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RESUMO

Introducéo: A dipeptidil peptidase 4 (DPP4) regula varios processos
fisioldégicos e tem um papel fundamental na homeostase da glicose por meio da rapida
inativagdo proteolitica dos hormonios incretinas. Objetivo: Verificar a associacéo de
um haplétipo constituido por dois polimorfismos de nucleotideo Unico (rs2268894 e
rs6741949) no gene DPP4 com diabetes mellitus tipo 2 (DM2) e variaveis relacionadas
a glicemia de jejum em uma amostra de idosos brasileiros, levando em consideracéo
0s niveis séricos e a atividade enzimatica de DPP4. Métodos: Caracteristicas clinicas,
bioguimicas e antropométricas, bem como niveis séricos de DPP4 e atividade
enzimatica foram determinados em 800 idosos. A analise de polimorfismos foi
realizada por PCR em tempo real (QPCR) e os haplotipos foram derivados das
frequéncias genotipicas utilizando o software Haploview. As andlises estatisticas
compararam medidas e propor¢des de acordo com o diagnostico de DM2 e os grupos
haplotipicos de DPP4. Resultados: O hapl6tipo mais comum consistiu na cadeia T-
rs2268894/G-rs6741949, que foi 20% mais frequente entre os n&o diabéticos.
Considerando apenas os pacientes ndo diabéticos, os portadores do haplétipo T/G
apresentaram niveis significativamente mais baixos de glicemia, insulina, indice
HOMA-IR e atividade DPP4. Entre os pacientes diabéticos, o haplétipo T/G foi
associado a niveis mais baixos de DPP4, enquanto os escores glicémicos n&o foram
afetados por variantes alélicas. Concluséo: Estes resultados sugerem que a
arquitetura genética da DPP4 afeta o perfil glicémico e os niveis séricos e a atividade
da enzima em idosos de acordo com a presenca ou auséncia de DM2, com possivel

implicacéo do haplotipo T/G para o risco de desenvolvimento de DM2.

Palavras-chave: dipeptidil peptidase 4; diabetes mellitus tipo 2; glicemia;

genética; idosos.



ABSTRACT

Introduction: Dipeptidyl peptidase 4 (DPP4) regulates various physiological
pathways and has a pivotal role in glucose homeostasis through rapid proteolytic
inactivation of incretin hormones. Objective: To verify the association of a haplotype
constituted by two single nucleotide polymorphisms (rs2268894 and rs6741949) in the
DPP4 gene with type 2 diabetes mellitus (T2DM) and fasting glycemia-related
variables in a sample of Brazilian older adults, taking serum levels and enzymatic
activity of DPP4 into account. Methods: Clinical, biochemical and antropometric
characteristics as well as DPP4 serum levels and enzymatic activity were determined
from 800 elderly individuals. Polymorphism analysis was performed by real-time PCR
(gPCR) and haplotypes derived from the genotypic frequencies using the Haploview
software. Statistical analyses compared measures and proportions according to T2DM
diagnosis and to DPP4 haplotypic groups. Results: The most common haplotype
consisted in the T-rs2268894/G-rs6741949 string, which was 20% more frequent
among non-diabetics. Considering non-diabetic patients alone, carriers of the T/G
haplotype had significantly lower levels of blood glucose, insulin, HOMA-IR index, and
DPP4 activity. Among diabetic patients, the T/G haplotype was associated with lower
DPP4 levels whereas glycemic scores were not affected by allelic variants.
Conclusion: These results suggest that the genetic architecture of DPP4 affects the
glycemic profile and DPP4 serum levels and activity among elderly individuals
according to the presence or absence of T2DM, with a possible implication of the T/G
haplotype to the risk of T2DM onset.

Key words: dipeptidyl peptidase 4; type 2 diabetes mellitus; glycemia; genetic;
elderly.
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1 INTRODUCAO

O envelhecimento acarreta inUmeras alteracdes fisioldgicas subjacentes e um
maior risco de doenca cronicas (1). O diabetes mellitus tipo 2 (DM2) é um distarbio
metabdlico cronico caracterizado por um estado de hiperglicemia resultante
principalmente da combinacdo do comprometimento progressivo da secrecdo de
insulina pelas células 3 das ilhotas pancreaticas e da agdo da insulina nos tecidos-
alvo (2,3). Essa condi¢do clinica € modulada por uma grande variedade de
contribuintes modificaveis (obesidade, comportamento sedentario, alimentacdo nao
saudavel) e ndo modificaveis (idade, fatores metabdlicos e genéticos) para o seu
desenvolvimento (3,4).

A dipeptidil peptidase 4 (DPP4) é uma serina protease ubiquitaria encontrada
como uma glicoproteina transmembranar tipo Il em muitos tipos celulares e também
como uma proteina soltuvel no plasma (5). A DPP4 remove dipeptideos X-prolina e X-
alanina N-terminais de diversos substratos peptidicos e regula uma grande variedade
de processos fisioloégicos (6-8). Essa enzima tem um papel fundamental na
homeostase da glicose por meio da rapida inativacdo proteolitica de hormdnios
incretinas, chamados peptideo semelhante a glucagon 1 (GLP-1) e polipeptideo
insulinotropico  dependente de glicose (GIP), ambos responsaveis por
aproximadamente 50% da secrecdo poés-prandial de insulina (9,10). Apesar da
atividade e dos niveis séricos da DPP4 tenderem a estar aumentados em pacientes
com DM2 (8,11,12), alguns estudos encontraram resultados opostos (13-15), o que
traz uma inconsisténcia em torno dessa relacao.

Desde a aprovacédo dos medicamentos inibidores de DPP4 para tratar DM2, o
interesse em efeitos fisioldgicos alternativos da enzima e na associacdo de
caracteristicas de DPP4 com diabetes e outras condigbes aumentou (9,11). Enté&o,
ficou claro que a DPP4 também possui funcdes ndo enziméticas como proteina de
ligacdo e sinalizacdo, e que se destaca como uma adipocina cuja a¢ao autocrina ou
paracrina desencadeia a insensibilidade a insulina (16,17). Assim, os niveis de
expressao e atividade de DPP4 tém sido encontrados alterados em cenarios como
obesidade (18), DM2 (19) e doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica (DHGNA) (20),
e tudo isso aponta para a necessidade de que analises sobre DPP4 considerem o

contexto em questéo.
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O gene humano codificador de DPP4, localizado no cromossomo 2 (2924.2),
contém varios sitios polimérficos, alguns dos quais estdo associados a DM2, infarto
do miocardio, dislipidemia e infec¢do pelo coronavirus 2019 (COVID-19) (16,21-23).
Dado o papel fundamental da DPP4 no metabolismo da glicose ao regular os niveis
circulantes de incretinas insulinotrépicas e considerando que o DM2 é uma doenca
multifatorial com um claro componente genético (24), o presente estudo teve como
objetivo verificar a associacdo de haplotipo constituido por dois polimorfismos de
nucleotideo Unico comuns (rs2268894 e rs6741949) em regides nao codificantes do
gene DPP4 com DM2 e variaveis relacionadas a glicemia de jejum em uma amostra
de idosos brasileiros, levando em consideracdo 0s niveis séricos e a atividade

enziméatica da DPPA4.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

O envelhecimento populacional tem imprimido importantes mudangas no perfil
epidemioldgico das populacdes, com alteracbes relevantes nos indicadores de
morbimortalidade, como um aumento na prevaléncia de doencgas cronicas em todo o
mundo (25). Em nivel biologico, o processo de envelhecimento esta associado ao
acumulo gradual de ampla variedade de danos moleculares e celulares e ao
comprometimento progressivo de muitas fun¢des do corpo, levando a um aumento do
risco de muitas doencas, como o diabetes (26).

