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RESUMO

Introduciio: TCF7L2 ¢ um fator de transcrigdo envolvido na sinalizagdo Wnt/beta-catenina e tem uma variante conhecida
por associar-se consistentemente com o risco de diabetes tipo 2. Alguns estudos também relataram sua associagdo com o
risco de alguns tipos de cancer. Objetivo: Como essa via pode também estar envolvida na fisiopatologia de outras doen-
cas inflamatorias cronicas, tais como artrite reumatoide, o objetivo deste estudo foi investigar o efeito do polimorfismo
rs7903146 do gene TCF7L2 na gravidade da artrite reumatoide em uma populagao brasileira. Pacientes e métodos: Esse
polimorfismo foi genotipado em 208 pacientes com artrite reumatoide e em 104 controles saudaveis. Analisou-se também
a associac@o desse polimorfismo com historia de tabagismo, classe funcional e indicadores radioldgicos de gravidade da
doenca. Resultados: A distribuicao dos genétipos CC, CT e TT do polimorfismo rs7903146 do gene TCF7L2 nao diferiu
entre pacientes e controles, nem se encontrou qualquer associagao entre o gendtipo e os indicadores de gravidade da doenga
ou historia de tabagismo. Quando os dados foram avaliados usando-se o modelo dominante, no qual portadores dos genoti-
pos CT e TT foram agrupados, observou-se um aumento do alelo T em pacientes com fator reumatoide positivo e erosdes,
embora ndo significativo. A frequéncia do alelo T também estava aumentada nos pacientes com classe funcional II quando
comparados aqueles com classe I (P = 0,032). Conclusdo: E possivel que o pequeno numero de pacientes incluido neste
estudo tenha dificultado achados adicionais. Outros estudos sdo, portanto, necessarios para que se investigue o papel das
variantes do gene TCF7L2 no risco de artrite reumatoide e sua gravidade.
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A despeito dos importantes avangos no tratamento da AR nas

INTRODUCAO

A artrite reumatoide (AR) ¢ uma doenga inflamatoria sistémica
cronica e progressiva de etiologia desconhecida. Envolve pri-
mariamente a membrana sinovial, podendo levar a destruicdo
de osso e cartilagem.! A AR afeta cerca de 0,5%—1% da popu-
lagdo mundial, podendo chegar a 5%, dependendo da idade e
do grupo étnico estudado.’

ultimas décadas devido ao desenvolvimento de exames laborato-
riais e de imagem apropriados, tais exames ainda apresentam um
valor limitado para o diagnostico precoce da AR e para a definigdo
de prognostico individual, o que pode limitar o efeito terapéutico
dos medicamentos disponiveis.’ Melhor compreenséo dos fatores
fisiopatologicos relacionados a doenga seria de grande valor para
o estabelecimento de tratamento precoce e eficaz.
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Varios estudos enfatizaram o importante papel desempe-
nhado pelas células sinoviais fibroblasto-/ike ativadas (FLS) na
patogénese da AR, uma vez que uma populagao de FLS hiper-
plasicas poderia promover infiltragdo leucocitaria e retengdo.*
A sinovia reumatoide acaba por transformar-se em um pannus
que destrdi a cartilagem articular € 0 0ss0.* Os mecanismos
subjacentes envolvidos na ativagdo de FLS ainda permanecem
desconhecidos. Foi sugerido que a via de sinalizagdo Wingless
(Wnt) — Frizzled (Fz) poderia ter importancia na ativagao
autonoma de FLS.*

De fato, os genes que codificam proteinas na via de
sinalizagdo Wnt-Fz apresentam alta expressdo nos tecidos
sinoviais na AR.* Wnt ¢ uma familia de glicoproteinas
secretadas que se ligam a receptores acoplados a proteina
G da superficie celular da familia Fz para induzir cascatas
intracelulares envolvidas com crescimento e diferenciagao
celular.’ Recentemente sugeriu-se que tais cascatas também
poderiam contribuir para iniciar um fendtipo FLS ativado
em um processo de manutengao celular apos lesdo articular,®
e tal ativacdo de FLS poderia levar ao acumulo de quinases
ativadas e fatores de transcri¢do e crescimento que pudessem
orientar a patogénese da AR}

