquelético; perda dssea; obesidade sarcopénica e alto nivel de
fragilidade, pela diminuicdo da massa muscular corpérea e aumento da massa
adiposa; aumento da vulnerabilidade; diminuicdo do potencial cognitivo;
aumento da prevaléncia de deméncia senil; combinacdo de mdltiplas
enfermidades motoras, cronicas e degenerativas (CAMARANO, 2013;
ROMMEL ALMEIDA FECHINE, 2012).

Dentre as doencas associadas a menor expectativa e qualidade de vida esta a
Diabetes tipo 2, a qual € uma das doencas cronicas que mais acomete a
populacao idosa no Brasil cujas alteracdes fisiologicas séo vistas nas glandulas
secretoras de insulina no péancreas que sofrem reducdo de massa e
estreitamento dos ductos, como também sofrem alteragcdes funcionais que
acarretam em problemas na secrecao e no processamento da insulina, o que
explica a reducdo da sensibilidade periférica a esse horménio (RIBEIRO; et al.,
2020). Por esta razado, pessoas idosas apresentam maior suscetibilidade a
diabetes mellitus tipo 2. Além disso, também é observado que idosos com
menores estruturas socioecondmica e de escolaridade, apresentam menor
adeséao ao tratamento para DM2, tanto na readequacao da dieta quanto no uso
adequado de medicagéo oral e insulina (ZATTAR et al., 2013).

Uma pesquisa realizada com a mesma coorte de idosos do nosso estudo
(projeto SABE) observou que o risco para obesidade corporal e gordura
abdominal apresentaram significativa associagdo (p < 0,20) com
desenvolvimento da DM2 em idosos, sendo variaveis determinantes para a
ocorréncia da diabetes em idosos, independente do sexo e grupos etarios
(ROEDIGER et al., 2018). Desse modo idosos obesos e com excesso de
gordura abdominal apresentaram, respectivamente, 1,67 e 2,33 mais chances
de desenvolver DM2 ao logo de 6 anos de estudo (p < 0,05) (ROEDIGER et al.,
2018). Nesse sentido, a obesidade deve ser implementada em protocolos de

atendimento ao idoso, uma vez que se configura importante fator de risco para
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diabetes e outras comorbidades associadas (SILVEIRA; VIEIRA; SOUZA,
2018).

A obesidade é um agravante na terceira idade por ser uma condi¢cdo de risco
para doencas e deficiéncias previstas da idade avancada, afetando diretamente
a qualidade de vida dos idosos, onde estudos apontam que a obesidade
acomete mais de 50% da populacdo idosa enfrentam essa doenca cronica,
considerado um problema de saude publica nutricional (SILVEIRA; VIEIRA;
SOUZA, 2018).

Vérios fatores estdo relacionados as mudancgas na composi¢cao corporal com o
envelhecimento. A partir da quarta década de vida, o declinio da massa
muscular é responsavel pela redugcdo das taxas metabdlicas de repouso que
contribuem para o aumento gradual da gordura corporal em idosos,
ocasionando a obesidade sarcopénica (GALLAGHER et al., 1998; PONTI et al.,
2020; SAYER et al., 2008). Por volta dos 75 anos de idade, o IMC passa por
um periodo de aparente estabilidade, sendo superestimado em idosos devido
ao aumento da massa gorda e diminuicdo da massa magra e da densidade
O0ssea (PONTI et al., 2020). Por essa razdo, ndo € facil diferenciar idosos
magros de idosos obesos devido a obesidade sarcopénica e a classificacdo
baseada no IMC é controversa para a terceira idade. Apesar disso, a variacdo
do IMC é um importante preditor de risco de mortalidade para idosos pois
perda de peso esta intimamente relacionada a sindrome da fragilidade e outras
complicacbes de saude na terceira idade (AUNE et al., 2016; DI
ANGELANTONIO et al.,, 2016; PONTI et al., 2020) (Aune et al., 2016; Di
Angelantonio et al., 2016; Ponti et al., 2020).

E sabido que o processo do acimulo excessivo ou anormal de tecido adiposo é
causado por fatores fisicos, sociais, psicolégicos e genéticos (LOCKE et al.,
2015; SIMOES MENSORIO; LUIZ COSTA JUNIOR, 2016; WALLEY; ASHER;
FROGUEL, 2009). O envelhecimento estd sujeito a um controle genético-
ambiental no qual fatores como habitos alimentares e exercicios fisicos ndo
sdo os Unicos condicionantes das doencas associadas a terceira idade
(CARDOSO et al., 2018; GOTTLIEB et al., 2007; KOLOVOU et al., 2018, 2017;
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MINAYO; FIRMO, 2019). Assim, compreensdo da contribuicdo genética no
envelhecimento se mostra imprescindivel para um maior entendimento desse
complexo processo correlacionado com a variacdo do tempo de vida e também

com o desenvolvimento de doengas associadas.

Evidéncias indicam que o envelhecimento e a longevidade estdo sujeitos a
regulacdo génica e que, uma variedade de mutacdes genéticas é capaz de
aumentar ou modificar a expectativa de vida das seguintes maneiras: 1) A total
ou parcial delegcao do gene pode alterar a expectativa de vida; 2) A expressao
do gene ou a acdo de um polimorfismo pode impactar na expectativa de vida;
3) A interacdo gene-ambiente pode interferir na extensdo da expectativa de
vida (CARDOSO et al., 2018; RATTAN, 1998).

Estudos sobre genética do envelhecimento subdividem-se em trés abordagens
inter-relacionadas: 1) Estudos sobre heranca genética familiar; 2) Estudos
sobre modificacfes epigenéticas do envelhecimento; 3) Estudos de genes
associados ao envelhecimento (GOTTLIEB et al., 2007). Neste ultimo modelo
de abordagem, sdo investigadas mutacdes génicas potencialmente
responsaveis pela aceleracdo ou retardo do processo de envelhecimento, bem
como a investigacdo de doencas geneticamente herdaveis relacionadas a
menores qualidade de envelhecimento e expectativa de vida (GOTTLIEB et al.,
2007).

Considerando que processo da senescéncia depende tanto da base genética
como dos habitos desenvolvidos no decorrer da vida, entender a genética do
envelhecimento se revela importante ndo apenas para entender a etiologia e
evolucédo senil, mas especialmente para conhecer e desenvolver estratégias
que permitirdo “a personalizagdo da prevencao” de multiplas doengas ligadas
ao envelhecimento, atenuando os efeitos da senescéncia, elevando a

gualidade e expectativa de vida da populagéo.



22

1.3 OBESIDADE

A obesidade é uma doenca multifatorial associada a uma inflamac&o croénica
sistémica sendo caracterizada pelo acimulo demasiado de gordura corporea,
na forma de tecido adiposo branco, como consequéncia do aporte caldrico
excessivo em relacdo ao gasto, repercutindo em um alto indice de Massa
Corpérea (IMC > 30 kg/m2) que é um grande fator de risco para diabetes
mellitus tipo 2 (DM2) e outras doencas metabdlicas relacionadas a menor
qualidade de vida e ao aumento da morbimortalidade em todo o mundo
(FESTA et al., 2000; LOCKE et al., 2015).

Dados recentes da Pesquisa Nacional de Saude, divulgados pelo IBGE (IBGE,
2020) revelam que ha 17 anos, quatro em cada dez brasileiros apresentavam
excesso de peso, enquanto que atualmente seis em cada dez brasileiros estéo
acima do peso, correspondendo cerca de 96 milhdes de pessoas. Ao focar
exclusivamente nos adultos com obesidade, € visto que o percentual dobrou
nesse mesmo periodo, indo de 12,2% para 26,8% dos adultos brasileiros
(IBGE, 2020). Quando os géneros sdo considerados, é observado que 29,5%
das mulheres tém obesidade (cerca de uma em cada trés) contra 21,8% dos
homens, enquanto que o sobrepeso foi detectado em 62,6% delas e em 57,5%
deles (IBGE, 2020). De acordo com dultimos dados divulgados pela
Organizacdo Mundial de Saude (WHO - World Health Organization), a
prevaléncia global da obesidade aumenta anualmente e nessa época ja
existiam mais de um bilhdo de adultos com sobrepeso e pelo menos 500
milhdes de obesos em todo o planeta (WHO, 2016).

A obesidade é considerada atualmente como um problema de saude publica
por estar associada a um aumento no risco de doencas cardiovasculares,
diabetes tipo 2 (DM2), hipertensdo arterial, dislipidemia, doenca hepatica e
alguns tipos de canceres (CABALLERO, 2019; CRANDALL et al.,, 2008;
HUXLEY et al., 2010; VECCHIE et al., 2018). Além disso, a obesidade central,
caracterizada pela elevada massa de gordura abdominal sdo associadas ao
aumento do risco de eventos cardiovasculares, acidente vascular cerebral e
morte prematura independente do IMC (MATSUZAWA, 2006; MCCRACKEN,;
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MONAGHAN; SREENIVASAN, 2018). A partir das diferencas na composicao
corporal que se refletem na circunferéncia da cintura ou na medida da relagéo
cintura-quadril € possivel estipular tamanhos de circunferéncia considerados de

risco para complicacdes metabdlicas (Tabela 1) (WHO, 2011).

Tabela 1. Pontos de corte e risco para complicacfes metabdlicas

Medida antropométrica Ponto de corte Nivel de risco de complicagbes metabdlicas
Circunferéncia da cintura  >94 cm (H); >88 cm (M) Aumentado

Circunferéncia do quadril  >102 cm (H); >88 cm (M) Substancialmente aumentado

Raz&o cintura/quadril 20.90 cm (H); 20.85 cm (M) Substancialmente aumentado

H- homem/ M- mulher Fonte: WHO, 2011

Observagdes clinicas também mostram que nem todos o0s obesos
desenvolvem estes problemas, sugerindo ndo ser um efeito direto da
quantidade absoluta de gordura acumulada. Muitos pacientes obesos sao
metabolicamente saudaveis, apesar do grande acumulo de gordura, enquanto
outros que sdo apenas moderadamente obesos desenvolvem as doencas.
Portanto, a expansao do tecido adiposo pode ser um fator importante para
determinar as complicacées metabdlicas associadas a obesidade, no entanto,
outros fatores podem estar modulando o0 desenvolvimento destas
comorbidades e precisam ser mais investigados (MCCRACKEN; MONAGHAN;
SREENIVASAN, 2018; MEDINA-GOMEZ et al., 2007).

Ao longo das Ultimas décadas, dados experimentais tém ressaltado que o
tecido adiposo nédo € mais considerado um tecido inerte que apenas armazena
gordura, mas sim um 0rgdo enddcrino que produz adipocinas, tais como
leptina, adiponectina, resistina e algumas citocinas, como interleucina- 6 (IL-6),
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), e a proteina quimioatraente de mondcito
(MCP-1) e outras (FRANCISQUETI; NASCIMENTO; CORREA, 2015;
TRZECIAK-RYCZEK et al.,, 2011). Desse modo, o tecido adiposo mostra-se
participante na regulacao de diversos processos biolégicos como regulagédo do
apetite, do gasto energético, da sensibilidade periférica a insulina, da

capacidade oxidativa, da absorcéo de lipideos em tecidos n&do adiposos, como
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coracao, figado, células beta pancreaticas e musculo-esquelético (COELHO;
OLIVEIRA; FERNANDES, 2013).

A expansao do tecido adiposo ocorre quando 0 excesso de energia proveniente
do balanco energético positivo (aporte caldrico excessivo em relacdo ao gasto)
€ armazenado no tecido adiposo na forma de triacilglicerol (TG), promovendo a
expansao dos adipdcitos maduros e a diferenciacao dos pré-adipocitos (GALIC;
OAKHILL; STEINBERG, 2010). Dessa forma, a massa adiposa pode variar de
uma pessoa para outra em razao do aumento do volume (hipertrofia) e/ou do
namero destas células (hiperplasia) (Figura 2). Assim, as células adiposas tém
uma grande capacidade de sintetizar e armazenar TG no balangco energético
positivo, como também sao capazes de hidrolisar e liberar os TG como acidos
graxos livres e glicerol em situagBes de balanco energético negativo (ROSEN;
SPIEGELMAN, 2006).

Na obesidade, a expansédo do tecido adiposo ocorre por dois mecanismos
diferentes: 1) A expansao adiposa hipertréfica através do aumento do tamanho
dos adipdcitos que esta associada a fenbmenos prejudiciais como 0 aumento
da liberacdo de acidos graxos basais, pro-liberacdo de citocinas inflamatorias,
recrutamento de células imunes, hipdxia, fibrose, diminuicdo da adiponectina e
diminuicdo da sensibilidade a insulina; 2) expansdo hiperplasica que € o
aumento do numero de adipdcitos e esta ligada a fenbmenos benéficos, como
aumento da adiponectina, diminuicdo da liberacdo de acidos graxos basais,
liberagdo de citocinas pro-inflamatorias, recrutamento de células imunes,
hipoxia, fiborose e melhora da sensibilidade a insulina (Figura 1) (CHOE et al.,
2016).
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Figura 1. Caracteristicas dos adip6citos hipertréficos e hiperplasicos
(Adaptado de Choe et al., 2016).

A obesidade é um importante fator de risco para o desenvolvimento da DM2.
De modo que sao hipotetizados dois mecanismos (ndo excludentes) para
explicar como a obesidade esta associada ao risco para DM2. A primeira
hipotese esta correlacionada ao acumulo de gordura no tecido adiposo e em
orgaos nao adiposos (VIRTUE; VIDAL-PUIG, 2010). A segunda hipotese
sugere que a adiposidade corporal excessiva estd associada a um estado de
inflamac&o crénico, apresentando um aumento de producdo de adipocinas que
antagonizam a sinalizacdo da insulina e causando assim uma desregulacédo na

homeostase das glicoses gerando um quadro de hiperinsulinemia e
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hiperglicemia crucial no desenvolvimento de DM2 (MEDINA-GOMEZ et al.,
2007).

Hipersecrecao de adipocinas prejudiciais (PAI-1 e TNF-a) e hiposecrecdo de
adipocinas benéficas (adiponectina) sdo observadas em situagfes criticas de
elevado estocamento no tecido adiposo (sobrecarga nutricional), e como
consequéncia, condicionam o surgimento de comorbidades como pré-diabetes,
DM2, hiperlipidemia e hipertensdo, que s&o componentes da sindrome
metabdlica (PAUSOVA, 2006). Em conclusdo, a obesidade € vista como um
estado de inflamacdo cronica sistémica e fator de risco para sindrome
metabdlica (FRANCISQUETI; NASCIMENTO; CORREA, 2015; ITOH et al.,
2011).

Em situacbes de sobrecarga nutricional e intensa hipertrofia adipocitaria sédo
ativadas vias de fatores de transcricdo que aumentam a expressao de genes
envolvidos na reposta inflamatéria, repercutindo em maior liberacdo de
citocinas pro-inflamatorias e recrutamento de macréfagos para o tecido adiposo
(SCHENK; SABERI; OLEFSKY, 2008). Além disso, a sobrecarga de
carboidratos e lipidios tipicos da obesidade também propicia uma quantidade
elevada de espécies reativas de oxigénio, gerando um estado de estresse
oxidativo e aumento da producao de citocinas (QATANANI; LAZAR, 2007)

Estudos apontam que a obesidade tem um forte impacto na secrecao de
adipocinas, na liberacdo de receptores celulares (TLR4) e quimiocinas (TNF-a
e IL-6) que condicionam o desenvolvimento de resisténcia tecidual a insulina
(KIM; SEARS, 2010; STEPIEN et al., 2011). Assim, achados demonstram que
a producao cronica de citocinas pro- inflamatorias agem na fosforilagdo de
alguns residuos no substrato do receptor da insulina, levando a falha da
resposta tecidual ao horménio, conhecido como resisténcia insulinica, que por

sua vez, condiciona o desenvolvimento da DM2 (SHI et al., 2006).

Apesar de estere6tipos retratarem a obesidade como um problema de
sedentarismo e gula, evidéncias cientificas mostram que fatores genéticos
desempenham um papel crucial na determinacdo do peso corporal
(BOUCHARD, 2021; XIA; GRANT, 2013; YOUNG et al.,, 2018). Estudos
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mostram que ndo sdo todas as pessoas que vivem em um ambiente
obesogénico que desenvolvem o0 excesso de peso, destacando a
multifatoriedade dessa doenca complexa, onde aumento de peso surge através
de acbes conjuntas dos fatores ambientais e genéticos, especialmente
naqueles que sao geneticamente predispostos (BOUCHARD, 2021,
HENNEMAN et al., 2010; LOOS, 2009). Além disso, estudos realizados com
familias e gémeos demonstram que fatores genéticos contribuem com 40-70%
da variacao interindividual na susceptibilidade para obesidade (LOOS, 2009),
enquanto que o ambiente contribui com cerca de 30% (BELL; WALLEY;
FROGUEL, 2005).

A predisposicdo genética também pode ser observada na existéncia de
diferentes etiologias para obesidade. A obesidade monogénica, é causada por
alteracbes em um Unico gene, como por exemplo, no caso de mutacdes raras
no gene da leptina que condicionam uma hiperfagia descontrolada atribuida ao
apetite excessivo (RAMACHANDRAPPA; FAROOQI, 2011). Casos de
obesidade monogénica sdo raros e correspondem a uma minima fracdo dos
obesos da populacdo (WALLEY; ASHER; FROGUEL, 2009).Ao contrario da
forma monogénica, a obesidade multifatorial € a forma mais comum e abrange
uma natureza poligénica, onde diversos loci génicos sado candidatos a
obesidade ,e também, ao desenvolvimento das comorbidades associadas
(SHAFIEE et al., 2018; WALLEY; ASHER; FROGUEL, 2009; XIA; GRANT,
2013).

Dentre diversos genes candidatos em estudos de associacdo a obesidade o
gene ADIPOQ destaca-se por apresentar significativas associagcdes em
estudos ndo somente sobre IMC e obesidade, mas também em pesquisas
sobre diabetes, cancer, hipertensdo e outros (CARDOSO et al., 2018;
ERGOREN et al., 2019; PARIDA; SIDDHARTH; SHARMA, 2019; PASHA et al.,
2019). Apesar dos significativos achados, os resultados ainda sédo divergentes
entre diferentes grupos étnicos, sendo necessaria a validacdo dos achados em
outras populacdes. Nesse sentido, exploramos no presente estudo associacoes

do gene ADIPOQ em uma populacdo multiétnica de idosos.
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1.4 DIABETES

Diabetes Mellitus (DM) néo é definida como uma Unica patologia, mas sim como um
conjunto de complicagcdes metabdlicas atribuiveis a um quadro hiperglicémico (ADA,
2021). Falhas na acdo e/ou secre¢do da insulina resultam em altos niveis
glicémicos, condicionando anormalidades metabdlicas que a longo prazo
desencadeiam varios sintomas e complicacbes de saude, como por exemplo,
polidria (aumento do volume urindrio), cetoacidose, polidipsia (sede excessiva
persistente), polifagia (fome excessiva), retinopatia, nefropatia, neuropatia periférica
com risco de Uulceras e amputacdes, doenca de Charcot, disfungcdo sexual,
neuropatia autbnoma causando sintomas gastrointestinais, geniturinarios,
cardiovasculares etc (ADA, 2019, 2015).

A DM é considerada uma doencga pandémica e acomete, atualmente, cerca de 9%
de toda populacdo mundial com projecdes de crescimento para as préximas
décadas (SBD, 2020). De acordo com a Sociedade Brasileira de Diabetes, o
aumento da DM estd associada a fatores como transi¢cdo nutricional, adesdo ao
estilo de vida sedentério, crescente excesso de peso, envelhecimento populacional e
maior sobrevida dos individuos com diabetes (SBD, 2020). Um estudo chamado
Global Burden of Disease (GBD) aponta que 0s impactos socioeconémicos
relacionados ao diabetes representam uma importante carga tanto nos custos
diretos para os sistemas de saude e para a sociedade, como também nos custos
indiretos  atribuiveis a mortalidade e incapacitacbes decorrentes das suas
complicacbes (JAMES et al., 2018).

