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RESUMO

Os polimorfismos do gene TCF7L2 tém sido fortemente associados com
risco de desenvolvimento de diabetes mellitus em populagcdes de diversas
origens étnicas. No presente estudo, investigou-se se esta associacédo se
confirma em diferentes populacdes brasileiras e qual seu efeito sobre o
desempenho de um modelo de predicédo de risco de diabetes mellitus quando a
informagcédo genética foi acrescentada as variaveis clinicas e laboratoriais
iniciais.

Concluiu-se que, apesar de haver sido confirmado a associacdo do
polimorfismo rs7903146 ao diabetes tipo 2 na populacao brasileira, a inclusdo
desta informacdo no modelo teve desempenho equivalente ao modelo baseado

unicamente em variaveis clinicas.



SUMMARY

Recently, polymorphisms of gene TCF7L2 have been strongly associated
with Type 2 Diabetes risk in populations of diverse genetic backgrounds. In this
study we investigated if this association is present in different Brazilian
populations and how the inclusion of genetic information to a diabetes risk
prediction model based on clinical and laboratorial variables would affect its
would affect its performance. We concluded that, even though the TCF7L2
rs7903146 polimorphism is associated to Type 2 Diabetes risk in the Brazilian
population, that inclusion of such information to a diabetes risk prediction model

based on clinical variables lead to equivalent performance.



1) INTRODUGAO

1.1) Prevaléncia de diabetes no Brasil e no mundo

O diabetes tipo 2 (DM2) é uma doenga cronica que afeta milhdes de
pessoas em todo o mundo civilizado. A Organizagao Mundial da Saude
(OMS) estima em 180 milhdes o numero de diabéticos em todo o mundo,
enquanto a International Diabetes Federation (IDF) estimou, em 2007, este
numero em 246 milhdes. Recentemente, temos observado uma clara
aceleracdo nas taxas de incidéncia e prevaléncia mundial da doenga,
relacionada a epidemia de obesidade. Em 1993, por exemplo, havia cerca
de 7,8 milhdes de diabéticos nos Estados Unidos (EUA), segundo
estimativas do Centro de Controle e Prevencdo de Doencas (Center for
Disease Control and Prevention, CDC, www.cdc.gov), numero equivalente a
3,1% da populagdao nacional. Em 2008, um comunicado a imprensa do
mesmo CDC foi publicado revendo essas estimativas para um total de 24
milhées de diabéticos entre diagnosticados ou ndo, praticamente 8% da
populacgao total daquele pais(1).

No Brasil, os dados disponiveis sao mais antigos. Em 1992 foi
publicado o Estudo Multicéntrico sobre a Prevaléncia de Diabetes no Brasil
(2), conhecido como “Censo Brasileiro de Diabetes”, com dados coletados
de 1986 a 1988 em nove capitais brasileiras (Porto Alegre, Sdo Paulo, Rio
de Janeiro, Brasilia, Salvador, Recife, Jodo Pessoa, Fortaleza e Belém). A

prevaléncia de DM2, na época, baseada em medidas de glicemia realizadas



em domicilios sorteados ao acaso, foi de 7,6% em individuos de 30 a 69
anos de idade. Quase 10 anos depois, entre 1996 e 1997, novo estudo
realizado em Ribeirdo Preto, seguindo a mesma metodologia do Censo
Brasileiro de Diabetes, estimou a prevaléncia de diabetes naquele municipio
em 12,1% na mesma faixa etaria(3). Isso representaria um aumento de
quase 60% na prevaléncia de diabetes avaliada pelos dois estudos.

O impacto desta escalada é enorme e preocupante, nao sé no que diz
respeito a saude publica. O diabetes € uma doenca crbnica que afeta
individuos, familias, sistemas de saude e a economia dos paises. Na
grande maioria das vezes, especialmente em paises mais pobres, é
relacionada com menor expectativa de vida. Dados do IDF de 2007
estimam em 3,8 milhdes as mortes por diabetes, cerca de 6% da
mortalidade global. Ainda segundo o IDF, utilizando-se dados da OMS
sobre o numero de anos de vida perdidos por pessoa, seriam mais de 25
milhées de anos de vida por ano, além de mais 23 milhées de anos de vida
perdidos por invalidez e reducdo na qualidade de vida causada pelas

complica¢des do diabetes.

1.2) Custos econémicos do diabetes

Além do enorme impacto nos niveis pessoal e social, o custo
econdmico do diabetes e suas complicagcdes ¢é preocupante e vem
crescendo exponencialmente. Recentemente, a American Diabetes
Association (ADA) publicou um relatério referente aos custos envolvidos com

o diabetes nos EUA no ano de 2007(4): o custo total estimado ficou em US$



174 bilhdes. Destes, US$ 58 bilhdes, foram estimados como impacto por
reducdo da produtividade nacional e US$ 116 bilhdes (dois tergos) foram
gastos em excesso de despesas médicas, dos quais US$ 27 bilhdes foram
alocados para o controle da glicemia, US$ 58 bilhdes em tratamento das
complicagbes atribuiveis ao diabetes e US$ 31 bilhdes em excesso de
gastos medicos em geral. Do total de gastos médicos, pelo menos metade é
dedicada ao tratamento intra-hospitalar, enquanto medicamentos e
equipamento ficam com 12% e honorarios médicos com 9%. Diabéticos, em
meédia, custam anualmente 2,3 vezes mais do que pessoas que nhao tém
diabetes. Na presenca de doenca renal crbnica terminal, o custo é até
quatro vezes superior ao de um diabético sem complicacbes. De maneira
interessante, a medida que se analisam paises mais pobres,
proporcionalmente mais recursos sao gastos com medicagbes orais e
medidas que evitam as complicagdes mortais da hiperglicemia. Na América
Latina, por exemplo, o custo de medicacbes hipoglicemiantes orais é
estimado em até mais de 50% do total gasto com a doenca(5). No Brasil,

nao ha dados exatos recentes disponiveis.

1.3) Fisiopatologia do diabetes

Entende-se por diabetes mellitus a doenga cuja principal caracteristica é a
hiperglicemia. Entretanto, esta € uma caracteristica comum a diversas
doengas muitas vezes bastante diferentes entre si. Apesar de a
hiperglicemia ser a mais marcante caracteristica do diabetes, especialmente

no tipo 2, pode-se dizer que ela reflete a quebra na homeostase entre duas



propriedades: capacidade relativa de secrecao de insulina pela célula 3
pancreatica e grau de resisténcia a acado da insulina em tecido hepatico e
muscular; a insulina, peptideo secretado pela célula B pancreatica em
resposta a elevagéo glicémica no plasma, aumenta a captagado de glicose
pelos tecidos periféricos e suprime a producédo e liberagdo hepatica de
glicose. Dessa forma, ocorrem habitualmente picos e vales alternantes nos
niveis de insulina e glucagon que ocorrem pra manter a homeostase
glicémica. A homeostase, ou tolerancia glicémica, depende de trés acdes
altamente coordenadas para ser mantida: estimulo a secre¢ao insulinica;
supressao da produgao hepatica de glicose, mediada pela insulina; captagéo
da glicose por tecidos periféricos, também mediada pela presenca e agao da

insulina.

Genética do diabetes tipo 2

Embora, hd muito, seja observado clinicamente que o diabetes sofre
importante influéncia de fatores ambientais, especialmente a dieta, também
€ observado, ha décadas, que existe forte influéncia genética na sua
determinagao, conforme demonstraram estudos familiares, e em gémeos,
que mostram intensa agregacao familiar e alta taxa de concordancia entre
gémeos dizigoticos, ao redor de 70%, o dobro do observado entre irmaos(6,
7). Como gémeos monozigoticos dividem o ambiente, tanto intra-uterino
quanto extra-uterino e 100% da carga genética (ao contrario dos gémeos
dizigoticos, que tém somente 50% dos seus genes semelhantes), taxas de
concordancia em excesso daqueles dizigdticos sao utilizadas para distinguir

contribuintes genéticos dos nao-genéticos. Em individuos acima dos 60



anos, a taxa de concordéancia referente ao diabetes foi de 35-58% em
gémeos monozigéticos, comparada com 17-20% em gémeos dizigoticos(8,
9). A inclusdo de intolerancia a glicose na analise aumentou a taxa de
concordancia em gémeos monozigoéticos para 88%(10). A presenga de
diabetes do tipo 2 em um parente de primeiro grau aumenta o risco de
diabetes em 2 a 4 vezes. Filhos de pai e mae diabéticos tém 80% de risco
de se tornarem diabéticos ao longo da vida(6, 11, 12). Outra evidéncia da
influéncia da genética na patogenia do diabetes € a grande diferenca de
incidéncia e prevaléncia em populagdes etnicamente diversas. Os indios
Pima, por exemplo, tém prevaléncia de diabetes ao redor de 50%, marcada
por intensa resisténcia a insulina, maior do que a observada em
caucasianos. Negros e hispanicos norte-americanos também se encontram
em risco aumentado(11). Na populagdo brasileira, existe o estudo
prospectivo, ainda em andamento, do Japanese-Brazilian Diabetes Study
Group, que comegou a acompanhar, em 1993, a primeira (nascidos no
Japao) e a segunda geragdes (nascidos no Brasil) de japoneses imigrantes
e residentes em Bauru, Estado de Sao Paulo. Este importante estudo
confirma que a populagdao mais jovem, exposta ao estilo de vida urbano e a
habitos alimentares ocidentais, tem prevaléncia aumentada de diabetes,
doengas metabdlicas(13) e doenga cardiovascular(14), principalmente
relacionadas a alteragbe dietéticas que incluem maior consumo de gorduras,
especialmente as do subtipo trans(15). Outro estudo nacional recente, de
base familiar, estimou a herdabilidade de diversos fatores de risco

cardiovasculares em populagdo geral de uma cidade do interior de Minas



Gerais. A herdabilidade da glicemia de jejum, ou seja, o quanto esta
caracteristica € determinada por fatores genéticos, apds ajustes, foi de
32,3%, com P estatistico altamente significante (< 0,00001)(16). Apesar de
estes dados corroborarem a influéncia genética na determinagéo do diabetes
tipo 2, observa-se que, mesmo em populacdes de alto risco genético para
diabetes, ha fatores ambientais que exercem enorme impacto e papel
definitivo nessa equacéo. Isso é classicamente observado na diferenca de
prevaléncia de diabetes entre indios Pima americanos e mexicanos, sendo a
prevaléncia dos ultimos menos de 20% daquela dos indios Pima que vivem
nos Estados Unidos (6,9% vs. 38%)(17).