Foram reconhecidas duas vias diferentes Wnt-Fz: as vias
de sinalizacdo canonica (ou dependente de B-catenina) e a ndo
canonica (ou independente de B-catenina).’ Uma das proteinas
da cascata intracelular ativada por sinaliza¢ao dependente de
B-catenina ¢ o fator de transcri¢do 7-like 2 (TCF7L2), que
recentemente foi foco de varios estudos sobre doengas huma-
nas, pois algumas variantes comuns do gene TCF7L2 foram
associadas ao risco de se desenvolver diabetes tipo 2 (DT2)¢
e certos tipos de cancer.””

O TCF7L2 codifica o TCF4, um fator de transcri¢do
envolvido na via de sinalizagdo Wnt/B-catenina, e desem-
penha um papel critico na embriogénese e no controle de
proliferacdo e diferenciacdo celular, estando também en-
volvido em diversos processos fisiologicos na vida adulta.'
Estudos recentes associaram o polimorfismo rs7903146
no gene TCF7L2 ao risco de desenvolvimento de DT2,
possivelmente pelo comprometimento da funcio de células
beta-pancreaticas.!""'* Além disso, uma forte correlagdo
entre DT2 e o alelo T do polimorfismo rs7903146 no gene
TCF7L2 foi descrita na Dinamarca, nos Estados Unidos
e na Islandia.”!® Essa mesma correlacdo foi verificada em
outras popula¢des, como na Asia oriental, Europa, Africa
ocidental e Escandinavia.'®'® Essa variante genética também
foi associada ao risco de neoplasias malignas de prostata,”
c6lon® e mama.’
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Sugere-se ainda o envolvimento da via Wnt na resposta
inflamatoria e na fisiopatologia da doenca inflamatdria cro-
nica, como ¢ o caso da AR.*O complexo Wnt/Fz ¢ respon-
savel por controlar a formagao de tecido na embriogénese e
durante o desenvolvimento dos membros ¢ a formacdo das
articula¢des.* Sen et al.*' estudaram o papel de um dos pares
receptor-ligante da via de sinalizagdo Wnt-Fz, principalmente
Wnt-5A e Fz5, na ativagdo de FLS, que resulta na producao
de citocinas inflamatdrias e quimiotaticas nas articulagdes
de pacientes com AR. O bloqueio da sinalizagdo Wnt-5A/Fz5
diminui a expressao de citocinas induzidas por IL6 e IL15,
tal como RANKL, e até reduz a ativac¢do sinovial.?! Um
outro estudo demonstrou que a ativagao da sinalizagdo Wnt
em condroécitos induz a degradacio da matriz cartilaginosa,
que é semelhante ao que ocorre na osteoartrite e na AR.*
Varios estudos sugeriram que a sinalizagdo Wnt aumenta a
formagdo 6ssea por meio da regulagdo da proliferacdo e da
diferenciacdo de osteoblastos e osteoclastos.?? Além disso, a
sinalizacdo Wnt pode promover estimulacio da expressao da
osteoprotegerina nos osteoblastos. Como a osteoprotegerina
inibe a diferenciacao de osteoclastos, a sinaliza¢do pode au-
mentar parcialmente a massa 0ssea ao bloquear a reabsorgao
oOssea pelos osteoclastos.?

A ativagdo do sistema imune antes do inicio das manifes-
tacdes clinicas da doenca sugere que a AR clinica ja repre-
sente uma doenca cronica. Alguns estudos mostraram que o
tratamento das doengas autoimunes, quando iniciado o mais
cedo possivel, antes do desenvolvimento das manifestagdes
da doenca, pode retardar a progressdo da doenca ¢ melhorar
o prognostico do paciente.?*? Assim, os genes que codificam
proteinas da via de sinalizagdo Wnt sdo possiveis candidatos,
cujas variantes poderiam estar relacionadas ao risco de desen-
volver doenga ou a sua gravidade.