O diabetes mellitus tipo 2, que representa 90% de todos os casos de diabetes,
€ reconhecido como uma epidemia global com consideravel impacto na saude
individual e publica, tendo sido a nona principal causa de mortes e a sétima de
incapacidade em todo o mundo em 2017 (27,28). A Federagcao Internacional do
Diabetes estimou que o nimero de pessoas com idade de 65 a 99 anos vivendo com
diabetes foi de 122,8 milhdes em 2017, e, se as tendéncias atuais persistirem, estima-
se gue esse numero sera de 253,4 milhdes em 2045 (29). Adultos com 65 anos ou
mais e com DM2 representam cerca de metade de todos os individuos com diabetes
(2).

A etiologia do DM2 é multifatorial e envolve, em graus variados, fatores
ambientais, como sedentarismo, alimentacdo rica em carboidrato e gordura,
obesidade e estresse, e fatores genéticos (30). Estes Ultimos tém se mostrado
importantes determinantes predisponentes na suscetibilidade individual ao DM2 e um
namero crescente de estudos tem sugerido a possibilidade de muitos genes,
principalmente envolvidos no metabolismo de carboidratos e lipideos, serem
responsaveis pelo desenvolvimento de DM2 juntamente com fatores ambientais e de
estilo de vida (30-32).

O DM2 tem uma fisiopatologia complexa e 0s principais mecanismos que
caracterizam essa condicdo sdo a resisténcia a insulina, especialmente nos tecidos
muscular esquelético, adiposo e hepético, e uma inadequada secrecao de insulina
pelas células B pancreaticas (4,27). A insulina € um hormonio anabdlico essencial
produzido no pancreas, responsavel por promover o armazenamento de combustiveis
metabdlicos nas células (33). A falta de insulina ou a incapacidade das células de

responder a mesma leva a hiperglicemia, que, se ndo for controlada a longo prazo,
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pode causar danos a varios 6rgdos do corpo, levando ao desenvolvimento de
complicacbes microvasculares, como neuropatia, nefropatia e retinopatia, e
macrovasculares, como doenca arterial coronariana e periférica (29).

Durante um estado de resisténcia periférica a acado da insulina, o pancreas
inicialmente aumenta a producdo desse hormonio para reduzir os niveis crescentes
de glicose no sangue. No entanto, a hiperinsulinemia a longo prazo incorre em
estresse das células S (2). A progressédo da doenca € atribuida a diminuicdo gradual
da massa e da capacidade secretéria das células g pancreéticas (30), com até 50%
de perda celular no momento do diagnostico (34).

Pacientes com diabetes tipo 2 podem ter niveis de insulina normais ou
elevados, mas a falha em normalizar a glicose no sangue reflete um defeito relativo
na secrec¢ao de insulina estimulada pela glicose, que é insuficiente para compensar a
resisténcia tecidual a mesma (35). Outros disturbios glicorregulatérios geralmente
estdo presentes no DM2, como o descontrole da producdo hepatica de glicose, a
hipersecrecao de glucagon e uma resposta as incretinas prejudicada (2).

A ingestdo de alimentos ativa uma resposta hormonal complexa com o intuito
de estimular a captura de glicose pelos tecidos, e as ilhotas pancreaticas cumprem
papel primordial nesta resposta (33). Embora o aumento da glicemia seja o principal
estimulo para a secrec¢do da insulina, os horménios incretinas, denominados peptideo
semelhante a glucagon 1 (GLP-1) e polipeptideo insulinotropico dependente de
glicose (GIP), liberados por células do epitélio gastrointestinal durante a passagem
dos nutrientes, atuam de forma consideravel na potencializacdo do efeito da glicose
sobre as células B pancredticas e na modulacdo da secregcdo de glucagon pelas
células a (36).

GLP-1, secretado pelas células L do intestino, e GIP, originado principalmente
das células enteroenddcrinas K, ligam-se a receptores especificos na superficie das
células S acoplados a proteina Gs, 0 que promove 0 aumento dos niveis de adenosina
monofosfato ciclico (AMPc) intracelular catalizado pela adenilil ciclase
transmembranar (tmAC), levando a ativacdo de outras enzimas da cascata de
sinalizacédo, que culmina no aumento da exocitose de granulos de insulina de maneira
dependente da glicose (37,38). Em comum, ambas incretinas tém meia-vida na
circulacao extremamente curta devido a rapida degradacéo proteolitica que sofrem
pela DPP4 (9).
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Figura 1 — Esquema representativo da via metabdlica das incretinas e da DPP4.
AMPc: adenosina monofosfato ciclico; ATP: adenosina trifosfato; DPP4: dipeptidil
peptidase 4; Epac2: fator de troca de nucleotideo guanina; GIP: polipeptideo
insulinotropico dependente de glicose; GIPR: receptor do GIP; GLP-1: peptideo
semelhante a glucagon 1; GLP-1R: receptor do GLP-1; PKA: proteina quinase A,
tmAC: adenilil ciclase transmembranar. Adaptado de Proenca C, et al. (37).

Na década de 1990, a descoberta do papel da DPP4 na inativagdo das
incretinas a revelou como um possivel alvo terapéutico para o tratamento do diabetes
(39,40), o que foi concretizado com a aprovacao dos inibidores de DPP4, as chamadas
gliptinas, como medicamentos para controlar a glicemia de pacientes com DM2, por
aumentarem a biodisponibilidade e prolongarem os efeitos insulinotropicos das
incretinas, com baixo risco de hipoglicemia (41). Além disso, ja foi relatada uma menor
necessidade de intensificacdo do tratamento do diabetes, melhores preservacdo do
controle glicémico e manutengao da fungédo das células B em diabéticos em uso de
inibidor de DPP4, indicando que a inibicdo da enzima pode atenuar a progressao do
DM2 (42).

A DPP4, também conhecida como cluster de diferenciacédo 26 (CD26), € uma
glicoproteina transmembranar do tipo 1l de 110 kDa pertencente a subfamilia S9B das

serino peptidases (9). Ela consiste principalmente de 4 dominios: um dominio
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citoplasmatico curto (1-6 aminoacidos (aa)), um dominio transmembranar (7-28 aa),
um segmento de haste flexivel (29-39 aa) e o dominio extracelular (29-766 aa), que
contém a regido catalitica (5). A DPP4 é amplamente distribuida nos tecidos, como
figado, baco, pulmdes, pancreas, rins, intestino e medula 6ssea, e também em células
sanguineas e endoteliais (6), tendo sido descrita pela primeira vez em 1966 (43). O
nivel de expressédo da DPP4 depende do tipo, estado de diferenciacdo e/ou ativacéo
das células (38).