Entretanto, mesmo com a clara influéncia genética de determinantes
do diabetes tipo 2, a busca pelo isolamento desses fatores ainda esta em
andamento. Isso é tipico de doencas complexas, nas quais apesar de um
individuo poder carregar multiplos fatores de risco genéticos que o
predisponham a doenga, pode ser necessaria a associacdo a fatores
ambientais para que o processo patogénico seja iniciado(18).

A procura por genes candidatos por muito tempo foi focada em genes
codificadores de proteinas possivelmente envolvidas na fisiopatologia do
diabetes tipo 2, como desenvolvimento pancreatico, sintese, secrecao ou
acao da insulina(19). Até 2006, somente variantes nos genes KCNJ11
(potassium inwardly-rectifying channel, subfamily J, member 11) e PPARG
(peroxisome  proliferator-activated  receptor gamma) haviam sido
relacionados de forma consistente com o diabetes do tipo 2. O gene

KCNJ11 codifica o inwardly rectifying potassium channel (KIR6.2),



subunidade do canal de potassio ATP-dependente na célula beta
pancreatica. Mutagdes ativadoras desse gene levam a uma forma grave e
precoce de diabetes chamado diabetes permanente neonatal, por
insuficiéncia de secrecao insulinica que tende a responder a tratamento com
sulfoniluréias, drogas que agem bloqueando o canal de potassio e
permitindo a despolarizagdo celular e secrecdo insulinica, enquanto que
mutacdes inativadoras do gene sdo associados com hipoglicemia
hiperinsulinémica também neonatal(20). Ja o gene PPARG codifica um
membro da familia dos receptores nucleares ativados por proliferadores de
peroxissomos, que modulam a expressao génica de diversos outros fatores
proliferativos e metabdlicos, além de serem alvo das drogas pertencentes a
classe das tiazolidinedionas. Carreadores dos alelos de risco do
polimorfismo Pro12Ala desse gene apresentam importante resisténcia a
insulina em figado, musculo e gordura, aumentando o risco de diabetes na

populagdo, dessa forma.

TCF7L2 e Mecanismos Fisiopatologicos no Diabetes tipo 2

O gene transcription factor 7 like-2 ou TCF7L2, antigamente referido
como TCF-4 (transcription factor 4), € membro de uma familia de fatores de
transcricdo na qual se encontram outros genes, nao-homologos, TCF-1 e
TCF-2, também chamados, respectivamente, de HNF1A e HNF1B
(hepatocyte nuclear factor 1 homeobox A e B), responsaveis por quadros de
diabetes monogénico (MODY, ou Maturity-Onset Diabetes of the Young). O

TCF7L2 é amplamente expresso e intimamente envolvido com a cascata de



sinalizagdo Wnt, cujo termo advém da combinacdo de Wg (wingless) e INT,
genes que codificam proteinas de integragcdo, e podem ser pronunciados
wint. O gene wingless foi originalmente identificado em estudos de
embriogénese em Drosophila. A transdugé&o da via Wnt é uma das vias
centrais que controlam o crescimento e diferenciacdo dos organismos(21).
Em um dos principais ramos da via Wnt, chamado via canbnica, Wnts se
ligam a receptores frizzled em conjunto com correceptores da familia LRP
(Leucine-responsive Regulatory Protein). A ativacdo resultante da via
previne a fosforilagdo da B-catenina e sua degradacédo subsequente. A [B-
catenina estabilizada transloca-se para dentro do nucleo onde ela interage
com fatores de transcricao da familia TCF para ativar a expressao de genes-
alvo do TCF7L2. Em conclusdo, acredita-se que a regulagdo controlada
desse mecanismo de sinalizacao leva a proliferacéo e diferenciacdo normais
em tecidos-chave para a patogénese do diabetes tipo 2, como o adiposo e,
possivelmente, o pancreas endocrino(22-24).

Em humanos, foi demonstrado que pessoas homozigotas para as
variantes que predispdem ao diabetes apresentam quadro de intolerancia a
glicose administrada por via oral, mas nao intravenosa, o qual sugere a
presenca de um defeito no eixo enteroinsular, dependente de incretinas,
entre as quais uma das principais € o glucagon-like peptide 1 (GLP-1). O
eixo enteroinsular é a rede de comunicacdo neural e enddécrina entre
intestino delgado e pancreas que potencializa a liberagdo de insulina em
resposta a alimentacdo. Ha relatos de que a heterodimerizacao do TCF7L2

com a B-catenina poderia modular a produgao de proglucagon intestinal, um



dos precursores do GLP-1(25). Também ha dados que demonstram outras
caracteristicas metabdlicas importantes em portadores do alelo T de risco
para o polimorfismo rs7903146, como reduzida capacidade de secrecao
insulinica pela célula B pancreatica, reduzido efeito incretina e aumento na
taxa de gluconeogénese hepatica, especialmente nos homozigotos para o
alelo de risco. A expressao do TCF7L2 em ilhotas humanas foi 5 vezes
maior em diabéticos, particularmente nos homozigotos para o alelo T, o que
foi associado a redugdo da secrecdo de insulina estimulada por glicose
nessas células, reforcando o envolvimento do gene na patogénese do
diabetes(26). Uma metanalise mostrou o efeito dos polimorfismos do alelo T
do polimorfismo TCF7L2 rs7903146 sobre o risco de diabetes tipo 2 em
diversas populagdes mundiais, obtendo um odds ratio médio de 1,46 (1,42 —

1,51) (P = 5,4 x 107%%)(27)
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2) OBJETIVOS

Os objetivos desse trabalho consistem de a) confirmar a associagéo
entre as variantes do gene TCF7L2 e diabetes tipo 2 em populagdes
brasileiras, que tém como caracteristica serem geneticamente mais
heterogéneas que as de origem norte-européias, devido a intensa e recente
miscigenacao local; b) testar utilidade de modelo de predicdo de risco de
diabetes com base em variaveis clinicas somente e compara-lo com um que
inclua variaveis laboratoriais e ainda com um terceiro que disponha de
informagdes genéticas, para que se possa quantificar o impacto da incluséo

de outras variaveis sobre o poder preditivo final.
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3) MATERIAIS E METODOS

Para a avaliacdo da relacdo da populagdo brasileira com os
polimorfismos do gene TCF7L2, utilizam-se dados previamente coletados e
armazenados em laboratério, provenientes de estudos anteriores. Esses
estudos abordaram amostras de quatro diferentes populagdes, que serao

descritas abaixo.

3.1) Populagao de Vitéria — ES

Um estudo transversal sobre fatores de risco para doencas
cardiovasculares foi realizado na populacao urbana de Vitéria, ES, usando-
se as diretrizes do Projeto WHO-MONICA (Multinational MONItoring of
trends and determinants in CArdiovascular disease)(28). O estudo
pesquisou e analisou dados socioecondmicos em uma amostra
probabilistica de residentes adultos do municipio, entre 25 e 64 anos.
Segundo o censo de 1996 realizado pelo IBGE (Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica), a populacdo de Vitéria, naquele ano, era de
264.874 habitantes. A amostragem foi feita em quatro estagios: por bairro,
setor censitario, sorteio de quarteirbes para escolha de casas e sorteio de
individuos em cada casa. A pesquisa foi realizada com um individuo de
cada casa sorteada, e o sorteio foi feito randomicamente.  Foram
selecionadas 2.268 casas na cidade de Vitoria e todas elas foram visitadas.

Ao individuo selecionado em cada uma dessas casas foram explicados os
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objetivos da pesquisa e ele foi convidado a participar, caso consentisse.
Todos os pacientes desse e de outros estudos citados abaixo assinaram o
termo de consentimento livre e esclarecido, assim como os projetos foram
previamente aprovados pelos respectivos comités de ética de cada centro
organizador. Os individuos selecionados foram convidados a comparecer a
Clinica de Investigagcado Cardiovascular no Hospital Universitario para serem
submetidos a testes clinicos e laboratoriais. Da amostra total de mais de
2.200 pessoas, 1.507 compareceram e foram entrevistados e examinados,
com a coleta de dados como peso, altura, circunferéncia abdominal, pressao
arterial, presenca de habitos como tabagismo, consumo de alcool e
quantidade de atividade fisica realizada rotineiramente, além da presenca de
comorbidades como diabetes e hipertensdo. O sedentarismo foi definido
como a realizagao de menos do que 1 hora de exercicios ao dia, pelo menos
3 vezes na semana. Glicemia, colesterol total, fracbes de lipoproteinas e
triglicérides foram dosados por técnicas-padrao em amostras de sangue,

apos jejum de 12 horas, coletadas durante a visita a clinica(29).