Os ultimos dados divulgados pela Federacdo Internacional de diabetes (IDF,
International Diabetes Federation) aponta que a prevaléncia global de diabetes
atinge 9,3%, sendo a diabetes tipo 2 responsavel por cerca de 90% de todas as
pessoas portadoras da doenca cuja caracteristica mais marcante € a hiperglicemia
em razdo da quebra da homeostase glicémica devido a falhas na producdo da
insulina pelas células B-pancreaticas e pelo grau de resisténcia a acdo da insulina
nos tecidos hepéatico e periféricos (IDF, 2019; KAHVECI et al.,, 2012).
Tradicionalmente, o diabetes tipo 2 tem sido descrito como préprio da maturidade

com incidéncia apos a terceira década de vida, apresentando uma elevacdo mais



aguda na sexta década de vida. Entretanto, nos ultimos anos, tem sido observada
uma crescente incidéncia de diabetes tipo 2 em adolescentes, associados a excesso
de peso, sinais de resisténcia insulinica e fatores genéticos (KAO; SABIN, 2016;
VALAIYAPATHI; GOWER; ASHRAF, 2020).

Convencionalmente sdo adotados critérios para diagnostico e classificacdo dos
diferentes tipos de diabetes baseados em sua etiologia conforme descrito abaixo na
Tabela 2.

Tabela 2. Tipos de diabetes, caracteristicas principais e critérios de diagndstico.

TIPOS DE DIABETES CARACTERISTICAS PRINCIPAIS
Diabetes Mellitus Tipo 1 Deficiéncia absoluta de insulina oriunda da destruicdo autoimune das células-beta
(DM1) pancreaticas.

Comumente designada como “insulinodependente” ou “diabetes juvenil”.

Possui os subtipos 1A (presenca de anticorpos contra estruturas do péncreas) e
subtipo 1B ou idiopatico (sem anticorpos).

Combinacao entre resisténcia insulinica e deficiéncia na acdo deste horménio,
com o aumento da producdo da glicose hepatica.

A obesidade é comum entre portadores da DM2 por condicionar a resisténcia
insulinica.

Pelo diagnéstico mais tardio, € usualmente designada como “diabetes da
maturidade” ou “diabetes ndo-insulinodependente”.

Diabetes Mellitus Tipo 2
(DM2)

Diabetes Gestacional (DG) Definido como qualquer grau de intolerancia a glucose com inicio ou primeiro
reconhecimento durante o periodo gestacional.

Outros tipos de diabetes S&o reconhecidos mais de 56 tipos especificos de diabetes atribuidos a diferentes
fatores como: defeitos genéticos na funcéo das células-f pancreatica (diabetes tipo
MODY, Maturity-Onset Diabetes of the Young); defeitos genéticos que alteram a agéo
da insulina; doencas do pancreas; endocrinopatias; inducdo quimica; infeccdes;
formas incomuns de diabetes mediados pelo sistema imune; sindromes genéticas
associadas ao diabetes em alguns casos.

CRITERIOS DE DIAGNOSTICO

- Hemoglobina glicada (HbA1C) = 6,5%
- Glicemia de Jejum = 126mg/dL (7,0 mmol/L)

- Glicemia 2 horas ap6és 75g glucose oral = 200mg/dL (11,1mmol/L)

- Glicemia ao acaso 200mg/dL (11,1mmol/L)
FONTE: Adapatado de Standards of medical care in diabetes - summary of revisions (ADA, 2015).
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Em condigbes metabdlicas normais, ocorrem habitualmente picos e vales
alternantes nos niveis de insulina e glucagon para manter a homeostase glicémica: a
insulina estimula a absorcdo da glicose pelo musculo esquelético, inibe a
gliconeogénese e a producdo hepatica de lipoproteinas de muito baixa densidade
(VLDL), além de diminuir a lipolise no tecido adiposo (PESSIN; SALTIEL, 2000).
Assim homeostase glicémica, depende de trés a¢les altamente coordenadas para
ser mantida: estimulo a secrecdo insulinica; supressdo da producédo hepatica de
glicose, mediada pela insulina; captacédo da glicose por tecidos periféricos, também
mediada pela presenca e acdo da insulina (PESSIN; SALTIEL, 2000; PONTI et al.,
2020).

A DM2 é considerada um disturbio poligénico que se desenvolve devido a interacao
complexa entre varios genes e fatores ambientais. Estudos de associacdo e de
herdabilidade contribuem para o atual consenso de que fatores genéticos
desempenham importante papel na predisposicdo ao DM2 (ALl, 2013; AVERY,
DUNCAN, 2019; GRANT, 2019; MUI et al., 2020). Estudos pioneiros mostraram que
a herdabilidade para DM2 varia de 20% a 80%, tais evidéncias também foram vistas
em estudos populacionais, familiares e de gémeos (MEIGS; CUPPLES; WILSON,
2000; POULSEN et al., 1999). Estudos mostram que o risco de desenvolver DM2 é
de 40% na prole se um dos pais tiverem a doenga, e aumenta para 70% se ambos
os pais forem afetados (GROOP; LYSSENKO, 2008; IMAMURA; MAEDA, 2011,
VAN TILBURG, 2001).

E hipotetizado que o componente genético associado a DM2 seja devido a multiplas
variantes genéticas comuns de pequeno efeito, mas isso ainda ndo é concreto,
podendo haver a possibilidade de que o efeito seja devido a mdltiplas variantes raras
ou mesmo de poucas variantes raras de grande efeito (GIBSON, 2012; QUEITSCH,;
CARLSON; GIRIRAJAN, 2012).

Estudos de associagdo com DM2 revelam que genes candidatos desempenham
importante papel na patogénese desta doenca. A abordagem usual concentra-se em
genes envolvidos em metabolismo de glicose, secrecdo de insulina, receptores de
insulina, sinalizacdo pos-receptor e metabolismo lipidico (ALI, 2013). Dentre genes

significativamente associados a DM2 estdo: receptor ativado por proliferador de
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peroxissoma gama (PPARG), substrato do receptor de insulina 1 e 2 (IRS1 e IRS2),
canal de retificacdo interna de potassio, subfamilia J, membro 11 (KCNJ11),
sindrome de Wolfram 1 (volframina) (WFS1), homeobox A do HNF1 (HNF1A),
homeobox B do HNF1 (HNF1B) e HNF4A (ALI, 2013). Embora significativas
associacOes tenham sido observadas nestes genes, o TCF7L2 foi identificado como
0 sinal genético mais forte e mais replicado nos estudos GWAS (estudo de
associacdo do genoma completo - Genome-Wide Association Study) (GRANT,
2019).

Embora a susceptibilidade genética desempenha um papel crucial na manifestagéo
da DM2, a compreensdo de todo esse processo ainda é alvo de muitas
investigacdes cientificas uma vez que estdo envolvidos mecanismos biolégicos
como o comprometimento da células beta-pancreéticas, a resisténcia insulinica,
falhas na agao, secrecéo e no processamento da insulina, entre outros (KOMMOJU,;
REDDY, 2011). Nesse sentido, como os loci génicos interagem entre si e com 0
ambiente para produzir a DM2 ainda € pouco compreendido e mais estudos ainda

sdo necessarios.
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1.5 BASES GENETICAS E MOLECULARES PARA DIABETES E OBESIDADE

1.5.1 GENE ADIPOQ E ADIPONECTINA

O gene ADIPOQ esta localizado no cromossomo 3927, possui uma extensdo de
16kb e contém 3 éxons, que codificam a proteina plasmatica com 244 aminoacidos
(30 kDa), denominada adiponectina (Figura 2) (KYRIAKOU et al., 2008). A
adiponectina age em diversos tecidos, regulando o metabolismo da glicose e
lipideos, por aumentar a absorcédo da glicose e a oxidacdo da gordura no musculo
esquelético e no figado, além de diminuir a producao de glicose hepéatica (WANG;
SCHERER, 2016). Esta adipocina em niveis normais exerce um efeito de
sensibilidade a insulina no tecido adiposo, no figado e no musculo esquelético, por
reduzir a producédo de glicose e diminuir os niveis de triglicerideos nestes tecidos
(KHANDEKAR; COHEN; SPIEGELMAN, 2011).
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Figura 2. Mapa genémico do gene ADIPOQ com localiza¢des dos polimorfismos de
anico nucleotideo (SNPs): tagging SNPs em negrito, caixas vazias representam
regidbes ndo codantes, SNPs do presente estudo estdo sublinhados em vermelho
(Adpatado de Kyriakou et al., 2008).
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De acordo com o HapMap database, ja foram descritos mais de 100 SNP no gene
ADIPOQ, sendo 21 com variacgdes raras (frequéncia do menor alelo <5%). Com base
nos SNP descritos, o0 presente estudo analisou 0s polimorfismos: rs2241766
(45T>G); rs1501299 (276G>T); rs17300539 (11391 G>A) e rs 266729 (11377C>G)
0s quais sdo considerados Tag SNPs, isto é, sdo SNPs representativos de uma
regido gendmica por estarem em alto desequilibrio de ligacdo com outros loci
genomicos, representado assim um conjunto de dois ou mais polimorfismos
correlacionados e herdados em bloco denominado haplétipo (HIVERT et al., 2008).
Estudos de associacdo cuja abordagem inclui estudos de haplétipos é capaz de
reduzir despesas e tempo de mapeamento de &areas do genoma associadas a
doencas, pois elimina a necessidade de estudar cada SNP individualmente
(CRAWFORD; NICKERSON, 2005)

Estes Tag SNPs do gene ADIPOQ tém sido amplamente descritos na literatura em
estudos de associacdo com variaveis clinicas e comorbidades associadas tais como
diabetes, sensibilidade insulinica, obesidade, valores de IMC, doencas
cardiovasculares, hipertensao, tipos de cancer, niveis séricos de adiponectina, niveis
séricos de lipideos e outros (Tabela 3).

Tabela 3. Niumero de resultados de busca de estudos publicados entre

2008-2021 sobre associacdo entre polimorfismos no gene ADIPOQ e
doencas/variaveis clinicas.

Doenca/Variavel Clinica N° de resultados de busca por SNP*
rs17300539 rs266729 rs2241766 rs15001299

Diabetes e sensibilidade insulinica 28 62 57 284
Obesidade e IMC 20 52 47 166
Doencas cardiovasculares 11 30 35 37
Hipertensao 04 11 14 15
Tipos de cancer 05 27 44 49
Niveis séricos de lipideos 13 30 35 36
Niveis séricos de adiponectina 30 68 63 75

*busca realizada na homepage <https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov> em 27 de julho de 2021.
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Os SNPs rs17300539 (-11391G>A) e rs266729 (-11377 C>G), localizados na regiao
promotora proximal do gene ADIPOQ, influenciam na transcricdo do ADIPOQ; o
SNP rs2241766 (+45T>G) é caracterizado pela troca de uma tirosina por guanina na
posicao +45 do éxon 2 e influencia a expressao do ADIPOQ (BOUATIA-NAJI et al.,
2006). Embora os introns sejam regiées ndo codificadoras de proteinas, o primeiro
intron do gene ADIPOQ contém um elemento “enhancer”’ da expressédo do gene, no
gual a proteina de ligacdo ao potencializador denominada CCAAT, que é o maior
fator de transcricdo da adiponectina, se liga para aumentar a atividade do promotor
do gene ADIPOQ (QIAO et al., 2005). Nesse sentido, 0 polimorfismo intrénico
rs1501299 (276 G>T) e os outros trés SNPs anteriormente mencionados tém sido
associados com niveis séricos de adiponectina, variaveis metabdlicas e doencas
associadas tais como diabetes, obesidade, doencas cardiovasculares, sindrome
metabolica, cancer e outros (BOUATIA-NAJI et al., 2006; CORBI et al., 2019; CS et
al., 2012; DE FARIA et al., 2015; DIVELLA et al., 2017; HSIAO; LIN, 2016; KARIMI;
NEZHADALI; HEDAYATI, 2018; MACHADO et al., 2014; MACIAS-GOMEZ et al.,
2019; PALIT et al., 2020; SCHWARZ et al., 2006; SMETNEV et al., 2019; TAN et al.,
2017; Y et al., 2014; Z et al., 2012).

A adiponectina € uma proteina com estrutura formada por uma sequéncia sinal na
regido NH3-terminal, um dominio hipervaridvel (sem homologia com outras
espécies), um dominio de coladgeno e um dominio globular na regido COOH-terminal
(Figura 3) (SHENG; YANG, 2008). A adiponectina é a proteina secretada mais
abundante do tecido adiposo e apresenta um papel benéfico no metabolismo do
corpo e um efeito de protecdo contra muitas doengas cronicas (AWAZAWA et al.,
2011; DENG; SCHERER, 2010). Dentre diversas adipocinas produzidas pelo tecido
adiposo a adiponectina destaca-se pelos seus efeitos benéficos ao organismo
(KOMICI et al.,, 2021). Essa citocina é sintetizada ndo s6 pelos adipécitos mas
também no musculo esquelético, em células endoteliais e cardiomidcitos, com acéo
anti-inflamatoria e antiaterogénica, ela age como protetor cardiovascular e melhora a

sensibilidade insulinica (JF, Baker et al., 2019).

Estudos tém demonstrado que os niveis individuais de adiponectina podem variar de
acordo com a presenca de determinados polimorfismos no gene ADIPOQ, sugerindo

gue esses niveis circulantes desta proteina e o desenvolvimento de certas
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patologias podem ser hereditarios (HENNEMAN et al., 2010; MENZAGHI et al.,
2004). Estudos adicionais também detectam associacdo a resisténcia a insulina,
obesidade e DM2 (AWAZAWA et al., 2011; BREITFELD; STUMVOLL; KOVACS,
2012; PASHA et al., 2019).

Regido
variavel
Peptideo Dominio de Dominio
sinal colageno globular
L1 | | ]
18 41 107 244

Figura 3. Estrutura da adiponectina humana: ndameros representam a
posicdo de inicio de cada aminoacido que compfe a adiponectina
(Adaptado de SHENG & YANG, 2008)

Altas concentracdes de adiponectina estdo presentes no plasma em diversas
isoformas que se ligam aos receptores AdipoR1 e AdipoR2. O receptor AdipoR1 é
expresso no tecido muscular e em outros tecidos, atuando principalmente na
ativacao da proteina quinase ativada por AMP (AMPK), ao passo que o AdipoR2 é
expresso no figado e liga-se principalmente o0s receptores ativados por
proliferadores de peroxissoma alfa (PPARa) (BERTOLANI; MARRA, 2008;
CHANDRAN et al., 2003; HENNEMAN et al., 2010; KADOWAKI, 2006).

A acdo anti-inflamatdria da adiponectina deve-se ao aumento da sintese molecular
de IL-10 e diminui¢éo da producédo de TNF-a e IL-6, além da inibi¢cdo da ativagéo do
NF-kB (KUKLA et al., 2011) enquanto que seu efeito anti-teratogénico se deve a
diminuicdo de TNF-q, inibicdo da expressdo de moléculas de adesdo das células
endoteliais vasculares, reduzindo a migracéo e a proliferacdo de células imunes e a
formacdo de placas aterosclerdticas (SANCHEZ N. et al., 2010; VAZQUEZ-VELA,;
TORRES; TOVAR, 2008).

Estudos mostram que niveis plasmaticos de adiponectina sdo inversamente

proporcionais em individuos com desordens metabdlicas, e que além disso, a
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diminuicdo do peso é acompanhada pelo aumento dos niveis seéricos de
adiponectina (HENNEMAN et al., 2010; HUNG et al., 2008; KOLOVOU et al., 2017;
LORENZINI; MONTI; SANTORO, 2020; WANG; SCHERER, 2016). Adicionalmente,
achados sugerem que niveis séricos de adiponectina podem variar de acordo com
polimorfismos no gene ADIPOQ, indicando que possivelmente niveis circulantes
desta adipocina sao atribuidos a fatores genéticos, e consequentemente tais
polimorfismos podem estar associados tanto ao risco a doencas metabdlicas, como
também a menor predisposicdo a comorbidades crénicas e maior longevidade
contudo, os resultados diferem-se em diferentes populacbes e mais estudos sao
necesséarios (ADAMCZAK et al., 2005; DA et al., 2016; KHABOUR et al., 2010;
KOLOVOU et al., 2018; LEU et al., 2011).
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1.5.2 GENE TCF7L2

O gene TCF7L2 decodifica o fator de transcricao 7-like 2 (TCF7L2) (antigo fator de
transcricdo 4) que funciona como um regulador transcricional em varios processos
do desenvolvimento embriolégico e também tem efeitos em diversos processos de
crescimento e diferenciacéo de linhagens celulares e em tecidos do individuo adulto
(PANG; SMITH; HUMPHRIES, 2013). A estrutura genética do TCF7L2 esté ilustrada
na Figura 4. O presente gene esté localizado no cromossomo 10g25.3, consistindo
em 17 exons. Cinco SNPs no TCF7L2 foram associados ao risco para DM2 em uma
variedade de origens étnicas, sendo todos localizados nas grandes regides
intrénicas ao redor do exon 5, além destes, mais dois SNPs de risco adicionais (em
amarelo na Figura 4) foram posteriormente identificados em populagdes chinesas
(IP; CHIANG; JIN, 2012). O gene TCF7L2 sofre uma quantidade significativa de
splicings alternativos que produzem um grande namero de transcritos, dando origem
a uma série de isoformas que variam de tamanho 40 e 58 kDa resultam de cédons
de parada alternativos (IP; CHIANG; JIN, 2012).
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Figura 4. Estrutura do gene TCF7L2 e localiza¢cbdes de SNPs de risco para diabetes tipo 2.
(Adaptado de IP; CHIANG; JIN, 2012).
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O TCF7L2 é o principal efetor da via de sinalizacdo Wnt e estd diretamente
envolvido na homeostase glicEmica (CHEN, Xi et al., 2018). Uma das principais rotas
da via Wnt é a chamada via canodnica, que quando ativada previne a fosforilacéo e
degradacédo da [B-catenina, que por sua vez, transloca-se para o interior do nucleo
celular e interage com os fatores de transcricdo da familia TCF, induzindo a
expressdo dos genes alvo do TCF7L2 (WELTERS; KULKARNI, 2008; YI;
BRUBAKER; JIN, 2005). A partir disso € presumido que a regulacdo controlada da
via Wnt leva a proliferacéo e diferenciacéo de células ligadas a patogéneses como a
DM2 (células beta-pancreaticas), obesidade (adipdcitos), cancer etc (CAWTHORN et
al., 2012; HATZIS et al., 2012).

Em 2006, Grant e colaboradores descobriram que o polimorfismo de nucleotideo
anico (SNP) rs7903146, localizado no intron 3 do gene TCF7L2, que consiste de
uma transicéo de C (citosina) para T (timina) € associado ao DM2 em seu estudo de
caso-controle, revelando um novo caminho para os estudos de associagcéo de
diabetes (GRANT et al., 2006). ApdOs essa descoberta, o0s mesmos resultados foram
relatados em estudos de associacdo semelhantes em outras populacdes do mundo
(ASSMANN et al., 2017; BARRA et al., 2012; BOUHAHA et al., 2010; BRIDE et al.,
2021; CAUCHI et al., 2007; CORELLA et al., 2016; GRANT, 2019). Entende-se que
o alelo T da variante genética rs7903146 confere um risco maior ao DM2, mas o
nivel de associacao entre a variante rs7903146 e o risco a IMC mais altos ainda néo

estd bem estabelecido na literatura.

O TCF7L2, participante da via de sinalizacdo Wnt, atua ndo apenas nas células B-
pancreética, mas também em varias linhagens celulares e glicose, metabolizacédo de
tecidos, especialmente no figado, desempenhando um papel importante no
desenvolvimento das ilhotas pancreaticas e na adipogénese (CHEN, Na; WANG,
2018). Em varios estudos epidemiolégicos, o SNP rs7903146 demonstrou uma
frequéncia variavel entre diferentes populagcdes, o que poderia influenciar o impacto
dessa variante genética na suscetibilidade ao DM2 e a obesidade (CAUCHI et al.,
2008; CORELLA et al., 2016; LOCKE et al., 2015).

