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RESUMO

Introducao: Os inibidores da dipeptidil peptidase 4 (iDPP4) sdo uma classe de
antidiabéticos orais amplamente utilizados no tratamento do diabetes mellitus tipo 2
(DM2) e conhecidos por sua seguranga cardiovascular e renal. Revisdes sistematicas
demonstraram que os iDPP-4 estdo associados a risco reduzido de deméncia por

mecanismo ainda desconhecido.

Objetivo: Investigar o efeito da vildagliptina (iDPP4) na microbiota intestinal, na
metabolédmica plasmatica e no perfil inflamatério em pacientes diabéticos tipo 2 nédo
controlados com metformina, para identificar correlagbes com potenciais efeitos

neuroprotetores.

Métodos: Foram examinados 29 pacientes com DM2 (ndo controlados com
metformina) antes, 30 e 60 dias apds a introducdo da vildagliptina, e investigada a

microbiota intestinal, a metabolémica plasmatica e os perfis inflamatérios.

Resultados: Os resultados mostraram que o tratamento por 2 meses com a
vildagliptina promoveu alteragbes discretas na microbiota, com aumento significativo
de bactérias dos géneros Bariatricus e Butyricimonas e bactérias da familia
Marinifilaceae, que sédo produtoras de acidos graxos de cadeia curta. Apresentaram
niveis reduzidos de insulina, HOMA-IR, MCP1 e interferon y (IFN-y) e niveis elevados
de IL-4 e IL-10, caracterizando um perfil anti-inflamatério. As analises da
metaboldmica mostraram a reducdo significativa de leucina, 2-oxoisocaproato
(metabdlito de aminoacido de cadeia ramificada (BCAA)) e inosina apds o uso da
vildagliptina. Além disso, o tratamento com a vildagliptina promoveu o aumento
significativo de colina, dimetilamina e betaina, metabdlitos neuroprotetores.

Conclusoes: Em nossa coorte de pacientes com DM2, a vildagliptina, além de
melhorar o controle da glicose e a resisténcia a insulina, modulou a microbiota
intestinal, os perfis de citocinas anti-inflamatérias e a metabolémica e quando

combinados, esses dados podem explicar os efeitos neuroprotetores dos iDPP-4.

Palavras-chave: Diabetes tipo 2, microbiota intestinal, metabolémica, interleucinas,

vildagliptina, neuroprotecao.



ABSTRACT

Introduction: Dipeptidyl peptidase 4 (DPP-4) inhibitors (DPP-4i) are widely used to
treat Type 2 diabetes (T2D) and are known for their cardiovascular and renal safety
profiles. Systematic reviews have also shown that DPP-4i are associated with reduced

dementia risk via unknown mechanisms.

Objectives. To examine vildagliptin (DPP-4i) effects on the intestinal microbiota in T2D
patients, plasma metabolomics were conducted and inflammatory profiles collected to
investigate correlations with potential neuroprotective effects.

Methods. We examined 29 patients with T2D (not controlled with metformin) before,
and at 30 and 60 days after vildagliptin was introduced, and investigated intestinal

microbiota, plasma metabolomic, and inflammatory profiles.

Results. In patients after 2 months, vildagliptin induced mild microbiota changes,
represented by significant increases in Bariatricus and Butyricimonas genera and the
Marinifilaceae family (short-chain fatty acids (SCFA) producers), reduced insulin,
HOMA-IR, MCP1, and interferon (INF)-a levels, and elevated interleukin (IL)-4 and IL-
10 levels, all of which represented an anti-inflammatory profile. Metabolomics results
showed that leucine, 2-oxoisocaproate (branched-chain amino acid (BCAA)
metabolite), and inosine were significantly reduced after vildagliptin was introduced.
Additionally, choline, dimethylamine, and betaine levels were significantly higher,
which may explain DPP-4i protective effects against dementia, as these metabolites

are neuroprotective.

Conclusions. In our T2D patient cohort, vildagliptin, in addition to improved glucose
control and improved insulin resistance, modulated the intestinal microbiota, anti-
inflammatory cytokine profiles, and metabolomics, and when combined, may explain

DPP-4i’s neuroprotective effects.

Keywords: Type 2 diabetes, intestinal microbiota, metabolomics, interleukins,
vildagliptin, neuroprotection
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JUSTIFICATIVA DE ORIGINALIDADE DO TRABALHO

Embora alguns estudos tenham sugerido correlacées entre DPP-4i e a
microbiota intestinal, poucos foram realizados em humanos, e sem correlacao
clara com microbiota e efeito metabdlico.

Além disso, em estudos anteriores, as correlagcdes entre microbiota
modulada por DPP-4i, metabolémica plasmatica, resisténcia a insulina e perfis
inflamatérios nao foram investigadas. Esse estudo € original porque investigou
os efeitos da vildagliptina (DPP-4i) na microbiota intestinal, metabol6mica
plasmatica e perfis inflamatérios em pacientes com diabete mellitus tipo 2.

Os resultados originais mostraram que esse medicamento induziu
padroes metabdlicos, de modulacdo da microbiota e imunolégico que quando

integrado tém grande potencial neuroprotetor.
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1. INTRODUGCAO

O Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) é uma doenca que vem aumentando de
forma alarmante. Dados da International Diabetes Federation (IDF) mostraram
que a incidéncia da doenca quadruplicou no mundo nas ultimas trés décadas e
a perspectiva é que no futuro acometa ainda mais pessoas’. Em 2021 existiam
537 milhdes de pessoas portadoras de Diabetes em todo o mundo, em 2045
estima-se que existam 783 milhGes de pessoas acometidas pela doenca’. O
tratamento do DM2 requer uma abordagem interdisciplinar envolvendo
mudancas no estilo de vida e intervengdes farmacoldgicas como medicamentos
orais e até mesmo insulinoterapia.

Dentre esses medicamentos, os inibidores da enzima dipeptidil peptidase
4 (iDPP4) sao amplamente utilizados no tratamento do DM2 e sao conhecidos
por sua seguranca cardiovascular e renal>. Sua eficAcia no diabetes foi
demonstrada, melhorando o metabolismo da glicose e a funcdo das ilhotas
pancreéticas 8. As terapias incretinicas que utilizam iDPP4 sdo baseadas na
acao insulinotrépica do glucagon-like peptide-1 (GLP-1)3. Os iDPP4 aumentam
os niveis enddgenos de GLP-1 inibindo a sua degradacéo, e levando a aumento
na producao de insulina e redugédo na secregdo de glucagon’ e com isso temos
uma queda efetiva dos niveis de glicose sanguinea po6s-prandial.

Apesar dos beneficios dos iDPP4 demonstrados no controle da glicemia
em portadores de DM2, h4 lacunas significativas em nosso entendimento sobre
seus efeitos em diversos outros aspectos. Por exemplo, pouco se sabe sobre o
impacto desse medicamento na microbiota intestinal, um complexo ecossistema
onde microrganismos sao fundamentais na regulacdo do metabolismo e saude
do hospedeiro.

Alguns estudos sugerem uma ligagdo entre iDPP4 e microbiota intestinal,
no entanto, poucos foram realizados em humanos e em modelos animais, e seus
mecanismos permanecem obscuros®20, Além disso, nesses estudos citados
anteriormente, 0s pesquisadores nao investigaram as correlacbes entre a
modulacdo da microbiota pelo iDPP4, a metabolémica plasmatica, a resisténcia
a insulina e o perfil inflamatorio.

Uma revisao sistematica e meta-analise em rede comparou os resultados
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cognitivos associados aos agentes antidiabéticos e demonstraram que os iDPP4
foram associados a um risco reduzido de deméncia®'. Outra meta-andlise de
rede bayesiana que avaliou o impacto dos agentes antidiabéticos no risco de
deméncia, mostrou que os iDPP4 tiveram um efeito protetor contra o Alzheimer
em comparagdo com grupo controle sem antidiabético 2. Além disso, estudos
em animais observaram um potencial efeito neuroprotetor dos iDPP42331,

A vildagliptina € um representante dessa classe de medicamentos e €
amplamente utilizada na pratica clinica sendo prescrita em mais de 180 paises
desde sua aprovagao em 2007 pela Agéncia Europeia de Medicamentos (EMA).