3.2) Seguimento da amostra de Vitéria — ES

Uma reavaliagdo dos individuos da amostra de Vitoria foi realizada 5
anos apos a inicial. Todos os participantes da primeira parte do estudo
foram convidados a passar por nova avaliagao, destes 655 concordaram e
foram reavaliados segundo a mesma metodologia e mesma avaliagao clinica

e laboratorial de 5 anos antes.
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3.3) Populagao de Ouro Preto — MG

Ouro Preto é uma pequena cidade do interior do sudeste brasileiro,
com 37.603 habitantes. Em um estudo transversal, 930 domicilios foram
randomicamente selecionados dos 33 distritos da cidade, por amostragem
simples, levando-se, porém, em conta a proporcionalidade da densidade
populacional de cada distrito. Em cada casa sorteada, o individuo maior de
15 anos de idade, cujo aniversario estivesse mais proximo da data da
entrevista, foi selecionado para inclusdo no estudo. Os procedimentos
relacionados a entrevista, exame fisico e coleta de exames laboratoriais ,
seguiram as mesmas diretrizes e padrdées do Projeto WHO-MONICA
utilizado também no estudo de Vitoria. Estudos prévios ja foram publicados
utilizando-se esta mesma base de dados(30).

Todos os participantes sem diabetes conhecido foram incluidos. O
grau de tolerancia a glicose foi classificado segundo o critério modificado da
ADA de 2008(31). Definiu-se disglicemia como glicemia em jejum maior que
100 mg/dL. Individuos com GJ = 126 mg/dL, um diagndstico provisério de
diabetes segundo a ADA, foram considerados diabéticos nesse estudo.
Como em outros estudos, individuos com 34 anos de idade ou menos foram
excluidos da analise devido a possibilidade desse grupo incluir outras
sindromes hiperglicémicas n&o-diabetes tipo 2. Os individuos foram
classificados em 5 classes socioecondmicas (aqui agrupados em 4 classes),
com base em dados do nivel de educagao do chefe da familia e do tipo e
numero de equipamentos domésticos na casa(32). A classificacdo de

subgrupos étnicos foi baseada em pigmentagdo do abdémen, cor e forma
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dos cabelos, tipo e conformacdo do nariz e labios e histéria familiar,
determinada e de acordo com a opinido de dois médicos. Deve ser notado
que tal estratificagcdo de subgrupos étnicos foi baseada em critérios
morfoldgicos, e ndo é uma estratificagéo étnica verdadeira, que envolve um
grupo de caracteristicas genéticas, linguisticas e culturais. Em particular, ja
foi demonstrado que, na populagao brasileira, os critérios morfolégicos nao
sdo altamente concordantes com a procedéncia. Esta classificacao,

entretanto, foi validada e previamente utilizada em outros estudos(33-35).

3.4) Desenvolvimento do Modelo de Risco e Validagéo

Fatores de risco e variaveis laboratoriais clinicamente reconhecidos
como associados ao diabetes tipo 2 foram selecionados para o
desenvolvimento de um escore de risco. Esses fatores de risco
selecionados incluiram idade, sexo, diagndstico de hipertensdo e nivel de
atividade fisica. Dados laboratoriais incluidos foram colesterol total, LDL-
colesterol (lipoproteinas de baixa densidade), HDL-colesterol (lipoproteinas
de alta densidade), triglicérides e acido urico. Analise univariada por
regressao logistica foi realizada com diabetes tipo 2 (GJ = 126 mg/dL) como
variavel dependente. Na regressao logistica multipla, o critério para inclusao
de variaveis foi P < 0,1. Essas variaveis foram incluidas utilizando-se do
método por eliminagao do tipo stepwise backward, com diabetes tipo 2 como
variavel dependente. Coeficientes de regressao logistica foram utilizados
para estimar a razdao de chances para cada variavel independente no

modelo. As varidveis continuas foram categorizadas em bandas. Para criar
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o modelo final, varidaveis com um valor P menor que 0,05 foram
consideradas, e, para cada variavel significante na anadlise de regresséo
logistica multipla, um escore foi calculado pela multiplicagdo do coeficiente
de regressao por 10, arredondando-se pelo integral mais préximo.
Finalmente, um escore de soma foi calculado para cada participante pela
adicdo do escore de cada variavel significante no modelo de risco.
Sensibilidade, especificidade, valores preditivos positivo e negativo e
acuracia foram comparados para diferentes cutoffs do escore. Além disso, a
proporcdo entre sujeitos que precisariam testes subseqlentes (aqueles
individuos que tiveram valores de escore maiores que o valor de cutoff) foi
comparada entre os diversos grupos.

Para avaliar o desempenho do modelo, uma curva ROC (receiver
operating characteristic) foi montada para analisar probabilidades obtidas
com a regressao logistica, sendo a area sob a curva utilizada para mensurar
o poder de discriminacado de individuos de alto e baixo risco. Curvas ROC
foram desenhadas para o escore de risco de diabetes, sendo a sensibilidade
desenhada no eixo y e a taxa de falso-positivo (1 - especificidade)
desenhada no eixo x. Quanto mais discriminatério o teste, mais inclinada a
parte da curva voltada pra cima e maior a area sobre a curva. O ponto 6timo
foi determinado tentando-se conseguir a maxima sensibilidade e
especificidade. Para avaliar a performance do escore de risco na populagao
de Ouro Preto (validagao externa), os métodos utilizados foram similares ao

do teste exploratdrio.



16

3.5) Populagao de Itapetininga — SP

A amostra de Itapetininga consiste de 487 individuos, entre 2 e 18
anos de idade, selecionados aleatoriamente em 89 escolas publicas na
cidade de ltapetininga, SP. Também foram incluidos os pais desses jovens,
0s quais com estes compuseram 487 trios familiares, aumentando o niumero
total da amostra para 1.461 pessoas. Os pais assinaram termo de
consentimento informado referente tanto a eles proprios quantos aos filhos.
Fatores de risco cardiovasculares foram avaliados utilizando-se um
questionario-padrao direcionado tanto aos pais quanto aos filhos, além de
um detalhado exame fisico. Amostras de sangue foram coletadas apds
jejum de 12 horas e as medidas avaliadas segundo procedimentos-padréao
laboratoriais. Para a estimativa da sensibilidade a insulina em jejum
(HOMA%S) foi utilizado o “HOMA Calculator”, versao 2.2, desenvolvido pela

Oxford University.

3.6) Populagao do estudo MASS Il

O estudo MASS Il (Medicine, Angioplasty or Surgery Study) envolveu
611 pacientes com doenca arterial coronaria documentada e fragdo de
ejecao esquerda normal(36). Utilizaram-se somente informacgbes das
caracteristicas iniciais desta populacdo. A presenca de diabetes nao foi
necessaria para o alistamento nesse protocolo. Foi possivel conseguir
dados de gendtipo para o polimorfismo rs7903146 em 560 pacientes, dos

quais 190 eram diabéticos segundo critérios da ADA ou tratamento prévio.
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3.7) Limitagdes metodoldgicas das amostras

Apesar das multiplas amostras e consideravel numero de
participantes em cada uma delas, a metodologia utilizada na realizagéo
deste estudo apresenta algumas limitagdes que merecem consideragao.
Para o diagndstico de diabetes foi utilizado uma unica dosagem de glicemia
plasmatica em jejum, enquanto que o recomendado € que seja confirmadas
eventuais alteracbes com outra amostra de sangue. Também nao foram
realizados testes orais de tolerancia a glicose. Informagdes sobre a historia
familiar de diabetes ou outras comorbidades n&o foram incluidas no
questionario.

Apesar dessas limitagbes terem sido reconhecidas antes do inicio do
trabalho, elas ndo foram julgadas limitantes a realizagao e interpretagdo dos
dados resultantes do trabalho, possivelmente por envolverem somente uma

pequena fracdo do numero total de participantes.

3.8) Analise estatistica

A versao 13 do programa SPSS foi utilizado para a analise estatistica.
O ajuste para distribuicdo normal foi avaliado utilizando-se o teste de
Kolmogorov-Smirnov. Para avaliar as diferencas entre diversas
caracteristicas, o teste t de Student ou ANOVA foi utilizado para variaveis
continuas e o x* foi usado para variaveis categéricas. Valores de P menores
que 0,05 em testes de dois caminhos foram considerados significantes.

Dados foram mostrados como média * desvio-padrao para variaveis
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continuas (escala) e como porcentagens para variaveis ordinais ou

categdricas.