Sdo sugeridos varios mecanismos biolégicos para explicar o impacto do

polimorfismo rs7903146 na predisposi¢do para DM2. No entanto, dados detalhados
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ainda sdo necessarios para propor estratégias preventivas para o diabetes mellitus,
especialmente na terceira idade. Portanto, até onde sabemos, ndo existem dados
publicados sobre o papel da variante TCF7L2 rs7903146 no DM2 e na obesidade
em um estudo de coorte em uma populacdo idosa multiétnica. Seguindo esse
modelo de pesquisa, nosso estudo também investigou a associa¢do potencial do
alelo T do rs7903146 com DM2 em diferentes status de IMC além de verificar a real
contribuicdo desse SNP para DM2 e obesidade em individuos acima de 60 anos de
idade
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste estudo € investigar se polimorfismos dos genes TCF7L2 e
ADIPOQ estao associados a diabetes, obesidade e longevidade em uma populacao

de idosos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obter dados antropométricos e bioquimicos dos individuos participantes;

e Extrair dados genotipicos dos participantes a partir do banco de dados
AbraOM,;

e Comparar dados clinicos dos grupos por meio de analises estatisticas;
e Calcular estatisticamente frequéncias alélicas, genotipicas e haplotipicas;

e |Investigar a associacdo dos polimorfismos estudados com a diabetes,

obesidade e longevidade com o uso de testes estatisticos.
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3 METODOS

3.1 COORTE ESTUDADA

Nossa populacdo estudada pertence a uma pesquisa de saude chamada SABE
(Saude, BemEstar e Envelhecimento), coordenada pela Organizagdo Pan-
Americana da Saude (OPAS / OMS) como uma pesquisa multicéntrica e bem-estar
de idosos em sete centros urbanos do Caribe e da América Latina (Bridgetown -
Barbados, Buenos Aires - Argentina, Havana - Cuba, Cidade do México - México,
Montevidéu - Uruguai, Santiago - Chile e S&o Paulo - Brasil). A partir de entdo, o
centro brasileiro seguiu uma abordagem longitudinal com coleta e recoleta nos anos
2000, 2006 e 2010, sob a coordenacao da Escola de Saude Publica da Universidade
de S&o Paulo (FSP-USP) (LEBRAO; LAURENTI, 2005). Assim, foi criado o ABraOM
— Arquivo Brasileiro Online de Mutac6es: um biobanco de DNA que inclui na colecéo
de 2010, o que corresponde ao terceiro ponto no tempo da coorte de 2000, segundo
ponto da coorte de 2006 e primeiro momento da coorte de 2010 (NASLAVSKY et al.,
2017).

O estudo SABE foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Saude Publica da Universidade de Sao Paulo (niumero do protocolo, 2015/12837 /
1.015.223 e pelo Comité Nacional Brasileiro de Etica em Pesquisa) (vide Anexo),
além disso, todos os participantes assinaram o termo de consentimento de acordo
com o0s requisitos regulatérios brasileiros de pesquisa com seres humanos
(CORONA et al., 2014; LEBRAO; LAURENTI, 2005; NASLAVSKY et al., 2017). Além
do SABE, uma amostra de octogenarios cognitivamente saudaveis cadastrados no
Centro de Pesquisa em Genoma Humano e Células-Tronco (80mais). As amostras
combinadas (n=1324) foram submetidas ao sequenciamento total do genoma. Apds
a exclusao de individuos com dados incompletos, o presente estudo baseou-se em
uma populagdo multiétnica 1.046 idosos, incluindo homens e mulheres, nos quais

foram avaliados parametros antropométricos e bioquimicos.
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3.2 DADOS BIOQUIMICOS E ANTROPOMETRICOS

Todos os dados antropométricos foram coletados de um questionario estruturado
administrado por entrevistadores treinados e as amostras de sangue para analise
clinica foram coletadas no domicilio do participante por um profissional de saude
gualificado (BUENO et al., 2017; CORONA et al., 2014). Portanto, os participantes
foram entrevistados em seus domicilios por meio de questionario padronizado, e
foram realizados testes antropomeétricos e de desempenho fisico. O peso foi medido
em balanca portétil (Seca, Alemanha) e a estatura em antropdmetro (Harpenden,
Inglaterra). A circunferéncia da cintura foi medida com uma fita de medic&o inelastica
colocada no ponto médio entre a margem inferior da Ultima costela palpavel e o topo
da crista iliaca. A circunferéncia do quadril foi medida em torno da porcédo mais larga
das nadegas. A diabetes tipo 2 foi autorreferida ao responder a pergunta "algum
médico ou enfermeiro j& Ihe disse que vocé tem diabetes ou niveis elevados de
acucar no sangue?" Além disso, os idosos participantes também classificados em
longevos (275 anos) e ndo longevos (<75 anos) de acordo com a expectativa de vida
atual no Brasil (~ 75 anos) (CASTRO et al., 2021)

O IMC foi calculado a partir do peso e altura na linha de base a partir da razdo entre
0 peso corporal (em quilogramas) e a altura em metros quadrados. Estratificamos os
individuos em trés grupos de acordo com os critérios da Organizacdo Mundial da
Saude (OMS) para classificacdo do IMC: peso normal (18,5 - 24,9 kg / m2),
sobrepeso (25,0 - 29,9 kg / m2) e obesidade (= 30,0 kg / m2). A obesidade
abdominal foi definida pela circunferéncia da cintura > 88 cm para mulheres e > 102
cm para homens. Os dados antropométricos foram analisados duas vezes ao longo
de dez anos (2000 e 2010). A variagcéo do IMC (AIMC) de cada idoso foi obtida a
partir da diferenga entre o IMC medido nos anos de coleta de 2010 e 2000.

A coleta de dados foi realizada por entrevistadores treinados, utlizando um
questionario especifico (“Questionario C10”) proposto pela Organizagdo Pan-
Americana da Saude (OPAS), traduzido e adaptado para uso no Brasil, cujo modelo
estd disponivel no site da pesquisa SABE. Foram avaliadas as variaveis
demogréficas e de saude: sexo, idade, Indice de Massa Corpérea (IMC),

circunferéncia da cintura (cm), circunferéncia do quadril (cm), relacdo cintura/quadril
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(cm / cm), presséo sistolica (mmHg), pressado diastélica (mmHg), glicose plasmatica
(mg / dL), hemoglobina glicada (%), colesterol total (mg / dL), triglicerideo em jejum
(mg / dL), colesterol LDL (mg / dL), colesterol HDL (mg / dL), paciente com diabetes
tipo 2, hipertenso e historico de cancer. Os conjuntos de dados analisados durante o
presente estudo foram usados sob licenca para o presente estudo e ndo estao
disponiveis ao publico devido a politica da Pesquisa SABE.

3.3 SEQUENCIAMENTO DE NOVA GERACAO (NGS)

Filtramos os genoétipos TCF7L2 e ADIPOQ do conjunto de dados de
sequenciamento do genoma completo do SABE, sendo a segunda fase das analises
gendmicas seguindo o conjunto de dados depositado no ABraOM (Arquivo Brasileiro
Online de Mutacgdes, http://abraom.ib.usp .br). O controle de qualidade de gendtipos

e variantes é descrito por Naslavsky et al. (2017) e por Naslavsky et al. (2020).

3.4 ANALISES ESTATISTICAS

O teste de Kolmogorov-Smirnov foi usado para testar a normalidade dos dados e foi
atribuida distribuicdo ndo-normal para todos os dados. As diferencas entre os grupos
foram testadas por analise x2, enquanto o teste de Mann-Whitney para amostras
independentes e o teste de Kruskal-Wallis foram usados para avaliar os dados
continuos. As frequéncias alélicas e genotipicas foram determinadas por contagem
de genes e os desvios de equilibrio de Hardy-Weinberg foram verificados por meio

do teste x2.

Distribuicbes de alelos e gendtipos entre os grupos foram avaliadas com teste x2 ou
teste exato de Fisher. O nivel de significancia adotado foi P <0,05. Modelos de
regressao logistica com e sem ajustes foram desenvolvidos para avaliar o papel
independente dos gendtipos estudados. Adicionalmente, analises de interacdo foram
realizadas. As frequéncias genotipicas do SNP rs7903146 foram comparadas entre
os tercis ABMI. O software SPSS (verséo 25.0.0.0) foi usado para estatisticas gerais.
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Uma andlise de poder foi realizada por meio do software G * Power versao 3.1.9.2.
O tamanho da amostra foi de 1.046, e para realizar a andalise de poder foram
considerados: nivel de significancia de 0,05, OR de 1,3, poder estatistico de 90%,
coeficiente quadrado esperado de correlacdes mdltiplas (R2) de 0,25 (associacao

moderada).

3.5 ANALISES HAPLOTIPICAS

As frequéncias dos haplotipos foram estimadas e testes de associacdo foram
realizados usando o0 software Haplo.stats versdo 1.8.6 (http://cran.r-
project.org/web/packages/haplo.stats/index.html), conforme descrito em detalhes por
Schaid et al., 2002. Além disso, usamos o0 software Haploview (versao 4.2;
http://www.broad.mit.edu/mpg/haploview/) para confirmar as frequéncias dos
haplotipos e avaliar o desequilibrio de ligacdo (DL) entre os polimorfismos ADIPOQ
calculando D ' e o log da razdo de probabilidade (LOD), que € uma medida de
confianca no valor de D '. Apenas frequéncias de haplétipos acima de 5% foram
consideradas na analise estatistica. No entanto, consideramos um valor de
Pc<0,0125 = 0,05/4 4 haplotipos possiveis, considerando a combinagdo entre os
alelos de 2 SNPs do gene, para corrigir o niumero de comparacdes feitas (correcao

de Bonferroni).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ARTIGO PARA SUBMISSAO: ADIPOQ

Artigo referente ao estudo de associagdo dos SNPs e haplotipos do gene ADIPOQ
com longevidade na coorte de idosos do projeto SABE. O referido artigo estd em
vias de corregdes finais e posterior submissdo na revista Genetics and Molecular
Biology da Sociedade Brasileira de Genética, tendo a estudante de doutorado Lais
de Lima Bride como primeira autora. Segue a partir da proxima pagina o artigo na

integra juntamente com material suplementar padrdo ABNT.
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Associacao de polimorfismos no ene ADIPOQ com a longevidade em um coorte de idosos
do Brasil

Lais de Lima Bride, Michel Satya Naslavsky, Guilherme Lopes Yamamoto, Marilia Oliveira Scliar,
Ldcia Helena Sagrillo Pimassoni, Estevao Carlos Silva Barcellos, karoliny Gomes Quirino, 1zadora
Silveira Fernandes, Flavia de Paula, Marcelo Rizzatti Luizon, Jaqueline Yu Ting Wang, Yeda
Aparecida Oliveira Duarte, Maria Rita Passos-Bueno, Mayana Zatz, Flavia Imbroisi Valle Errera”

A adiponectina é a adipocina mais abundante no corpo humano e € reconhecida como um
importante regulador do metabolismo de carboidratos e lipidios. A adiponectina demonstra
um papel protetor contra doencas relacionadas a idade e o gene que a codifica (ADIPOQ) é
um excelente candidato em estudos relacionados a longevidade. Nosso objetivo foi avaliar se
0s SNPs rs17300539 (-11391G> A), rs266729 (-11377G> C), rs2241766 (+ 45T> G) e
rs1501299 (+276 G> T) no gene ADIPOQ estdo associados a longevidade em uma populacao
de idosos. Assim, 1.046 idosos do inquérito de salde SABE (Salde, Bem-Estar e
Envelhecimento) foram estratificados pela atual expectativa de vida no Brasil (75 anos). Os
dados genéticos foram obtidos no banco de dados ABraOM (Online Archive of Brazilian
Mutations). Nenhuma associagdo foi encontrada entre os SNPs rs17300539 e rs266729 e a
longevidade (todos P> 0,05). O SNP rs2241766 contribuiu para o status de longevidade no
modelo dominante (OR = 1,45; P = 0,010), enquanto o SNP rs1501299 apresentou associa¢édo
com menor chance para longevidade sob o modelo recessivo (OR = 0,52; P = 0,009).
Haplétipos no gene ADIPOQ revelaram associacdo com a longevidade na populacédo total e
em mulheres (P <0,05). Concludentemente, este estudo detectou associacdo dos SNPs
rs2241766 e rs1501299 no gene ADIPOQ com a longevidade, bem como observou haplotipos
significativamente relacionados a longevidade em uma coorte multiétnica de idosos

brasileiros.

Palavras-chave: Variantes genéticas. ldosos. Longevidade. Adiponectina. SNP

* Pesquisadores participantes do presente artigo.
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1 INTRODUCAO

Superar ou evitar doencas mortais como doenca arterial coronariana , diabetes mellitus,
hipertensdo, doenca de Alzheimer, obesidade, cancer e outras, é crucial para superar a expectativa de
vida (KOLOVOU et al., 2017). Além da influéncia dos fatores ambientais, os genes que controlam a
expectativa de vida podem desempenhar um papel importante na etiologia de varias doencas
relacionadas a diminuicdo da expectativa de vida. Assim, o gene ADIPOQ é um excelente gene
candidato para estudos de longevidade, pois seus polimorfismos tém sido associados ao risco de
progressdo de doengas relacionadas a idade e, portanto, @ menor expectativa de vida (SANTOS-
LOZANO et al., 2016)

A adiponectina ¢ a citocina derivada do tecido adiposo mais abundante no corpo humano e é
reconhecida como um importante regulador do metabolismo de carboidratos e lipidios (WANG;
SCHERER, 2016). A adiponectina é codificada pelo gene ADIPOQ e ativa varias vias de sinalizagdo
que medeiam fungdes antidiabéticas, antiaterogénicas e anti-inflamatorias, tendo um papel protetor
contra doengas relacionadas ao envelhecimento (PETERS et al., 2018; SANTOS-LOZANO et al.,
2016).

O gene ADIPOQ esta localizado no cromossomo 3927 e os polimorfismos: rs17300539 (-11391
G> A) e rs266729 (-11377 G> C) na regido do promotora; rs2241766 (+45 T> G) no exon 2; e 0
rs1501299 (+276 G> T) no intron 2 estdo bem descritos na literatura e mostram notavel relevancia
bioldgica e clinica em relacdo as doengas associadas ao envelhecimento (ATZMON et al., 2015;
KHABOUR et al., 2010; SANTOS-LOZANO et al., 2016). Nesse sentido, hipotetizamos que as
referidas variantes genéticas do gene ADIPOQ podem ser potenciais biomarcadores para a
longevidade. Assim, o objetivo principal foi investigar a associacdo de SNPs e haplétipos no gene

ADIPOQ com o status de longevidade em uma coorte de idosos do Brasil.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1. Coorte estudada

A populacéo desse estudo corresponde a idosos voluntarios do inquérito de saide SABE
(Saude, Bem-Estar e Envelhecimento) realizado na cidade de S&o Paulo, Brasil, coordenado
pela Organizacdo Pan-Americana da Saude. O projeto SABE foi iniciado como uma pesquisa
multicéntrica de salde e bem-estar de pessoas idosas em sete centros urbanos no Caribe e na
América Latina (Bridgetown, Barbados; Buenos Aires, Argentina; Havana, Cuba; Cidade do
México, Mexico; Montevidéu, Uruguai; Santiago, Chile; e Sdo Paulo, Brasil). A partir de
entdo, o centro brasileiro tem seguido uma abordagem longitudinal com uma recoleta a cada
cinco anos, sob a coordenacdo da Escola de Salde Pablica da Universidade de Séo Paulo
(LEBRAO; LAURENTI, 2005).

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Satde Publica da Universidade de S&o
Paulo e 0 Comité Nacional de Etica em Pesquisa aprovaram o estudo SABE (protocolo
nimero 2015/12837/1.015.223). Todos os participantes assinaram termo de consentimento
seguindo as exigéncias regulatorias brasileiras de pesquisa com seres humanos (Lebrdo e
Laurenti 2005). Adicionalmente, o estudo SABE foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Salde Pdblica da Universidade de S&o Paulo (CAAE:
47683115.4.0000.5421, Revisdo: 3.600.782). Uma descricdo detalhada da populacdo desse
estudo incluindo as caracteristicas demogréaficas, dados clinicos e antropométricos, historia
médica e historico socioecondmico é apresentada em outra publicagdo (LEBRAO;
LAURENT]I, 2005).

Todos os sujeitos do conjunto de dados genémicos concordaram em participar deste
estudo em termos de consentimento livre esclarecido que foram aprovados pelo CEP/CONEP
(comités de ética locais e nacionais). Desse modo, este estudo foi realizado em uma
populacdo multiétnica de 1.046 idosos, incluindo homens e mulheres. Os idosos participantes
foram separados em caso-controle de acordo com a atual expectativa de vida no Brasil (75

anos) (CASTRO et al., 2021), onde a populacdo controle é composta pelos idosos longevos
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(>75 anos), isto é, que ultrapassaram a expectativa de vida, enquanto que o grupo controle ¢é

composto pelos ndo longevos (<75 anos).
2.2. Caracteristicas clinicas e antropométricas

A coleta de dados foi realizada nas residéncias dos participantes por entrevistadores
treinados, por meio da aplicacdo de um questionario padronizado especifico (C10) proposto
pela Organizacdo Pan-Americana da Saude (OPAS), traduzido e adaptado para uso no Brasil
(NASLAVSKY, Michel Satya et al., 2017). O diabetes mellitus tipo 2 (DM2) foi auto referido
ao responder a pergunta: “algum médico ou enfermeiro ja lhe disse que vocé tem diabetes ou
niveis elevados de aglicar no sangue? ”. Adicionalmente, o sangue foi retirado e submetido a

analises bioguimicas e analises genémicas.

As seguintes variaveis clinicas e demograficas foram avaliadas: sexo, idade, glicemia de
jejum (mg/dL), hemoglobina glicada (%), colesterol total (mg/dL), triglicerideo de jejum
(mg/dL), colesterol LDL (mg/dL), colesterol HDL (mg/dL), pressdo sistélica (mmHg),
pressdo diastolica (mmHg), IMC (kg/m?), circunferéncia da cintura (cm), circunferéncia do
quadril (cm), relagdo quadril-cintura (cm/cm).Para avaliacdo antropométrica, o peso foi
medido em balanca portatil (Seca, Alemanha) e a estatura em antropdmetro (Harpenden,
Inglaterra). A circunferéncia da cintura foi medida com fita métrica inelastica colocada no
ponto médio entre a margem inferior da ultima costela palpavel e o topo da crista iliaca. A
circunferéncia do quadril foi medida em torno da porcdo mais larga das nadegas. O IMC foi
calculado a partir do peso em kg divido pela altura em metros ao quadrado, sendo medidos no
inicio do estudo. Para este estudo, consideramos os dados antropométricos analisados duas

vezes ao longo de um periodo de dez anos: 2010 e 2000.

2.3. Dados de sequenciamento de ultima geracao

Filtramos os geno6tipos no gene ADIPOQ a partir de um banco de dados de sequenciamento
do genoma completo dos participantes do SABE, onde a segunda fase das analises genémicas
compdem o conjunto de dados depositado no ABraOM (Arquivo Brasileiro Online de
Mutacdes, http://abraom.ib.usp.br). Dados de ancestralidade global, dados de gendtipos e o
controle de geno6tipos e variantes foi descrita anteriormente (NASLAVSKY, Michel Set al.,
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2020; NASLAVSKY, Michel Satya et al., 2017). Desse modo, dados genéticos foram
extraidos para investigar a contribuicdo dos SNPs rs17300539 (-11391G> A), rs266729 (-
11377G> C), rs2241766 (+ 45T> G) e rs1501299 (+276 G> T) no gene ADIPOQ com a
longevidade humana em uma coorte de idosos de Sdo Paulo, Brasil. Esses polimorfismos sdo
considerados Tag SNPs, sdo distribuidos por todo o gene, foram escolhidos pois sao relatados
como comuns e foram associados ao desenvolvimento de doencas que levam ao encurtamento
do tempo de vida, como cancer, diabetes mellitus, doenca coronariana e outras (MACHADO
etal., 2014; SANTOS-LOZANO et al., 2016).