A DPP4 também é encontrada na forma soltuvel em diversos fluidos corporais,
como sangue, urina, fluidos seminal e toracico, devido a sua clivagem e remocéo da
membrana celular pela acdo de proteases (metaloproteinases de matriz), podendo,
dessa forma, agir de maneira paracrina e endocrina em diferentes células e tecidos
(41). No entanto, a contribuicéo, regulacéo e especificidade celular dessas proteases
para a regulagéo dos niveis circulantes de DPP4 ainda sdo desconhecidas (38) e as

fontes de DPP4 soluvel em humanos ainda ndo foram esclarecidas (44).
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Figura 2 — Representacao esquematica da dipeptidil peptidase 4 (DPP4). (A) Estrutura
primaria de monémero de DPP4, adaptado de Rdhrborn D, et al (9). (B) Estrutura
guaternaria de homodimero de DPP4, adaptado de Zou H, et al (10).

Como uma exopeptidase altamente especifica, a DPP4 cliva dipeptideos N-
terminais de diversos substratos além das incretinas, incluindo fatores de crescimento,
neuropeptidios e quimiocinas, preferencialmente com uma prolina na pendltima
posi¢do, mas também com alanina e glicina, embora menos rapidamente (10,17). A

DPP4 pode ser encontrada como um mondmero, homodimero ou como
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homotetramero na superficie das células e necessita da dimerizacdo para sua
atividade enzimatica, sendo essa a forma em que é predominante encontrada (9).

A acao proteolitica é apenas uma das multiplas funcbes dessa proteina, uma
vez que também j& foram descritas atividades como receptora, funcdes
coestimulatorias, ligacdo e interacdo com outras proteinas e um papel na apoptose
(6). Por meio da sua regido rica em cisteina e da regido altamente glicosilada, a DPP4
interage com diferentes proteinas, como adenosina deaminase, caveolina-1 e
proteinas de matriz extracelular (colageno e fibronectina), ampliando ainda mais o seu
espectro de acdo em diferentes processos fisiologicos (41). A DPP4 também foi
identificada como um potencial mediador da inflamacédo, muitas vezes associada ao
desenvolvimento de resisténcia a insulina (45).

Estudos prévios relataram associagdo de elevados niveis séricos e atividade
de DPP4 com DM2, resisténcia a insulina e obesidade (12,18,46,47). Um estudo
longitudinal de 4 anos apontou uma maior atividade de DPP4 como um fator de risco
independente para o desenvolvimento de pré-diabetes ou diabetes tipo 2 em
individuos normoglicémicos no inicio do estudo (48). Também foi relatada uma
correlacdo positiva entre os niveis de DPP4 e a resisténcia a insulina, bem como
elevados niveis séricos de DPP4 em individuos obesos quando comparados a
individuos de peso normal (18). No entanto, a literatura ndo € homogénea nesse
ponto, uma vez que alguns pesquisadores também reportaram niveis e/ou atividade
de DPP4 reduzidas em pacientes com DM2 (13-15,49).

Diversos polimorfismos foram descritos no gene codificador da DPP4, e alguns
estudos investigaram o impacto de suas variantes sobre parametros fisiol6gicos e a
sua associacdo com doencas (23). Nesse sentido, Ahmed e colaboradores
encontraram polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) do gene DPP4 nao apenas
associados ao DM2, mas também aos niveis séricos de DPP4 em individuos da
Malasia (16), e um estudo recente sugeriu que os alelos isolados de dois SNPs de
DPP4 poderiam ser marcadores genéticos protetores contra a resisténcia a insulina
(IR) e hiperinsulinemia (50). Em linha, o polimorfismo rs6741949, localizado no intron
2 do gene DPP4, demonstrou interagir com a adiposidade corporal e afetar
negativamente os niveis de GLP-1 estimulados pela glicose, a secre¢éo de insulina e
a tolerancia a glicose (51). Por outro lado, ha achados contraditérios quanto a
associacdo das variantes do polimorfismo rs2268894, que fica na regido 3' nao

traduzida de DPP4, com a atividade da enzima (52,53). Em suma, um corpo de
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evidéncias implica variacoes alélicas de DPP4 com a expresséo ou atividade de seu
produto, e poucos estudos investigaram a interacao entre variacdes neste gene e DM2

em idosos (9).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Verificar a associacdo de haplétipo constituido por dois polimorfismos de
nucleotideo Unico comuns (rs2268894 e rs6741949) em regides nao codificantes do
gene DPP4 com diabetes mellitus tipo 2 e variaveis relacionadas a glicemia de jejum
em uma amostra de idosos brasileiros, levando em consideragcédo 0s niveis séricos e

a atividade enzimatica da dipeptidil peptidase 4.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar o perfil clinico e bioquimico dos idosos participantes do estudo.

- Caracterizar os haplétipos dos idosos constituidos pelos polimorfismos de
nucleotideo Unico rs2268894 e rs6741949 do gene DPPA4.

- Mensurar os niveis séricos e a atividade enzimatica de DPP4 nos idosos.

- Relacionar os haplétipos de DPP4 com o diabetes mellitus tipo 2, a atividade

e 0s niveis séricos da enzima e variaveis glicémicas.
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4 METODOS

4.1 AMOSTRA

A amostra do estudo incluiu 800 pacientes nao institucionalizados e nao
aparentados com 60 anos ou mais, recrutados em dois ambulatérios de geriatria de
universidades localizadas no Distrito Federal, Brasil, a saber: Servico Geriatrico do
Hospital da Universidade Catdlica de Brasilia (HUCB) e o Centro Multidisciplinar do
Idoso do Hospital Universitario de Brasilia (HUB). O critério de incluséo foi a busca
espontanea por atendimento primario ou secundario para eventos circulatérios. Com
base na natureza do estudo, os critérios de exclusé&o incluiram terapia para DM2 com
inibidor de DPP4 ou insulina, condicao inflamatéria ativa e/ou infecciosa, neoplasia de
gualquer tipo (atual ou dentro dos ultimos 2 anos) e disfuncdo renal significativa
(clearance de creatinina < 25 mL-min-t-(1,73 m?)~). N&o foi realizada busca ativa de
pacientes com qualquer condicdo especifica.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Medicina da Universidade de Brasilia (UnB, 24943719.8.0000.5558) e registrado no
Sistema Nacional de Gestéo do Patrimoénio Genético e do Conhecimento Tradicional
Associado (SisGen, acesso A407626). Todos os participantes assinaram um termo de

consentimento antes do inicio da coleta de dados.

4.2 AVALIACAO CLINICA

A avaliacdo clinica dos pacientes foi realizada em ambos os ambulatérios
seguindo um protocolo padronizado. Os valores da pressao arterial sistolica e
diastélica foram medidos de acordo com as recomendacdes atuais das Diretrizes
Brasileiras de Hipertenséao (54). A hipertensao arterial sistémica (HAS) foi definida por
pressao arterial sistolica (PAS) = 130 mmHg, pressao arterial diastélica (PAD) = 85
mmHg ou uso de anti-hipertensivo relatado durante entrevista clinica. O diagnostico

de diabetes tipo 2 foi determinado pela presenca de um dos trés critérios a seguir:
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hemoglobina glicada tipo Alc (HbAlc) = 6,5%, glicemia de jejum = 126 mg/dL ou uso
de medicamento(s) antidiabético(s) (35). O indice de massa corporal (IMC, em kg/m?)
e a circunferéncia da cintura (CC, em cm) foram avaliados com os pacientes com

roupas leves e sem sapatos, com a altura medida com estadidmetro fixado na parede.