Os mecanismos subjacentes a associagcdo dos polimor-
fismos TCF7L2 com o risco de DT2 e neoplasias malignas
ainda s@o pouco claros. Considerando-se que tais doengas
tém em comum com a AR um componente de resposta
inflamatoria, e considerando-se o papel da via de sinaliza-
¢do Wnt-Fz nessa resposta, a investigagdo da frequéncia
de variantes comuns TCF7L2 nas doengas inflamatérias
sistémicas, como AR, poderia contribuir para melhorar
o entendimento dos mecanismos envolvidos no risco au-
mentado de doenca em situagdes de expressao anormal do
gene TCF7L2.%° Dados os possiveis beneficios, propds-se
um estudo caso-controle para avaliar a associagdo entre
o polimorfismo rs7903146 de nucleotideo Gnico do gene
TCF7L2 e a atividade de AR.
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PACIENTES E METODOS

Pacientes

Apos aprovagio do estudo pelo Comité de Etica em Pesquisa
da Universidade de Brasilia (CEP/UnB), os pacientes sele-
cionados foram informados sobre o contetido e o objetivos da
pesquisa, os beneficios esperados, a liberdade de recusa e a
garantia de confidencialidade e privacidade. Aqueles que con-
cordaram em participar assinaram o termo de consentimento
livre e informado.

Um total de 208 pacientes com AR atendidos no
Ambulatdrio de Artrite Reumatoide do Hospital Universitario
de Brasilia foi selecionado por conveniéncia para o estudo. Eles
atendiam aos critérios classificatorios para AR do American
College of Rheumatology (ACR 1987).

Os seguintes dados dos pacientes foram obtidos a partir de
questionario ou retrospectivamente, por meio de consulta ao
prontuario médico: idade, género, histdrico pessoal de DT2,
histérico de tabagismo, idade na ocasido do diagnostico de
AR, tempo desde o diagnostico de AR e classificagao do status
funcional. Os resultados da dosagem do fator reumatoide (FR)
no soro também foram obtidos por revisdo dos prontuarios
médicos; em todos os pacientes, o FR foi medido por nefe-
lometria, e valores acima de 15 Ul/mL foram considerados
positivos.

Dados radiograficos também foram obtidos e incluiram
a presenca de erosdo nas maos, pulsos, pés e tornozelos dos
pacientes. Integrantes da equipe de radiologia do Hospital
Universitario de Brasilia, que realizam rotineiramente tais
exames, avaliaram as imagens.

Coleta, purificacao e genotipagem de DNA

Uma amostra de 5 mL de sangue venoso foi obtida a partir de
pungdo de veia periférica usando-se material descartavel; o
sangue armazenado em recipientes continha EDTA. A amostra
foi coletada no ambulatoério ou no laboratorio.

O DNA foi extraido das amostras pelo método
Chelex-100,”7 e a genotipagem do polimorfismo rs7903146
foi conduzida pela reagdo em cadeia da polimerase alelo-
especifica (PCR-AE). Os primers ¢ as condi¢des foram
anteriormente descritos.?®

Analise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a testes estatisticos
apropriados. As variaveis tabagismo, FR, erosdes e classe
funcional foram descritas nos pacientes de uma andlise
polimoérfica usando-se frequéncias absolutas e relativas.