2.4. Andlises de Haplotipos

As frequéncias dos haplétipos foram estimadas e testes de associagdo foram realizados
usando 0 pacote Haplo.stats versao 1.8.6 (http://cran.r-
project.org/web/packages/haplo.stats/index.html), ~ conforme  descrito em  detalhes
anteriormente (Schaid et al. 2002). Além disso, usamos o software Haploview (versdo 4.2;
http://www.broad.mit.edu/mpg/haploview/) para caracterizar a estrutura do bloco do
haplétipo, confirmar as frequéncias dos haplétipos e avaliar o desequilibrio de ligacdo (LD)
entre os polimorfismos ADIPOQ calculando D ‘e log do odds ratio (LOD), que é uma medida
de confianca no valor de D' (Barrett et al. 2005). Apenas frequéncias haplotipicas acima de
5% foram consideradas na analise estatistica. Consideramos um valor de Pc <0,0125
(0,05/namero de haplétipos possiveis) para corrigir o nimero de comparacdes feitas (correcéo
de Bonferroni).

2.5. Andlises Estatisticas

Os dados foram apresentados como mediana e intervalo minimo-maximo para variaveis
continuas, enguanto que as variaveis categoricas sdo apresentadas como ndmeros e/ou
porcentagens. O teste de Kolmogorov-Smirnov foi usado para testar a normalidade. As
diferencas entre os grupos para dados categoricos foram testadas por analise qui-quadrado
(x2), enquanto para dados continuos o teste de Mann-Whitney foi usado. As frequéncias dos
alelos e gendtipos foram determinadas por contagem de genes enquanto que desvios do

equilibrio de Hardy-Weinberg foram verificados por meio de um teste x2.
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Distribuicdes alélicas e genotipicas foram avaliadas usando o teste y2 ou teste exato de
Fisher. O nivel de significancia adotado foi P <0,05. Modelos de regressdo logistica foram
desenvolvidos com o sem modelos de ajuste para varidveis de confusdo, sendo realizados para
avaliar o papel independente dos genotipos ADIPOQ. Analises de interacdo foram realizadas.
O software SPSS (versdo 25.0.0.0) foi usado para estatisticas gerais. Consideramos um valor
de Pc <0,0125 (0,05/nimero de testes) para corrigir o namero de comparacdes feitas (correcao

de Bonferroni).

Uma anélise de poder da amostra foi realizada por meio do software G * Power versdo
3.1.9.2 para verificar a associagdo dos SNPs ADIPOQ com a longevidade. O tamanho da
amostra foi de 1.046, e para realizar a analise de poder foram considerados: nivel de
significancia de 0,05, OR de 1,3, poder estatistico de 90%, coeficiente quadrado esperado de

correlagdes multiplas (R2) de 0,25 (associagdo moderada).

3 RESULTADOS
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As principais caracteristicas clinicas dos 1.046 voluntérios estdo descritas na Tabela 1.
A idade mediana dos participantes foi 71,4 anos (59-99 anos), e 64,32% dos participantes séo
mulheres. Os grupos caso e controle contém 379 individuos longevos e 667 ndo longevos
respectivamente (Tabela 1). Estes grupos ndo diferiram quanto a pressdo sistolica,
hemoglobina glicada, colesterol HDL, numero de casos de céncer e porcentagem de
ancestralidade nativo americana e asiatica. No entanto, os grupos diferiram em idade,
circunferéncia da cintura, circunferéncia do quadril, relacdo cintura-quadril, pressao
diastdlica, glicose plasmatica, triglicerideo de jejum, colesterol total, colesterol LDL,
porcentagem de ancestralidade europeia e africana, evento cardiovascular e hipertensdo
arterial (Tabela 1).

Tabela 1. Caracteristicas antropométricas ¢ bioquimicas de acordo com o status de longevidade.

Variavel Unidade Total Longevos (=75 anos) Nio longevos (< 75 anos) p*

Tamanho populacional N 1046 379 667 -
Género MTF N/N 373/673 135/244 2377428 0.9951
Idade anos 71.4(59.3 -99.2) 82.3(75.0-99.2) 654 (39.3-75.0) =0.0001
C ke/nr 274 (151 -53.6) 263(154-459) 282 (15.1-53.6) =0.0001
Circunferéncia abdémen cm 94.0(62.0 - 142.0) 92.0(62.0-132.0) 96.0 (64.0-142.0) =0.0001
Circunferéncia quadril cm 102.0(61.0 - 147.0) 100.0 (61.0-139.0) 103.0 (82.0-147.0) =0.0001
Relacio cintura-quadril cm/cm 0807 -12) 09(0.7-12) 09 (07-12) 0.0357
Pressio sistolica mmHg 138.0(88.0 - 250.0) 140.0 (88.0 - 242.0) 137.0 (92.0 - 250.0) 0.1384
Pressio diastalicas mmHg 79.0 (49.0 - 125.0) 74.0 (49.0 - 122.0) 810 (51.0-1250) <0.0001
Glicose plasmatica mg/dL 88.0(20.0 -437.0) 86.0 (20.0- 373.0) 90.0 (37.0-437.0) =0.0001
Hemoglobina Glicada % 5848 -137 5.8(49-13.9) 5.8 (48-137) 0.3817
Colesterol total mg/dL 203.0 (26.0 - 388.0) 198.0 (101.0 - 388.0) 205.0 (86.0 - 344.0) 0.0007
Triglicerideas mg/dL 115.0(25.0 - 1283.0) 107.0(25.0-501.0) 121.0 {(37.0-1283.0) =0.0001
Colesterol LDL mg/dL 126.0 (28.0 - 299.0) 122.0 (45.0-299.0) 127.5 (28.0-261.0) 0.0032
Colesterol HDL me/dL 48.0(19.0 - 133.0) 49.0 (22.0 - 106.0) 47.0 (19.0-133.0) 01112
Ancestralidade europeia %% média 0.73 0.76 071 =0.0001
Ancestralidade africana %% média 0.18 0.15 0.13 =0.0001
Ancestralidade nativo americana % média 0.07 0.06 0.07 =0.0001
Ancestralidade asiatica %% média 0.03 0.03 0.02 0.5881
DM2 N (%) 265(25.3) 103 (27.2) 162 (24.3) 0.3018
Hipertenso N (%) 716 (68.5) 283 (74.7) 433 (64.9) 0.0011
ECV N (%) 249 (23.8) 117 (30.9) 132(19.8) <0.0001
Cancer N (%) 74(7.1) 29(7.7) 45(8.7) 0.5832

0= dados sdo apresentados como mediana e intervalo minime e maximo para varidveis continuas;
*Valor de P com teste de Kruskal-Wallis para variaveis quantitativas e teste Qui-quadrado para dados qualitativos.
Os valores e negrite ndicain resultados estatisticamente significatives (P <0.03).
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As distribuicBes genotipicas e alélicas para os SNPs rs17300539 (-11391G> A),
rs266729 (-11377G> C), rs2241766 (+ 45T> G) e rs1501299 (+276 G> T) estavam de acordo
com o equilibrio de Hardy-Weinberg (todos P > 0,05) e sdo mostradas na Tabela 2. Nenhuma
diferenca significativa foi encontrada entre os grupos caso e controle para duas variantes
genéticas no gene ADIPOQ: rs17300539 e rs266729 (todos P> 0,05). Por outro lado,
diferencas significativas foram observadas entre os grupos para os polimorfismos rs2241766 e
rs1501299 (P <0,05; Tabela 2). Distribui¢fes genotipicas e alélicas do SNP rs2241766
mostraram que o genotipo TG foi mais frequente nos idosos longevos (P = 0,0064, Tabela 2),
assim com o alelo G (P = 0,0235, Tabela 2). No entanto, o gendtipo TT e o0 alelo T do SNP
rs1501299 foram encontrados com maior frequéncia no grupo de idosos ndo longevos, cujos

valores de P foram 0,0085 e 0,0330, respectivamente (Tabela 2).

Tabela 2. Distribuicdes genotipicas e alélicas na populacgéo total e agrupadas por status de
longevidade.

o .
Genétipo/ N (% da frequéncia)

Variante Genética Alelo Total populagéo Longevos Né&o longevos P-valor*
(N=1045) (N=379) (N=667)

rs17300539 G>A GG 883 (84.5) 322 (85.0) 561 (84.1) reference
GA 154 (14.7) 55 (14.5) 99 (14.8) 0.8579
AA 09 (0.9) 02 (0.5) 07 (1.0) 0.3767
G 1920 (91.9) 699 (92.2) 1221 (91.5) reference
A 172 (8.2) 59 (7.8) 113 (8.5) 0.5824

rs266729 C>G cC 627 (60.0) 216 (57.0) 411 (61.6) reference
CG 354 (33.9) 136 (35.9) 218 (32.7) 0.2133
GG 65 (6.2) 27 (7.1) 38 (5.7) 0.2544
C 1608 (76.9) 568 (74.9) 1040 (78.0) reference
G 484 (23.2) 190 (25.1) 294 (22.0) 0.1145

rs2241766 T>G TT 767 (73.4) 260 (68.6) 507 (76.0) reference
TG 261 (25.0) 113 (29.8) 148 (22.2) 0.0064
GG 18 (1.7) 06 (1.6) 12 (1.8) 0.9601
T 1795 (85.9) 633 (83.5) 1162 (87.1) reference
G 297 (14.2) 125 (16.5) 172 (12.9) 0.0235

rs1501299 G>T GG 489 (46.8) 187 (49.3) 302 (45.3) reference
GT 455 (43.5) 167 (44.1) 288 (43.2) 0.6257
TT 102 (9.8) 25 (6.6) 77 (11.5) 0.0085
G 1433 (68.6) 541 (71.4) 892 (66.9) reference
T 659 (31.5) 217 (28.6) 442 (33.1) 0.0330

As frequéncias genotipicas e alélicas sdo apresentadas por N (%).
* Valores de P entre os grupos de caso e controle obtidos a partir de testes de qui-quadrado.
Os valores em negrito indicam resultados estatisticamente significativos (P <0,05).
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Anélises de regressao confirmaram a associacdo das variantes genéticas rs2241766 e
rs1501299 com o status de longevidade tanto na populagdo total como em mulheres (Tabela
3). Na populacédo total, o0 SNP rs2241766 contribuiu para o status de longevidade sob o
modelo codominante (OR = 1,49; P = 0,025), dominante (OR = 1,45; P = 0,010),
superdominante (OR = 1,49; P = 0,007) e log-aditivo (OR = 1,34; P = 0,023), enquanto o
SNP rs1501299 mostrou chances diminuidas ao desfecho longevidade sob os modelos
codominante (OR = 0,52; P = 0,025), recessivo (OR = 0,54; P = 0,007) e log-aditivo (OR =
0,81; P =0,031) (Tabela 3).

AssociacOes dos SNPs rs2241766 e rs1501299 com a longevidade foram confirmadas
para alguns modelos genéticos ap0ds a correcdao de Bonferroni (P <0,0125, Tabela 3). Quando
0 género foi considerado, achados semelhantes foram observados para as mulheres, com
aumento do valor de P (Tabela 3). Além disso, também foi detectada uma associacgdo entre o
SNP rs17300539 e menor chance para longevidade apenas em homens (OR = 0,52; P =
0,040) no modelo genético dominante. Apds o ajuste para possiveis variaveis de confusdo, a
associacdo do SNP rs2241766 no modelo dominante e rs1501299 no modelo recessivo com
longevidade foi mantida (Tabela S1).

Analises de interacdo entre 0 SNP rs1501299 e as variaveis de confusdo da Tabela 1
foram realizadas e estdo apresentadas na Tabela S2. Foram observadas interacfes
significativas de Indice de Massa CorpOrea, pressdo diastélica, glicose plasmatica,
triglicerideos de jejum com o SNP rs1501299 na associacdo com longevidade sob o modelo
geneético recessivo (Todos P <0,007; Tabela S2). Além disso, também foi observado que o
género interage apenas com o SNP rs17300539 na associagdo com a longevidade no modelo
dominante (Pinteracio = 0,025; Dados ndo mostrados), ao passo que nenhuma interagdo
significativa foi detectada entre género e os polimorfismos rs266729, rs2241766 e rs1501299
(todos P> 0,05).
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Codominante**

Dominante**

Recessivo**

Superdominante**

Log-aditivo**

Population \ézrr]iéi?g;
P OR (95% IC) P OR (95% IC) P OR (95% IC) P OR (95% IC) P OR(95% IC)
rs17300539 G>A 0649  097(0.68-1.38) 0714 004 (0.66-133) 0362  050(0.10-242) 0885 097 (0.68-139) 0586  0.91(0.66-1.26)
Total (5266729 C>G 0305  1.19(091-156) 0143 121(0.94-157) 0362 127(0.76-211) 0294  115(0.88-150) 0125  1.17 (0.96 -1.44)
(N=1046) 12241766 T>G 0025 149 (L12-198) 0010 145(L10-192) 0795  0.88(0.33-2.36) 0.006* 149 (1.12-1.98) 0023  1.34(L.04-173)
(1501299 G>T 0025  052(0.32-0.85) 0.206  0.85(0.66-1.09) 0.007* 0.54(0.34-0.87) 0781  1.04(0.80-1.34) 0031  0.81(0.66-0.98)
(17300539 G>A 0372  129(0.84-1.99) 0324 124(0.81-189) 0425  0.44(0.05-3.92) 0235  1.30(0.84-2.00) 0451  1.17(0.78-173)
Mulheres (5266729 C>G 0383  124(0.89-173) 0171 125(091-173) 0548  124(062-251) 0258  121(0.87-1.69) 0176  1.20 (0.92 -1.56)
(N=673) 152241766 T>G 0056  155(L08-2.22) 0017 153(1.08-217) 0765 117 (041-334) 0019  154(1.08-220) 0028  1.41(1.04-1.92)
(1501299 G>T 0063  0.99(0.71-1.37) 0449 089 (0.65-121) 0019  049(0.27-0.92) 0579  1.09(0.80-1.50) 0.109  0.82 (0.64-1.05)
1517300539 G>A 0122  052(0.27-1.01) 0040 052(0.27-0.99) 0627  0.58(0.06-5.65) 0049 052 (0.27-1.02) 0.046  0.56 (0.31-1.02)
Homens (5266729 C>G 0567  1.10(070-173) 0473 117(0.76-179) 0326 147 (0.69-3.16) 0.853 104 (0.67-1.62) 0330  1.18 (0.85-1.64)
(N=373) (2241766 T>G 0194  137(0.85-221) 0280 1.30(0.81-2.09) 0556  1.04(0.80-1.34) 0175  1.39(0.86-2.24) 0.194  1.20 (0.76 -1.88)
(1501299 G>T 0285  0.83(0.53-130) 0234 077 (051-118) 0173  0.61(0.30-1.26) 0728 093 (0.61-1.42) 0127  0.78 (0.56 -1.08)

P: P-valor; 95% IC: Intervalo de Confianca de 95%; OR: Odds Ratio.(razdo de probabilidade)
Os valores em negrito indicam resultados estatisticamente significativos (P <0,05).
*Pc <0,0125 (0,05 / N de testes) foi considerado significativo para corrigir o nimero de comparacdes feitas (Correcdo de Bonferroni).
** Modelos genéticos.
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As frequéncias haplotipicas foram estimadas para os quatro SNPs do gene ADIPOQ e
sdo mostradas na Tabela S3. Cinco haplétipos com frequéncia superior a 5% foram analisados
e nenhuma associacdo significativa foi encontrada entre esses haplétipos e a longevidade
(todos P> 0,05; Tabela S3). No entanto, hapl6tipos estimados a partir de combinacdes pareada
dos SNPs revelaram associagéo significativa com a longevidade na populacéo total (P <0,05;
Tabela 4) e também nas mulheres (P <0,05; Tabela S4).

Tabela 4. Teste de frequéncia e associacao dos hapl6tipos ADIPOQ com a longevidade na populacéo total
(N =1.046).

Modelo Genético (P-valor) Frequéncias Haplotipicas (%)
SNPs Hapl6tipo
Dominante  Recessivo Aditivo Total Nao longevos Longevos

rs17300539 & rs2241766 GIT 0.971 0.147 0.205 0.80 0.80 0.78
GIG 0.014 0.416 0.038 0.12 0.11 0.14

AT 0.185 0.882 0.208 0.06 0.07 0.05

rs17300539 & rs1501299 GIG 0.006* 0.336 0.050 0.66 0.65 0.69
GIT 0.119 0.194 0.075 0.26 0.27 0.23

AT 0.298 0.882 0.320 0.06 0.06 0.05

rs266729 & rs2241766 CIT 0.140 0.008* 0.008* 0.64 0.66 0.61
GIT 0.156 0.997 0.256 0.21 0.21 0.23

CIG 0.043 0.866 0.058 0.13 0.12 0.14

rs266729 & rs1501299 CIG 0.248 0.396 0.841 0.48 0.48 0.47
CIT 0.235 0.068 0.085 0.29 0.30 0.28

GIG 0.036 0.197 0.028 0.21 0.19 0.24

rs17300539 & rs266729 G/C 0.549 0.068 0.275 0.69 0.69 0.67
GIG 0.142 0.358 0.123 0.23 0.22 0.25

A/C 0.715 0.380 0.587 0.08 0.08 0.08

rs2241766 & rs1501299 TIG 0.728 0.754 0.685 0.54 0.54 0.55
TIT 0.206 0.010* 0.032 0.32 0.33 0.29

G/G 0.009* 0.796 0.022 0.14 0.13 0.16

Os valores em negrito indicam resultados estatisticamente significativos (P <0,05).
* Pc <0,0125 (0,05 / N de testes) foi considerado significativo para corrigir o nimero de comparagoes feitas (Correcdo de Bonferroni).

Os hapldtipos de pares de SNPs do ADIPOQ foram significativamente associados a
maior chance para longevidade na populacdo total e nas mulheres, estes foram o0s seguintes
haplétipos: "G/G" (rs17300539 & rs2241766), "G/G" (rs17300539 & rs1501299), "G/G"
(rs266729 & 151501299), “C/G” (1s266729 e 2241766) e " G/G "(rs2241766 & rs1501299)
(Tabela 4 e Tabela S4). Os haplétipos “T/T” (rs2241766 & rs1501299) ¢ “C/T” (rs266729 e
2241766) foram mais frequentes em ndo longevos, revelando associacdo desfavoravel a
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longevidade na populacgdo total e em mulheres (Tabela 4 e Tabela S4). O haplétipo “G/C”
(rs17300539 e rs266729) revelou associagdo com menor chance para o status de longevidade

sendo apenas em mulheres e ndo na populacdo total (Tabela S4).

O haplétipo "A/T" (rs17300539 & rs1501299) foi significativamente associado com
menor chance a longevidade apenas para homens, no entanto, este hapl6tipo ndo foi
considerado devido ao pequeno numero de individuos para conduzir uma analise de haplétipo
neste grupo (Tabela S5). Em relacdo aos outros haplotipos, nenhuma associacéo significativa
foi detectada no grupo de homens (Todos P>0,05; Tabela S5).

Comparamos o desequilibrio de ligacdo (DL) entre os polimorfismos no gene ADIPOQ e
observamos valores de DL mais elevados entre os SNPs rs266729 e rs1501299 em
participantes longevos (D’= 0,865, LOD = 10,92; Tabela 5; Figura 1). Comparavelmente,
valores mais elevados de DL nos idosos ndo longevos foram detectados para os blocos de
haplétipos: rs266729 & rs2241766 (D'= 0,573, LOD = 2,09; Tabela 5; Figura 1) e rs17300539
& rs1501299 (D'= 0,635, LOD = 12,36; Tabela 5; Figura 1).