4.3 ANALISES BIOQUIMICAS

Amostras biolégicas foram coletadas do sangue periférico dos pacientes
cadastrados em jejum de 8h até 12h, sendo o soro coletado e processado de acordo
com protocolos analiticos de rotina laboratorial, com armazenamento a -20°C para
andlises posteriores. Os ensaios bioquimicos incluiram a determinagao de glicose no
sangue, Hb1Ac, insulina, proteina C-reativa (PC-R), creatinina e horménio estimulante
da tiredide (TSH). Os testes foram realizados segundo analises clinicas de rotina com
reagentes da Boehringer Mannheim (Alemanha), e processados em equipamento
AutoHumalyzer (Human GMBH, Alemanha) ou nefelometro (DadeBehring,
Alemanha). O clearance de creatinina foi determinado com a equagéo de Cockcroft-
Gault enquanto o modelo de avaliacdo da homeostase da resisténcia a insulina

(HOMA-IR) foi calculado como insulina de jejum x glicemia de jejum + 22,5.

4.4 GENOTIPAGEM E CONSTRUCAO DE HAPLOTIPOS DE DPP4

O DNA gendmico total foi obtido com o QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Brasil),
de acordo com as recomendacdes do fabricante. As reagfes de genotipagem foram
realizadas usando ensaios especificos TagMan® de PCR em tempo real (JQPCR) para
0S SNPs rs2268894 (T/C) e rs6741949 (C/G) do gene DPP4 com um reagente master
mix universal, todos da Thermo Fisher® (Massachusetts, EUA). As configuracdes para
gPCR comecaram com 50 °C por 2 minutos e 95 °C por 10 minutos, seguidos por
condic¢des de ciclagem de 95 °C por 15 segundos e 60 °C por 1 minuto por 45 rodadas,
usando o QuantStudio 3 Real-Time PCR System (Thermo Fisher®, Massachusetts,
EUA).
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As forcas do desequilibrio de ligacdo (DL) entre os SNPs de DPP4 foram
determinadas usando o software Haploview, versdo 4.2 (55), e os haplétipos foram

derivados das frequéncias genotipicas entre os individuos.

4.5 NIVEIS SERICOS E ATIVIDADE ENZIMATICA DE DPP4

A DPP4 circulante total foi avaliada por um ensaio de imunoabsorcéo
enzimatica (ELISA) especifico (R&D Systems — DuoSet, lote P185646), usando uma
diluicdo de 1:1 (1 parte de soro para 1 parte de solucdo salina) como amostra e
realizado de acordo com as instrugdes do fabricante.

A atividade enzimética de DPP4 no soro foi determinada como a taxa de
clivagem de 7-amino-4-metilcumarina (AMC) do substrato fluorogénico Glicil-Prolil-
AMC (Gly-Pro-AMC, Sigma) em uma microplaca de 96 pocos em espectrofluorimetro
SpectraMax® M5 ROM v3.0.22, Molecular Devices, com excitacdo de 360 nm e
emissao de 460 nm por 15 minutos e em duplicata. A taxa de fluorescéncia liberada
foi calculada por minuto (U/min). Foi feita a padronizacao do teste com uma diluicao
seriada de amostra de soro a partir de 20 yL. Todas as reacfes enzimaticas foram
realizadas com 10 pL de amostra de soro em tampé&o de atividade (HEPES 25 mM,
pH 7,5) na presenca de 20 uM do substrato em um volume final de 100 pL (56). Para
confirmar a especificidade desse ensaio para determinar a atividade de DPP4, um
inibidor de DPP4 altamente seletivo (sitagliptina; Sigma) foi adicionado a algumas
amostras de soro antes de proceder a hidrélise do substrato fluorogénico, em

triplicata, com sitagliptina a uma concentragéo final de 1 uM.

4.6 ANALISES ESTATISTICAS

As variaveis sdo apresentadas como média + desvio padrdo ou mediana e
intervalo interquartil de acordo com o perfil de distribuicdo dos dados avaliados pelo
teste de Kolmogorov-Smirnov e graficos de probabilidade normal. O teste t de Student

ou ANOVA unidirecional foram usados para dados paramétricos, enquanto Mann-
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Whitney ou Kruskal-Wallis foram usados para caracteristicas ndo paramétricas. O
teste do qui-quadrado foi usado para comparar propor¢cdes entre 0os grupos. Um
modelo de regressao linear foi usado para testar até que ponto os haplotipos de DPP4
estavam associados ao DM2, com o haplétipo sendo analisado como caracteristica
continua ao representar sua presenca como 0, 1 ou 2.

O poder do estudo foi calculado para detectar uma mudanca liquida minima de
0,4% nos niveis de HbAlc. Considerando que o desvio padrao global da variavel foi
na ordem de 1,2%, a diferen¢a padronizada foi de 0,3. Assim, eram necessarios 600
participantes para detectar tal diferenca, com poder de 80%. Valores de P < 0,05 nos
testes de hipoteses bilaterais foram considerados estatisticamente significantes.
Todas as analises estatisticas foram realizadas usando o Pacote Estatistico para

Ciéncias Sociais (SPSS) para Windows verséo 18.0.
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5 RESULTADOS

Neste estudo, foram determinados aspectos clinicos, bioquimicos,
antropomeétricos e gendmicos de uma amostra de 800 pacientes ambulatoriais
atendidos em unidades de saude geriatricas. O diabetes mellitus tipo 2 foi identificado
em 172 individuos (21,5%) da populacéo estudada, dos quais 97 (56,4%) estavam em
uso de farmacoterapia antidiabética, sendo a metformina a droga mais prevalente. No
geral, as analises inferenciais revelaram uma amostra de idosos com um padrao
bastante homogéneo de caracteristicas sociodemograficas e clinicas que néao
diferiram significativamente entre portadores e nao portadores de DM2, principalmente
no que diz respeito a idade, sexo e pressao arterial.

Por outro lado, maiores escores de adiposidade corporal (expressos pelo maior
IMC e circunferéncia da cintura) e niveis aumentados de PC-R foram explicitos entre
0s pacientes com alteracdo da homeostase glicEmica (Tabela 1). Em suma,
independentemente do diagndstico de diabetes, houve alta prevaléncia de disturbios
metabdlicos em toda a amostra, ilustrada, por exemplo, pelos valores médios
ligeiramente suprafisiol6gicos da presséao arterial sistélica e do IMC (57).