No presente estudo de abordagem longitudinal, pareada, incluindo
avaliacbes antes, durante e apds a intervencao, investigamos o efeito da
vildagliptina na microbiota intestinal, na metabolémica plasmatica e no perfil
inflamatério em pacientes diabéticos tipo 2 ndo controlados com metformina,

para identificar correlagbes com potenciais efeitos neuroprotetores.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Investigar o efeito da vildagliptina na microbiota intestinal, na
metabolédmica plasmatica e no perfil inflamatério em pacientes com diabetes
mellitus tipo 2 n&o controlados com metformina, para identificar correlagées com
potenciais efeitos neuroprotetores.

2.2 Especificos

e Avaliar a composicao e diversidade da microbiota intestinal em pacientes

com DM2 antes, durante e apds o tratamento com vildagliptina.

e Avaliar a metabolémica em pacientes com DM2 antes, durante e apds o
tratamento com vildagliptina.

e Avaliar as alteragdes das interleucinas em pacientes com DM2 antes,
durante e ap6s o tratamento com vildagliptina.

e Avaliar o controle glicémico em pacientes DM2 antes, durante e apés o
tratamento com vildagliptina.

e Correlacionar os resultados com melhora metabdlica.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 Diabetes Mellitus Tipo 2

Mais de 500 milhées de adultos até 79 anos sdo acometidos em todo o
mundo pelo DM2, o Brasil é o 6° pais em incidéncia no contexto mundial com
aproximadamente 16 milhdes de doentes, e estima-se que, no planeta, o niumero
total de pessoas acometidas pelo diabetes serd 643 milhdes até 2030 e 783
milhes até 2045."

A alta prevaléncia se deve ao crescimento da populagdo, seu
envelhecimento, a urbanizacdo das cidades, ao crescimento da obesidade em
todas as faixas etarias, ao sedentarismo muito comum nos dias de hoje e a maior
expectativa de vida das pessoas pelo surgimento de novos farmacos para
prevencao e tratamento de doengas agudas e crénicas como infecgdes, doengas
cardiacas, canceres e doengas sistémicas’.

O diabetes mellitus tipo 2 (DM2) é uma doenga cronica, representando 90
a 95% dos casos de DM. Possui etiologia multifatorial e complexa, apresentando
componentes poligénicos com heranga familiar e fatores ambientais. Os
principais fatores de risco para o seu desenvolvimento sdo obesidade, habitos
alimentares inadequados e o sedentarismo.3?

Geralmente € uma doencga assintomatica, porém os principais sintomas
de hiperglicemia sdo emagrecimento inexplicado, poliuria, polidipsia, polifagia e
desidratagdo. Os sinais e sintomas podem ser insidiosos, dificultando o
diagndstico precoce, e comprometendo o progndstico do individuo 3234,

A evolugdo da doengca sem o controle adequado possibilita o
aparecimento de complicacbes decorrentes do comprometimento micro
(retinopatia, nefropatia, neuropatia) e macro vascular (doenca coronariana,
cerebrovascular, e vascular periférica).323% Neste contexto, o diagndstico rapido
melhora a expectativa de vida e o prognostico do doente, podendo minimizar os

efeitos a curto, médio e longo prazo. 33.

O DM2 é uma enfermidade metabdlica complexa e degenerativa. Apesar
dos avancgos no tratamento, muitos pacientes ainda enfrentam dificuldades no
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controle glicémico e metas terapéuticas correndo o risco de desenvolverem
comorbidades graves e crbnicas.

3.2 Fisiopatologia do DM2

A fisiopatologia do DM2 é bastante complexa e se caracteriza por
deficiéncia na sintese e secrecdo da insulina pela célula beta pancreatica de
forma variada com concomitante hiperglucagonemia. A fisiopatologia conta com
resisténcia a agao da insulina no tecido adiposo e musculo esquelético, producao
hepatica de glicose resultante da resisténcia insulinica no figado, disfungdo na
producdo de horménios incretinicos, aumento da lipblise e de acidos graxos
livres circulantes e ampliacdo da reabsorcéo renal de glicose 2234, Um esquema
das etapas fisiopatoldgicas que culminam com o aparecimento do DM2 3¢ pode
ser observado na Figura 1.
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A . L Funcao célula 3
Colon/bloma 4 Massa ceélula B Cérebro

? Microbiota anormal + Insulina T apetite
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Figura 1 - llustracao dos fatores conhecidos que contribuem para a hiperglicemia



23

A figura 1 mostra que o bioma intestinal é citado como um dos fatores que
contribuem para o processo da hiperglicemia, através do sistema incretinico
glicose dependente com producao de GLP-1 e posterior estimulo da célula beta
pancreética.

3.3 Diagnostico

Por ser uma doenca de tamanha relevancia e complexidade, os critérios
diagnésticos devem ser seguidos para que se faca de forma eficiente a deteccao
precoce da doenca na populagcao em geral. Como podemos observar na tabela
1, segundo as Diretrizes da Sociedade Brasileira de Diabetes 2024, nao sé a
glicemia de jejum, mas o teste de tolerancia a glicose (TTGO) sao utilizados
como critério diagnéstico. Em julho de 2009, o International Expert Committee
também sugeriu que a Hemoglobina glicada (HbA1c) fosse utilizada para
confirmacao de diabetes e pré-diabetes®.

Tabela 1 - Critérios laboratoriais para diagndstico de DM e pré-diabetes3?.

Critérios Normal Pré-Diabetes DM
Glicemia de jejum | _ 44, 100-125 > 126
(mg/dl)

Glicemia ao acaso

(mg/dl) + |- - =200
sintomas

Glicemia de 1 hora

no TTGO (mg/dl) < 155 155-208 > 209
Glicemia de 2

horas no TTGO | < 140 140-199 =200
(mg/dl)

HbA1c (%) <57 5,7-6,4 26,5

DM: diabetes mellitus; TTGO: teste de tolerancia a glicose oral; HbA1c: hemoglobina glicada.
*Considera-se como jejum a cessagao de ingesta calérica de 8-12 horas. **Carga oral
equivalente a 75 g de glicose anidra diluida em agua.

Recentemente, um comité de experts da IDF identificou que o valor de
corte do TTGO-2h de 200 mg/dl é equivalente ao valor de corte no TTGO-1h de
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209 mg/dl. Assim é recomendado pelo IDF que a glicemia no TTGO-1h >= 209
mg/dl seja um critério diagndstico para o DM,

E recomendado o diagndstico de DM quando houver glicemia de jejum
maior ou igual a 126 mg/dl e simultaneamente HbA1c maior ou igual a 6,5%,
nivel de evidéncia B, e o0 uso de TTGO-1h para diagnéstico de DM2 e deteccao
de pré-diabetes, por ser um resultado superior e mais pratico do que TTGO-2h,
nivel de evidéncia B%.

A partir do diagndéstico laboratorial inicia-se uma nova e desafiadora etapa
como acontece com todas as doengas crénicas que acometem a populacéo, e é
de suma importancia conhecer as caracteristicas das drogas a serem utilizadas
para que se faca a melhor escolha terapéutica e o tratamento seja

individualizado.

3.4 Tratamento do Diabetes

Estudos epidemiol6gicos mostram que a grande maioria dos pacientes
portadores de DM2 nao conseguem atingir e manter um controle glicémico
adequado, apesar dos avangos no tratamento. Estima-se que muitos individuos
diagnosticados com DM2 permanecam fora das metas terapéuticas
estabelecidas. Essa falta de controle esta associada ao aumento de
complicagdes crénicas e mortalidade prematura, além de representar grande
problema para o sistema de saude. Essa realidade ressalta a urgéncia na adogao
de estratégias e abordagens para o tratamento e manejo dessa condigio®?.

O sucesso no tratamento do diabetes depende da implementacgéo de trés
modalidades de intervencao: educacional, automonitorizacdo e farmacolégica
visando as metas glicémicas de controle. As diretrizes internacionais inovaram o
conceito de abordagem terapéutica, individualizando o tratamento e valorizando
a participacéo do paciente na escolha e definicdo do seu tratamento 3237-39,

A seguir podemos observar 0 consenso de tratamento sugerido pela
Sociedade Brasileira de Diabetes com os possiveis farmacos, associacdes e
indicacdes. Esse manejo se refere ao paciente adulto portador de diabetes tipo
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2 sem doencga cardiorrenal. Esta destacado em vermelho as indicagbes dos
iDPP4 e os melhores momentos para sua prescri¢ao.