Rev Bras Reumatol 2012;52(4):518-528

Associagao com polimorfismo foi averiguada por meio
dos testes qui-quadrado ou de verossimilhanca.”? O teste
qui-quadrado foi usado para avaliar se a frequéncia do
genotipo observada era consistente com o equilibrio de
Hardy-Weinberg. Modelos de regressdo logistica foram im-
plementados para cada um dos seguintes dados, controlados
para idade e género: historico de tabagismo, classe funcional
e erosoOes na radiografia. Os modelos também estimaram a
razao de chance com seus respectivos intervalos de confian-
¢a de 95%.%° O nivel de significancia adotado foi P < 0,05.

RESULTADOS

Este estudo incluiu 208 pacientes com diagndstico de AR com
idade média de 51,55 + 13,19 anos, dos quais a maioria era
mulheres (87,5%). A idade média por ocasido do diagnostico
foi de 37,3 anos, e o tempo médio de doenga foi de 8,1 anos,
avaliado pelo tempo desde o diagnostico.

A distribuicdo do genotipo do polimorfismo rs7903146
do gene TCF7L2 foi 47,6% CC, 45,2% CT e 7,2% TT, con-
sistente com o equilibrio de Hardy-Weinberg. Isso resultou
nas seguintes frequéncias de alelos: alelo C, 70,2%; ¢ alelo T,
29,8% (Tabela 1).

Nao foram observadas diferengas estatisticas entre os ge-
nétipos CC, CT e TT e os seguintes indicadores de gravidade
da doenca reumatoide: tabagismo (P =0,691); FR (P=0,418);

Tabela 1
Distribui¢do genotipica de acordo com os grupos-controle ¢
de pacientes

Grupo
Variavel Controle AR Total P
N % N % N %
Género < 0,001
Masculino 62 59,6 26 12,5 88 28,2
Feminino 42 40,4 182 87,5 224 71,8
Genotipo TCF7L2 0,07
cC 43 41,3 99 47,6 142 45,5
CT 45 43,3 94 45,2 139 44,6
TT 16 154 15 72 31 99
Genotipo TCF7L2 0,296
cC 43 41,3 99 47,6 142 45,5
CTouTT 61 58,7 109 52,4 170 54,5
Total 104 100 208 100 312 100
Alelo 0,069
C 131 63,0 292 702 423 67,8
T 77 37,0 124 29,8 201 322
Total 208 100 416 100 624 100

AR: artrite reumatoide.
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presenca de erosdes (P = 0,261) e classes funcionais I, II, IIT
e IV (P =0,328) (Tabela 2).

Os dados também foram avaliados usando-se o modelo
dominante, no qual portadores dos genétipos CT e TT foram
agrupados para analise de regressao logistica com controle de
género e idade (Tabela 3). Um aumento nao significativo foi ob-
servado na probabilidade de surgimento do alelo T em pacientes

Tabela 2
Distribui¢do genotipica e correlagdo com tabagismo e indicadores
da gravidade da doenga nos pacientes

Genotipo TCF712

Variavel CcC CT T Total P
N % N % N % N %
Tabagismo 0,691
Nao 62 62,6 62 660 11 73,3 135 64,9
Sim 37 37,4 32 340 4 26,7 73 35,1
FR 0,418*
Nao 29 31,2 21 22,8 3 23,1 53 26,8
Sim 64 688 71 77,2 10 76,9 145 73,2
Erosoes 0,261
Nio 54 56,3 48 51,1 11 73,3 113 55,1
Sim 42 43,8 46 48,9 4 26,7 92 449
fcuI;i?znal Upe s

[ 44 444 30 31,9
Il 25 253 36 383 40,0 67 322
1l 18 182 21 223 133 41 19,7
Y 12 121 7 74 1 67 20 96

40,0 80 385

N o o

FR: fator reumatoide. *Resultado do teste de verossimilhanca.

Tabela 3

que apresentavam positividade para FR e erosdes. Entretanto,
na analise da classe funcional houve um aumento na frequéncia
do alelo T em pacientes em classe funcional II quando compa-
rados aqueles em classe funcional I (P = 0,032). Para as demais
classes funcionais, um aumento estatisticamente significativo na
probabilidade de surgimento do polimorfismo néo foi observado
(P=10,247 ¢ P= 0,675 para classes III e IV, respectivamente).