A avaliacdo dos haplotipos dos sitios polimérficos de DPP4 revelou que os
SNPs investigados estavam em desequilibrio de ligagdo moderado nesta amostra (r?
= 0,478; D' = 0,827). Cada gendtipo individual foi encontrado em equilibrio de Hardy-
Weinberg (P > 0,05) e a apresentacao dos haplétipos é ordenada de acordo com sua
localizagdo gendmica (rs2268894-rs6741949) no locus. O hapl6tipo mais comum em
toda a amostra consistiu no T-rs2268894/G-rs6741949 (49,9%), enquanto os demais
hapl6tipos identificados na amostra foram C/C (34,4%), C/G (12,2%) e T/C (3,5%). O
haplotipo principal (T/G) foi 20% mais frequente em individuos ndo diabéticos quando
comparados com os diabéticos (Tabela 1, P = 0,004). Uma analise de regressao linear
sugere que este haplotipo apresenta uma relacéo consistente com o DM2 por mostrar
gue a ocorréncia de qualquer outro haplotipo juntamente com idade e circunferéncia
de cintura elevadas representou cerca de metade (~50%) da chance de diagnostico
de diabetes (8 = 0,32, P = 0,001).

E importante ressaltar que a atividade sérica de DPP4 foi significativamente
menor em diabéticos em comparacdo com individuos ndo diabéticos (P = 0,015),

enguanto os niveis circulantes totais de DPP4 nao diferiram entre os grupos (P =
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0,072). Quanto a avaliacdo da especificidade do ensaio para medir a atividade de
DPP4 no soro dos pacientes, uma inibicdo média de 94,3 % da atividade enzimatica
foi observada nas amostras de soro com o inibidor sitagliptina a 1 uM; portanto, o
ensaio foi considerado apropriado.

Dado que os niveis de expressao e atividade de DPP4 variam muito de acordo
com a adiposidade e os niveis de resisténcia a insulina, os pacientes foram
considerados separadamente de acordo com a presenca ou auséncia de DM2 (grupos
que diferem significativamente na CC e no IMC) a fim de explorar uma possivel
influéncia da zigosidade do haplétipo T/G nas variaveis relacionadas a glicemia em
cada um desses cenarios (Tabela 2). Entre os pacientes euglicémicos, ndo diabéticos,
portadores do haplétipo principal de DPP4 apresentaram niveis significativamente
mais baixos de glicose no sangue (P = 0,003), insulina (P = 0,034) e indice HOMA-IR
(P =0,007), enquanto a atividade de DPP4 (P = 0,046) foi muito reduzida. Um efeito
notavelmente nulo foi observado entre os pacientes diabéticos, nos quais escores
glicémicos pareceram nao ser afetados pelas variantes alélicas, enquanto os niveis

de DPP4 foram significativamente afetados por haplotipos (P = 0,015).
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Tabela 1 - Comparacéo de caracteristicas clinicas e da biogquimica em jejum entre
individuos néo diabéticos e diabéticos

N&o DM2 DM2
Variavel Valor de P

(n = 628) (n=172)
Idade, anos 73,8+9,2 74,8+ 9,1 0,206
CC,cm 92,4+11,8 97,4 +9,8 < 0,001
Sexo, % masculino 33,0 32,6 0,920
IMC, kg.m 26,6 + 4,6 28,1+46 < 0,001
PAS, mm Hg 140,6 = 23,3 1429+ 22,8 0,279
PAD, mm Hg 80,1+ 13,3 79,8+ 12,2 0,819
HAS, % com 77,4 90,3 < 0,001
Uso de AHT, % com 48,4 64,5 < 0,001
Clearance de creatinina (ml.min?) 61,5+24,0 65,7 £ 26,3 0,106
TSH, mIU.I2 2,1[1,3; 3,4] 1,9[1,5; 3,3] 0,603
PC-R, mg.di? 1,2 [0,5; 2,6] 1,6 [0,9; 4,0] 0,027
HbAlc, % 56+0,6 6,9+1,8 < 0,001
Glicose, mg.dI* 95,6 + 13,5 138,5+54,1 < 0,001
Insulina, mULI 6,6 [4,1; 10,4] 10,2 [6,6; 16,6] < 0,001
HOMA-IR, indice 1,5[0,9; 2,5] 3,5[1,9; 5,3] < 0,001
Uso de ADB, % com - 56,4 -
Nivel de DPP4, ng/ml 2,4[1,1; 4,4] 2,7 [1,4; 3,9] 0,072
Atividade de DPP4, 102 U/min 2,4[1,5; 3,8] 2,0[1,2; 3,3] 0,015
Haplétipo T/G de DPP4, % com 78,6 65,3 0,004

Dados expressos como média + desvio padrdo, proporgdo dentro do grupo (%) ou mediana [intervalo

interquartil]. ADB: antidiabético; AHT: anti-hipertensivo; CC: circunferéncia de cintura; DM2: diabetes

mellitus tipo 2; DPP4: dipeptidil peptidase 4; HAS: hipertenséo arterial sistémica; HbAlc: hemoglobina

glicada tipo Alc; HOMA-IR: modelo de avaliagdo da homeostase da resisténcia a insulina; IMC: indice

de massa corporal; PAD: pressao arterial diastolica; PAS: presséo arterial sistdlica; PCR: proteina C-

reativa; TSH: hormdnio estimulante da tireoide. Limite de significancia definido em P < 0,05.
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Tabela 2 — Andlise das variaveis relacionadas a glicemia em jejum na amostra de acordo com a condic¢ao clinica dos individuos e os

haplétipos
Grupos haplotipicos
Condicao Variavel TIG-TIG T/G - outro outro — outro Valor de P
n 179 300 149 -
HbAlc, % 55+0,6 5705 59+0,5 0,053
Glicose, mg.dI* 93,7 £ 11,7 95,2+11,8 98,6 £ 17,5 0,003
N&o DM?2 Insulina, mUL.I* 6,2 [3,9, 9,1] 6,5 [4,0, 10,3] 8,0 [4,8, 13,0] 0,034
HOMA-IR, indice 1,3[0,9, 2,3] 15[1,9, 2,4] 1911, 3,8] 0,007
Nivel de DPP4, ng/ml 2,3[1,2, 4,0] 2,401, 4,4] 2,5[1,2,4,7] 0,808
Atividade de DPP4, 102 U/min 215,0 [140,0, 360,0] 230,0 [155,0, 370,0] 260,0 [165,0, 402,5] 0,046
n 30 81 61
HbAlc, % 6,7+2,3 6,8+1,6 70+1,7 0,734
Glicose, mg.dI? 131,7+ 42,2 136,5 + 58,1 145,1+ 54,9 0,492
DM2 Insulina, mULI** 7,2[2,9; 14,9] 10,4 [6,2; 16,5] 9,7 [7,4,19,8] 0,154
HOMA-IR, indice 2,2[1,2; 4,0] 3,7[1,9; 5,5] 3,5[1,8, 5,7] 0,095
Nivel de DPP4, ng/ml 2,3[1,5; 3,5] 2,6 [1,2; 3,1] 3,4 11,8, 6,2] 0,015
Atividade de DPP4, 102 U/min 215,0 [132,5; 297,5] 175,0 [125,0; 285,0] 210,0[138,8, 395,0] 0,285

Dados expressos como média = desvio padrdo ou mediana [intervalo interquartill. DM2: diabetes mellitus tipo 2; DPP4: dipeptidil peptidase 4; HbAlc:
hemoglobina glicada tipo Alc; HOMA-IR: modelo de avaliacdo da homeostase da resisténcia a insulina.
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6 DISCUSSAO

O diabetes mellitus tipo 2 é determinado por uma interacdo complexa entre
genética e ambiente (3), e variacdes genéticas comuns tém sido relacionadas a
desordens no metabolismo da glicose e a patogénese do DM2 (32,58). Nesse sentido,
variacdes de interesse também podem ser encontradas no gene da DPP4, proteina-
chave na homeostase da glicose (59), mas a literatura a respeito da sua associacao
com o DM2 e caracteristicas glicémicas permanece inconclusiva (9,16).