Tabela 1: Manejo do tratamento em DM2 adulto sem doencga cardiorrenal.

MANEJO DA TERAPIA ANTIDIABETICA EM ADULTOS COM DM2 E SEM DOENCA CARDIORREMAL
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A seguir serdo apresentadas 2 classes de medicamentos prescritas no
tratamento do DM2: biguanidas e iDPP4.

3.4.1 Metformina

A metformina é uma medicacao oral da classe das biguanidas que ja
completou cem anos de descoberta e mesmo assim, seu mecanismo de acao
ainda n&o foi totalmente desvendado. E o antidiabético oral mais prescrito, sendo
a primeira op¢ao no tratamento dos pacientes portadores de DM2, devido a sua

seguranca, baixo custo, e reducao na glicemia. O efeito hipoglicémico se da pela
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supressao da neoglicogénese hepatica que através do AMP ativa a proteina
quinase (AMPK), melhorando a sensibilidade a insulina no tecido muscular e
hepatico, e se tornando importante no equilibrio energético e metabolismo

glicémico, e assim reduzindo a glicemia e a A1¢c#041,

Estudos mostraram que a metformina regula a neoglicogénese hepéatica
e reduz a glicemia por vias independentes da AMPK 42 sugerindo a participagao
de outros fatores. Evidéncias recentes sugerem que o intestino é o principal alvo
da acéo da metformina e ndo o figado 3. A metformina, quando administrada
por via intravenosa, em vez de por via oral, foi menos eficaz na reducédo da
glicemia #* 4% mostrando a importancia da mucosa intestinal para a agédo da
medicacdo*®. A metformina tem efeito rapido na composicdo e fungédo da
microbiota intestinal, sendo observado o crescimento de Akkermansia
muciniphila*’ associada a atividade das células L-enteroendécrinas, levando a
aumento na producéo tanto de GLP-1 como de GLP-24.

Em outro estudo randomizado, duplo-cego, controlado, envolvendo
individuos portadores de DM2 e virgens de tratamento, foi administrado placebo
ou metformina. Observou-se que a droga modificou a microbiota intestinal
interagindo com diferentes bactérias e reduzindo a glicemia e HbA1c. Esses
estudos apontaram o intestino como importante sitio de agao desta medicagéo?'.

Sabe-se ainda que pacientes tratados com metformina apresentaram
niveis plasmatico de DPP4 menores quando comparados a outros antidiabéticos
orais. E citado que em diferentes experimentos, a concentracdo de metformina
diminuiu a atividade plasmatica endégena da DPP4 em pacientes portadores de
DM2 49,

3.4.2 Incretinas

As incretinas sdao hormoénios da familia do glucacon, produzidos no
intestino, e liberados apds a ingestao de nutrientes (principalmente glicose e
gordura). Eles exercem uma série de efeitos, incluindo a estimulacdo da
secrecdo de insulina pancreatica de maneira glicose dependente e
desempenham um importante papel na fisiologia gastrointestinal local e de todo
0 corpo 5951,

Dois hormoénios intestinais medeiam o “efeito incretina” ou seja, maior
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liberacao de insulina em resposta a ingesta oral de glicose em comparag¢ao com
uma carga intravenosa igual de glicose, sédo eles: o GIP e o GLP-1. O GIP
(polipeptideo insulinotrépico dependente de glicose) € um polipeptideo de 42
aminoacidos, clivado do precursor proGIP, secretado no duodeno e parte
proximal do jejuno pelas células K e o GLP-1 (polipeptideo 1 tipo glucagon) é um
peptideo de 30 aminoéacidos, clivado do precursor de pré-glucagon, secretado
no ileo e célon pelas células L %0 %', Esses hormonios contribuem igualmente
para o efeito incretinico e tém resultados cumulativos apresentando secregao
simultanea®.

A liberagéo de GLP-1 tem uma fase inicial (15-30 min) e uma fase tardia
(1-2 h); o GIP tem um perfil de secrecédo semelhante. Os niveis plasmaticos pos-
prandiais aumentam aproximadamente duas a trés vezes, sendo 0 pico
dependente do tamanho e contelido da refeicdo %. Acredita-se que a secregao
precoce, responsavel pela maior parte do efeito, seja desencadeada por vias
locais de detecgao e contato direto com os nutrientes %153, Na Figura 2 podemos
observar a via incretinica glicose dependente e a molécula de GLP-1

estimulando a ilhota pancreatica 4.

INGESTAO DE
ALIMENTOS

Células a Células p

INCRETINA
GLP-1

Ilhotas Langerhans

Figura 2 - Via incretinica, glicose-dependente, produgio GLP-1 %4,

As incretinas atuam ligando-se a receptores especificos acoplados a
proteina G. O receptor GLP-1 (GLP-1R) € expresso nas células a e 3 das ilhotas
pancredticas, trato gastrointestinal, sistema nervoso central, coracao, pulméo e
rim>53-%5, As acdes do GLP-1 e GIP nédo sdo apenas na fisiologia intestinal local,
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mas também na homeostase da glicose e no controle do apetite®'. Apds sua
secrecgao, as incretinas sao rapidamente degradadas devido a acao da enzima
DPP-4, onipresente, encontrada na superficie das células epiteliais, endoteliais,
imunes e circulando no plasma%. A meia-vida do GLP-1 é menor que 2 min,
enquanto a do GIP é de 5 a 7 min, e ambos sao rapidamente eliminados pelos
rins®3,

O GLP-1 age em multiplos érgaos e sistemas, de forma rapida e longa
duracado. Reduz a producéo de glicose no figado, inibe a secrecao de glucagon
pelas células alfa pancreaticas, atua no estémago lentificando o esvaziamento
gastrico, estimula a producao de insulina glicose-dependente pelas células beta
pancreéticas, melhora a saciedade, reduz o apetite, aumenta a captacéao e o
armazenamento de glicose no adipécito e tecido muscular, além de melhorar a
funcdo cardiaca. A figura 3 a seguir mostra esquematicamente algumas das
acoes bioldgicas do GLP-15457-%9,

Cél’ebro I ." A Neuroprotegao

LAl

gl X L 4 Apetite e ingestao calérica

Coragdo _

A Cardioprotegao 5
“ Fungao cardiaca

¥ Esvaziamento gastrico

L

A Sensibilidade a

¥ Produgao glicose 3 -
insulina

\ _Pﬁncrea_s i
&

¢"d
Tecido A." L { 4 Secre;iio insulina
adiposo = e ¥ Secregao glugacon

\ 4 A Captagdo e ar

o0 o\ ) /j/ Masculo
i | =

4 Biosintese de insulina
* Proliferagao celula B
¥ Apoptose célula B

Figura 3 - Acdes do GLP1 %7

Quando a glicose da corrente sanguinea entra na célula beta pancreatica
e € metabolizada, o GLP-1 converte o ATP produzido em AMPc que ativa a
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proteina quinase A (PKA) e Epac?2 contribuindo para o fechamento do canal de
potassio, e iniciando o processo de secrecao de insulina. No entanto, em
situacao de normoglicemia, a entrada de glicose na célula beta é baixa evitando
desta forma a hipoglicemia °6'. O GLP-1 tem sua importancia na neogénese
das ilhotas pancreéticas e proliferacdo de célula beta 2. A vildagliptina quando
associada a pacientes ja em uso de metformina, promoveu melhora da funcéao

de célula beta 3.

3.4.3 Enzima DPP4 ou CD26

A DPP4 é uma glicoproteina transmembrana de tamanho ~110 kDa,
descoberta em 1966 e conhecida como marcador de superficie de células T
CD26/DPP4. E expressa na superficie de células endoteliais, imunes e
adipécitos e circula no sangue em sua forma solivel sCD26/DPP4%. A
expressdo de CD26/DPP4 em células T, foi maior em pacientes com DM2
quando comparado com o grupo controle de pessoas ndo diabéticas®®.