3.9) Genotipagem do polimorfismo rs7903146 do gene TCF7L2

Foi extraido DNA gendbmico de leucdcitos periféricos pelo
procedimento de salting-out. Os primers utilizados foram : 5° ACA ATT AGA
GAG CTA AGC ACT TTT TAG GTA 3 and 5 GTG AAG TGC CCA AGC
TTC TC 3. Resumidamente, o polimorfismo estudado foi detectado em
ensaio polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism
(PCR-RFLP assay). Uma reagdo em cadeia de polimerase de 30 ciclos foi
realizada no termociclador PTC-DNA Engine Tetrad, usando-se 10 uL de
solugéo reagente que continha Tris-HCI 10 mM, KCI 50 mM, MgCl, 2,5mM,
100 uM de cada dNTP, 0,3 U Easy Taq Polimerase de DNA, 5 pM de cada
primer e 1 yL de DNA genbémico das amostras. Os produtos da PCR foram
digeridos com 1 U da enzima de restricdo RSA e visualizados por
eletroforese em gel de agarose a 3%. O controle de qualidade para esses
ensaios foi realizado por amostragem randdmica, selecionando-se 40
amostras que foram submetidas a genotipagem por um técnico
independente. A concordancia observada entre ensaios de genotipagem foi

100%.
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4) RESULTADOS

A seguir relatar-se-ao os resultados observados nas diferentes etapas

deste trabalho, separados por amostras populacionais.

4.1) Vitoria e MASS

Na amostra da populagdo do estudo MASS-Il, um total de 560
individuos foram genotipados para a variante do gene TCF7L2 rs7903146 e
a proporcao genotipica para esta variante estava em equilibrio de Harding-
Weinberg. Houve predominéncia do sexo masculino (69,1%) e uma alta
prevaléncia de DM2 de 31,0%. O IMC médio foi 27,1%. De acordo com
esta classificacao de peso, 66,2% desta populagao estava com sobrepeso
ou era de obesos (Tabela 1). Homozigotos para o alelo T de risco, gendétipo
TT, revelaram aumento do risco de ter diabetes tipo 2 (p = 0,01). Esses
dados estdo sumarizados na Tabela 3. Apds ajuste para outras variaveis
potencialmente associadas ao risco de diabetes tipo 2, a presenca do
gendtipo TT permaneceu ainda significantemente associado a doenga,
aumentando em 2,0 vezes o risco (p = 0,01) (Tabela 4).

Em relacdo a populagdo geral de Vitoria, havia 1.440 amostras de
DNA disponiveis que passaram pelo processo de genotipagem para a
variante rs7903146. As caracteristicas desta populagao foram mostradas na
Tabela 2. A média de idade foi 44,8 anos (variagcdo entre 23-65). A

prevaléncia de diabetes foi de 7,8%. Obesidade estava presente em 19,3%
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das pessoas, mas 55,3% estava na faixa do sobrepeso (IMC = 25 kg/m?). O
IMC médio foi 26,2 + 4,9 kg/m?. Individuos nao-diabéticos tinham um IMC
menor (25,9 contra 30,6 kg/m? nos diabéticos). A prevaléncia geral do
gendtipo TT foi de 10,1%, enquanto no grupo de nao-diabéticos foi de 9,9%
e discretamente mais alta entre diabéticos (12,1%), diferengca que nao foi
estatisticamente significante (p = 0,46). De interesse, o numero total de
individuos diabéticos portadores do genétipo TT, apesar do grande numero
inicial de pessoas da amostra, foi de somente 14 pessoas. Portanto, o poder
estatistico de deteccéo desta associacdo nesta amostra da populacéo geral
foi somente de 24%.

Embora diversos estudos tenham observado associagdao do
rs7903146 com alguns componentes da sindrome metabdlica, ndo se
observou qualquer associagao significante entre o alelo de risco T e tais

caracteristicas (Tabelas 1 e 2).

4.2) ltapetininga
As caracteristicas antropométricas e laboratoriais dos adultos da
amostra de Itapetininga, de acordo com seu gendtipo, estdo mostradas na
Tabela 5. Os adultos portadores do gendtipo TT apresentaram significante
aumento de risco de DM2, mesmo apéds ajuste para idade (p < 0,001), o que
confirma relatos prévios da literatura. Entretanto, diferengas entre classes
de gendtipos em outras caracteristicas como peso, distribuicdo de gordura e

variaveis metabdlicas ndo foram estatisticamente significantes.
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Em criangas, os genodtipos da variante rs7903146 n&o mostraram
qualquer efeito estatisticamente significante em variaveis laboratoriais como
glicemia, niveis de colesterol ou triglicérides ou niveis de proteina C reativa,
como demonstrado na Tabela 6. Também n&o foram notadas diferengas em
pressao arterial, comprimento ao nascer, peso ao nascer ou altura na
infancia em modelo ndo-ajustado. Quando feitos ajustes para peso ao
nascer e para sexo, o genotipo TT foi significantemente associado com
maiores comprimentos ao nascer (p = 0,04), diferenca esta que nao sofreu
influéncia do gendtipo da mae. Nao houve criancas diabéticas na amostra;
somente uma apresentou glicemia em jejum maior que 110 mg/dL.
Finalmente, nés compararam-se variaveis envolvidas no metabolismo
glicémico em dois grupos de gendtipos em criangas desta amostra da
populagdo geral. Como demonstrado na Tabela 7, ndo houve qualquer
diferenca significativa em niveis de glicemia basal ou niveis de insulina de
jejum relacionadas as classes de genotipo. Calcularam-se os indices HOMA
para secrecdo de insulina pela célula beta e de resisténcia a insulina
(HOMA-B% para fungdo de célula beta e HOMA-IR para resisténcia a
insulina(37)). Enquanto nenhum dos dois tenha alcangado significancia
estatistica, houve tendéncia de as criancas portadoras do gendtipo
homozigoto para o alelo de risco T do polimorfismo rs7903146 apresentarem
valores inferiores de HOMA-IR (p = 0,09), o que sugere menor resisténcia a

insulina.

4.3) Modelos de Predigéo de Risco
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Na populagao urbana de Vitéria, da amostra total de 1.507 pessoas
sem diabetes conhecido, 345 sujeitos foram excluidos da analise porque
tinham menos de 35 anos de idade (inclusos 5 diabéticos). Também, em 8
dos 1.232 sujeitos restantes os dados sobre glicemia estiveram ausentes,
restando 1.224 individuos para a analise final. Nesses individuos, a
prevaléncia de diabetes tipo 2 foi de 9,6% (n = 118). Na populagéo de Ouro
Preto, de validagédo, da amostra inicial de 939 individuos, 474 foram exluidos
da analise (35 pessoas eram sabidamente diabéticas; 348 pessoas tinham
menos de 35 anos de idade; 91 nao tinham dados sobre a glicemia),
restando 465 individuos n&do-diabéticos na amostra final. A tabela 8 mostra
as caracteristicas clinicas e laboratoriais dos individuos diabéticos e n&o-
diabéticos na amostra final de Vitéria (populagéo de derivagdo do modelo) e
na amostra de Ouro Preto (populagdo de validagdo externa). Deve ser
observado que a populacdgo de Ouro Preto é mais velha e tem uma
prevaléncia mais alta de hipertensao, dois fatores de risco reconhecidos
para diabetes tipo 2.

Abaixo demonstrar-se-a o processo de desenvolvimento dos escores
de risco, suas comparacoes e avaliagao de performance. A Tabela 9 mostra
os resultados de uma regressao logistica univariada dos potenciais fatores
de risco de diabetes. Apds eliminacdo stepwise das variaveis nao-
significantes, dois modelos de predigdo foram criados: A) Modelo que
contém somente variaveis antropométricas e/ou demograficas, chamado
Modelo 1; B) Modelo no qual, além dos preditores presentes no Modelo 1,

também constavam variaveis laboratoriais (chamado Modelo 2). Os valores



23

do coeficiente B, razdo de chances com intervalo de confianca de 95%
(IC95%) e valor p de cada variavel independente nos dois modelos podem
ser vistos na Tabela 10. No modelo 1, cujo valor maximo era 36, aumento
da idade, aumento do IMC e hipertensdo foram significantemente
associados com diabetes tipo 2. No modelo 2, além dessas variaveis,
colesterol total acima de 240 mg/dL e triglicérides acima de 150 mg/dL
também se associaram significantemente com diabetes, e seu valor maximo
possivel era 45. A performance de ambos os escores de risco pode ser
observada na Figura 1A, que mostra a curva ROC, e na Tabela 11. Os
maiores valores na curva ROC, que obtiveram a mais alta sensibilidade e
especificidade, foram 17,5 e 21,5 nos modelos 1 e 2, respectivamente. Nao
obstante os intervalos de confianga se sobreporem, o Modelo 2 conseguiu
um desempenho discretamente superior, calculado pela area sob a curva.
Entretanto, como o objetivo principal em se criar um escore de risco € seu
potencial uso como uma ferramenta de triagem populacional para o risco de
diabetes, 0 uso do escore mais simples, que emprega somente variaveis
demograficas e clinicas, é preferivel. O valor de cutoff de soma do escore =
18 mostrou sensibilidade préxima ao valor pré-especificado (cerca de 75%).
A utilizacdo deste cutoff deve reduzir a necessidade de maiores
investigacdes laboratoriais para cerca de 37% de toda a populagédo (Tabela
11). Conquanto aumentar o valor de cutoff reduza a porcentagem de testes
subsequentes, isso também diminui a sensibilidade. Portanto, como a
sensibilidade foi pré-especificada em 75%, o valor de cutoff 2 18 pontos foi

escolhido para avaliacdo. O Modelo 1 alcangou uma boa performance com
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capacidade discriminatéria de cerca de 77% (AUC) e se correlacionou com
dados basais de glicemia de jejum (r = 0,303; p < 0,0001).