Uma vez que SNPs combinados em hapl6tipos tendem a ser mais informativos
do que varia¢gBes individuais (60), optamos por investigar haplotipos de DPP4
constituidos pelos alelos de rs2268894 e rs6741949 com base na suposicao de que
SNPs localizados nos extremos do locus e em desequilibrio de ligacdo moderado
atuem como marcadores para representar outros genétipos funcionais localizados ao
longo do gene para fins epidemioldgicos.

Em uma analise da amostra como um todo, os pacientes diabéticos do nosso
estudo apresentaram atividade de DPP4 reduzida em comparacdo com 0S nao
diabéticos, independentemente de terem adiposidade corporal e escores de PC-R
mais elevados, e apesar da tendéncia de niveis de DPP4 maiores entre os diabéticos.
Nesse sentido, alguns autores também encontraram atividade de DPP4
significativamente menor em individuos com DM2, o que é sugestivo de uma resposta
adaptativa do organismo diabético ao estado de responsividade a insulina prejudicada
e a favor de uma atividade aumentada dos hormonios enteroinsulares (13,52,61).
Esses achados também podem ser decorrentes do uso de medicamentos como
metformina e glitazonas por pelo menos parte dos pacientes diabéticos, os quais
podem promover diminuicdo da atividade da DPP4 por mecanismos ainda
desconhecidos (7,12,62). Mais consistentemente, o haplétipo T/G mostrou-se mais
frequente em individuos nao diabéticos, possivelmente como fator de prote¢céo contra
0 aparecimento de DM2.

Em consonancia com tudo acima, nossos resultados mostraram que a
influéncia dos haploétipos de DPP4 nos escores glicémicos foi sensivel ao contexto, de
acordo com a presenca ou auséncia de DM2 (incidentalmente combinado com

adiposidade), e que o haplétipo T/G foi associado com melhores escores glicémicos
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em pacientes normoglicémicos. Nesse cenario desprovido de condicdo metabdlica
importante e da influéncia de agentes que atuam na glicemia, a constatacdo de que
0s nao portadores de T/G apresentam niveis elevados de insulina mesmo exibindo
atividade aumentada de DPP4 ndo surpreende. A atividade enzimatica de DPP4
correlaciona-se com sua estrutura quaternaria e a sua estrutura dimérica é essencial
para uma atividade catalitica oOtima (9,63). E possivel que isoformas n&o-T/G
homodimerizem de forma mais eficiente, produzindo uma enzima mais ativa (12,64)
gue prejudica a(s) via(s) dependente(s) de incretina e promove o efeito insulinotrépico
por (uma) via(s) alternativa(s) mas menos efetiva(s). Os niveis de insulina podem néao
derivar das incretinas, uma vez que macronutrientes (especialmente aminoacidos e
acidos graxos) e outros hormdnios pancreéticos produzidos pelas células a (por
exemplo: peptideos derivados do proglucagon) potencializam a secre¢ao de insulina
ativada por um aumento pés-prandial nas concentracdes de glicose (65).

Até onde sabemos, este € o primeiro trabalho a avaliar os polimorfismos
rs2268894 e rs6741949 de DPP4 agrupados em haplétipos, mas outros estudos
verificaram a repercussdo desses SNPs individualmente. Em linha com nossos
resultados, descobriu-se que o alelo C do SNP rs6741949 estava associado com
elevados niveis de glicose em jejum em individuos com risco aumentado para DM2,
sem diferenca detectada nos niveis circulantes de DPP4 de acordo com os genoétipos
(atividade de DPP4 nao foi avaliada) (51).

Em um contexto de DM2, elevados niveis circulantes de DPP4 ja foram
relatados (9,19), possivelmente secundarios a um aumento da liberacdo de DPP4 de
adipdcitos e células mononucleares do sangue periférico (62). De acordo com nossos
resultados, isso parece ser um fenbmeno dependente dos haplétipos, uma vez que
apenas 0s nao portadores de T/G apresentaram niveis aumentados de DPP4. Um
estudo anterior demonstrou que o0 tratamento com metformina reduziu
consistentemente os niveis da proteina DPP4 circulante em humanos com DM2 e
doencas cardiovasculares, mas € incerto se essa reducao ocorre devido a modulacdo
da sintese/liberacdo de DPP4 em tecidos especificos ou devido a um aumento de sua
depuracéo (62). Portanto, também € possivel que a metformina prejudique a liberacao
de DPP4 apenas nos portadores de T/G. Ainda assim, os niveis de DPP4 néo
impactaram a atividade da enzima ou as caracteristicas glicémicas, possivelmente

devido a ja mencionada influéncia farmacolégica em usuérios de antidiabéticos. Para
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ilustrar a heterogeneidade na literatura, outro estudo mostrou que 0s gendtipos do
rs2268894 nao foram significativamente associados a atividade ou a concentracao de
DPP4 em uma amostra de individuos com DM2 ou hipertenséo e individuos saudaveis
considerados em conjunto (52).

O mecanismo por tras da associacao do haplétipo de DPP4 aqui avaliado com
variaveis relacionadas a glicemia (assim como niveis e atividade enzimatica) ainda
nao esta definido, uma vez que ambos os SNPs estdo em regides ndo codificantes do
gene. O impacto funcional de variantes ndo codificantes € dificil de prever (66) e é
mais provavel que elas influenciem a expressao génica ou a estabilidade, traducéo,
localizacéo e acesso a reguladores do RNAm do que a funcdo enzimatica da proteina
(51,67). Alteragbes desses mecanismos regulatérios sdo conhecidas por modificar
vias moleculares e processos celulares, potencialmente provocando alteracoes
fisiologicas e levando a processos de doenca (67). No entanto, a hipétese de que o
haplétipo T/G esta em desequilibrio de ligagcdo com polimorfismos funcionais no locus
DPP4 ou sequéncias vizinhas é mais provavel do que um efeito direto do mesmo. Mais
estudos sdo necessarios para identificar esses genaétipos funcionais ligados.