Esta enzima desempenha um papel primario na clivagem dos dipeptideos
N-terminais da molécula de GLP-164. Mais de 50% da concentracio secretada é
degradada antes da absorcao plasmatica. Pelo menos 40% do GLP-1 circulante
sofre clivagem antes de chegar aos sitios de acao se tornando inativo e apenas
10% do GLP-1 produzido chegam ao seu destino®. Vale lembrar que a
concentragdo de DPP4 é maior em obesos que em pessoas com IMC normal 67,

A DPP4 ligada a membrana contém residuos 1-766, enquanto a DPP4
soluvel contém residuos 39-766. A DPP4 solivel ndo possui o dominio
citoplasmatico [residuos 1-6], o dominio transmembrana [residuos 7-28] e 0
pedunculo flexivel [residuos 29-39]. Tanto a DPP4 soluvel ligada a membrana
quanto a circulante compartilham muitos dominios, incluindo a regiao glicosilada
[residuos 101-535, residuos especificos 85, 92, 150], dominio de ligagdo ADA
[340-343], dominio de ligacao fibronectina [468—479], dominio rico em cisteina
[351-506, ligacdes dissulfeto sdo formadas de 385-394, 444472 e 649-762] e
o dominio catalitico [507-766 incluindo residuos que compdem o sitio ativo

catalitico 630, 708 e 740] %8. Na figura 4 temos esquematizada a molécula de
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DPP4 soluvel e a molécula de DPP4 acoplada a membrana celular. A DPP4 ativa
é catalisada e liberada da membrana plasmatica, produzindo uma forma
circulante sollivel®®.

Membrane-anchored Soluble
DPP4 DPP4

COO0- C00-
Catalytic Region

Substrate
Cysteine-rich region
Fibronectin binding
ADA binding
| l Glycoslylated region l l
Flexible Segment

Transmembrane htt‘\‘m‘]‘m“‘w"lm‘"?‘w‘""” "

Cytoplasmic Domai

Substrate

NH2

Figura 4 - Molécula de DPP4 68

Sabe-se que a enzima DPP4 é capaz de clivar dezenas de substratos, ou
seja, polipeptideos regulando assim diversos processos biolégicos. Dentre eles
podemos citar: Peptideo Natriurético Cerebral (BNP), GLP-1, GLP-2, GIP,
Peptideo TT (PYY), Neuropeptideo Y (NPY), Eritropoietina, Peptideo Liberador
de Gastrina (GRP)®8. Atua como uma enzima multifuncional que esta associada
a muitas doencas metabodlicas, como doengas hepaticas gordurosas néo
alcodlicas (DHGNA), doencas cardiovasculares, obesidade, canceres, rejeicao

de enxerto renal e osteoporose*®.

A DPP4 apresenta varios sitios de ligacdo que interagem
especificamente com cada molécula de iDPP4. Figura 56°.

Classe 1: Vildagliptina, Saxagliptina: sitio de ligagdo S1S2
Classe 2: Linagliptina, Alogliptina: sitio de ligacao S1S2S1'S2’
Classe 3: Sitagliptina, Evogliptina: sitio de ligacdo S1S2S2extensivo
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Figura 5 - Enzima DPP4 e seus sitios de ligagao ©°.

3.4.4 Vildagliptina

A Vildagliptina € um antidiabético oral da classe dos iDPP4 comercializada
em diversos paises ao longo dos ultimos 17 anos, constituindo uma classe
terapéutica bastante conhecida e amplamente utilizada, principalmente pela
seguranca cardiovascular e renal.

A Vildagliptina possui o nome quimico, segundo nomenclatura da IUPAC,
de (S)-1-[N-(3-hidroxi-1-adamantil) glicil] pirrolidina-2-carbonitrila. E um pé
cristalino branco a levemente amarelado, nao-higroscépico, facilmente soluvel
em agua e solventes organicos polares e ndo possui polimorfos ou solvatos
identificados. Essa substancia possui somente um centro quiral e €
comercializada na forma de enantidmero puro (S) 7°. A figura 5 a seguir
representa a férmula molecular da Vildagliptina.

HO.
NH

=
\W
Q L

Figura 6 - Formula molecular da Vildagliptina 7°.
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A medicacao é rapidamente absorvida apds ingestao oral, atingindo picos
de concentracao plasmaticos entre 1,5 e 1,7 horas. A distribuicao sistémica nao
é prejudicada pela ingestdo de alimentos. E principalmente metabolizada pelos
rins, em metabdlitos inativos e cianoamida, sendo 85% eliminado na urina, com
meia-vida de eliminacdo de 3 horas aproximadamente apoés a ingestdo oral®”’.

A Vildagliptina € um antidiabético oral de efeito incretinico baseado na
acao insulinotrépica do glucagon-like peptide-1 (GLP-1) que melhora a
capacidade secretora de insulina pela célula beta pancreatica e reduz a
producéo de glucagon pela célula alfa. Como consequéncia diminui a glicemia,
a Alc, e melhora a variabilidade glicémica por promover uma modulacdo na
secrecdo de insulina e glucagon de forma glicose dependente 7273 Pode ser
associada a outras classes de hipoglicemiantes orais levando ou ndo a um
sinergismo de acao.

N&o interfere no peso e apresenta baixo risco de hipoglicemia’78. E
segura e bem tolerada apresentando pouco ou nenhum efeito adverso”’-80. Pode
ser utilizada em todas as fases da doenga, como monoterapia, terapia dupla,
tripla, quadrupla 32 e até em pacientes hospitalizados. Seu uso é liberado em
pacientes com disfungcdo renal moderada a grave, desde que, se faga o ajuste
do medicamento para a dose recomendada®'. Nesses pacientes a droga
mostrou-se eficaz na reducao da A1c. Pode ser utilizada em pacientes dialiticos
com segurancga 8,

E uma medicagdo com grande aceitacdo e indicacdo na populagdo de
idosos, inclusive em pacientes acima de 75 anos, demonstrando excelente perfil
de tolerabilidade e seguranga e baixo risco de efeitos adversos®. N&o esta
associada a aumento do risco cardiovascular (MACE) 8488, Estudos de vida real
confirmam esse cenario de eficacia clinica comprovada e ampla evidéncia
cientifica 8990,

Embora alguns estudos sugiram uma ligagao entre iDPP-4 e microbiota
intestinal, poucos foram realizados com Vildagliptina em humanos e em modelos
animais e assim seus mecanismos permanecem obscuros'! 1218 91-93

Uma revisdo sistematica com meta-analise em rede comparou o0s
resultados cognitivos associados aos antidiabéticos e demonstrou que os iDPP-
4 foram associados a um risco reduzido de deméncia?'. Em outra meta-analise

examinando o impacto dos antidiabéticos no risco de deméncia, os iDPP-4
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mostraram um efeito protetor contra a deméncia de Alzheimer comparado com
0s pacientes que ndo usaram antidiabético?.

3.5 Microbiota intestinal

O intestino humano é o sitio organico mais povoado por microrganismos
na maioria ndo patogénicos. O intestino dos mamiferos abriga virus,
protozoarios, arqueias e cerca de 10 trilhdes de bactérias diferentes,
principalmente anaer6bias, que aumentam de densidade a medida que se
movem ao longo do trato gastrointestinal ®4 9. O nimero de bactérias ultrapassa
0 numero total de células que compdem os tecidos, sistemas e todo o corpo dos
mamiferos. As bactérias da microbiota intestinal apresentam 2 milhdes de genes
comparado com o genoma humano que tem 20.000 genes, ou seja, 100 vezes
mais genes do que o dos mamiferos, com 500 a 1000 espécies diferentes 96-%,

O hospedeiro e a microbiota intestinal representam uma conexao
simbidtica na qual o hospedeiro fornece um habitat rico em nutrientes para o
microbioma, e 0s micrdbios influenciam a fisiologia, a imunologia e o
metabolismo do hospedeiro 249

A complexidade dinamica e a composicao do ecossistema microbiano
tém influéncia genética, individual e externa, como estilo de vida, uso de
medicamentos 1%, ingestdo de alcool ', tipos de dietas %2 e tem papel vital na
manutencdo da saude do hospedeiro, regulando sistemas, metabolizando e
produzindo substancias'® Além disso, o microbioma intestinal regula
criticamente o eixo intestino-cérebro, onde metabdlitos das bactérias intestinais,
como acidos graxos de cadeia curta e neurotransmissores, podem cruzar a
barreira hematoencefalica e influenciar a fungao cerebral 9193, A seguir na
Figura 6 serdo apresentados varios fatores ambientais capazes de modular a

microbiota, considerados mais relevantes que o fator genético.
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Figura 7 - Fatores que causam disbiose na microbiota 100-102