Ainda que o escore de performance tenho sido menor na populagao
de Ouro Preto do que na de Vitéria, a area sob a curva no estudo de Ouro
Preto foi igual a 0,72, indicando boa performance geral nesta populagao de
validacao (Figura 1B). Sensibilidade, especificidade, valores preditivos e o
percentual de individuos que precisariam testes subseqlentes devido ao
cutoff =2 18 sdo mostrados na Tabela 11.

Posteriormente, dos 267 individuos com glicemia inicial menor do que
100 mg/dL e que foram acompanhados por 5 anos em Vitdria, 28 evoluiram
para disglicemia de jejum (glicemia de jejum acima de 100 e abaixo de 126
mg/dL) e somente 13 para diabetes (glicemia de jejum = 126 mg/dL).
Individuos do Modelo 1 com uma pontuagdo menor que 18 tiveram
incidéncia de disglicemia de cerca de 8,7%. Essa incidéncia foi 15,3% no
grupo com valores de escore maiores que 18 (p = 0,12), o que demonstra
uma tendéncia de o Modelo 1 predizer a incidéncia de disglicemia em 5
anos. Além disso, o maior tercil de escores do Modelo 1 em condi¢cbes
basais, cujo valor de cutoff € coincidentemente o mesmo encontrado pela
analise da AUC (> 18 pontos), tem média de glicemia de jejum inicial e apos
5 anos significantemente mais altas (Figura 2), o que indica, mesmo apos
um periodo de 5 anos, que o escore do Modelo 1 continuava sendo
significantemente correlacionado com a glicemia de jejum inicial.

Finalmente testou-se o desempenho do Modelo 1, baseado em

variaveis clinicas e demograficas, quando acrescido da informagao genética
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proveniente da genotipagem dos polimorfismos do gene TCF7L2. A incluséo
do gendtipo TT no modelo ndo causou praticamente nenhuma melhora na
area sob a curva ROC (AUC = 0,776; 1C95% 0,73-0,82 em ambos os
modelos). As caracteristicas de desempenho dos dois modelos, com e sem
informacéo genética, sdo mostrados na Tabela 12. Houve discreta melhora
na especificidade quando o gendtipo TT do gene TCF7L2 foi incluido,
entretanto, a sensibilidade diminuiu. Praticamente ndo houve diferenca

entre as curvas ROC dos dois modelos (Figura 3).



26

5) DISCUSSAO

Desde a descricdo da associagdo de variantes comuns do gene
TCF7L2 e diabetes tipo 2(38), achado prontamente replicado em diversas
partes do mundo, as atencgdes tém-se voltado, principalmente, para dois
aspectos praticos: 0 mecanismo através do qual esses polimorfismos
genéticos aumentam tao significativamente o risco da doenca e o modo
como utilizar essa informagao para criar melhores mecanismos de predicao
do risco. O objetivo do presente trabalho, além de confirmar a associagao
na geneticamente particular populagéo brasileira, se aproxima do segundo.
Se o uso de informagdes genéticas puder aprimorar modelos de predi¢ao de
doenca, auxiliando a identificacdo dos individuos que mais se beneficiariam
de estratégias de prevencgao e tratamento mais completas — e caras, poder-
se-ia esperar a otimizacdo dos recursos disponiveis para a saude publica,
um importante problema em praticamente todo o mundo.

Os primeiros relatos da associagdao dos polimorfismos do gene
TCF7L2 com DM2 vieram de paises da Escandinavia e amostras de
caucasianos da Ameérica do Norte, populagdes caracterizadas pela alta
homogeneidade genética, resultado de multiplas geragcdes de cruzamentos
entre individuos geneticamente semelhantes. Para confirmar os achados na
populagao brasileira altamente diversa, do ponto de vista genético, iniciou-se
este estudo examinando-se o gendétipo de duas populagdes brasileiras, com

o uso da amostra do Estudo MASS-II e uma amostra da populacao geral de
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Vitéria, para o polimorfismo rs7903146, um dos mais associados com DM2
no trabalho original(38). Como demonstrado acima, a associagdo se
confirmou na populagdo do estudo MASS-Il, na qual os individuos
homozigoticos para o alelo de risco T mostraram risco duas vezes maior de
desenvolver DM2 (OR = 2,0; p = 0,01). Na populagcédo de Vitéria nao foi
possivel confirmar estatisticamente esta associagao, provavelmente devido a
baixa prevaléncia de diabetes nesta amostra de populacéo geral.

Em outra etapa desse trabalho, buscou-se a relagcdo entre o
polimorfismo rs7903146 do gene TCF7L2 em outra populagao geral, a de
Itapetininga, amostra que dispunha de trios formados com alunos da rede
escolar da zona rural da cidade e seus respectivos pai e mae. Em adultos,
como se observou em Vitéria, a relagdo entre o polifmorfismo e DM2 se
confirmou em modelo de heranga recessiva, com os homozigotos para o
alelo T de risco, apresentando prevaléncia de DM2 2,48 vezes superior ao
observado na populagao restante (p < 0,001). Em criangas esses dados
apontaram para maiores comprimentos, dos homozigotos para o alelo de
risco, ao nascimento, um achado inédito — e contrario a dois relatos
prévios(39, 40) da literatura, embora os mecanismos envolvidos sejam
desconhecidos até o momento. A analise da amostra de criangas também
demonstrou tendéncia a menor resisténcia a insulina pelo modelo recessivo
de heranga. N&o houve efeito aparente do gendtipo sobre valores de
HOMA-3%, que avalia a secrecdo insulinica pela célula 3. Na literatura, ha
um estudo em criancas o qual constatou que o HOMA-% foi maior em

homozigotos para o alelo de risco T quando comparados com homozigotos



28

para o alelo C(41). Esse resultado vai contra diversos outros relatos em
adultos em que se sugere que o mecanismo pelo qual o gene TCF7L2
estaria relacionado com o DM2 seria por um defeito de secregao de insulina,
possivelmente modulado por incretinas(25, 42) — e nado por aumento da
resisténcia a insulina, como é esperado em casos de diabetes associados ao
excesso de peso.

Portanto, no Brasil, a associagéo entre o polimorfismo rs7903146 do
gene TCF7L2 foi confirmada em amostras do Estudo MASS-Il e da porgao
adulta da amostra da populacdo geral de Itapetininga. Nao foi
estatisticamente significante a relagéo entre as variantes do gene e o risco
de DM2 na coorte de Vitoria.

Com a associacao descrita através de um estudo do tipo pesquisa de
associacbes em todo o genoma (genome-wide association scan, GWAS)
entre o gene TCF7L2 e DM2 comprovada também na populagéo brasileira,
pbde-se passar a segunda fase do trabalho, que engloba a tentativa de
utilizar a informagdo genética no desenvolvimento de ferramentas de
predicdo de risco. A informacao de que alguns polimorfismos, em especial
os do gene TCF7L2, poderiam aumentar o risco de diabetes foi amplamente
divulgado nos ultimos 2 anos. Alguns estudos, na literatura, demonstraram
que a associagao da informagao de mais variantes genéticas previamente
associadas com diabetes poderia aumentar a capacidade de identificacdo de
individuos com maior risco. Por exemplo, Weedon et al. mostraram dados
em que a associacdo de alelos de risco definidos previamente por uma

metanalise, no caso TCF7L2, PPARG e KCNJ11, em individuos britanicos,
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levou a OR de 5,71 para o risco de diabetes (IC95%, 1,15 a 28,3) quando
comparado ao que correm os portadores de alelos selvagens. A area sob a
curva ROC, determinada por modelo de regressao logistica, foi de 0,58 —
resultado considerado fraco no que concerne agregar novas informagdes
preditivas ao modelo(43).

Além de usar a informacao genética isoladamente, como feito acima,
pode-se associa-la a modelos de avaliacdo de risco tradicionalmente
utilizados. Diversos modelos baseados em variaveis clinicas ja foram
descritos e validados em diversas situagdes. As variaveis associadas séo
definidas por regressao logistica e portanto, teoricamente, devem ser
avaliadas de forma especifica em cada amostra. A obesidade, por exemplo,
€ reconhecida como fator de risco para o DM2 ha décadas, mas quando
avaliada por IMC ou circunferéncia abdominal em individuos de etnia
asiatica é frequentemente subestimada.