Entre as limitacbes do estudo, heterogeneidades nao consideradas (ex.:
mistura genética) e interacado gene-ambiente (ex.: nutricdo e estilo de vida) podem ser,
pelo menos em parte, responsaveis pelas inconsisténcias observadas aqui e na
literatura (24). Apesar do efeito do exercicio e da dieta no perfil glicEmico e no DM2,
0 estudo n&o avaliou os niveis de aptidao fisica e o padrdo alimentar dos individuos.
Também, marcadores de funcdo hepatica ndo foram avaliados, apesar de doencas
hepaticas ja terem sido implicadas com niveis e atividade de DPP4 alterados (14).
Além disso, os niveis séricos de substratos ativos de DPP4 ndo foram medidos e os
possiveis efeitos de medicamentos nas caracteristicas glicémicas e nos niveis e

atividade de DPP4 nao foram controlados em nossas analises.
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7 CONCLUSAO

Nossos resultados corroboram que a arquitetura genética da dipeptidil
peptidase 4 afeta o perfil glicEmico, os niveis séricos e a atividade de DPP4 em idosos
de forma sensivel ao contexto, de acordo com a presenca ou auséncia de diabetes
mellitus tipo 2. Além disso, o haplétipo T/G figurou como protetor contra o
desenvolvimento de DM2 nédo apenas pela sua menor frequéncia entre os individuos
diabéticos, mas também por favorecer os escores glicEmicos em ndo diabéticos,
possivelmente por preservar o sistema de incretinas e, consequentemente, a secrecao
de insulina por essa via. Dado que a DPP4 é uma proteina multifuncional e ubiquitaria
com importancia em inUmeros processos fisioldgicos, sugerimos mais estudos com
investigacdes funcionais para identificar o impacto fisiologico das variacdes alélicas

da DPP4 consideradas a luz dos fatores ambientais com os quais interagem.
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APENDICE A — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O(A) senhor(a) esta sendo convidado(a) a participar de um projeto em que nés, do Hospital
Universitario de Brasilia (HUB/UnB), buscamos por sinais clinicos e de laboratério que permitam
identificar o desenvolvimento de doencas associadas ao envelhecimento, sobretudo aquelas doencas
relacionadas a problemas importantes para salde da pessoa idosa, como o diabetes por exemplo.

O objetivo desta pesquisa consiste em quantificar moléculas presentes no sangue, denominadas
dipeptidil peptidase 4 (DPP4), com vistas a avaliar se poderdo ajudar no diagndstico precoce do diabetes
mellitus do tipo 2. O(A) senhor(a) recebera todos os esclarecimentos necessarios antes e no decorrer da
pesquisa e lhe asseguramos que seu nome ndo aparecera, sendo mantido o mais rigoroso sigilo através da
omissao total de quaisquer informacdes que poderiam identifica-lo.

A sua participacdo sera através de uma avaliacdo médica (com exame fisico e entrevista para obtencédo
de informacdes) assim como por testes laboratoriais que ndo oferecerdo riscos a sua satde, pois consistirdo
em uma Unica coleta de um pequeno volume (20 mililitros) de sangue, onde sera a assegurada utilizacdo de
agulhas descartaveis. Podera sera solicitado que o(a) senhor(a) forneca pequena amostra de urina (cerca de
10 ml), colhida por ocasifo da propria consulta médica. E assegurado que o(a) senhor(a) ndo realizara
movimentos anormais, ndao terd& mudanca de rotina, ndo entrara em contato com quaisquer substancias
nocivas, nem tera qualquer instrumento introduzido em meu corpo, salvo pela agulha descartavel para
coleta do sangue. As visitas clinicas ocorrerdo em datas a se combinar, conforme sua disponibilidade, com
um tempo total estimado para os procedimentos de ndo mais que 100 minutos (cerca de 1 hora e meia) para
sua realizacdo: consulta médica e coleta de sangue. Informamos que o(a) senhor(a) pode se recusar a
responder qualquer questdo que lhe traga constrangimento ou a participar de qualquer procedimento,
podendo inclusive desistir de participar da pesquisa em qualquer momento, sem nenhum prejuizo para o(a)
senhor(a). Sua participacdo é voluntéria, isto é, ndo ha pagamento por sua colaboragéo.

Os resultados da pesquisa serdo divulgados pela Universidade de Brasilia podendo ser publicados
posteriormente. Os dados e materiais utilizados na pesquisa ficardo sob a guarda do pesquisador por um
periodo de no minimo cinco anos, apos isso serao destruidos ou mantidos na instituicdo. Se o(a) senhor(a)
tiver qualquer duvida em relagdo a pesquisa, por favor, entre em contato conosco a qualquer momento que
necessitar.

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina da Universidade
de Brasilia. As davidas com relacédo a assinatura do TCLE ou os direitos do sujeito da pesquisa podem ser
obtidos através do telefone: (61) 3107-1918 ou do e-mail cepfm@unb.br.

Este documento foi elaborado em duas vias, uma ficard com o pesquisador responsavel e a outra com
0 sujeito da pesquisa.

Termo de Consentimento

Assinatura:
Nome do Paciente:

Assinatura:
Nome do Pesquisador Responsavel:

Brasilia, de de




ANEXO A — COMPROVANTE DE APROVACAO EM COMITE DE ETICA

UNB - FACULDADE DE

MEDICINA DA UNIVERSIDADE %‘ﬁ e

DE BRASILIA

PARECER CONSUBSTANCIADD DO CEF

DaD0S DO PROJETO DE PESQUASA

Titulo da Pesquisa:; Varabildade aleica @ atividads sérica oe dipephdll pepiidase IV em Hosos poradores
ou nda de Mabates melitus too 2

Peaquisador: Otdvio de Toledo Mabrega

Arga Tematlca: Senética Humana:
[Tratz-s2 de pesguisa envoivendo Gendica Humana que ndo necessita de analss
efica por parie da CONEP;);

Wersdo: 2
CAR/E: 24843719.8.0000.5258

Institulgde Proponents: Facwdade de Medicina da Universigade de Brasllla - UNE
Patrecinador Princlpal: Flhancamenta Propro

DaDos DO PARECER

Homere do Parecer: 3.916.612

apresentacao oo Projeto:

Trata-se de esiudo ananiitico ransversal 3 sef reallzado no Ceniro Multdisciplingr do Idoso - CMIFUING. Os
pasquisadiorss propde recrutar SO0 paricipantss com ldade acima de B0 anos, que responderdo 3
guesTonano e serdo submetidos atestes dinloos & laboratonials, com armazenameanio de amosiras de soro e
Eangus em congelador -50 graus Celsles para analsss poshanonss.

Objativo da Pesquisa:

Segundo o5 pesquisatores, o objetivo priméno do estudo & Irvestigar a possivel relaciio de pollmorfismos
génicos da DPP IV e 008 nivels séricos de atividads total da refierida enzima com a ocomencia ou nao go
mabetes melittus do bpo 2 em paclentss gerlatcos resitenies em comunidade”. Os objstvos secundaras
&0 nwestigar a ass0clacdo dos nivels de atividade & dos polimoefismos de DPP IV com o perfll metasolon
[sobretudo gilcamico), com a apbd®o funclonal aferida por testes Tisicos & com Soenca ateroeciercbica nas
artérias candtidas de Indviduos idosos dlabeticos & nio-dlabeticos, em cenano dinkca 2 expermental™.