A microbiota intestinal € composta por bactérias que desempenham

diferentes fungdes: transformam os carboidratos ndo digeriveis em &cidos

graxos de cadeia curta, promovem o desenvolvimento e diferenciagéo do epitélio

intestinal do hospedeiro, modulam o sistema imunolégico, conferem protecao

contra invasdo por patégenos, e mantem a homeostasia tecidual®®. O quadro 1,

mostra a classificacdo em filo e género da microbiota intestinal.
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Quadro 1 - Principais filos presentes na microbiota intestinal e suas
caracteristicas 96.98.104

Filo Géneros Caractéristicas
Representativos

Reino bactéria

Firmicutes Ruminococcus Um filo que compreende 274 géneros
Clostridium de bactérias predominantemente
Lactobacillus gram-positivas.
Enterococcus Compreende géneros com atividade
Mollicutes imunomodulatéria benéfica

(Clostridium, Lactobacillus), e géneros
que levam a inflamagéo e que estao
associados a algumas doencas
cronicas (Mollicutes)

Bacteroidetes Bacteroides Um dos filos predominantes no
Prevotella intestino humano e consiste
principalmente de bactérias gram
negativas, com caracteristicas
fermentativas e que modulam
beneficamente o sistema imune

intestinal.
Proteobacteria Escherichia Sao bactérias gram-negativas com
Helicobacter formatos variados. O filo inclui grande
Salmonella diversidade de patbgenos, e bactérias
responsaveis por fixacao de nitrogénio
Actinobacteria Bifidobacterium Consiste em bactérias gram-positivas

e 0 seu principal género é comum no
intestino humano, principalmente ao se
consumir prebibticos

Cianobacteria Synergistes Conhecidas como bactérias azuis.
Apresenta efeitos pouco conhecidos
na microbiota Intestinal
Verrucomicrobia | Chlamydia Este filo apresenta bactérias com
grande potencial patogénico. O género
Chlamydia ja foi associado com cancer

Reino Archaea

Euryarchaeota Methanobrevibacter Esses microrganismos promovem
aumento da eficiéncia de fermentagao
das bactérias, por serem grandes
consumidores de H2

O sistema imunoldgico do hospedeiro convive pacificamente com trilhdes
de bactérias garantindo harmonia e permanecendo alerta a qualquer patégeno
que invada o trato intestinal. A imunidade intestinal evita o aumento da
permeabilidade intestinal e, consequentemente, o surgimento da disbiose,
situagdes que coexistem em algumas doengas cronicas'®. Apesar do vasto
numero de estudos sobre a microbiota intestinal, ainda nos deparamos com

muitas lacunas sobre como esse ecossistema pode afetar o bem-estar do
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hospedeiro'%. E importante sabermos como a microbiota pode ser modificada
pelo uso de varios tipos de medicamentos'®. O conhecimento das espécies
microbianas é necessario para decifrar seus papéis bioldgicos'®, sua simbiose
com o hospedeiro e a promog¢ao de doencas.

A andlise metagendmica do intestino distal e fezes de humanos revelou
que os principais filos bacterianos sdo os Bacteriodetes (gram negativos) que
predominam em individuos magros e Firmicutes (gram positivos) mais
observado em obesos. Mecanismos intestinais locais levam a uma alteragéo na
permeabilidade da barreira intestinal desencadeando inflamagao e resisténcia
insulinica sistémica'®. Sendo assim, a microbiota intestinal tem um papel
relevante na fisiopatologia da obesidade e do DM2, desencadeada por uma
mudanca na diversidade bacteriana e aumento da permeabilidade intestinal 0,
mesmo em situacdes envolvendo cirurgia para perda de peso '''. Vérios estudos
tém demonstrado que pacientes com DM2, obesidade ou doencas inflamatorias
intestinais apresentam frequentemente desequilibrio na microbiota intestinal 1°°
112115 Estudos mostraram que a populagdo de Firmicutes em pacientes com
DM2 foi menor do que no grupo controle, enquanto as de Bacteroidetes e
Proteobacteria foram mais abundantes. Os Lactobacillus spp. foram mais
abundantes em pacientes com DM2, quando comparado com individuos nao
diabéticos'6-118

Os bacteroidetes gram negativos abrigam um lipopolissacarideo (LPS) em sua
parede celular, que € uma grande molécula formada por um lipideo e um polissacarideo.
O LPS é um ativador potente de respostas moleculares associada a patégenos (PAMP),
principalmente via receptor Toll-like 4 (TLR4). Sabe-se que o TLR4 esté envolvido na
origem da resisténcia insulinica, o que reforca uma ligagéo entre as vias metabdlicas e
inflamatdrias. O TLR4 ativa uma via de sinalizagéo que induz a resposta inflamatéria e
a expressao e secregio de citocinas 192!, A permeabilidade intestinal aumenta devido
uma redugdo das proteinas presentes nos complexos juncionais tight junction
(localizados entre os enterdcitos conectando-os e tornando o epitélio impermeavel)
como a zonula occludens-1 (ZO-1) e a ocludina. Esses complexos se rompem ou ficam
frouxos permitindo a translocacao de bactérias e seus fragmentos, como o LPS, do
limen intestinal para a corrente sanguinea. Esse processo € descrito como fundamental
na génese da resisténcia insulinica e inflamagao em humanos e camundongos'%® 122126,

Akkermansia muciniphila compreende de 3 a 5% das bactérias intestinais em
pessoas saudaveis. Mesmo sendo uma bactéria Gram negativa com LPS na superficie,
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ela aumenta a espessura do muco do epitélio intestinal, reduzindo a endotoxemia. Sabe-
se que a A. muciniphila esta associada ao aumento na produc¢édo de GLP-1 e GLP-2 nas
células L-enteroendocrinas, porém, este mecanismo ainda ndo esta totalmente
elucidado'?’.

Estudos efetuados em camundongos submetidos a dieta hipergordurosa, levou
a uma redugdo na quantidade de A. muciniphila, que posteriormente aumentou
significativamente com uso de metformina por seis semanas, além de aumentar a
producdo de mucina pelas células caliciformes, sugerindo uma diminuicdo na
permeabilidade intestinal 1?8,

Estudo em humanos mostrou que a suplementagao oral de A. muciniplila por 3
meses foi segura e bem tolerada e revelou varios beneficios: redug¢édo da insulina e
resisténcia insulinica, reducao dos niveis de colesterol, reducao da atividade da enzima
DPP4, reducao das enzimas hepaticas em especial gama GT, reducao discreta do peso
corporal e significativa redugéo do LPS plasmatico 2°

3.6 Metabolomica

Sabe-se que a metabolémica € o estudo de metabdlitos de pequenas
moléculas produzidas pelo corpo humano e que fornecem informagbes sobre
condicdes fisiolégicas e fisiopatoldgicas de salude e doencga e tem por objetivo
testar, analisar e estudar quantitativamente metabdlitos. Esta pratica esta se
tornando uma ferramenta clinica que avalia e estuda o risco de se desenvolver
certas patologias, e € facilmente realizado em biofluidos como sangue e urina.
Muitos estudos investigam as mudancgas nos biomarcadores em pacientes com
DM, contribuindo substancialmente para a compreensao dessas doencas
metabolicas 30131

Os perfis metabdlicos consistem em uma colecdo de ensaios que
caracterizam painéis de metabdlitos relacionados a vias especificas. Esses
ensaios podem ser estaticos tendo o perfil transversal em um determinado ponto
de tempo ou dindmicos que avalia a mudanca nos padrdes de perfil apds um
desafio metabdlico especifico '32. Em combinacdo com métodos de separacio,
como cromatografia liquida ou gasosa, os metabdlitos sdo caracterizados por
espectrometria de massa ou espectroscopia de ressonancia nuclear
magnética’. No entanto, desconhecemos a influéncia da Vildagliptina sobre

esses marcadores.
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3.7 Interleucinas

“Citocina” € um grupo diverso de proteinas soluveis e peptideos
produzidas por leucocitos os quais atuam como reguladores tanto em condicdes
patol6gicas como normais para modular as atividades funcionais de tecidos e
células do individuo. Podem ser pré-inflamatérias ou anti-inflamatérias,
dependendo do microambiente em que se encontram e sdo responsaveis por
regular e mediar reacoes inflamatérias e imunoldgicas. Elas agem ligando-se a
receptores especificos na superficie de células-alvo, o que provoca alteragdes
intracelulares.