Cauchi et al.(44) combinaram dados de um modelo de predicao
baseado em variaveis clinicas com outro combinando o modelo clinico a
informacdes genéticas. Eles analisaram dados provenientes de um grande
estudo de associagdo em todo o genoma (GWAS) na populagédo
francesa(45), no qual 15 SNPs, inclusive o TCF7L2, foram identificados
como associados ao diabetes tipo 2, embora alguns ndo tenham sido
replicados em outras populacbes apds a descricdo inicial. Quando
combinada toda a informagédo disponivel em regresséo logistica ajustada
para idade, género e IMC para montagem de uma curva ROC, esta

apresentou um resultado muito mais expressivo de 0,86, o que demonstra
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potencial para uso, na pratica clinica. Também foi demonstrado o efeito
cumulativo desses polimorfismos sobre o risco. Quanto mais alelos de risco
um individuo carrega, maior a chance de desenvolvimento de diabetes.
Individuos com pelo menos 18 alelos de risco (dentre os 30 possiveis) teriam
um risco de desenvolvimento de DM2 quase 9 vezes maior que individuos-
controle. Se confirmado, esse aumento no risco de DM2 devido a fatores
genéticos seria maior do que o provocado pela obesidade grave (OR =
7,37), fator de risco mais estabelecido do diabetes(46). Balkau et al.
estudaram a incidéncia de diabetes em populacdo adulta avaliada em
intervalos de 3 anos durante 9 anos no estudo DESIR (Data from the
Epidemiological Study on the Insulin Resistance Syndome). As variaveis
clinicas e laboratoriais preditivas de diabetes nesta populacdo foram
circunferéncia abdominal e hipertensdo arterial em ambos o0s sexos,
tabagismo em homens e historia familiar de diabetes em mulheres, glicemia
em jejum em ambos 0s sexos € niveis de triglicérides e HDL-colesterol. Das
variaveis genéticas estudadas (Glucokinase: GCK-30 G/A rs1799884,
Interleucina 6: IL6-174 G/C rs1800795, Kir6.2: KCNJ11 E23K rs5219 e
TCF7L2 rs7903146), nenhuma se relacionou significantemente com diabetes
incidente nesta amostra. Se bem que individuos carreadores de quatro
alelos deletérios tivessem um risco de diabetes incidente (OR) 3,60 vezes
maior (95% CI 1.09-11.9) em homens e 3,22 vezes maior (0.62-16.5) em
mulheres, diferengca estatisticamente significante em ambos o0s sexos
(respectivamente, P < 0,008 e 0,03), a inclusdo desta informagado no modelo

clinico-laboratorial de predicdo modificou muito pouco a curva ROC,
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indicando pequena melhora na capacidade preditiva do modelo(47). Ainda
outro estudo nessa linha analisou a capacidade de melhorar a predi¢cao de
diabetes incidente com informacdo proveniente de testes genéticos
utilizados em estudo prospectivo na populagdo geral de Rotterdam(48).
Para essa finalidade, foram submetidos ao processo de genotipagem 18
polimorfismos relacionados ao diabetes provenientes de recentes estudos de
associacdo em todo o genoma, na literatura. Quanto a associagdo com
diabetes, 9 dos 18 polimorfismos estudados estavam correlacionados com
diabetes, porém a combinagcdo da informacdo desses com parametros
clinicos alterou muito pouco a area sob a curva ROC, novamente utilizada
para avaliar a capacidade de predigdo do modelo. Parametros genéticos
tiveram AUC de 0,6 (IC95% 0,57 — 0,63); 0,66 (0,66 — 0,68) no modelo
baseado em parametros clinicos; e 0,68 (0,63 — 0,71) no modelo combinado.
Portanto, também nessa amostra o poder de predicao nao foi muito alterado
com a adicido de variaveis genéticas ao modelo. Recentemente, ainda mais
dois estudos com metodologias semelhantes confirmaram esses achados
em grandes popula¢gdes acompanhadas prospectivamente durante 28 e 23
anos(49, 50). O primeiro avaliou 2.377 pacientes acompanhados no
Framingham Offspring Study, onde 18 polimorfismos associados a DM2 em
estudos recentes(51-53) foram testados e avaliados em modelo de predigéao
baseado no niumero de alelos de risco presentes, para o que utilizou-se de
regressao logistica para gerar estatistica C o que indica o quanto esse
modelo consegue discriminar o risco de diabetes se utilizado sozinho ou em

conjunto com modelo baseado em variaveis clinicas. O resultado,
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confirmando achados prévios, é de que, apesar do modelo conseguir
predizer risco de diabetes nessa populacido, ele melhora muito pouco a
capacidade de predigdo do modelo baseado em variaveis clinicas (Valor da
estatistica C foi 0,534 sem o escore genético e 0,581 com o escore em
modelo ndo ajustado; p = 0,01 e 0,900 em modelo sem escore genético e
0,901 em modelo com escore genético quando ajustado para idade, sexo,
histéria familiar, IMC, glicemia de jejum, pressao arterial sistélica, niveis de
HDL colesterol e triglicérides; p = 0,49). Finalmente, o ultimo trabalho
publicado sobre o assunto até o momento utilizou uma grande amostra
européia acompanhada prospectivamente na Suécia (the Malmo Preventive
Project, n= 16061) e na Finlandia (the Botnia Study, n = 2.770, totalizando
18831 pessoas seguidas por mais de 23 anos). Foram identificadas as
caracteristicas clinicas associadas ao risco de DM2 nessa populacdo, que
foram: historia familiar de diabetes, IMC alto, aumento das enzimas
hepaticas, tabagismo atual e medidas reduzidas de agdo e secregcdo de
insulina. Também foram pesquisadas variantes genéticas de 16 genes
associados ao diabetes descritos na literatura (TCF7L2, PPARG, FTO,
KCNJ11, NOTCH2, WFS1, CDKAL1, IGF2BP2, SLC30A8, JAZF1, HHEX,
CDKN2A/CDKNZ2B, CDC123/CAMK1D,  TSPANS8/LGR5, THADA,
ADAMTS9). Os 11 primeiros associaram-se com DM2 nesta amostra e
desses, 8 associaram-se com medidas que sugerem fungéo prejudicada de
células beta pancreatica. Entretanto, a adigdo de variaveis genéticas ao
modelo aumentou a area sob a curva ROC de 0,74 para 0,75, apesar do

aumento dessa magnitude ter sido estatisticamente significante (p = 1,0 x
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10™).

Portanto, ndao ha quaisquer evidéncias, até esse momento, de
que variaveis genéticas aumentem o valor discriminativo de modelos
preditivos de risco de diabetes do tipo 2 a ponto de justificar sua incluséo
nos modelos preditivos vigentes. Os melhores modelos de predicdo de
diabetes tipo 2 sdo baseados em informagdes clinicas, antropométricas e
laboratoriais. Entretanto, as variaveis presentes nesses diferentes modelos
sdo de inicio relativamente tardio; no presente estudo as variaveis
associadas com risco de desenvolvimento de diabetes tipo 2 foram
obesidade, hipertensdo e idade mais avancada, enquanto outros trabalhos
listam também dislipidemias ou mesmo medidas de glicemia alterada.
Apesar desses critérios permitirem a estratificacdo e identificacdo de
individuos potencialmente em alto risco de doenca, os proprios critérios, em
grande parte, j4 sdo doengcas em si mesmo, tornando a tentativa de
identificacdo precoce e prevencdo de doengas de certa forma menos
eficiente. Uma ferramenta de predicdo de risco seria realmente eficaz
quando for capaz de identificar individuos ainda totalmente saudaveis,
porém que apresentem uma combinacdo genética que os predisponha a
apresentar determinadas doencas, porém anos antes que qualquer sintoma
se torne aparente. Esta abordagem realmente preditiva permitiria a melhor
distribuicdo de recursos e teria o potencial de aliviar a enorme conta paga

atualmente no tratamento de diversas doencas crdnicas.
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6) CONCLUSOES

Conclui-se que o polimorfismo rs7903146 do gene TCF7L2 esta
associado ao diabetes mellitus tipo 2 em populacdes brasileiras adultas. A
introducdo de tal informacdo a modelos de predicdo de risco de
desenvolvimento de diabetes tipo 2 teve desempenho semelhante aos dos

modelos previamente vigentes baseados em variaveis clinicas.



7) ANEXOS

Tabela 1: Caracteristicas da populacao do Estudo MASS-II
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Total rs7903146 )
CC/CT TT
Numero de pacientes (%) 611 (100) 495 (88,4) 65 (11,6)
Género masculino 423 (69,1) 339 (88,5) 155 (88,1) ,88
Idade (anos) 59,8 £ 9,1 59,7 £9,12 58,8 £ 9,6 45
IMC médio (kg/m?) 271+4.2 27,1+4,2 271+4.2 97
<25 201 (33,0) 160 (32,5) 19 (29,7) ,64
25-29,9 276 (45,4) 219 (44,4) 34 (53,1) 18
=30 129 (21,2) 112 (22,8) 10 (15,9) ,21
GJ média (mg/dL) 129,5 + 58,2 127,21+ 53,7 | 139,2+75,6 ,22
<110 311 (52,2) 256 (562,7) 29 (45,3) ,26
110 - 125 107 (18,0) 90 (18,6) 12 (18,7) ,96
=126 178 (30,0) 140 (28,8) 23 (36,0) 24
Colesterol total (mg/dL) 223,2 +47,7 2229+47,6 221,7+52,5 ,85
HDL-C médio (mg/dL) 37,4 +£10,4 37,5+ 10,6 36,5+9,9 49
Triglicérides médio (mg/dL) 195,1 +121,0 193,7 +118,0 179,9 £ 97,0 37
Componentes da SM:
Obesidade (IMC) 129 (21,2) 112 (22,7) 10 (15,6) 19
Hipertrigliceridemia 344 (57,1) 279 (57,1) 34 (53,1) ,55
HDL-C baixo 447 (78,1) 371 (79,3) 46 (75,4) 48
Hipertensao arterial 364 (59,6) 292 (59,1) 36 (55,4) ,64
GJ =110 mg/dL 278 (46,6) 223 (45,9) 35 (54,7) ,18

IMC = Indice de massa corporea; GJ = Glicemia de jejum; HDL-C = Colesterol de alta densidade de lipoproteinas;
Os componentes da Sindrome Metabdlica (SM) foram categorizados conforme critérios da National Cholesterol

Education Program (NCEP), 2003.