Tabela 5. Desequilibrio de ligacdo entre polimorfismos do gene ADIPOQ para 0s grupos
Longevos e Néao longevos

Grupo SNP 1 SNP2 D LOD R
517300539 (5266729 1.000 5.34 0.028

517300539 (52241766 0.212 1.35 0.019

Longevos 517300539 51501299 0.544 4.47 0.062
(N=379) (5266729 (52241766 0.434 1.10 0.012
(5266729 51501299 0.865 10.92 0.100

(52241766 51501299 1.000 7.14 0.079

517300539 (5266729 1.000 442 0.026

(517300539 (52241766 0.094 0.79 0.005

NEo longevos 517300539 51501299 0.635 12.36 0.075
(N=667) (5266729 (52241766 0.573 2.09 0.014
(5266729 51501299 0.609 8.91 0.052

rs2241766 rs1501299 1.000 17.99 0.073




D ’: coeficiente de desequilibrio de ligacdo, LOD: log da razéo de chances; R2: coeficiente de correlagéo.
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Figura 1. Blocos de haplotipos e desiquilibrio de ligacao; A:
Longevos N = 379; B: Ndo longevos N = 667. NUmeros dentro
de quadrados indicam o valor D’ expresso como um percentil. Os
quadrados vermelhos indicam pares em forte desequilibrio de
ligagdo com valor de LOD >2, quadrados rosa D’<1 com LOD
>2 e quadrados brancos D’ <1,0 e LOD <2.
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4 DISCUSSAO

Avaliamos a associacdo de polimorfismos no gene ADIPOQ com a longevidade
definida como a faixa etéria ultrapassante a expectativa de vida no Brasil. Em nossa coorte de
idosos, 0s SNPs rs2241766 e rs1501299 apresentaram efeitos opostos na associagdo com a
longevidade na populacéo total e mulheres, estando associados com maior e menor chance a
longevidade respectivamente. O SNP rs17300539 foi relacionado a longevidade apenas em
homens. Os hapl6tipos estimados a partir de pares de SNPs no ADIPOQ revelaram uma
associacao significativa com o status de longevidade na populagdo total e alguns haplotipos

foram mais significativamente associados em mulheres.

De acordo com o projeto ALFA (Allele Frequency Aggregator) do banco de dados do
NCBI (National Center for Biotechnology Information), a frequéncia do menor alelo (MAF)
dos SNPs rs17300539, rs226729, rs2241766 e rs1501299 é cerca de 0,03, 0,23, 0,15 e 0,30
respectivamente (PHAN et al., 2020). Em nossa populacdo, apenas 0 SNP rs17300539 diferiu
dos valores de referéncia do projeto ALFA, no entanto, nenhum desvio do equilibrio de

Hardy-Weinberg foi detectado.

Nossas analises de revelaram uma potencial associacdo entre 0 SNPs rs17300539 e a
longevidade apenas em homens. Nossa anélise mostrou interacéo entre esse polimorfismo e o
género, sendo este efeito conferido pelo SNP rs17300539 observado em um estudo que
analisou a associacgao entre os SNPs do ADIPOQ (rs17300539, rs266729, rs2241766 e outros)
e o0s niveis de adiponectina (ATZMON et al., 2015). Estes autores verificaram que o SNP
rs17300539 estd associado ao aumentos dos niveis séricos de adiponectina em ambos o0s
géneros, porém no grupo composto somente por homens, foi observada uma maior diferenca
entre os niveis de adiponectina em relagcdo ao polimorfismo rs17300539 (ATZMON et al.,
2015).

E sugerido que o polimorfismo rs17300539 no gene ADIPOQ pode promover aumento
da expectativa de vida em homens por meio da regulacdo da producdo e/ou secrecdo de
adiponectina (ATZMON et al., 2015). Em relacdo as mulheres, foi observado que o gendtipo
AA do rs17300539 era significativamente mais comum em mulheres centenarias do que em

controles jovens, e esse genétipo estava associado a concentragdes mais elevadas de
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adiponectina sérica que, consequentemente, podem estar relacionadas a longevidade extrema
(ROSZKOWSKA-GANCARZ et al., 2012).

O SNP rs226729 foi associado a doencas relacionadas ao envelhecimento, tais como
obesidade, diabetes mellitus, distdrbios cognitivos, doencas cardiovasculares e metabdlicas,
cancer colorretal e outras (BELTCHEVA et al., 2014; DIVELLA et al., 2017; SMETNEV et
al., 2019; YU et al., 2015). Estudos de associacdo observaram alteragdo nos niveis séricos de
adiponectina conferidos pelos gendtipos do rs226729 e isso poderia, teoricamente, afetar a
expectativa de vida, porém nenhuma associacdo desse SNP com o status de longevidade foi
detectada tanto no nosso como em outros estudos (KHABOUR et al., 2010; WILLCOX et al.,
2008). Apesar disso, o polimorfismo de rs266729 foi relacionado a obesidade entre a
populacdo adulta saudavel e a um risco aumentado de doencas cardiovasculares e cancer
(PARK; PARK; JEE, 2011; ZHANG, Huan et al., 2012; ZHOU, Wei; LIU; ZHONG, 2013).
Nesse contexto, é hipotetizado que os niveis de adiponectina sdo mediados por alteracdes na
regido promotora do gene ADIPOQ e o alelo G do SNP rs226729 influenciaria na atividade de
ligacdo do promotor ao DNA, resultando em uma perda da ligacdo com o estimulador Sp1, no
entanto, mais estudos sdo necessarios a fim de comprovar tal hipotese (LAUMEN et al.,
2009; ZHANG et al., 2009).

Modelos de regressdo logistica mostraram que o SNP rs2241766 conferiu efeito
favoravel a longevidade, enquanto o rs1501299 apresentou menor chance para o desfecho
longevidade na populacéo total deste estudo. Quando o género foi considerado, esses mesmos
efeitos foram observados apenas em mulheres com valores de P mais elevados.
Adicionalmente, esses SNPs ndo revelaram interacdo com género na associa¢do com status de
longevidade. Desse modo, é possivel que o nivel de significancia esteja relacionado ao
tamanho da amostra e, portanto, a associacao entre esses SNPs e a longevidade foi diminuida
em mulheres e ndo observada em homens. Assim, mais estudos com outras populagdes sao
necessarios para confirmar se esses SNPs apresentam associagdes género-especificas com o

status de longevidade.

Testes de associacédo realizados para 0 SNP rs1501299 mostraram um aumento no valor
de P apds o ajuste para todas as variaveis de confusdo. Além disso, a analise de interacdo foi
realizada e detectamos uma interacdo significativa entre este polimorfismo e as seguintes

variaveis de confusio: Indice de Massa Corpérea, pressdo diastolica, glicose plasmatica e
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triglicérides em jejum. Apesar do SNP 1501299 interagir com estes dados clinicos, a
associacao com longevidade se manteve. Em razdo disso, estudos adicionais sd0 necessarios
para confirmar a associacao do alelo T com menor chance a longevidade independentemente

dessas variaveis.

Achados de diferentes estudos evidenciam o alelo T do SNP rs1501299 como fator de
risco & complicacbes de saude relacionadas a reducdo da qualidade e expectativa de vida
(MENZAGHI; TRISCHITTA; DORIA, 2007; PALIT et al., 2020; QI et al., 2005). Tem sido
relatada associacdo entre o SNP rs1501299 e doencas relacionadas ao IMC elevado, tais como
alteracGes na pressdo arterial, na glicemia, no perfil lipidico e outros, além disso, este
polimorfismo foi associado ao risco de obesidade ap0Os reunir resultados de oito estudos
(ALLER et al., 2019; DE LUIS et al.,, 2019; LU et al.,, 2014; PALIT et al.,, 2020).
Adicionalmente, um estudo recente com individuos obesos analisados antes e apds 3 meses de
dieta hipocaldrica mostrou que o alelo T do rs1501299 pode ser um preditor de falta de
resposta para os niveis de HOMA-IR, insulina, glicose em jejum e colesterol LDL (DE LUIS
et al., 2019). Da mesma forma, um estudo de intervencdo relatou que os portadores desse
alelo T mostram menor nivel de melhora nos niveis de adiponectina, resisténcia insulinica e
perfil lipidico em comparacdo com os portadores do genétipo GG ap6s dieta hipocal6rica
(ALLER et al., 2019).

Embora polimorfismos no gene ADIPOQ sejam amplamente abordados por estudos de
associacdo, efeitos opostos sdo observados em relacdo as doencas associadas ao
envelhecimento. Um estudo recente observou que o SNP rs2241766 emerge como um fator de
protecdo, enquanto o rs1501299 mostra-se um fator de risco para o desenvolvimento de
cancer de mama em uma populacio mexicana (MACIAS-GOMEZ et al., 2019). Além disso,
um estudo clinico observou que a expressao do mRNA da adiponectina é relativamente maior
em portadores do alelo G do rs2241766, configurando um fator protetor para doengas
cardiovasculares (CHANG et al., 2009). Entretanto, de modo oposto, outros estudos também
indicam que o polimorfismo rs2241766 é um fator de suscetibilidade para doencas
cardiovasculares, resisténcia insulinica e obesidade em asiaticos e caucasianos (MACKAWY,
2013; SALEH et al., 2020; ZHANG et al., 2018; ZHOU et al., 2014). Apesar disso, mais
investigacdes sdo necessarias para confirmar se polimorfismos no ADIPOQ se apresentam
como fatores associados a expectativa de vida e longevidade em outras populacdes e outros

grupos étnicos.
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Estudos funcionais observaram que 0s SNPs rs2241766 e rs1501299 no gene ADIPOQ
alteram a atividade da adiponectina (HUANG et al., 2007; LI, Lin Lin et al., 2007;
MENZAGHI; TRISCHITTA; DORIA, 2007). E teorizado que polimorfismos no gene
ADIPOQ podem estar associados ao status de longevidade, uma vez que a adiponectina tem
papel protetor contra doencas relacionadas a idade (SANTOS-LOZANO et al., 2016). A
adiponectina modula mecanismos considerados "marca registrada do envelhecimento” tais
como inflamacdo, funcdo mitocondrial, apoptose e proliferacdo celular, sendo encontrada em
concentracdes séricas diminuidas em varias condicdes patologicas, como obesidade, diabetes,
doenca arterial coronariana e outras (AWAZAWA et al.,, 2011; HOTTA et al., 2000;
KUMADA et al., 2003; LEE; KWAK, 2014; LI et al., 2021).

Um estudo recente usou modelos de camundongos que expressam adiponectina para
investigar os efeitos da adiponectina na promocao da expectativa de satde e da longevidade
(LI, Na et al., 2021). Eles obtiveram os seguintes resultados: A falta de adiponectina reduziu a
expectativa de vida ao acelerar a fibrogénese e ao prejudicar a homeostase da glicose e dos
lipidios; A falta de adiponectina encurta a expectativa de vida independentemente da dieta
adotada; Altos niveis de adiponectina em camundongos idosos produzem um fendtipo
metabolico saudavel, com aumento da tolerancia a glicose e sensibilidade a insulina, aumento
da depuracéo de lipidios, reducdo da gordura visceral e protecdo potente contra inflamacéo e
fibrose; Camundongos com superexpressdo de adiponectina sob uma dieta de baixa caloria
mostraram um aumento na expectativa de vida média (LI et al., 2021). Esses achados indicam
uma associacao positiva da adiponectina com o processo de envelhecimento, no entanto, 0s
efeitos dos SNPs no ADIPOQ nos niveis de adiponectina em relacdo a promocéo da satde do
envelhecimento e da expectativa de vida permanecem inexplorados e analises adicionais sao

necessarias.

Niveis elevados de adiponectina foram detectados em centenarios e foram
positivamente correlacionados com o aumento da expectativa de vida (ARAI;, KAMIDE;
HIROSE, 2019; ATZMON et al., 2015). Embora os niveis de adiponectina aumentem durante
o envelhecimento (ADAMCZAK et al., 2005; WANG; SCHERER, 2016), 0s niveis séricos
elevados tambem estdo associados densidade muscular baixa e funcdo fisica deficiente
(BAKER et al., 2019). Evidéncias mostraram que a desregulacdo da adipocina também esta
associada a sindromes debilitantes, como caquexia e sarcopenia (UNGER, 2005). Além disso,

foi observada variacdo na modulacdo da adiponectina entre diferentes doencas (BAKER et
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al., 2019). Assim, a adiponectina pode representar um biomarcador de processos catabdlicos
adversos em idosos, e seu papel paradoxal no envelhecimento precisa ser mais investigado
para entender se a modulacdo dessas adipocinas tem de fato um efeito positivo no

envelhecimento e na expectativa de vida.

Estudos de haplotipos oferecem uma abordagem poderosa para estudos de associagdo
genética (GABRIEL et al., 2002) e testes de associacdo foram realizados com haplotipos na
tentativa de melhorar o poder de detectar susceptibilidade para longevidade devido a
possibilidade de estarem em maior desequilibrio de ligacdo com polimorfismos funcionais do
que SNPs individuais, ou no caso de estarem diretamente relacionados a caracteristicas
relacionadas a longevidade. Além disso, a distancia entre SNPs tem um papel crucial na
recombinacdo génica, uma vez que dois loci distantes tendem a ter uma taxa de recombinacéo

mais alta em comparac@o com loci muito proximos (HARTL E CLARK, 2007).

Alguns haplotipos de SNPs do ADIPOQ foram mais frequentes em longevos e
significativamente associados a maior chance para longevidade na populacao total, e menos
significativamente em mulheres. E possivel que ndo tenham sido observados valores
significativos em homens devido ao menor nimero de observacfes, e por isso, analises
adicionais sdo necessarias a fim de verificar a associagdo destes hapl6tipos com a longevidade
em outras populac@es. Além disso, nossos resultados também revelaram uma associa¢do mais
forte entre trés haplotipos e longevidade em mulheres, onde o hapldtipo “C/G” (rs266729 e
2241766) foi favoravel para longevidade, enquanto os hapldtipos “C/T” (rs266729 e
2241766) e “G/C” (rs17300539 e rs266729) revelaram menos chance para o status de
longevidade, sendo que o ultimo hapl6tipo mencionado foi significativo apenas em mulheres
e ndo na populacdo total, e pode denotar uma possivel interacdo especifica de género que

poderia ser investigada por estudos de associagéo e funcionais.

As variantes genéticas vizinhas, rs17300539 e rs266729 na regido promotora, €
rs2241766 e rs1501299 na regido exbnica 2 e intrébnica 2, mostraram um alto valor de
desequilibrio de ligagdo entre si (D’=1), tanto nos longevos como nos nao longevos, sendo
consistente com nenhuma recombinacdo (GABRIEL et al., 2002). Por outro lado, SNPs mais
distantes apresentaram menor desequilibrio de ligacdo (D’>0,98) e consiste em forte
evidéncia de recombinacdo (GABRIEL et al., 2002). A variante rs17300539 na regido

promotora, juntamente com a variante intrénica rs1501299, cobrem uma grande regido no
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gene ADIPOQ e estdo em maior desequilibrio de ligacdo e maior correlacdo no grupo dos nao
longevos em comparagdo com o grupo dos longevos. Além disso, o haplétipo “G/G”
(rs17300539 & rs1501299) foi associado a longevidade na populacédo total. Com base nesses
achados, consideramos este hapldtipo um candidato interessante para estudos de associacdo

relacionados a longevidade.

A andlise de desequilibrio de ligacdo e os testes de associacdo de haplotipos
demonstraram, juntamente, que 0s SNPs rs266729 e rs1501299 estdo em maior desequilibrio
de ligagdo nos longevos e o haplétipo "G/G" (rs266729 & rs1501299) revelou uma associagdo
com maior chance para longevidade sob os modelos genéticos dominante e aditivo. Assim,
este hapl6tipo pode ser considerado um potencial biomarcador de longevidade, entretanto,

mais estudos sao necessarios para validar esse achado em outras populagdes.

Outros estudos de associacdo também relataram auséncia de associa¢do entre
polimorfismos ADIPOQ e longevidade (KHABOUR et al., 2010; KOLOVOU et al., 2017).
Khabour e associados (2010) nao encontraram nenhuma diferenca entre os polimorfismos do
gene ADIPOQ (rs266729, rs2241766 e rs1501299) e o fendtipo de longevidade em uma
populacéo jordaniana. Em adicéo, outro estudo que avaliou a contribui¢do do rs2241766 para
a variacdo da expectativa de vida das mulheres, ndo observou diferenca entre o grupo de
estudo (nonagenarios e centenarios) e o grupo controle (participantes com 18 - <80 anos)
(KOLOVOU et al., 2017). Assim, os achados ainda sdo contraditorios e inconclusivos em
relacdo as doencas relacionadas ao envelhecimento e a expectativa de vida. A variacdo nos
loci de suscetibilidade dentro do gene ADIPOQ depende do fendtipo estudado, da variacéo
étnica entre as diferentes populagdes e de outros fatores. Nesse sentido, mais investigaces
sdo necessarias para melhor compreender os aspectos das variantes genéticas do ADIPOQ que

contribuem para o fen6tipo da longevidade em outras populagdes ao redor do mundo.

Até onde sabemos, este € um dos poucos estudos de associacdo que relatou uma
associacdo dos polimorfismos ADIPOQ com o status de longevidade em uma coorte
composta exclusivamente por idosos, além de ter sido avaliada durante um periodo de 10
anos. A falta de avaliacdo tanto dos aspectos alimentares quanto dos niveis de atividade fisica
pode ser uma limitacdo do nosso estudo, no entanto, conseguimos detectar niveis de

significancia robustos mesmo apo6s a correcdo dos testes.
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5 CONCLUSAO

Anédlises de associacdo genética do presente estudo demonstraram a associacao significativa
dos SNPs rs2241766 e rs1501299 com maior e menor chance para a longevidade
respectivamente. Além disso, haplétipos no gene ADIPOQ também revelaram associagdo com
a longevidade tanto na populacéo total como em mulheres. Além disso, nossos resultados
revelam SNPs e hapl6tipos no ADIPOQ como fortes candidatos para estudos de associacao
com a longevidade. Nossos achados também contribuem para o conhecimento de fatores
genéticos que afetam a longevidade. Nesse sentido, presente estudo fornece informacdes
bioldgicas importantes que contribuem para futuras abordagens cientificas sobre

biomarcadores de envelhecimento e expectativa de vida.
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Tabela S1. Associacdo entre os SNPs do gene ADIPOQ e o status de longevidade ajustado para possiveis fatores de confusao.

Variavel de confuséo

rs2241766 T>G (Modelo dominante)

rs1501299 G>T (Modelo recessivo)

P-valor OR (95% IC) P-valor OR (95% IC)
Genero (M/F) 0.010 1.45 (1.09 - 1.91) 0.010 0.54 (0.34 - 0.86)
IMC (kg/m?) 0.010 1.46 (1.09 - 1.94) 0.018 0.56 (0.35 - 0.91)
Ancestralidade europeia (%) 0.016 1.42 (1.07 - 1.89) 0.020 0.57 (0.35-0.92)
Ancestralidade africana (%) 0.029 1.38 (1.03-1.83) 0.027 0.59 (0.36 - 0.94)
Ancestralidade nativo americana (%) 0.008 1.47 (1.11-1.96) 0.017 0.56 (0.35 - 0.90)
Genero e ancestralidade* 0.019 1.42 (1.06 - 1.89) 0.024 0.58 (0.36 - 0.93)
Glicose plasmatica (mg/dL) 0.010 1.45 (1.09 - 1.92) 0.013 0.55 (0.34 - 0.88)
Colesterol total (mg/dL) 0.016 1.42 (1.07 - 1.88) 0.016 0.56 (0.35 - 0.90)
Triglicerideos (mg/dL) 0.005 1.51 (1.13 - 2.00) 0.013 0.55 (0.34 - 0.88)
Colesterol LDL (mg/dL) 0.019 1.40 (1.06 - 1.86) 0.017 0.56 (0.35 - 0.90)
Evento Cardiovascular (%) 0.010 1.45(1.09 - 1.93) 0.008 0.53 (0.33-0.85)
Todos juntos 0.019 1.44 (1.06 - 1.99) 0.046 0.60 (0.36 - 0.99)

Foi adotada a analise de regressao logistica de ajustada para cada fator de confuséo.