A Interleucina-4 (IL-4) € altamente pleiotrépica, estimula diferentes
células-alvo e provoca diferentes respostas bioldgicas. Muitos tipos de células,
principalmente de origem hematoldgica, expressam receptores para IL-4.
Consequentemente, os efeitos da IL-4 foram descritos em linfécitos B e T, células
Natural Killer, fagécitos, mastocitos, fibroblastos e células progenitoras
hematopoiéticas. Atua em trés areas principais, regulando a expressao de
anticorpos nas células B, estimulando o crescimento de células T, e suprimindo
a inducao de citotoxicidade celular por células Natural Killer e Lymphokine-
activated Killer cell, e assim regulando respostas imunes celulares e por fim
promovendo o crescimento e diferenciacdo de células hematopoiéticas'3?,

A interleucina-10 (IL-10) € uma citocina anti-inflamatéria produzida por
uma variedade de células no sistema imunolégico, incluindo macréfagos, células
Natural Killer, células T e B em resposta a estimulos pré-inflamatorios. A IL-10
se liga a cadeia a de alta afinidade de seu receptor (IL-10Ra) e ativa a via de
sinalizagéo para exercer sua funcao anti-inflamatéria. No tecido adiposo, a IL-10
é produzida principalmente por macrofagos®. Seus niveis séricos sdo
significativamente reduzidos em pacientes com obesidade e sindromes
metabdlicas. Sugere-se que ela atenue a inflamacéao do tecido adiposo e melhore
a resisténcia insulinica em obesos, modulando a ativagdo de macréfagos®.

Vale lembrar que os macrofagos M1 inflamatérios produzem citocinas pré-
inflamatorias, como IL-1, IL-6, IL-12, TNF-a e quimiocinas, e os macrofagos M2
regenerativos produzem citocinas anti-inflamatérias, como IL-10 e IL-13133,

O interferon gama (IFN-y) € uma proteina glicosilada que atua como uma
citocina, desempenhando um papel importante na defesa imunolégica. E
produzido por células T CD4+ ou CD8+ ativadas e células Natural killer. Tem
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efeito agindo em virus, bactérias e células tumorais, e no controle da resposta
das células B e T, sendo um importante mediador da imunidade, ativando células
fagociticas que destroem agentes invasores 4.

MCP-1 ou CCL2 (proteina quimiotatica de mondcitos-1) é uma quimiocina
de 11 kDa que recruta mondcitos circulantes e linfécitos T para o tecido ligando-
se ao receptor de quimiocina CC-2 (CCR2). Muitos estudos demonstraram o
papel critico do MCP-1 na obesidade promovendo infiltracado de macréfagos no
adipdcito e suas contribuicdes para a fisiopatologia da inflamacéo presente na

obesidade e resisténcia a insulina 8.

3.8. Deméncia

A Doenga de Alzheimer (DA)é um transtorno neurodegenerativo
progressivo e fatal que se manifesta pela deterioragdo cognitiva,
comprometimento da memdria e das atividades diarias e sintomas
neuropsiquiatricos com alteracdes comportamentais. E a causa mais comum
de deméncia, sendo responsavel por 60 a 80% das deméncias em idosos e
esses numeros aumentam com a idade acometendo duas vezes mais as
mulheres. A etiologia ainda é desconhecida, mas acredita-se que seja
geneticamente determinada’3* O diagndstico é clinico, e exames de imagem
identificam achados especificos que sugerem DA. O tratamento é de suporte.

Fatores de risco vasculares, como hipertensao, diabetes, dislipidemia e
tabagismo, podem aumentar o risco da DA. Evidéncias sugerem que o
tratamento agressivo desses fatores de risco precocemente pode atenuar o risco
de desenvolver comprometimento cognitivo na idade mais avangada.'s®

As principais caracteristicas patolégicas da DA sdo depdésitos
extracelulares beta-amiloides (nas placas neuriticas) e emaranhados
neurofibrilares intracelulares no coértex cerebral e na substancia cinzenta
subcortical (filamentos helicoidais emparelhados), o que resulta em atrofia total
das areas afetadas do cérebro, tipicamente comecando no mesial do lobo
temporal. O mecanismo pelo qual emaranhados peptidicos e neurofibrilares
beta-amiloides causam esses danos ndo esta totalmente compreendido, mas

contribuem para os sintomas clinicos da deméncia'3®.
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Observou-se resposta imune sustentada e inflamagéo no encéfalo de
pacientes com DA. Alguns especialistas propuseram que a inflamagéo € uma
caracteristica patoldgica central da DA'3® O distirbio do metabolismo da
glicose demonstrou ter um papel potencialmente importante no desenvolvimento
DA137_

A OMS demonstra preocupagédo com o envelhecimento populacional € o
aumento da incidéncia de DM2 no mundo, pois sao fatores de risco importantes
para o desenvolvimento do Alzheimer. Estima-se que em 2030 o nimero de caso
podera chegar a 75 milhdes. No momento o Brasil juntamente com india, China,
Nigéria e México sdo os paises mais afetados.

Segundo a OMS estima-se que a doenca de Parkinson (DP) afete cerca
de 1% da populagdo mundial com mais de 65 anos sendo a segunda doenca
neurodegenerativa mais comum no mundo. Ela é caracterizada por uma
diminuicdo na capacidade de pensar e raciocinar, que pode afetar a memodria, a
linguagem, a coordenacdo e o comportamento, levando a esquecimento,
desorientagdo, confusdo mental, perda da capacidade para tomar decisées,
planejar, resolver problemas e da percepc¢ao visoespacial. Nao existe cura para
a doenga de Parkinson, mas os tratamentos podem ajudar a estabilizar ou

retardar a progressao da doenca.

A Organizagcdo Pan-Americana da Saude (OPAS) e a Organizagao
Mundial da Saude (OMS) alertam para o risco de deméncia vascular em pessoas
com diabetes. A deméncia vascular diabética é um tipo de deméncia que ocorre
qguando o diabetes aumenta o risco de danos nos vasos sanguineos do cérebro,
levando a perda de fungdo mental causada por uma redug¢do ou bloqueio do
suprimento de sangue no cérebro. Isso faz com que as células cerebrais figuem
privadas de oxigénio e morram. O diabetes pode afetar o cérebro de vérias
formas, incluindo: danos aos vasos sanguineos do cérebro, aumento do risco de
AVC, comprometimento cognitivo, como dificuldade de concentracdo e de
lembrar informacdes. O controle do diabetes pode ajudar a prevenir ou retardar
o desenvolvimento da deméncia vascular, segundo a OMS.
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4. METODOLOGIA

Este é um estudo longitudinal, pareado, de intervencgao, e os participantes
foram avaliados antes, durante e apds a intervencao. O participante era seu
préprio controle, assim sendo ndo tivemos grupo controle duplo cego, controlado
com placebo nesse estudo.

4.1 Aspectos éticos

O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
da Universidade de Campinas (CAE: 84087617.0.0000.5404) (Anexo 1).
Regulamento do biorrepositério da FCM/UNICAMP. (Anexo 2). Este trabalho
esta de acordo com as diretrizes da resolugcédo 466/12 do Conselho Nacional de
Saude para pesquisas em seres humanos. Todos os participantes assinaram o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexo 3)

4.2 Local e duracao do estudo

Os participantes deste estudo foram selecionados no Ambulatério de
Doencas Endocrino Metabdlicas do Hospital Filantrépico Sdo Joao de Deus em
Divinépolis, MG, no setor do Sistema Unico de Saude. Esse ambulatério é um
servico publico que fornece atendimento especializado aos pacientes com
diagnoéstico de diabetes que sdo encaminhados exclusivamente das unidades
basicas de saude. O estudo teve duragcédo de dois meses.