Tabela 2: Caracteristicas da populagao geral de Vitoria

Total rs7903146 )
CC+CT TT

Numero pacientes (%) 1577 (100) 1303 (89,9) 146 (10,0)
Género masculino 718 (45,6) 600 (46,0) 64 (43,8) ,61
Idade (anos) 44.8+10,9 447 +£10,9 443 +10,7 ,65
IMC médio (kg/m°) 26,3+4,9 26,3+5,0 26,2+4,8 ,82
<25 692 (44,2) 573 (44,3) 65 (44,8) 91
25-29,9 513 (35,7) 458 (35,5) 55 (38,0) ,54
=30 285 (19,4) 260 (20,1) 25(17,2) 41
GJ média (mg/dL) 105,01 + 32 105,0 £ 32,3 105,7 £ 29,3 ,82
<110 1130 (78,7) 1014 (78,3) 116 (80,0) ,64
110 - 125 241 (15,4) 200 (15,4) 22 (15,2) ,93
=126 123 (7,8) 102 (7,9) 14 (9,7) 45
Colesterol Total(mg/dL) 2144 + 47,8 214,0 + 48,1 2154+ 44,0 74
HDL-C médio (mg/dL) 454+123 452+ 12,1 440+10,4 27
Triglicérides médio (mg/dL) | 137,6 £+ 127,9 | 137,2+131,0 133,0 + 82,1 ,70
PAS (mmHg) 128+ 2 128 + 2 129+2 ,52
PAD (mmHg) 84 +1 84 +14 84 +14 ,56

Compontentes SM

Obesidade visceral 255 (16,2) 216 (16,6) 21 (14,4) ,50
Hipertrigliceridemia 484 (30,7) 391 (30,1) 51 (35,0) ,23
HDL-c baixo 848 (53,8) 705 (54,1) 79 (54,1) ,99
Hipertenséo arterial 727 (46,1) 596 (45,7) 75 (51,4) ,19
GJ 110 MG/dL 334 (21,4) 281 (21,7) 29 (20,0) ,63
Sindrome metabdlica (SM) 397 (25,4) 326 (25,2) 40 (27,6) 53
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IMC = indice de massa corpérea; GJ = Glicemia de jejum; HDL-C = Colesterol de alta densidade de lipoproteinas;
PAS = Pressao arterial sistdlica; PAD = Presséo arterial diastdlica

Presenga de obesidade visceral foi classificada conforme medidas de circunferéncia abdominal. Os componentes
da Sindrome Metabodlica (SM) foram categorizados conforme critérios da National Cholesterol Education Program
(NCEP), 2003.



Tabela 3: Associagao dos gendtipos com diabetes tipo 2

DM N&o-DM
rs7903146 OR/p
n (%) n (%)
N CC+TC 144 (83,2) 350 (90,7) OR=2,0
= TT 29 (16,8) 36 (9,3) P=0,01
_ CC+TC 102 (87,9) 1193 (90,1) OR=1,5
> TT 14 (12,1) 131 (9,9) P=0,46

Modelos ajustados para idade e sexo.
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Tabela 4: Regressao logistica para risco de diabetes tipo 2

MASS II Vitéria
OR P OR p
Genotipo TT 2,0 ,01 1,5 ,237
Idade 1,0 ,09 1,1 < 0,0001
Género feminino 1,2 33 1,0 ,863
Obesidade 1,6 ,02 4,8 < 0,0001
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Tabela 5: Caracteristicas da amostra da populagdo adulta de Itapetininga

conforme gendétipo

CC/CT TT p
n 780 (87,7%) 109 (12,3%)

Idade 39,67 +7,98 40,47 £ 8,70 0,36
Peso 69,62 + 14,55 69,64 + 14,28 0,99
Cintura 87,70 £ 13,22 87,44 + 11,93 0,88
Quadril 97,28 + 9,69 97,06 + 9,84 0,86
ICQ 0,89 +0,10 0,88 + 0,15 0,78
IMC 26,32+ 4,75 27,00 £ 5,43 0,23
Glicose 90,70 + 27,15 94,92 + 38,80 0,17
Disglicemia 93 (13,4%) 14 (14,4%) 0,77
DM2 20 (2,9%) 7 (7,2%) 0,02
CT 197 £ 42,10 197 + 43,38 0,91
LDL-c 123 + 36,74 125 + 36,78 0,74
HDL-c 44,41 + 12,36 4414 £+ 11,21 0,84
Triglicérides 146 + 104,20 143 + 90,82 0,78
PA sistélica 120 £ 19,45 121 +17,85 0,72
PA diastolica 77 £ 13,06 78 £ 10,36 0,70

ICQ = Indice cintura-quadril; IMC = Indice de massa corpdérea em kg/mz; DM2 = Diabetes do tipo 2; CT =
Colesterol total; LDL-c = colesterol de lipoproteinas de baixa densidade; HDL-c = colesterol de

lipoproteinas de alta densidade, todos em mg/dL; PA = Press&o arterial em mmHg.



Tabela 6: Caracteristicas das criangcas da amostra de Itapetininga conforme

genotipo
CCICT TT p

n =491 437 (87,4%) 54 (10,8%)
Idade 10,28 + 3,83 9,16 + 3,44 0,04
Género (masc) 175 (40,0%) 22 (40,7%) 0,92
Comp, ao nascer 47,99 + 3,55 48,69 + 3,28 0,17
Peso ao nascer 2963 £ 592 3031 £ 502 0,42
Altura 1,34 + 0,20 1,30 £ 0,17 0,13
DP Altura 0,29+ 1,1 -0,04 0,93 0,12
Peso 36,48 + 18,10 32,50 + 14,90 0,12
DP Peso 0,12+ 1,22 0,00 + 1,24 0,48
Cintura 64,98 + 13,72 62,55 + 12,27 0,21
Quadril 73,89 + 15,43 70,80 + 13,63 0,16
IcQ 0,90 + 0,07 0,90 + 0,06 0,78
IMC 18,74 + 4,63 18,12 + 4,08 0,35
DP IMC 0,19+ 1,15 0,23+ 1,21 0,82
Glicose 85,87 + 8,15 84,50 + 7,35 0,24
Disglicemia 18 (94,63%) 1 (5,26%) 0,41
CT 171,60 + 27,67 176,19 + 29,77 0,25
LDL-c 105,58 + 0,36 108,59 + 0,26 0,36
HDL-c 47,98 + 10,05 48,98 + 8,95 0,48
Triglicérides 90,66 + 45,05 91,41 + 35,65 0,90
PA sistolica 95,00 + 13,40 92,87 + 9,88 0,25
PA diastdlica 63,26 + 9,46 62,31+ 8,16 0,48
Fibrinogénio 225 + 98,50 230 + 94,10 0,75
Proteina C reativa 2,22 +7,42 4,38 + 12,86 0,17

Variadveis continuas demonstradas como média + desvio padrdo (DP) e as categdricas em numero e
porcentagem; ICQ = indice cintura-quadril; IMC = indice de massa corporea; CT = Colesterol total; LDL-c
= colesterol de lipoproteinas de baixa densidade; HDL-c = colesterol de lipoproteinas de alta densidade;
PA = Presséao arterial



Tabela 7: Variaveis do metabolismo glicémico em criangas conforme

genotipo
CCICT TT p
Glicose 85,81 (85,07 — 86,56) 84,98 (82,86 — 87,09) 0,24
Insulina 2,50 (2,13 — 2,87) 3,13 (2,03 - 4,24) 0,29
HOMA-B% 222,98 (223,19 — 212,20) 205,92 (172,78 — 239,05) 0,33
HOMA-IR 2,91 (2,74 - 3,10) 2,42 (1,87 - 2,97) 0,09

Variaveis apresentadas como Média + Desvio padréo; p = p estatistico.
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Tabela 8 - Caracteristicas iniciais dos diabéticos e nao-diabéticos em Vitéria

(Populagao de Derivacao) e Ouro Preto (Populagao de Validagao)

Populagéo de Derivagao (Vitdria)

Populagéo de Validagao (Ouro Preto)