DISCUSSAO

Este estudo foi pioneiro na avaliacdo de associagdo entre o
gendtipo CC do polimorfismo rs790146 no gene TCF7L2 e
algumas caracteristicas da AR. Embora ndo se tenha encontrado
uma associag@o entre AR e o polimorfismo rs7903146 no gene
TCF7L2, nossos resultados sugerem uma tendéncia, ainda que
ndo estatisticamente significativa, de que o alelo T seja menos
representado no grupo de pacientes que no grupo-controle.

Neste estudo, um aumento néo significativo na frequéncia
do alelo C do polimorfismo rs7903146 no gene TCF7L2 foi
encontrado em pacientes com AR. Uma correlagdo estatis-
ticamente relevante foi observada entre o alelo T e a classe
funcional II de AR. O significado de tais achados ¢ incerto; o
reduzido numero de pacientes incluidos neste estudo pode ter
contribuido, assim como o fato de que o grupo-controle tenha
sido selecionado por conveniéncia e, portanto, ndo pareado
com o grupo de pacientes.

Até onde sabemos, ndo ficou demonstrado que as
frequéncias alélicas do polimorfismo rs7903146 no gene

Distribuicdo genotipica e correlagdo com tabagismo e indicadores da gravidade da doenga nos pacientes, ajustados para género

¢ idade (regressao logistica)

Gendtipo TCF7L2

Variavel CC CTouTT OR* 95% IC OR** 95% IC P
N % N %

Tabagismo

Nao 62 62,6 73 67 1

Sim 37 37,4 36 33 0,83 0,47-1,46 0,81 0,44-1,48 0,485
FR

Nao 29 31,2 24 22,9 1

Sim 64 68,8 81 77,1 1,53 0,81-2,88 1.5 0,79-2,84 0,214
Erosoes

Nao 54 56,3 59 54,1 1

Sim 42 43,8 50 45,9 1,09 0,63-1,89 1,13 0,65-1,98 0,668
Classe funcional

| 44 44 4 36 33 1

1l 25 25,3 42 38,5 2,05 1,06-3,98 2,11 1,07-4,19 0,032

11 18 18,2 23 21,1 1,56 0,73-3,33 1,59 0,73-3,46 0,247

\% 12 12,1 8 7,3 0,81 0,3-2,21 0,8 0,27-2,31 0,675

FR: fator reumatoide. *Nao ajustado; **Ajustado para género e idade.
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TCF7L2 variam de acordo com género ou grupo étnico,
exceto na populagdo chinesa, na qual foi mostrado que a
frequéncia do alelo T do polimorfismo rs7903146 ¢ baixa.’!
As frequéncias alélicas encontradas no grupo-controle do
presente estudo sdo semelhantes aquelas descritas em indi-
viduos saudaveis incluidos nos grupos-controle de outros
estudos envolvendo aquele polimorfismo. Entretanto, as
diferencas de género e idade média entre os grupos de pa-
cientes e controle neste estudo sdo limitagdes importantes,
pois a AR ¢ mais comum em mulheres apés os 40 anos.
Isso pode ter impedido o achado de possiveis diferengas
genotipicas entre eles.

Este ¢ provavelmente o primeiro estudo que avaliou a
correlagdo entre a variante TCF7L2 e a doenga reumatoldgica.
Além disso, € o primeiro a demonstrar a associagdo de um poli-
morfismo daquele gene com a classe funcional da AR. Embora
este estudo tenha muitas limitagdes que impedem conclusdes
definitivas sobre o significado desses achados, abrem-se no-
vas perspectivas para a investigagdo da fisiopatologia da AR.
Estudos adicionais sdo necessarios para a confirmacao desses
resultados e o esclarecimento do papel do gene TCF7L2 no
risco de AR e na determinag@o de sua gravidade.
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