OR: Odds Ratio (razdo de chances); IC 95%: intervalo de confianga de 95%.

* Geénero e dados de ancestrais europeus, africanos e nativos americanos foram incluidos.
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Tabela S2. Interacdo entre varidveis de confusdo e o SNP rs1501299 na associa¢do com a longevidade sob modelo
genético recessivo.

Variavel Pinteracéo
Genero (M/F) 0.028
IMC (kg/m?) 0.003
Ancestralidade europeia (%) 0.042
Ancestralidade africana (%) 0.072
Ancestralidade nativo americana (%) 0.097
Pressdo Diastélica (mmHg) 0.005
Glicose plasmética (mg/dL) 0.004
Colesterol total (mg/dL) 0.025
Triglicerideos (mg/dL) 0.005
Colesterol LDL (mg/dL) 0.038
Evento Cardiovascular (%) 0.753

Os valores em negrito indicam interagOes estatisticamente significativas (P <0,007).
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Identificacao

Modelo Genético (P-valor)

Frequéncias Haplotipicas (%)

Populacao do hapl6tipo Haplétipo _ _ — -
Dominante  Recessivo  Aditivo Total N&o longevos Longevos
H1 GCTG 0.612 0.148  0.279 0.35 0.36 0.33
H2 GCTT 0.253 0452 0222 0.23 0.24 0.23
(NI;’%LG) H3 GGTG 0.067 0621 0.094 0.19 0.18 0.22
H4 GCGG 0.072 0.940  0.089 0.11 0.10 0.12
H5 ACTT 0.186 0882 0210 0.06 0.06 0.05
H1 GCTG 0.263 0135 o121 0.36 0.38 0.33
H2 GCTT 0.213 0.328  0.164 0.23 0.24 0.21
'z"l\ll‘z'g‘;rg)s H3 GGTG 0.065 0816  0.106 0.18 0.16 0.21
H4 GCGG 0.083 0484 0076 0.11 0.10 0.13
H5 ACTT 0.862 ni 0.853 0.06 0.06 0.06
H1 GCTG 0.611 0.698  0.843 0.32 0.32 0.33
H2 GCTT 0.729 0994 0783 0.25 0.25 0.25
Homens H3 GGTG 0.460 0.405  0.359 0.21 0.20 0.23
H4 GCGG 0.478 ni 0.635 0.10 0.10 0.10
H5 ACTT 0.050 ni 0.073 0.06 0.07 0.04

ni: ndo incluido devido contagem numérica menor que cinco.
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Tabela S4. Frequéncia dos haplétipos no gene ADIPOQ e teste de associagdo com longevidade em Mulheres
(N=673).

Modelo Genético (P-valor) Frequéncias Haplotipicas (%)
SNPs Haplétipo
Dominante Recessivo  Aditivo Total Nao longevos Longevos

rs17300539 & rs2241766 GIT 0.319 0.072 0.064 0.79 0.81 0.77
G/G 0.053 0.676 0.101 0.13 0.12 0.14

AT 0.840 ni 0.832 0.06 0.06 0.06

rs17300539 & rs1501299 GIG 0.024 0.783 0.229 0.67 0.66 0.69
GIT 0.111 0.193 0.072 0.25 0.26 0.22

AIT 0.850 ni 0.877 0.06 0.06 0.06

rs266729 & rs2241766 CIT 0421 0.002* 0.007* 0.65 0.68 0.61
GIT 0.127 0.922 0.225 0.20 0.19 0.22

CIG 0.031 0.364 0.029 0.13 0.11 0.16

rs266729 & rs1501299 C/IG 0.427 0.508 0.948 0.50 0.50 0.49
CIT 0.477 0.063 0.174 0.29 0.30 0.27

G/G 0.087 0.329 0.076 0.20 0.18 0.23

rs17300539 & rs266729 G/C 0.748 0.017 0.091 0.70 0.72 0.67
G/G 0.170 0.545 0.174 0.22 0.21 0.24

AIC 0.321 0.447 0.448 0.08 0.08 0.09

rs2241766 & rs1501299 TIG 0.747 0.909 0.912 0.55 0.55 0.55
TIT 0.449 0.023 0.111 0.31 0.32 0.28

G/G 0.016 0.764 0.027 0.15 0.13 0.17

ni: ndo incluido devido contagem numérica menor que cinco.

Os valores em negrito indicam resultados estatisticamente significativos (P <0,05).

* Pc <0,0125 (0,05 / N de possiveis hapldtipos) foi considerado significativo para corrigir para o nimero de comparacoes feitas (Correcao de
Bonferroni)
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Tabela S5. Frequéncia dos haplotipos no gene ADIPOQ e teste de associa¢do com longevidade em Homens (N=373).

Modelo Genético (P-valor) Frequéncias Haplotipicas (%0)
SNPs Haplétipo
Dominante Recessivo  Aditivo Total Nao longevos Longevos

rs17300539 & rs2241766 GIT 0.176 0.952 0.669 0.80 0.80 0.81
G/IG 0.127 ni 0.201 0.11 0.10 0.13

AT 0.051 ni 0.076 0.06 0.07 0.04

rs17300539 & rs1501299 G/G 0.119 0.181 0.084 0.65 0.62 0.69
GIT 0.587 0.644 0.532 0.27 0.28 0.26

AT 0.046 ni 0.068 0.06 0.07 0.04

rs266729 & rs2241766 CIT 0.108 0.752 0.321 0.63 0.64 0.62
GIT 0.646 0.690 0.600 0.24 0.23 0.23

CIG 0.665 ni 0.897 0.12 0.12 0.11

rs266729 & rs1501299 C/IG 0.463 0.561 0.889 0.44 0.44 0.44
CIT 0.266 0.530 0.260 0.31 0.32 0.29

GIG 0.181 0.235 0.124 0.23 0.20 0.26

rs17300539 & rs266729 G/C 0.732 0.947 0.831 0.67 0.66 0.67
G/IG 0.472 0.319 0.328 0.25 0.24 0.27

A/C 0.045 ni 0.053 0.08 0.10 0.06

rs2241766 & rs1501299 TIG 0.294 0.613 0.344 0.53 0.52 0.55
TIT 0.234 0.182 0.129 0.33 0.35 0.30

G/G 0.278 ni 0.435 0.14 0.13 0.15

ni: ndo incluido devido contagem numérica menor que cinco.
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4.2 ARTIGO PUBLICADO: TCF7L2

Artigo referente ao estudo de associacdo do SNP rs7903146 do gene TCF7L2 com
diabetes e obesidade na coorte de idosos do projeto SABE. Publicado em 05 de
maio de 2021 na revista PeerJ, tendo a estudante de doutorado Lais de Lima Bride
como primeiro autor. Segue a partir da préxima pagina a carta de aceite, o artigo na

integra e seu suplemento.

DOI: 10.7717/peer].11349

Disponivel em: https://peerj.com/articles/11349/
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ABSTRACT

Background: Type 2 diabetes mellitus (T2DM) and obesity are complex pandemic diseases in the
21st century. Worldwide, the T allele rs7903146 in the TCF7L2 gene is recognized as a strong
GWAS signal associated with T2DM. However, the association between the C allele and obesity
is still poorly explored and needs to be replicated in other populations. Thus, the primary
objectives of this study were to evaluate the TCF7L2 rs7903146 association with T2DM
according to BMI status and to determine if this variant is related to obesity and BMI variation
in a cohort of elderly Brazilians.

Methods: A total of 1,023 participants from an elderly census-based cohort called SABE (Saude,
Bem Estar e Envelhecimento—Health, Well-Being and Aging) were stratified by BMI status and
type 2 diabetes presence. The TCF7L2 genotypes were filtered from the Online Archive of
Brazilian Mutations (ABraOM—Online Archive of Brazilian Mutations) database, a web-based
public database with sequencing data of samples of the SABE’s participants. Logistic regression
models and interaction analyses were performed. The BMI variation (ABMI) was calculated from
anthropometric data collected in up to two time-points with a ten-yearassessment interval.
Results: The association between the rs7903146 T allele and T2DM was inversely proportional
to the BMI status, with an increased risk in the normal weight group (OR 3.36; 95% CI [1.46—
7.74]; P =0.004). We confirmed the T allele association with risk for T2DM after adjusting for
possible confound ing variables (OR 2.35; 95%

Cl [1.28-4.32]; P = 0.006). Interaction analysis showed that the increased risk for

T2DM conferred by the T allele is modified by BMI (Pinteraction = 0.008), age

(Pinteraction = 0.005) and gender (Pinteraction = 0.026). A T allele protective effect against obesity
was observed (OR 0.71; 95% Cl [0.54—0.94]; P = 0.016). The C allele increased obesity risk (OR
1.40; 95% Cl [1.06—1.84]; P = 0.017) and the CC genotype showed a borderline association

with abdominal obesity risk (OR 1.28; 95% Cl [1.06—1.67]; P = 0.045). The CC genotype
increased the obesity risk factor after adjusting for possible confounding variables (OR 1.41;
95% Cl [1.06—1.86]; P = 0.017). An increase of the TT genotype in the second tertile of ABMI
values was observed in participants without type 2 diabetes (OR 5.13; 95% Cl [1.40-18.93]; P
=0.009) in the recessive genetic model.

Conclusion: We confirmed that the rs7903146 is both associated with T2DM and obesity. The
TCF7L2 rs7903146 T allele increased T2DM risk in the normal weight group and interacted

with sex, age and BMI, while the C allele increased obesity risk. The TT genotype was
associated with a lesser extent of BMI variation over the SABE study’s 10-year period.

Subjects Genetics, Diabetes and Endocrinology, Geriatrics, Medical Genetics, Metabolic Sciences
Keywords TCF7L2, rs7903146, Type 2 diabetes, Obesity, BMI
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1 INTRODUCTION

Type 2 diabetes mellitus (T2DM) and obesity are considered pandemic diseases. They are interconnected by insulin
mechanisms and characterized by complex interactions between environmental and genetic factors (Haupt et al., 2010;
Chen et al., 2018; Grant, 2019). In this context, crucial T2DM genes involved in insulin production, processing, trafficking
and secretion can also play a significant role in obesity development (Noordam et al., 2017; Fernandez-Rhodes et al.,
2018). The TCF7L2 (10g25.2), one of these genes, encodes a transcription factor member of the Wnt signaling pathway
known to act on vital functions of B cells and glucose metabolizing tissues (Cropano et al., 2017).

The rs7903146 T allele in TCF7L2 is the strongest GWAS signal for T2DM risk in different populations across the world and
it is associated with insulin synthesis, processing, secretion and action mechanisms (Grant et al., 2006; Cauchi et al.,
2008b; Bouhaha et al., 2010; Zhou et al., 2014; Corella et al., 2016; Cropano et al., 2017). The genetic susceptibility for
T2DM is modulated by BMI, suggesting a potential relationship between the rs7903146 variant and risk for obesity. Such
factors may be related to the TCF7L2 expression and the Wnt pathway regulation of adipose tissue (Ross et al., 2000;
Grant et al., 2006; Zhou et al., 2014; Cropano et al., 2017; Chen et al., 2018).

The Wnt signaling pathways negatively regulate adipogenesis and play important metabolic and developmental roles in
adipose tissue composition and functioning (Chen & Wang, 2018). Although the TCF7L2 encodes the main effector
involved in this signaling pathway, few studies investigate the association between the rs7903146 and risk for obesity
(Haupt et al., 2010; Al-Daghri et al., 2014; Locke et al., 2015; Abadi et al., 2017; Muller et al., 2019). These studies
reported an association between the rs7903146 C allele and the risk for obesity. In this sense, validation research for the
association in other populations is compelling (Grant, 2019).

We hypothesize that the rs7903146 variant is associated not only with T2DM but also with obesity. We aimed to explore
the relation between T2DM risk conferred by the rs7903146 SNP and BMI status, verifying differences among the
rs7903146 genotypes on BMI variation over a ten-year period. Furthermore, we performed interaction analyses of this
genetic variant with BMI, age and gender.

2 MATERIALS & METHODS

Study cohort

We recruited elderly volunteers from a health survey called SABE (Saude, Bem Estar e Envelhecimento—Health, Well-
Being and Aging). SABE was carried out in Sdo Paulo, Brazil, under the coordination of the Pan American Health
Organization. The project was initially a multicenter health survey and well-being of older people in seven Caribbean and
Latin American urban centers (Bridgetown, Barbados; Buenos Aires, Argentina; Havana, Cuba; Mexico City, Mexico;
Montevideo, Uruguay; Santiago, Chile; and Sao Paulo, Brazil). The Brazilian center has since adopted a longitudinal
approach with a new data collection every five years, under the coordination of the Public Health School at the
University of Sdo Paulo (Lebrdo & Laurenti, 2005).

SABE was approved by the Ethics in Research Committee of the School of Public Health of the University of Sdo Paulo and
the Brazilian National Committee for Ethics in Research under protocol number 2015/12837/1.015.223. All participants
signed an informed consent form under the Brazilian regulatory requirements of research with human subjects. A
detailed description of the study population, including demographic characteristics, clinical and anthropometric data,
medical history and socioeconomic background, has been previously published (Lebrdo & Laurenti, 2005).
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In addition, SABE was approved by the Institutional Review Board of the University of Sdo Paulo School of Public Health
(CAAE: 47683115.4.0000.5421, Review: 3.600.782). All genomic dataset subjects have agreed to participate in this study
and signed the written informed consent form approved by CEP/CONEP (Brazilian local and national Ethical Committee
Boards).

Clinical and anthropometric characteristics

Data was collected by a specific standardized questionnaire (C10) proposed by the Pan American Health Organization
(PAHO), which was translated and adapted for use in Brazil (Naslavsky et al., 2017). Trained interviewers administered
the questionnaire in subjects’ households. The T2DM was considered self-reported if the subject provided an affirmative
answer to the question, “Have you ever been told by a doctor or other health professional that you have diabetes or high
blood sugar levels?”. Blood was withdrawn and submitted to biochemical and genomic analyses.

We assessed the following demographic and health variables: gender, age, fasting plasma glucose (mg/dL), glycated
hemoglobin (%), total cholesterol (mg/dL), fasting triglyceride (mg / dL), LDL cholesterol (mg/dL), HDL cholesterol
(mg/dL), systolic pressure (mmHg), diastolic pressure (mmHg), BMI (kg/m?), waist circumference (cm), hip circumference
(cm), and hip-waist ratio (cm/cm). All participants with T2DM and/or with blood glucose levels above 100 mg/dL were
considered hyperglycemic.

For anthropometric evaluation, the weight was measured using a portable scale (Seca, Germany), and the height was
measured using an anthropometer (Harpenden, England). Waist circumference was measured using an inelastic
measurement tape placed on the midpoint between the lower margin of the last palpable riband and the top of the iliac
crest. Hip circumference was measured around the widest portion of the buttocks.

The BMI was calculated from weight and height at baseline from the ratio of body weight (in kilograms) to height in
square meters. We stratified individuals into three groups according to the World Health Organization (WHO) criteria for
BMI classification: normal weight (18.5-24.9 kg/m?), overweight (25.0-29.9 kg/m?) and obesity (>30.0 kg/m?). Abdominal
obesity was defined by the waist circumference >88 cm for women and >102 cm for men. Anthropometric data were
analyzed twice over 10 years (2000 and 2010). The BMI variation (ABMI) of each elderly was obtained from the
difference between the BMI measured in the collection years 2010 and 2000.

After excluding subjects with incomplete data, this study was carried out in a multiethnic population of 1,023 elderly
individuals. The cohort included men and women whose anthropometric, biochemical, and genetic information were
evaluated to verify association with T2DM, obesity, and BMI variation over ten years.

Next-generation sequencing data

We selected the TCF7L2 rs7903146 SNP because of its high predictive power (effect size x allele frequency) in the Latin
American population. It is also localized in a gene related to various cellular processes involved in T2DM development
(Berumen et al., 2019). We filtered the TCF7L2 rs7903146 genotypes from the whole-genome sequencing dataset of
SABE, the second phase of genomic analyses following the dataset deposited in ABraOM—Arquivo Brasileiro Online de
Mutacdes (Online Archive of Brazilian Mutations, http://abraom.ib.usp.br). Quality control of genotypes and variants is
described by Naslavsky et al. (2017) and by Naslavsky et al. (2020).
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Statistical analysis

Data regarding continuous variables were expressed as percentages and the mean + standard deviation (SD) and
percentages for categorical variables. The one-sample Kolmogorov—Smirnov test was used to test the normality.
Differences between groups for categorical data were tested by x? analysis, while Independent Samples Mann—Whitney
U test and the Kruskal-Wallis test were used for continuous data. Allele frequencies were determined by gene counting
and Hardy—Weinberg equilibrium deviations were verified using a x* test.

Allele and genotype distributions among groups were evaluated with x?test or Fisher’s exact test. The level of
significance adopted was P < 0.05. Logistic regression models were developed after adjusting for age and gender and
were performed to assess the independent role of the TCF7L2 genotype. Interaction analysis was performed. The
rs7903146 genotypic frequencies were compared among the ABMI tertiles. SPSS (version 25.0.0.0) software was used for
general statistics.

A power analysis was performed using the software GPower version 3.1.9.2 to verify the rs790314 association with
T2DM and obesity. The sample size was 1,023, and to perform the power analysis were considered: a significance level of
0.05, the OR of 1.3, a statistical power of 90%, the expected squared coefficient of multiple correlations (R?) of 0.25
(moderate association).
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3 RESULTS

The main clinical features of the 1,023 participants are depicted in Table 1. The median age of participants was 71.4 years
old (59-99 years old), and 64.32% of participants were women. The three groups clustered by BMI status contain 280
subjects with normal weight, 424 with overweight and 319 with obesity (Table 1). These groups did not differ in systolic
pressure, total cholesterol and LDL cholesterol. However, groups differed in gender ratio, age, waist circumference, hip
circumference, hip-waist ratio, diastolic pressure, plasma glucose, glycated hemoglobin, fasting triglyceride, HDL
cholesterol and number of subjects with T2DM and arterial hypertension (Table 1).

Table 1 Anthropometric and biochemical characteristics according to Body Mass Index status.

Variable Unit Normal-weight Overweight Obesity P
Population size N 280 424 319 -
Gender M/F N/N 115/165 183/241 67/252 <0.0001
Age years old 74.3 (65.8-82.6) 71.6 (64.5-79.2) 67.9 (64.0-75.2) <0.0001
BMI kg/m? 22.8(21.0-24.0) 27.3 (26.2-28.4) 33.1(31.2-35.9) <0.0001
Waist circumference cm 82.0(77.8-87.0) 94.0 (89.0-99.0) 105.0 (100.0-110.0) <0.0001
Hip circumference cm 93.0 (90.0-96.0) 101.0 (98.0-104.0) 113.0(108.0-120.0) <0.0001
Hip-waist ratio cm/em 0.88 (0.83-0.93) 0.93 (0.88-0.98) 0.91 (0.87-0.97) <0.0001
Systolic pressure mmHg 134.3 (121.7-152.0) 138.0(127.7-153.0) 138.0(125.0-155.0) 0.0664
Diastolic pressure mmHg 76.2 (68.3—85.8) 79.7 (72.0-86.3) 81.0 (74.2-90.0) <0.0001
Plasma glucose mg/dL 85.0 (78.0-95.0) 88.0 (81.0-102.3) 93.0 (84.0-107.0) <0.0001
Glycated hemoglobin % 5.7 (5.5-6.0) 5.8 (5.6-6.1) 5.9 (5.6-6.3) <0.0001
Total cholesterol mg/dL 202.5(177.0-234.5) 200.0 (176.0-228.0) 207.0 (180.0-230.5) 0.3732
Fasting triglyceride mg/dL 102.5 (75.0-137.3) 116.5 (89.8-167.3) 126.0 (94.0-168.5) <0.0001
LDL cholesterol mg/dL 126.0 (104.0-148.0) 124.0 (104.8-149.0) 130.0 (106.5-151.0) 0.7908
HDL cholesterol mg/dL 52.0 (42.8-62.0) 45.0 (38.0-54.0) 47.0 (41.0-56.0) <0.0001
T2DM N (%) 51 (18) 117 (28) 92 (29) 0.0048
Hypertensive N (%) 166 (59) 279 (66) 254 (80) <0.0001

Notes:
Data are presented as median and range for the most variables; P-value with Kruskal-Wallis test for quantitative variables and Chi-square test for qualitative data.
BMI classification criteria: normal-weight (18.5-24.9 kg/m?), overweight (25.0-29.9 kg/m?), obesity (230.0 kg/m?).
P, P-value; T2DM, type 2 diabetes mellitus; M/F, male/female; BMI, body mass index; LDL, low density lipoprotein; HDL, high density lipoprotein.
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The genotypic distributions for the rs7903146 were in Hardy—Weinberg equilibrium in all groups (All P > 0.05). These
genotypic and allelic distributions of participants with and without T2DM according to BMI status are shown in Table S1
(All P> 0.05). In addition, the analysis of ancestries frequency is demonstrated in Table S2. There was a significant
difference in European contribution among the genotypes (P = 0.007) and between Non-T2DM and T2DM groups (P =
0.020).