4.3 Calculo Amostral

A populagéo estudada foi de participantes com DM2 idade entre 18 e 75
anos, com HbA1c entre 6,5 e 10%, indice de massa corporal (IMC) entre 25 e 35
Kg/m?2, taxa de filtragdo glomerular (TFG) > 30ml/min/1,75m?2, que ndo estivesse
em uso de IDPP4 e bloqueador da bomba de préton ou usado antibiético nos 3
meses prévios ao inicio do estudo. Mensalmente, sao atendidos no ambulatério

de doengas endocrino metabdlicas do hospital filantrépico S&o Joédo de Deus na
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cidade de Divindpolis em média 30 pacientes com as caracteristicas descritas
acima. Como nao conhecemos o efeito dos IDPP4 na microbiota intestinal e nem
sua correlagdo com os AGCC, consideramos como p=0,50, conforme
padronizado na literatura. Nosso calculo amostral foi de 28.

A férmula para o calculo amostral nesse caso foi:

N.p.q.(Z%)2

(N-1).E2+p.q.(Z %)2

n=

Em que:

N: Tamanho da amostra

Zw2: Percentil de ordem (1-a) da distribuicdo gaussiana padréao = 1,96
P: Estimativa da propor¢ao de interesse, quando desconhecida p = 0,5
Q: Estimativa da propor¢éo de nao interesse, complementar de p

N: Tamanho da populacao

E: Preciséao (geralmente de 5% a 10%)

Substituindo os parametros chegamos a um tamanho de amostra de no
minimo 28 participantes considerando uma precisao de 5%.

a2
N.p.q. (Z 7) 60x0,5x0,5x(1,96)* 28
n= = =
a\? (60 —1)0,10% + 0,5x0,5x(1,96)?
(N—l).E2+p.q.(Zz) ( ) (1,96)
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4.4 Critérios de inclusao

Incluimos neste estudo participantes de ambos os sexos, com idade entre
32 e 70 anos, acometidos com DM2, com niveis de HbA1c eram de 6,5 a 10%,
indice de massa corporal entre 25 e 35Kg/m?, e taxa de filtragdo glomerular >
30ml/min/1,75m?, ndo usando iDPP4, e que aceitaram fazer parte do estudo
assinando o TCLE.

O diagndéstico de DM2 desses participantes foi feito em outro momento
através de dois resultados de glicemia de jejum maiores ou iguais a 126mg/dI.
Desta forma, como todos os pacientes ja eram diagnosticados como portadores
de DM2, eles ja faziam uso de metformina, que foi mantida durante todo o
acompanhamento e associada a Vildagliptina. Assim sendo, uma das limitagdes
deste estudo foi selecionar participantes que nao estivesse em uso de
antidiabético oral ja que o diagnéstico foi anterior ao inicio do estudo.

4.5 Critérios de exclusao

Excluimos os pacientes com DM tipo1, insuficiéncia renal e insuficiéncia
hepatica, gravidez, e pacientes acometidos por qualquer patologia intestinal.
Foram também excluidos deste estudo os pacientes em uso prévio de iDPP4,
inibidores da bomba de préton e antibidético nos 3 meses que antecederam o

inicio deste estudo.

4.6 Populacao e tamanho da amostra

Foram selecionados 36 pacientes atendidos no Ambulatério do Hospital
Sao Joao de Deus que preenchiam todos os critérios citados acima. Dos 36
participantes, 3 pacientes perderam uma coleta de amostra fecal, 2 pacientes
tiveram a coleta de soro comprometida por problemas técnicos e 2 pacientes
tiveram perdas nas amostras fecais e de soro e foram excluidos. Os 29 pacientes

restantes concluiram o estudo.
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4.7 Execucao do estudo: Fluxograma

Apos a selegéo, os participantes foram instruidos a coletar uma amostra de
fezes em seus lares reservando o material em recipiente especifico para entregar
no dia seguinte pela manha no laboratério de andlises clinicas em Divindpolis.
No dia da entrega da amostra fecal, o paciente estava em jejum de 12 horas,
teve o0 peso e a circunferéncia abdominal aferidos e foi coletado sangue para
obtencéo do soro.

O material biol6gico foi congelado a -80 graus celsius até ser
encaminhado ao laboratério de Investigagao Clinica e Resisténcia Insulinica da
Unicamp para a realizacao das analises propostas.

Os pacientes foram orientados pela médica endocrinologista e
pesquisadora a iniciar tratamento medicamentoso padrdo com Galvus®
(Vildagliptina) 50mg, fornecido pelo hospital imediatamente apds a primeira
coleta (T1). Foram mantidos os demais medicamentos de uso crénico, assim
como a dieta habitual feita pelo participante.

Os pacientes mantiveram o tratamento medicamentoso inalterado durante
todo o periodo do estudo (60 dias).

Trinta dias apds o inicio do tratamento medicamentoso padrdo foram
realizadas novas afericbes antropométricas e novas coletas de material
biolégico, fezes e soro, conforme realizado anteriormente (T2).

Sessenta dias apos o inicio do tratamento medicamentoso padrao, no final
do estudo, foram realizadas novamente as afericbes e coleta de material
bioldgico, conforme realizado anteriormente (T3).

Assim, apos 60 dias de tratamento e a realizagdo de 3 coletas de material
bioldgico e dados antropométricos, o estudo foi finalizado. Os pacientes
continuaram recebendo a medicacado por um periodo de 5 meses. A seguir a
Figura 8 mostra o fluxograma do estudo.

A adesado dos pacientes que concluiram o estudo foi de 100%. Eles
foram orientados a entregar as cartelas vazias dos medicamentos consumidos
como um critério de adesao ao tratamento. Atribuimos o sucesso da adesao por

se tratar de um curto periodo de acompanhamento.
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SELECAO
- Selecéo do participante com DM2

TEMPO 1 (T1)
- Realizada pesagem e medida da circunferéncia abdominal
- Coleta de material biolégico (sangue e fezes)

- Inicio do tratamento padrao com vildagliptina

TEMPO 2 (T2)

-1 més apos T1
- Realizada pesagem e medida da circunferéncia
abdominal
- Coleta de material biolégico (sangue e fezes)

TEMPO 3 (T3)

- 2 meses apos T1
- Realizada pesagem e medida da circunferéncia
abdominal
- Coleta de material bioldgico (sangue e fezes)
- Término do estudo

\. v

Figura 8 - Fluxograma de execugao do estudo

4.7.1 Acompanhamento médico

Durante o estudo os participantes foram atendidos em trés consultas
endocrinolégicas com durag&do de 30 minutos, em cada um dos momentos em
que foram coletados seus dados antropométricos e os materiais biolégicos (T1,
T2 e T3).

No primeiro atendimento, foi preenchida a ficha de atendimento (Anexo 4)
em que o participante foi questionado sobre tempo de doencga, escolaridade,
doencas associadas, cirurgias, vicios, habitos de vida e de moradia, tratamentos

prévios, queixas atuais, dificuldades com o tratamento, complicacdes, sintomas
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de hipoglicemia, dieta atual e medicagbes em uso. No primeiro atendimento
enddcrino foi prescrito Galvus® 50mg de 12 em 12 horas.

No segundo e terceiro atendimentos, foram abordadas queixas atuais,
dificuldades, duvidas, intercorréncias e sintomas de hipoglicemia.

Em todas as consultas foi realizado exame fisico completo.

4.7.2 Padronizacao do tratamento medicamentoso

Foi prescrito e fornecido gratuitamente aos participantes o farmaco
Vildagliptina, nome comercial Galvus® 50mg (Fabricado por Novartis Pharma
GmbH em Nuremberg, Alemanha) ap6s o atendimento no ambulatério de
Doencas Endocrino Metabodlicas do HSJD (Anexo 5 e 6). A aprovagao dessa
medicacdo foi em 2007 pela Agéncia Europeia de Medicamentos (EMA).

O tratamento dos participantes foi iniciado e mantido durante os dois
meses do nosso trabalho e mantido por mais 5 meses apés o término deste. Os
pacientes mantiveram o uso dos medicamentos que usavam previamente. Lista

das medicac¢bes usadas por cada paciente no Anexo 7.