Avallagio dos Riscos & Bensfickos:
05 pesqulsadores aoordaram agequandamente of Mscos assoclados a puncdo venosa, que serdo
minimizados seguindo wm protocole de coleta reallzada em amblenie hosplialar por profissional

Endeiege:  LUnkenmdace oe Seslia, Camps Unkerstdng Deroy fibeir - Facudade de Madicng

Babrvy i Porie CEF: 70580500
LWF: OF Musdsipia: ERASLLA
Tadefon: (&1} 3107-1018 E-sail: cepimunt br

Prigerad 01 o £

41



UNB - FACULDADE DE

MEDICINA DA UNIVERSIDADE %‘ﬁ ST

DE BRASILIA

Conbrumciio do Pamsoer: 3518213

treinado. Eles abordam tambem riscos assoclados aos resultados dos exames gensticos em sl, aimianda
gue “riscos Individuals assoclados aos resultados gerados ndo exsiem uma vez que o dados
biotzcnoldgicos utilizados neste estudo ndo se destinam a fins diagnosticos™. Ha meng3o a fscos que a
pesquisa regresenta a privacidade dos paclentss, alnda mals Imporiantes por s tratar e pesquisa qus
envoive a coleta de materlal @ Informacio genétlca. Soore Iss0, oF pesquisadores almmam que "As
Informagdes e materials bloktglcos serda armazenados na

Universidade de Brasllla, em bloregosibdrio especifico, para im excluslvo de pesquisas, com sigllo dea
Id=ntidade, visando eviiar a estigmatizagdo ou @scriminacio de Indviduos ou grUpos.”

A analss gos bensficios clta exdusivaments; =0 presente estudo tem por oojetive produzir conhecimento
clentMco a ser compartihado e utlizado para o bem-sstar da socledads.”

Comentaricos 8 Conslderagdes s0bre a Peaquisa:

Trala-se 02 estudo com n'E1n-:1-:-|nga bem dessnhada e descrita, Jue busca entender fatoras de risco
ass0ciados 3 diabates tipo 2 em ios0s. A equipe de pesquisadores tem vasta expenéncia no fema e neste
fipo de projeto de pesquisa.

Conslderagies sobre o8 Termos de apressntsgae obrigataria:

O pesquisadores agresentam TCLE com linguagem adequada. As pendénclas relativas ao tempo e
ammazenamento 435 amosras Mokgicas 2 308 dirslios do sujelio da pesquisa foram sanada, com descrigdo
adequada no TCLE.

Conclusies ou Pendénclas e Lista de Inadaquagtes:

O coleglao em reunldo ordindna dla 23/01/2020 conslderou que as pendénclas kevantadas pelo CEP foram
Eanadas.

Consldsragies Finals a critérlo do CEP:

O coleglao em reunldo ordinara da 23001/2020 consldeniu que 35 penddnclas levantadas peio CEP foram
Eanadas.

Ezts parecer fol slaborado baseado nos documentos abalae relacionados:

Tipo Documenta Arquivo Pastagem ALRDr =T
Imformaglies Baskas| PE_INFORMACDES BASICAS DO P | 11012020 Aaio
o0 Projeta ROJETD 1411552 paf 11:00:28
Outros 9_Reencaminhamento CEP_F pal 110152020 | Ofaviio de Toldso Acaftn

Enduieps:  Lnkeers e de Sl Carpes Unkemtiio Deroy Ribein - Fazudade de Medisn

Badree, S Forie CEF 70590600
LWF: DF Musdsipla: BRASILLA
Telalone:  (51)3107-1918 E-sail cesfrddunk by

P I os [H

42



UNB - FACULDADE DE P
MEDICINA DA UNIVERSIDADE {%ﬁﬂ:u.

DE BRASILIA
Conbrumciio do Pamosr 23 E212
Cutros 3_Reencaminnament_CEP_FM.pal 105856 |Moorega Aain
TCLE /Termos de  |9_TCLE_wpa.pd 110172020 |Cdavio o2 Tolado Azaiio
Assartimanio | 105741  |Maorega
Justificativa de
L AUSENCIS
Cutros 15_CW_Elisa.paf 22019 |Ctawio de Tolddo Asito
19:10:27 | Woorega
Cutros 14_CW_EInsiein.pdr ZH1Z010 |Cdawio o2 Toago Aain
121000 |Maorega
Cutros 13_CW_Claudio. par ZH1WZ010 |Ciawio o2 Toago Aain
120918 |Wéorega
Cutros 12_CW_Ciayton. par ZH1Z010 |Cdawio o2 Toago Aain
120746 |Maorega
Quiros 11_CW_Izaineia. pdf 212019 |Ofawio 02 To2do Acalio
120720 |Maorega
Duiros 10_CV_Oizvio.par 2312019 |Ofawio 02 Toado Aalin
120558 |Maorega
Projeio Defainado | | 4_Proposta.pdt ZH1VID10 |Ofawio 02 Toigo Aralin
Erochura 19:05:32 |Maorega
Investigador
CICamenio 7_orcamento. pdr ZH1Z010 |Cdawio o2 Toa0o Aain
120437 |Moorega
Cronograma 5_Cronograma.pdr ZH1Z010 |Cdawio o2 Toago Aain
120405 |Maorega
Cuiros 3_Temo_Uso_Dados. pdl ZZ1V2019 |Ofawio 02 Toedo Acalo
70900 |Maorega
Dedaraga0 o2 3_Declaracac_Responsadlidade oot ZZ1VI0D10 |Ofawio 02 Toago Aralin
Fesquisadones 170813 |Mdorega
Cutros 0_Temo_dencla_Inssiuicao_coparticlpa| 2210019 |Clavio de Toisdo Azaiio
mte. gt IT.05:4E | Maorega
Cutros 5_Resumo. pdr ZZ1VZ019 |Ciawio 02 ToR00 Aaiin
IT044E | Noorega
Decaragio de 2_Cara_encaminhamento, pdf ZHI019 |Ctawio de Tolddo Asito
Pesquisadones 170054  |Moorega
Dedaragio de i0_Termo_concordancla_instucionalpdi| 22102019 | Ciawvio 02 10200 Aaiin
Insttulgdo & 165807 |Moorega
Infrassiniurs
Foha de Rosto 1_Folha_rosio_assinada. pdf 22010 |Clawio o2 Tolddo Azaiio
165230 |Maorega

Sltuagao do Parecer:
ApTovado

Mecesslia Apraciacio da COMEP:
Hao

Enduieps:  Lnkeersalade oo S lia, Campos LUnkemt o Dersy Ribem - Facudade de Mediing

Badreo:  fsa Foorie CEF: T0.530-500
LWF: OF Musisiphs: BRASILLA
Tedalone:  (51)3107-1918 E-saill. ceofrdurk by

P '1h o (M4



LUNB - FACULDADE DE

MEDICINA DA UNIVERSIDADE W

DE BRASILIA

Conbrumciio do Pasosr: 28E212

BRASILIA, 31 de Janeim de 2020

Azsinado por

Antdnle Carlos Rodrguss da Cunha
(Coordenadorfa))

Endarefn:  Uinkeersoete o S lia, Campos Unbemdtbns Daroy Rbeo - Facudade de Medicng

Baliwey e Poisie CEM 70530500
LWF: DF Musbsipla: ERASLLA
Tadefone: (&1 31071018 E-sall: cepdmunt b

Fgira 4 o M

44