The TT genotype was more frequent in the T2DM group (P = 0.0001). The TCF7L2 rs7903146 T allele, in association with
T2DM, was confirmed on the recessive genetic model (OR = 1.89; 95% Cl [1.21-2.95]; P = 0.004), but no significant
associations were detected with other phenotypes (Table S3). Significant association signals were detected between
hyperglycemia and the T allele on the dominant genetic model (OR = 1.77; 95% Cl [2.61-1.20]; P = 0.004) as well as on
the log-additive model (OR = 1.56; 95% CI [2.09-1.17]; P = 0.002) (Table S4). Yet, a C allele protective effect was also
observed against T2DM under dominant (OR = 0.51; 95% Cl [0.32-0.80]; P = 0.003), additive (OR = 0.50; 95% CI [0.31—
0.81]; P =0.004) and allelic (OR =0.79; 95% CI [0.64—0.98]; P = 0.031) genetic models (Table S5).

The regression analysis showed a risk for T2DM on TT carriers even after adjusting for all confounds depicted in Table 1
(Table 2). However, the interaction analysis demonstrated that BMI modifies the association between TT genotype and
T2DM risk (OR = 1.02; 95% CI [1.01-1.04]; Pinteraction = 0.008). This result reinforces the logistic regression analysis
stratified by BMI status, which showed that the risk for T2DM conferred by T allele is higher in the normal weight group,
with the following odds ratios: (OR = 3.36; 95% Cl [1.46-7.74]; P = 0.004) for the recessive model and (OR = 3.21; 95% Cl
[1.31-7.87]; P = 0.011) for the additive model (Table 3). In addition, the T allele and age interaction analysis
demonstrated that the increased T2DM risk in TT carries is maintained, and the age affects this association (OR = 1.01;
95% Cl [1.00-1.02];

Pinteraction = 0.005). Association tests separated by gender showed a borderline association between the TT genotype and
risk for T2DM in men (OR = 2.19; 95% Cl [1.05-4.58]; P = 0.042). Tests also reported a trend for association in women (OR
= 1.75; 95% Cl [1.00-3.07]; P = 0.055). After grouping subjects from the normal weight and overweight groups and
excluding the obese group, we observed association both in men (OR = 2.64; 95% Cl [1.16-5.98]; P = 0.020) and women
(OR =2.14; 95% CI [1.08-4.21]; P = 0.028). However, in the normal weight group, we noticed a strong association in men
(OR =5.48; 95% Cl [1.57-19.10]; P = 0.008) while there was no association in women. Furthermore, this result is also
reinforced by the interaction analysis of the TT genotype and gender on the risk for T2DM (OR = 1.87; 95% Cl [1.08-3.25];
Pinteraction = 0.026).
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Table 2 Association between rs7903146 TT genotype and risk for Type 2 diabetes adjusted for the

confounding variables.

Possible confounding variable P-value Odds ratio 95% Confidence interval
Age (years old) 0.005 1.89 [1.21-2.95]
Gender (N) 0.005 1.90 [1.22-2.97]
BMI (kg/m2) 0.003 1.95 [1.25-3.06]
Waist circumference (cm) 0.004 1.93 [1.23-3.02]
Diastolic pressure (mmHg) 0.006 1.88 [1.20-2.93]
Glycated hemoglobina (%) 0.004 2.34 [1.31-4.18]
Fasting triglyceride (mg/dL) 0.005 1.90 [1.22-2.97]
HDL cholesterol (mg/dL) 0.006 1.87 [1.19-2.92]
European ancestrie (%) 0.005 1.92 [1.21-3.05]
All confounders toghether 0.006 2.35 [1.28-4.32]

Note:

Regression logistic analysis was adopted.
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Table 3 Association of the rs7903146 T allele with type 2 diabetes mellitus according to Body Mass Index status.

BMI status N Dominant model Recessive model Additive model Allelic model
(CCVsCT+TT) (CC+CTVsTT) (CCVsTT) (CVsT)
P
OR (95% Cl) P OR (95% Cl) P OR (95% Cl) P OR (95% Cl)
Normal weight 280 1.23[0.66-2.27] 0.512 3.36[1.46-7.74] 0.004 3.21[1.31-7.87] 0.011 1.52[0.97-2.36] 0.066
Overweight 424 1.20[0.78-1.86] 0.401 1.96[0.99-3.87] 0.054 1.98[0.96-4.10] 0.065 1.27[0.92-1.74] 0.141
Obesity 319 1.15[0.71-1.88] 0.565 1.23[0.51-2.98] 0.642 1.31[0.53-3.28] 0.560 1.13[0.78-1.66] 0.516
Normal weight + overweight 704 1.22[0.86-1.73] 0.276 2.31[1.37-3.90] 0.002 2.34[1.34-4.08] 0.003 1.34[1.04-1.73] 0.025
Overweight + obesity 743 1.16 [0.84-1.60] 0.370 1.59[0.93-2.72] 0.089 1.65[0.94-2.89] 0.082 1.19[0.94-1.52] 0.155
Total 1023 1.16 [0.87-1.54] 0.305 1.90[1.22-2.97] 0.005 1.94[1.21-3.10] 0.006 1.25[1.01-1.54] 0.042
Notes: ).0 kg/m?).
Volunteers without type 2 diabetes mellitus were considered as the control group.
BMI classification criteria: normal-weight (18.5-24.9 kg/m?), overweight (25.0-29.9 kg/m?), obesity (= 3 P, P-
value; 95% Cl, 95% confidence interval; OR, odds ratio OR adjusted for sex and age.
Table 4 Association of the rs7903146 C allele with the Body Mass Index Status.
Control group Case group Dominant model Recessive model (TT Additive model Allelic model
(TT Vs CC +CT) + CT Vs CC) (TT Vs CC) (TVsC)
2]
OR (95% Cl) P OR (95% Cl) P OR (95% Cl) P OR (95% Cl)
Normal-weight Overweight 1.24[0.74-2.09] 0.410 0.92[0.68-1.26] J.611 1.15[0.67-1.98] 0.615 1.00[0.79-1.26] 0.984
Normal-weight Obesity 1.60[0.88-2.92] 0.122 1.41[1.00-1.98] J.052 1.73[0.93-3.21] 0.081 1.34[1.03-1.75] 0.029
Normal-weight Obesity + 1.32[0.82-2.13] 0.253 1.08[0.81-1.43] J.604 1.31[0.80-2.15] 0.286 1.10[0.89-1.36] 0.373
overweight
Normal-weight + Obesity 1.29[0.78-2.11] 0.317 1.40[1.06-1.84] J.017 1.48[0.89-2.47] 0.132 1.28[1.03-1.58] 0.024
overweight
Notes:

P, P-value; 95% Cl, 95% confidence interval; OR, odds ratio OR adjusted for sex and age.
BMI classification criteria: normal-weight (18.5-24.9 kg/m?), overweight (25.0-29.9 kg/m?), obesity (> 30.0 kg/m?).

The association between the rs7903146 variant and obesity status was analyzed and the T allele conferred
protection against obesity on the dominant model (OR = 0.71; 95% CI [0.54-0.94]; P = 0.016) (Table S6). This result
leads us to believe that there is an association between the C allele and obesity. Our analysis revealed a CC genotype
association with obesity risk on the recessive model (OR = 1.40; 95% Cl [1.06—1.84]; P = 0.017) (Table 4). The regression
analysis showed a higher risk for obesity on CC carriers even after adjustment for all the possible confounds (OR = 1.41;
95% Cl [1.06-1.86]; P = 0.017) (Table 5). Additionally, we observed a borderline association with abdominal obesity in
subjects with CC genotype (OR = 1.29; 95% Cl [1.28-1.67]; P = 0.045).
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Analysis of BMI variation over ten years of SABE study revealed a different distribution of rs7903146 genotypes among
ABMII tertiles (Tables S7 and S8). We observed an increase in the TT genotype in the ABMI second tertile compared to the
first tertile. The increased frequency in the TT genotype was detected on the recessive genetic model (OR = 2.00; 95% ClI
[1.01-3.97]; P =0.044) and in participants without T2DM, both on the additive (OR =5.13; 95% CI [1.40-18.93]; P =
0.009) as on the recessive model (OR =5.13; 95% CI [1.43-18.37]; P =0.010) (Table S7). No significant values were found
among individuals with T2DM (Table S8).

Table 5 Association between rs7903146 CC genotype and risk for obesity adjusted for the confounding

variables.
Possible confounding variable P-value Odds Ratio 95% Confidence Interval
Age (years old) <0.001 0.96 [0.95-0.98]
Gender (N) <0.001 2.85 [2.08-3.89]
Diastolic pressure (mmHg) <0.001 1.02 [1.01-1.03]
Glycated hemoglobina (%) 0.032 1.13 [1.01-1.27]
Fasting triglyceride” (mg/dL) 0.034 1.00 [1.00-1.00]
HDL cholesterol (mg/dL) 0.443 1.00 [0.99-1.00]
All confounders toghether 0.017 1.41 [1.06-1.86]
Notes:

*Association between rs7903146 CC genotype and obesity adjusted by fasting triglyceride: P= 0.034; OR = 1.0016;
95% Confidence Interval = 1.0001-1.0031.
Regression logistic analysis was adopted.

4 DISCUSSION

We evaluated the TCF7L2 rs7903146 association with T2DM and obesity. We explored whether the strength of
association with T2DM depends on BMI status (normal-weight, overweight and obesity). The differences in BMI variation
over ten years on C and T allele carriers were also investigated. We confirmed that the T allele risk confers risk for T2DM,
and it is influenced by BMI status, age and gender. The TT genotype conferred a protective effect against obesity and the
CC genotype was associated with risk for obesity. Moreover, the TT genotype was associated with a lower BMI variation
over a 10-year period in our elderly cohort.

According to the Allele Frequency Aggregator (ALFA) project from the National Center for Biotechnology Information
(NCBI) database, the worldwide frequency for the rs7903146 T allele is around 0.29 (Phan et al., 2020). In our population,
T allele frequency varied from 0.27 to 0.33 among the categories, except for the normal weight diabetic elderly group.
For this group, the T allele frequency was around 0.40 (Table S1). Thereafter, we performed regression analysis adjusted
for gender and age, which confirmed the rs7903146 T allele risk for T2DM in the total population (Table 3).

Other Brazilian studies also reported the rs7903146 T allele association with risk for T2DM (Barra et al., 2012; Assmann et
al., 2017). However, these studies did not investigate the influence of BMI on diabetes risk or addressed this issue
considering an elderly population. Thus, we verified an increased risk for T2DM conferred by the rs7903146 T allele in
lower BMI participants. This risk was higher in the normal weight group (OR =3.36; 95% Cl [1.46—7.74]; P =0.004) (Table
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3). Previous studies, with populations from other countries, also reported a higher risk for T2DM when the BMl is lower
(Cauchi et al., 2006, 2008b; Bouhaha et al., 2010; Corella et al., 2016). Cauchi et al. (2008) and Corella et al. (2016)
observed odds ratios of 1.89 (95% Cl [1.67-2.14]) and 2.32 (95% CI [1.90-2.85]) in individuals without obesity,
respectively. Meanwhile, Bouhaha et al. (2010) reported an odds ratio (OR = 3.24; 95% Cl [1.10-9.53]) similar to our
results. Perry et al. (2012), when analyzing 36 diabetes loci, verified, in 29 of them, a higher risk for T2DM in normal
weight individuals compared to obese individuals.

The rs7903146 T allele may have a more significant impact on individuals without obesity. This impact is due not to the
obesity-induced insulin resistance but due to pancreatic dysfunction, indicating that B-cell impairment predicts a future
T2DM in subjects with lower BMI (Cauchi et al., 2008b; Bouhaha et al., 2010). Among leaner subjects, the B-cell
compensation is lower, while among people with obesity, the compensation is higher (Watanabe et al., 2007). Plasmids
carrying the T allele showed more robust transcriptional activity when compared to those with the C allele. In addition,
pancreatic cells with T allele carriers showed impaired proinsulin processing, resulting in a high level of proinsulin in the
plasma and an increased proinsulin/insulin ratio (Stolerman et al., 2009). Human islets have a higher degree of open
chromatin, corroborating that the T allele leads to an increased expression of TCF7L2 and decreased insulin content and
secretion (Zhou et al., 2014). Additionally, Zhou et al. (2014) demonstrated that in islets from CC genotype carriers,
TCF7L2 mRNA expression was negatively associated with the genes ISL1, MAFA and NKX6.1 but not with MAFA and
NKX6.1 in CT/TT genotype carriers. This finding reinforces the B-cell impairment in T allele risk carriers.

The difference in the association of genes between men and women has been previously explored. Interestingly, there is
evidence that the TCF7L2 gene behaves differently in women and men. Moreover, He, Zhong & Cui (2014) conducted an
integrated approach and observed gender differences in association signals at the gene-level and pathway-level. In this
study, the TCF7L2 association was found only in male subjects, and all SNPs in this gene, considering the female
population, did not show significance. Since TCF7L2 belongs to several enriched pathways and is widely recognized as a
gene conferring risk of T2DM, the authors performed the same analysis but deleting this gene in all pathways.

They observed no significant change between pathway signals with and without the TCF7L2 gene in the female group,
while the strong signals in the male group were almost nonexistent after deleting the gene. This evidence suggests a
potential difference in T2DM etiology in the pathway-level for each gender group. The authors verified that the
significance of the pathways in the male group is primarily dominated by the TCF7L2 gene (He, Zhong & Cui, 2014).

Berumen et al. (2019) investigated the influence of several factors on T2DM variability in Mexico. The authors observed
that the factors contributed more in men (33.2%) than in women (25%). In addition, genes played a substantially more
important role in men than in women (14.9% vs. 5.5%), while obesity and parental history played a similar role in both
genders. Genes and parental history appeared to play a more significant role than obesity in T2DM. According to
Berumen et al., the effect of TCF7L2 on men is more significant when the disease is diagnosed at <45 years of age than
when it is diagnosed at an older age, especially for the homozygous risk allele (OR = 4.62 and 2.59, respectively).Thus, the
previously mentioned studies could explain the interaction between the T allele and gender on diabetes risk, which was
observed in our study.

Our selected gene variant represents only a fraction of the studied gene’s potential variation and the mechanisms
involving TCF7L2, T2DM and obesity. Additional genetic studies with other variants are needed better to understand the
TCF7L2 role in these complex diseases. The rs12255372 variant in intron 4 of the TCF7L2 gene showed strong linkage
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disequilibrium (LD) with rs7903146 (Pang, Smith & Humpbhries, 2013). Moreover, subjects homozygous for the risk-
associated allele showed higher gene expression in pancreatic islets and were more than twice as likely to develop T2DM
as non-carriers (Lyssenko et al., 2007; Pang, Smith & Humphries, 2013). Prior association studies reported a lack of
association between the rs7903146 T allele and obesity status (Cauchi et al., 2008b; Stolerman et al., 2009; Bouhaha et
al., 2010; Al-Safar et al., 2015). However, we verified a T allele protective effect against obesity

(Table S6), corroborating results reported in more recent studies (Noordam et al., 2017; Fernandez-Rhodes et al., 2018).
A cross-sectional analysis conducted in middle-aged participants (mean age of 55.9 + 6.0 years) reported a T allele
association with lower BMI and mean total body fat (Noordam et al., 2017). Furthermore, Fernandez-Rhodes et al. (2018)
showed an association between TT genotype, decreased waist circumference and lower mean BMI at multiple time
points in the life course. This protection against obesity might be due to reduced insulin production and secretion related
to the rs7903146 T allele once insulin stimulates the increased glucose uptake in adipocytes. Insulin plays, therefore, a
pro-obesogenic role both from its anabolic effect on lipid accumulation and due to compensatory eating to prevent
episodes of hypoglycemia (Zhou et al., 2016).

Multiple factors are related to the changes in body composition with aging. From the fourth decade onwards, the
muscle mass declines and accounts for reduced resting metabolic rates, which contribute to the gradual increase in body
fatin elderly subjects (Gallagher et al., 1998; Sayer et al., 2008). Around 75 years of age, the BMI appears to be stable,
yet it is overestimated due to an increase in fat mass and a decrease in lean mass and bone density (Ponti et al., 2020). In
this sense, due to sarcopenic obesity, it is not easy to differentiate lean and obese elderlies. BMI cutoff points are still
controversial for this range of age and, therefore, BMI classification is a limiting factor for our cohort. However, the BMI
variation is a substantial risk predictor for elderlies and the rs7903146 T allele protective effect against obesity deserves
attention—especially since thinness is a significant risk factor in old age, and weight loss is closely related to the frailty
syndrome and other health complications (Aune et al., 2016; Di Angelantonio et al., 2016; Ponti et al., 2020).

Studies have reported clinical implications of sarcopenic obesity in subjects with T2DM (Khadra et al., 2019; El Ghoch,
Calugi & Grave, 2018; Kim & Park, 2018). A recent meta-analysis observed that the presence of sarcopenic obesity
increases the T2DM risk by 38% concerning those without sarcopenic obesity (OR = 1.38, 95% Cl [1.27-1.50]) (Khadra et
al., 2019). The commonly accepted mechanism interconnecting T2DM and sarcopenic obesity involves an increase in fat
mass, decrease in lean mass, chronic inflammation and insulin resistance; however, the mechanism itself is still unclear
(Ponti et al., 2020). It can thus be said that the interaction between the T allele and age on diabetes risk observed in our
elderly cohort could be related to the sarcopenic obesity in older adults and the age-related decline in resting metabolic
rates.

Our data further suggest a differential effect of rs7903146 genotypes in BMI variation only in elderly subjects without
T2DM (Table S7). Minor variation in BMI was observed among the TT genotype during the SABE 10-year period. This
conclusion is drawn from the increased number of TT subjects without T2DM on the second tertile of ABMI values (Table
S7). The same result is found in interventional studies that verified lower BMI variation in rs7903146 T allele carriers
(Haupt et al., 2010; Kaminska et al., 2012; Roswall et al., 2014). Mattei et al. (2012) observed a greater loss of lean mass
for CC subjects on a low-fat diet compared to TT (Mattei et al., 2012). Similarly, less weight gain per year was observed in
patients with the T allele compared to the C allele after adopting a Mediterranean diet (Roswall et al., 2014). According
to Fisher et al. (2012), the rs7903146 C allele arose during the transition from hunter-gatherer to agricultural practices,
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with a consequent reduction of protein sources. Carriers of the rs7906146 T allele were then selectively adapted to
maintain weight stability under low-protein conditions (Fisher et al., 2012).