DM2 Nao-DM2 p* DM2 Nao-DM2 p*
(n=118) (n=1106) (n=29) (n =438)
Idade (anos) 53,4+74 48,4 +8,3 <0,0001 59,5+ 11,0 51,9+12,0 0,001
Género (%)
Masculino 39,8 45,8 0,216* 17,2 26,3 0,282
Feminino 60,2 54,2 82,8 73,7
Raca (%) 0,54 ND ND -
Brancos 33,9 37,7
Mulatos 55,1 48,2
Negros 6,8 7,3
Qutros 4.2 59
Sedentarismo (%) 73,3 72,4 0,32 ND ND -
Tabagismo (%) 26,3 22,6 0,098 17,8 21,4 0,97
IMC (Kg/m?) 30,64 + 5,89 26,15 + 4,41 <0,0001 29,50 + 5,59 26,31 +4,72 0,001
Circunferéncia 96,91 + 12,81 | 86,75+ 11,48 0,18 97,96 + 13,3 87,37 + 12,7 <0,0001
Abdominal (cm)
ICQ 0,93 + 0,08 0,88 + 0,09 0,154 ND ND -
PAS (mmHg) 144 + 23 129 + 22 0,35 157 + 25,6 142 + 27,5 0,006
PAD (mmHg) 90 + 14 85+ 14 0,98 91 +16,2 89 + 15,1 0,48
Hipertensao (%) 14,6 5,1 <0,0001 89,7 65,5 0,027
Glicemia (mg/dl) | 185,34 + 69,78 | 99,07 + 10,93 <0,0001 155,1 +41,0 96,45 + 11,0 <0,0001
Colesterol total | 243,84 + 68,52 | 218,83 + 44,1 0,01 205,14 +43,1 | 191,21 + 38,0 0,063
(mg/dl)
LDL-c (mg/dl) 159,5 + 40,2 146,4 + 38,9 0,6 107,68 + 39,2 | 102,41 +29,2 0,391
HDL-c (mg/dl) 42,94 + 9,78 45,43 + 12,06 0,25 63,82 + 13,9 63,84 + 14,2 0,994
Triglicérides 219,50 + 138,82 + <0,0001 148,72 + 56,0 121,0 + 68,0 0,046
(mgrdl) 251,46 116,46
Acido Urico (mg/dl)| 5,20 + 1,38 482+ 1,56 0,2 ND ND -
Creatinina (mg/dl) 0,97 + 0,19 0,98 +0,2 0,64 ND ND -

(*) valor de p para comparacéo entre sujeitos diabéticos e ndo-diabéticos em cada populagdo

ND — nao disponivel
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Odds Ratio 95%ClI B p

Idade (anos)

45-54 vs 35-44 2,72 1,562-4,85 1,0 0,001

> 55 vs 35-44 4,64 2,65-8,13 1,535 <0,0001
Género

Feminino : Masculino 1,276 0,867-1,879 0,24 0,22
Raca (%)

Mulato vs Brancos 1,271 0,840-1,924 0,240 0,256

Negros vs Brancos 1,030 0,465-2,281 0,029 0,943

Outros vs Brancos 0,802 0,305-2,106 -0,221 0,654
Sedentarismo (%) 0,891 0,573-1,384 -0,116 0,607
Tabagismo (%) 1,233 0,799-1,903 0,209 0,345
IMC (kg/m°)

25-299vs <25 1,887 1,066-3,339 0,635 0,029

=30 vs <25 8,052 4,736-13,689 2,086 <0,0001
Circunf. Abdominal (cm)

H>94 e M>80 vs NL 3,378 2,027-5,629 1,217 <0,0001

H 94-101,9/M 80-87,9 vs 1,539 0,776-3,053 0,431 0,217
NL

H>102/W>88 vs NL 5,206 3,043-8,905 1,650 <0,0001
Hipertenséao arterial 3,156 2,076-4,799 1,149 <0,0001
CT (mg/dl)

>240 vs <240 2,259 1,637-3,321 0,815 <0,0001
LDL-c (mg/dl)

>130 vs <130 1,861 1,170-2,961 0,621 0,009
HDL-c (mg/dl)

Baixo vs >40H/50M 1,266 0,844-1,899 0,236 0,254
Triglicérides (mg/dl)

>150 vs <150 2,776 1,886-4,087 1,021 <0,0001
Acido Urico (mg/dl)

>550rvs <55 1,161 1,034-1,303 0,149 0,011
Creatinina (mg/dl) 0,768 0,291-2,026 -0,264 0,594

A variavel Circunferéncia abdominal teve diferentes valores categéricos para homens (H) e mulhres (M);

95%IC = Intervalo de confianga; B = coeficiente angular; p = p estatistico; IMC = indice de massa

corpoérea; NL = normal; CT = Colesterol total; LDL-c = colesterol de lipoproteinas de baixa densidade;

HDL-c = colesterol de lipoproteinas de alta densidade
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Tabela 10 — Variaveis de risco e Analise de Regressao Logistica Multipla

B Odds Ratio 95%ClI P Escore risco
(Bx10)

Modelo 1
Idade

45-54 vs 35-44 0,743 2,102 1,150 3,842 0,016 7

> 55 vs 35-44 1,227 3,412 1,894 6,145 | <0,0001 12
IMC (kg/m°)

25-299vs <25 0,473 1,605 0,899-2,866 0,110 5

=30 vs <25 1,802 6,060 3,492-10,518 | <0,0001 18
Hipertenséo 0,626 1,870 1,178-2,969 0,008 6
Modelo 2
Idade (anos)

45-54 vs 35-44 0,805 2,237 1,178-4,246 0,014 8

> 55 vs 35-44 1,238 3,447 1,844-6,444 <0,0001 12
IMC (Kg/m®)

25,1-29,9 vs < 25 0,408 1,504 0,801-2,821 0,204 4

=30 vs <25 1,730 5,639 3,091-10,290 | <0,0001 17
Hipertenséo 0,512 1,669 1,032-2,697 0,037 5
Colesterol total (mg/dl)

>240 vs <240 0,517 1,677 1,078-2,607 0,022 5
Triglicérides (mg/dl)

>150 vs <150 0,587 1,799 1,154-2,803 0,009 6

P = p estatistico; IMC = Indice de massa corpdrea
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Dados de Derivagao

OR NTA
S E VPP | VPN A Valor P
(95%IC) (%)
Modelo 1
Cutoffs
5,172
13 0,7931 | 0,5743 | 0,166 | 0,963 | 0,60 <0,00001 46,1
(2,77-7,58)
6,07
17 0,7845 | 0,6251 | 0,183 | 0,964 | 0,64 <0,00001 41,5
(3,28-8,86)
6,34
18 0,7586 | 0,6685 | 0,197 | 0,963 | 0,68 <0,00001 37,2
(3,53-9,15)
4,66
19 0,5345 | 0,8024 | 0,225 | 0,941 | 0,78 <0,00001 23,0
(2,83-6,5)
Modelo 2
Cutoffs
20 0,7739 | 0,6475 | 0,189 | 0,964 | 0,66 6,29 <0,00001 39,3
(3,43-915)
21 0,7565 | 0,6586 | 0,191 | 0,962 | 0,67 5,99 <0,00001 38,1
(3,33-8,66)
22 0,7391 0,691 | 0,203 | 0,961 0,7 6,34 <0,00001 35,0
(3,58-9,1)
24 0,6174 | 0,7752 | 0,226 | 0,95 0,76 5,56 <0,00001 26,2
(3,33-7,8)
Dados de Validagao
OR NTA
S E VPP | VPN A Valor P
(95%IC) (%)
Cutoffs
17,50
13 0,9643 | 0,3934 | 0,095 | 0,994 | 0,43 0,0001 62,8
(2,36-130,8)
6,443
17 0,8929 | 0,436 | 0,095 | 0,984 | 0,46 0,0006 58,4
(1,92-21,67)
4,87
18 0,8571 | 0,4479 | 0,093 | 0,979 | 0,47 0,0015 57,1
(1,66-14,27)
3,215
19 0,6071 | 0,6754 | 0,11 | 0,963 | 0,67 0,0022 34,2
(1,47-7,05)

S = Sensibilidade; E = Especificidade; VPP = Valor Preditivo Positivo; VPN = Valor Preditivo Negativo; A =

Acurécia; OR = Odds Ratio ou Razédo de Chances; NTA = Necessidade de Testes Adicionais.
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Tabela 12 — Desempenho dos dois modelos preditivos do risco de diabetes

tipo 2

Modelo 1 — Somente variaveis demograficas

OR
Cutoff| S E VPP | VPN | A P NTA (%)
(1C95%)
8,27
16,5 | 0,8426 | 0,6071 | 0,19 | 0,972 | 0,63 <0,00001 | 43,7
(3,86-12,68)
5,99
18 | 0,7037 | 0,7162 | 0,213 | 0,957 | 0,71 <0,00001 | 32,51
(3,38-8,60)

Modelo 2 — Variaveis demograficas e genotipo TCF7L2 TT

Cutoff
7,83
16,5 | 0,8426 | 0,5939 | 0,185 | 0,972 | 0,62 <0,00001 44,89
(3,66-12,0)
6,30
18 0,7222 | 0,7081 | 0,213 | 0,959 | 0,71 <0,00001 33,42
(3,51-9,1)

S = Sensibilidade; E = Especificidade; VPP = Valor Preditivo Positivo; VPN = Valor Preditivo Negativo; A =
Acurécia; OR = Odds Ratio ou Razédo de Chances; NTA = Necessidade de Testes Adicionais.



Figura 1 — A) Curvas ROC para a pontuacao de risco nos dois modelos

preditivos; B) Curva ROC para a pontuagao de risco na populagao de

validacgao.
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Nota: A significancia assintomatica foi calculada para cada curva ROC em relagdo a

hipétese nula e nao para a diferencga entre as curvas.
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Figura 2 — Médias das Glicemias em jejum e apds seguimento de 5 anos nos

tercis do modelo 1 de pontuagédo. Barras de erro s&o IC95%. Valores

Ghycemia (Mean)

de p calculados por ANOVA de um caminho.
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Figura 3 — Curvas ROC comparando modelo baseado em variaveis

demograficas com o mesmo modelo acrescido do gendtipo TT
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