Helgason et al. (2007) reported that the rs7903146 T allele was the probable ancestral allele, serving for a better
subjacent mutation. In addition, the authors identified a haplotype with the C allele (HapA). This haplotype indicates
positive selection, besides the association with BMI and altered concentrations of ghrelin and leptin. It further indicates
that the selective advantage of HapA may have been mediated through effects on energy metabolism (Helgason et al.,
2007). Corroborating with these findings, the most significant GWAS meta-analysis for BMI so far (~300,000 subjects)
reported a C allele association with BMI (Locke et al., 2015). Although the extent of clinical variability associated with the
C allele is not fully known, significant associations between the rs7903146 C allele and BMI and/or waist circumference
were observed in a Saudi population (Al-Daghri et al., 2014), in European adults (Abadi et al., 2017) and American Indians
(Muller et al., 2019).

CC genotype subjects expressed more transcripts containing the alternative spliced exons (13 and 13a) in their adipose
tissue associated with BMI and body fat percentage than the T allele carriers (Kaminska et al., 2012). Furthermore, in
addition to nine diabetes-associated genes, five in seven TCF7L2 splice forms were differentially expressed by comparing
leukocyte cells of carriers of the CC and CT/TT genotypes. This ratio might reflect a significant change in gene interactions
and responsible networks as glucose homeostasis, adipogenesis and others (Vaquero et al., 2012). In this sense, the
TCF7L2 alternative splicing in the adipose tissue could be regulated by health, disease, weight loss and insulin resistance
(Mondal et al., 2010; Kaminska et al., 2012; Vaquero et al., 2012; Zhou et al., 2014; Chen et al., 2018).

The TCF7L2 gene plays important metabolic and developmental roles in adipose tissue composition and functioning.
Therefore, it is largely hypothesized that the Wnt signaling is critical for obesity development (Chen & Wang, 2018; Chen
et al., 2018). This gene is differentially methylated in adipose tissue, exhibiting relevant epigenetic changes to the
development of both diabetes and obesity (Nilsson et al., 2014). The TCF7L2 protein inactivation is associated with
increased subcutaneous adipose tissue mass, adipocyte hypertrophy and inflammation (Chen et al., 2018). Furthermore,
besides alternative splicing, other regulatory changes seem to be genotype-specific and further affect the TCF7L2 role in
adipose tissue. Several protein factors, including GATA3, a transcription factor that controls the preadipocyte-to-
adipocyte transition, bind only to the rs7903146 C allele but not to the T allele under caloric restriction (Cauchi et al.,
2008a).

This evidence supports the CC genotype association with the risk of obesity and abdominal obesity in our population.
Thus, we speculate that the inverse effects observed in our study of the rs7903146 T and C alleles on risks for diabetes
and obesity. Such effects might be related to the TCF7L2 expression and its genotype-specific effects on the WNT
signaling pathway in adipose tissue and others. We recognize the advances in knowledge regarding the production,
processing, trafficking and secretion of insulin. However, more studies are required to understand further the
mechanisms interconnecting the TCF7L2 rs7903146 variant, T2DM and obesity.

The main strength of this study is the median age of our population, which exceeds the age of onset of diabetes and
obesity, thus minimizing a typical bias in the selection of the control group. As far as we know, this is one of the few
association studies that reported an association of the rs7903146 variant with BMI variation during a 10-year-interval
assessment. It is also unique to investigate obesity status in an exclusively elderly cohort. Dietary factors play an essential
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role in T2DM etiology and the gene-diet interaction could influence T2DM pathogenesis (Ouhaibi-Djellouli et al., 2014;
Hindy et al., 2016).

Therefore, the lack of assessment regarding dietary aspects as well as physical activity levels could be a limitation of our
study. However, we could detect and confirm the association between T2DM and the rs7903146 T allele in our
population, worldwide recognized as the strongest GWAS signal for diabetes risk (Grant, 2019). Despite our population
size, we were able to reproduce significant results following more recent studies performed on larger populations (Locke
et al., 2015; Abadi et al., 2017; Fernandez-Rhodes et al., 2018).

5 CONCLUSIONS

We confirmed that the rs7903146 variant is associated with both T2DM and obesity. This result is supported by evolutive
aspects and functional studies concerning the T and C alleles, contributing to knowledge expansion regarding this barely
explored association. In addition, we found a TT association with a lower BMI variation in elderly subjects over the ten
years of the SABE study. These findings provide a unique contribution to the field of association studies about this
polymorphism. Nevertheless, additional studies are needed to understand the TCF7L2 rs7903146 association with
obesity and with BMI variation in different age groups of populations across the world.
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Supplemental Table 1

Genotypic and allelic distributions by body mass index status and by glycemic status.
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Normal-weight (N=280) Overweight (N=424) Obesity (N=319)

Glycemic Status  Genotype/Allele N (95) N (%) N (%)
Non-T2D cC 106 (46) 136 (44) 120 (53)
CT 105 (46) 148 (48) 90 (40)
TT 18 (08) 23 (08) 17 (07)
C 317 (69) 420 (68) 330 (73)
T 141 (31) 194 (32) 124 (27)
T2D cc 21 (41) 47 (40) 46 (50)
CT 19 (37) 54 (46) 38 (41)
TT 11 (22) 16 (14) 08 (09)
C 61 (60) 148 (63) 130 (71)
T 41 (40) 86 (27) 54 (29)
Total cC 127 (46) 183 (43) 166 (52)
CT 124 (44) 202 (48) 128 (40)
TT 29 (10) 39 (09) 25 (08)
C 378 (68) 568 (67) 460 (72)
T 182 (32) 280 (33) 178 (30)

Data are presented as N° (%); Total means all together, including volunteers both with and without type 2 diabetes

mellitus.

BMI classification criteria: Normal-weight (18.5-24.9 kg/m?), overweight (25.0-29.9 kg/m?), obesity (> 30.0 kg/m?).

Non-T2D, without type 2 diabetes mellitus; T2D, with type 2 diabetes mellitus.
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Supplemental Table 2. Ancestries frequency included in the elderly cohort.

Avarage frequency of ancestries (%)

Classification criteria Group
EUR AFR NAM EAS
T2DM 260 0.69 0.21 0.04 0.07
T2DM presence
non-T2DM 763 074 017 003 007
P-value* 0.020 0.057 0.242  0.996
. non-obese
Obesity Status 704 0.73 0.17 0.04 0.07
obese 319 0.72 0.19 0.02 0.07
P-value* 0.639 0.122 0.272  0.780
Normal weight 280 0.72 0.16 0.06 0.07
BMI status overweight 424 0.73 0.18 0.02 0.07
obesity 319 0.72 0.19 0.02 0.07
P-value** 0.890 0.077 0361  0.946
cC 476 0.70 0.18 0.05 0.07
Genotype CT 454 0.75 0.18 0.01 0.07
TT 93 0.78 0.17 0.00 0.06
P-value* 0.007 0.667 0.060 0.120
CC+CT
Genetic Model 930 0.72 0.18 0.03 0.07
T 93 0.78 0.17 0.00 0.06
P-value* 0.060 0454 0.958 0.066
Total Population 1023 0.73 0.18 0.03 0.07

*Mann-whitney test
**Kruskall-Wallis test
Ancestries abbreviation: EUR. European; AFR. African; NAM. Native American; EAS. East Asia



104

Supplemental Table 3
Anthropometric and biochemical characteristics stratified according to genotypes.

Variable Unit CC+CT (N=930) TT (N=93) P

Age years old 72.49 £ 0.30 72.62 £ 0.88 0.7403
BMI kg/m? 28.12 £ 0.17 27.74 £ 0.49 0.4739
Waist circumference cm 94.26 £ 0.40 94.13+1.11 0.8894
Hip circumference cm 103.20 £ 0.36 102.60 + 1.04 0.6124
Hip-waist ratio cm/cm 0.91+0.01 0.92+0.01 0.4722
Systolic pressure mmHg 140.80 £ 0.73 139.00 + 2.46 0.4819
Diastolic pressure mmHg 79.84 £ 0.39 78.59 £ 1.24 0.3123
Plasma glucose mg/dL 98.22 £1.24 101.40 £ 3.26 0.0556
Glycated hemoglobin % 6.10 £0.04 6.20 £0.13 0.5500
Total cholesterol mg/dL 205.10 £1.35 204.30 £ 4.42 0.7883
Fasting triglyceride mg/dL 134.90 £ 2.93 135.00 + 6.62 0.4566
LDL cholesterol mg/dL 128.80 £ 1.15 128.90 + 3.71 0.9696
HDL cholesterol mg/dL 49.77 + 0.46 48.42 +1.41 0.4741
Gender M/F N/N 330/600 35/58 0.6798
BMI >30kg/m? N (%) 294 (34) 25 (27) 0.3477
Hypertension N (%) 633 (68) 66 (71) 0.5661
T2DM N (%) 225 (24) 35 (38) 0.0045

Genotypes are stratified under the recessive genetic model for T allele (CC+CT Vs TT).

Data are presented as mean + SD for the most variables; P-value with Mann-Whitney test for quantitative variables and Chi-square
test for qualitative data.

P, P-value; T2DM, Type 2 diabetes mellitus; M/F, Male/Female; BMI, Body mass index; LDL, low density lipoprotein; HDL, high
density lipoprotein.

Suplemental Table 4. Association between hyperglycemic status and the rs7903146 T allele.

Genetic Model P-value* Odds Ratio 95% Confidence Interval
Dominant (CC Vs TT+CT) 0.004 1.77 2.61-1.20
Recessive (CC+CT Vs TT) 0.067 1.78 3.28-0.96
Log-additive (0, 1, 2) 0.002 1.56 2.09-1.17

Volunteers with type 2 diabetes and/or fasting glucose above 125 mg/dL were considered as the case group (N=278) and
the others were included in the control group (N=745).
*P-values are from logistic regression models adjusted for age and gender.



Supplemental Table 5

Association of TCF7L2 rs7903146 C allele with T2DM risk.

Genetic Model Clustering Model P-value OR (95% CI)

Dominant TT Vs CC+CT 0.003 0.51 (0.32 - 0.80)
Recessive TT+CT Vs CC 0.260 0.85 (0.64 - 1.13)
Additive TT Vs CC 0.004 0.50 (0.31-0.81)
Allelic TVsC 0.031 0.79 (0.64 - 0.98)

P-values are from logistic regression models adjusted for BMI, age and gender.

Abbreviations: OR, odds ratio; Cl, confidence interval.
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Supplemental Table 6

Association of the rs7903146 T allele with the Body Mass Index Status.
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Dominant model Recessive Model Additive Model T Allele

(CC Vs TT+CT), (CC+CT Vs TT), (CCVsTT) (CVsT)
Control group Case group

OR (95% CI) P OR (95% CI) P OR (95% CI) P OR (95% CI) P

Normal weight overweight 1.09 (0.80- 1.48) 0.603 0.80(0.48-1.35) 0.408 0.87 (0.50-1.50) 0.615 1.00 (0.80-1.26) 0.980
Normal weight obesity 0.71 (0.50 - 1.00) 0.050 0.62(0.34-1.14) 0.124 0.58 (0.31-1.07) 0.079 0.74 (0.57-0.97) 0.028
Normal weight obesity + overweight ~ 0.93 (0.70 - 1.23) 0.615 0.75(0.47-1.21) 0.247 0.76 (0.46-1.25) 0.285 0.91(0.73-1.12) 0.376
Normal weight + overweight obesity 0.71(0.54-0.94) 0.016 0.77 (0.47-1.26) 0.301 0.67 (0.40-1.12) 0.126 0.78 (0.63-0.97) 0.022

P, P-value; 95% ClI, 95% confidence interval; OR, odds ratio OR adjusted for sex, type 2 diabetes presence and age.
BMI classification criteria: normal-weight (18.5-24.9 kg/m?), overweight (25.0-29.9 kg/m?), obesity (>30.0 kg/m?).



Supplemental Table 7

Genotypic distributions by tertile intervals from ABMI values of volunteers without type 2 diabetes
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mellitus.
rs7903146 No (%) of participants per ABMI’s tertile interval
Genotype T1(-6.8—-0.6) T2(-0.6 —1.4) T3(1.4-8.9)
cC 55 (34) 50 (31) 57 (35)
CT 56 (36) 51 (32) 50 (32)
TT 03 (13) 14 (58)* 07 (29)

Comparing the first versus second tertile, significant values were found for the T allele on additive genetic model (OR
5.13; 95% CI 1.40-18.93; P=0.009) and on recessive model (OR 5.13; 95% CI 1.43-18.37; P=0.010) using Fisher's
exact test.

Supplemental Table 8

Genotypic distributions by tertile intervals from ABMI values of volunteers with type 2 diabetes mellitus.

No (%) of participants per ABMI’s tertile interval

rs7903146

Genotype T1(6.6—-18) T2 (18— 0.7) T3(0.8-7.6)
cc 22 (34) 24 (37) 19 (29)
cT 20 (36) 14 (25) 22 (39)
T 06 (26) 10 (43) 07 (30)

No significant differences were found between genotypes.
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5 CONCLUSOES

O presente estudo foi capaz de detectar associacdo da variante genética do gene
TCF7L2 com diabetes e obesidade, e também das variantes e haplétipo do gene
ADIPOQ com a longevidade em um coorte multiétnico composto somente por
idosos. Tais achados, contribuem para o avanco do conhecimento sobre marcadores
genéticos para estas doencas complexa, comorbidades associadas e longevidade.
Esta obra cientifica fornece importantes insights biolégicos que contribuem para as
futuras abordagens cientificas sobre biomarcadores para o envelhecimento saudavel

e a melhora da expectativa de vida da populacao brasileira e mundial.
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6 PERSPECTIVAS

A medida que a populacdo mundial envelhece, aumenta a prevaléncia de individuos
idosos, impactando diretamente na propor¢do mundial de pessoas em fase
produtiva. A diabetes, obesidade e outras comorbidades relacionadas a saude do
envelhecimento sdo atribuidas a fatores genéticos e ambientais. Assim, muitas
variantes genéticas mostram afetar a qualidade e expectativa de vida do ser
humano. Desse modo, o presente estudo atualiza o conhecimento sobre potenciais
biomarcadores para diabetes, obesidade e longevidade sendo de grande
contribuicdo no desenvolvimento biotecnologico de novas metodologias de saude
gue auxiliem na prevencdo e tratamento dessas doencas e comorbidades
associadas, contribuindo também na melhoria da qualidade de vida e longevidade

da pessoa na terceira idade.
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COMITLE DIL ETICA EM PESQUISA - COEP
Faculdade de SaGde Pablica
Universidade de S&o Paulo

OF .COEP/05/15
25 de maio de 2015.

Prezada Professora,

O projeto de pesquisa n.° 2044, intilulade “ESTUDO SABE Il 2010: SAUDE,
BEM-ESTAR E ENVELHECIMENTO - ESTUDO LONGITUDINAL SOBRE AS
CONDIGOES DE VIDA E SAUDE DOS IDOSOS NO MUNICIPIO DE SAO PAULO", ja
havia sido considerado aprovado por este Comité. Em raz3c de emenda, informando
sobre a intencdo de envio de matsrial bioidgico {genstico) dos sujetos da pesquisa ao
exterior, este projeto fora encaminhada @ CONEP, O material bioldgico de cerca de
1400 pessoas. coletado em etapas anteriores da mesma pesquisa, estava congelado
sob a guarda da pesquisadora. Nestz momento do estabelecimento de parceria
internacional de pesquisa a CONEP manifestou-se favoravel a aprovacio desde que
se atendesse a uma lista de sugestdes/recomencagdes.

Dessa forma, & proponente forneceu respostas as 5 recomendagdes, incluindo
um cronograma, planilha orgamentaria e esclarecimento sabre custeic,

A folha de rosto anexada agora contém data e assinaturas solicitadas pela
CONEP. apresentandc-se adequada nesta versdo. O orcamento, que £ elevado, 2sta
sendo coberio pela Fapesp ou esta em franca negociagdo com a Human Longevily
ime. © cronograma solicitade também foi apresentade. A tradugde do dacumento
“Declaration of intention” foi adequadamente apresentada O TCLE sofreu todas as
modificagdes sugeridas pala CONEP

Tendo a CONEP se manifestado pela aprovacao e tenda este CEP verificado o
cumprimento das recomendagoes reitera a aprovagao da presente emenda.

Atenciosamente,

LIS W G Vawovtes

Prof® Tit. Sandra Roberta Gouvea Ferreira Vivolo
Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa — FSP/USP

lIm.* Sr.®
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DADOS DO PROJETO DE PESGQUISA

Titulo da Pesquisa: ESTUDO SABE - EAL:JDE.. BEM-ESTAR E ENVELHECIMENTO - Coorte 2015
Estudo longitudinal de mt'l_ltiplas coortes sobre as condigies de vida e salde dos
idosos no Municipio de 5ao Paulo.

Pesquisador: YEDA AFPARECIDA DE OLIVEIRA DUARTE

Area Tematica:

Versio: 2

CAAE: 47683115.4.0000.5421

Instituig3o Proponente: Faculdade de Sadde Publica da Universidade de Sdo Paulo - FSPAUSP

Patrocinador Principal: FUNDACAOD DE AMPARO A PESQUISA DO ESTADOD DE SAD PAULD

DADOS DO PARECER

Mumero do Parecer: 3.6800.782

Apresentagio do Projeto:

Trata-se de projeto tematico sobre salde do idoso, com base em amostra representativa e seguimento
lengitudinal (4a onda) de residentes na cidade de Sao Paulo.

Objetive da Pesquisa:

Descrever e analisar padries de vida e de salde de idosos na cidade de S3o Paulo, bem como de seus
determinantes e fatores associados.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

O projeto equacionou adequadamente a avaliagio de riscos e beneficios. Ja foi aprovado para as ondas
anteriores e ja havia sido aprovado quante a esse quesito para a corrente avaliagio da 4a onda do
seguimento lengitudinal.

Comentarios & Consideragbes sobre a Pesquisa:

A (nica pendéncia levantada dizia respeito 4 solicitagio de informagdes adicionais quanto ao envio ao
exterior de amostras de sangue para a realizagio de exames genéficos de interesse para o estudo.

Consideragbes sobre os Termos de apresentagio obrigatoriac
Foram apresentados os termos obrigatdrios. O TCLE informa adequadamente a0s participantes do

Endarsgo:  Av. Doutor Amalda, 715
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

O Estudo SABE & um estudo sobre as condigbes de vida e saide das
pessoas com idade igual ou superior a 60 anos residentes no Municipio de S3o
Paulo. O referido estudo iniciou no ano de 2000 e teve continuidade em 2006 e,
novamente, em 2010 quando todos os participantes do estudo inicial que foram
localizados, foram revisitados e reentrevistados. O estudo é coordenado pela
Faculdade de Salde Piblica da Universidade de Sdo Paulo, com financiamento
da Fundagdo de Amparo & Pesquisa do Estado de S3o Paulo (FAPESP) e
Ministério da Salde.

Em 2010 o Sr(a) participou desse Estudo quando, apds sua autorizagio,
foram colhidas amosiras de sangue, por pessoal capacitado e treinado para esse
fim, supenvisionado por equipe qualificada, sequindo rotinas padronizadas. Com
uma parte dessas amostras foram realizados exames de laboratorio especificos
cujos resultados foram enviados, na época, para o(a) Sna) acompanhado de
orientagdo a cada caso. Outra parte dessas amosfras de sangue ficaram
estocadas em laboratorio especifico para esse fim situado no Centro de
Pesquisas sobre Genoma Humano e Células-Tronco do Instituto de Biociéncias
da USP sob a responsabilidade da Prof Dr* Mayana Zatz.

Nesse momento estamos iniciando dois novos estudos que irdo utilizar as
amosfras de sangue coletadas em 2010 e congeladas desde ent3o. Por essa
razdo, estamos novamente entrando em contato com ofa) Sria) para solicitar sua
autorizagdo para ufilizar sua amostra de sangue coletada em 2010, que esta
estocada. Assim, ndo serd necessario coletar nova amostra de sanque.

0s estudos que vamos desenvolver sdo;

1. Sequenciamento genético completo realizado por grupos de
pesquisadores especializados no Brasil, nos Estados Unidos e na
Inglaterra;

2. Analise da propor;3o de pessoas idosas que, durante a vida, possam ter
sido infectadas por virus relacionados a doengas sexualmente
transmissiveis como a Sindrome da Imunodeficiencia Adquirida (HIV),
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