4.8 Metodologia das Analises

O soro coletado dos pacientes nos trés momentos de coleta, foi utilizado
para as dosagens laboratoriais. As amostras fecais seguiram para a analise da
microbiota

A seguir temos as dosagens realizadas e as respectivas metodologias:
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Quadro 2 - Metodologia das dosagens laboratoriais

Dosagens Laboratoriais Metodologia

Glicemia Jejum (mg/dl) Enzimético

HbA1c (%) HPLC (cromatografia liquida de alta
performance)

Ureia (mg/dl) Enzimético

Creatinina (mg/dl) Picrato alcalino

Aspartato Aminotransferase (U/L) Cinético-ultravioleta

Alanina Aminotransferase (U/L) Cinético-ultravioleta

Gama Glutamil Transferase (U/L) Cinético SZASZ modificado

Colesterol Total (mg/dl) Colorimétrico enzimatico

LDL-C (mg/dl) Calculo

HDL-C (mg/dl) Colorimétrico enzimatico

Triglicerideos (mg/dl) Colorimétrico enziméatico

Albumina (g/dl) Colorimétrico

Taxa de Filtragdo Glomerular; Formula CKD-EPI (2021)

4.7.1 - Analise da microbiota

Amostras de fezes foram coletadas antes, 30 e 60 dias ap0s a introducéo
da vildagliptina, armazenadas a -80 °C e processadas em um ambiente
controlado para minimizar a contaminagao. O DNA gendmico foi extraido de uma
amostra de 200 mg usando o QlIAamp DNA Stool Mini Kit (Qiagen, Hilden,
Alemanha). Um controle negativo (agua do mini kit) foi usado da extracao até as
etapas finais de sequenciamento, e um padrdao de comunidade de DNA
microbiano simulado foi usado como controle positivo (ZymoBIOMICS, Irvine,
CA, EUA). Do DNA, a regiéao hipervariavel V3-V4 do rRNA 16S bacteriano foi
amplificada, seguida pela Preparacdo da Biblioteca de Sequenciamento
Metagenbmico lllumina 16S, apdés a qual a composicdo taxonbébmica da
comunidade foi obtida usando a plataforma lllumina® MiSeq. As bibliotecas de
sequenciamento de DNA foram construidas seguindo as instrugbes do fabricante
(lllumina, San Diego, CA, EUA) e o fluxo descrito por Caporaso. ¥ As
sequéncias Fastq foram analisadas no software Illlumina 16S Metagenomics para
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classificar taxonomicamente sequéncias 16S rRNA usando o banco de dados
DADA2. Andlises de abundancia pareada foram realizadas usando o software
IBM SPSS® v.20.0 (Wilcoxon Signed Ranks Tests). O Qiime2 v.2023.9 também
foi usado para analises. 3 Inicialmente, os dados de sequenciamento passaram
por pré-processamento, onde leituras pareadas foram mescladas (merge-paired)
e ruido removido usando Deblur, com truncamento definido em 305 pares de
bases, resultando em Variantes de Sequéncia Amplicon (ASVs) de alta
qualidade. Posteriormente, analises de diversidade foram realizadas com base
em ASVs. Para diversidade a, métricas como Faith's Phylogenetic Diversity,
Evenness, Shannon, Observed Features, Simpson, Chao1, Inverted Simpson e
indices Ace foram calculados. A analise de B-diversidade também foi conduzida
usando distancias unweighted_unifrac, weighted_unifrac, Jaccard e Bray—Curtis.

A classificagdo taxon6mica foi conduzida usando a referéncia
09_2022_10_backbone.v4.nb.gza. Finalmente, os resultados foram visualizados
usando um gréfico de analise de coordenadas principais, gerado usando dados
de B-diversidade. Os dados foram transformados em logaritmo no R (v.4.4.1,
langado em 2024-06-14) para melhorar a interpretabilidade. Os graficos foram
gerados no GraphPad Prism 7.0 e R (v.4.3.1).

4.7.2 - Quantificacao de metabdlitos

Os metabdlitos foram processados e quantificados usando o software
Nuclear Magnetic Resonance Suite v.8.1 (Chenomx Inc™, Edmonton, AB,
Canada). O mddulo do processador foi usado para ajustar a fase espectral e
executar corregdes de linha de base. Uma funcéo de alargamento de linha de
0,5 Hz foi usada para reduzir o ruido do sinal e ajustar os sinais dos metabdlitos
aos picos espectrais. O sinal da agua foi suprimido e os espectros foram
calibrados usando o sinal de referéncia TMSP-d4 a 0,5 mM. Os espectros foram
entéo transferidos individualmente para um modulo de Profiling para determinar
perfis metabolémicos. Os metabdlitos foram identificados e as concentragbes
medidas. Os dados de concentracao dos metabdlitos foram exportados para o

Excel® (Microsoft Office™ 365) e normalizados conforme necessario. 40
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4.7.3 - Analise da metabolémica (Protocolo LnBio):

Aproximadamente 500ul de soro dos pacientes foram filtrados em filtros
da MilliPore (Amicon Ultra - Centrifugal Filters) por meio de centrifugacéo a
14.000 rpm e a 4°C. O filtrado foi coletado, secado, utilizando-se Speed Vac, e
armazenado em -80°C. Para a avaliacao por RMN, a amostra foi ressuspendida
em 540 uL de agua deuterada e 60 uL de tampéo fostato a 100 mM contendo
TMSP a 0.5mM.

Para a analise de perfil metaboldlico e determinacdo das concentragdes
de metabdlitos utilizamos o Espectrémetro Varian-Agilent Inova (Agilent
Technologies Inc.™, Santa Clara, EUA) do Laborat6rio Nacional de Biociéncias
do CNPEM. Os espectros 'H RMN das amostras foram adquiridos utilizando um
Espectrometro de Ressonancia Magnética Nuclear equipado com sonda
criogénica de tripla ressonancia operando na frequéncia de 'H de 600 MHz e
temperatura constante de 298 K (25°C). Um total de 256 varreduras,
dependendo da concentracdo dos metabdlitos, foram coletadas com 32000
pontos, tempo de aquisicdo de 4s em uma janela de largura espectral de 16 ppm.
Um tempo de espera de 1.5s foi incorporado entre as varreduras, durante o qual
um campo continuo de radiofrequéncia de pré-saturacdo de agua sera aplicado.

As correcdes da fase espectral, da linha base, bem como a identificacao
e quantificagdo dos metabolitos presentes nas amostras, foram realizadas com
a ajuda do software Chenomx NMR Suite® (Chenomx Inc.™, Edmonton,
Canada).

O mdédulo de processamento deste software foi utilizado para ajuste da
fase espectral e realizar corregdes de linha de base. Uma fungéo de alargamento
de linha de 0,5 Hz foi aplicada para reduzir o ruido de sinal e facilitar o ajuste dos
sinais dos metabdlitos aos picos espectrais. O sinal da agua foi suprimido, e os
espectros foram calibrados usando o sinal de referéncia do TMSP-d4 a 0,5 mM.
Os espectros foram entdo transferidos individualmente para o modulo de
perfilagcdo do software para determinar o perfil metabolémico de cada grupo. Os
metabdlitos foram identificados e suas concentragdes foram medidas. Os dados
de concentracao dos metabdlitos foram exportados para o Excel® (Microsoft

Office™ 365) e normalizados conforme necessario”.
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4.7.4 - Andlise dos niveis séricos de lipopolissacarideos (LPS) e
interleucinas

O soro foi separado do sangue, diluido a 20% (v/v) em &gua livre de
endotoxinas e aquecido a 70°C por 10 min para inativar proteinas séricas. O LPS
foi quantificado usando um kit comercial Limulus Amebocyte Assay (Cambrex,
Walkersville, MD, EUA) seguindo as instrugdes do fabricante. 4! As amostras
foram aliquotadas para imunoensaios multiplex (Bio-Plex 200; Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, EUA), que usaram painéis de esferas magnéticas
para analisar IFN-y, IL-1-a, IL-1-qa, IL-1RA, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-13, IL-17A,
IL-18, MCP-1, MCSF e TNF-a (HCYTOMAG-60K e HMMP2MAG-55K-01,
MILLIPLEX MAP Human; Millipore Sigma, Merck KGaA).

4.7.5 - Analise da Insulina

Os niveis circulantes de insulina dos pacientes foram quantificados no
soro pelo teste imuno enzimatico ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)
que detecta e quantifica substancias solUveis, como proteinas, anticorpos,
peptideos e horménios. Neste caso, as moléculas de insulina presentes no soro
se ligam aos anticorpos anti-insulina que estao previamente ‘marcados’ na placa
do teste formando ligacdo antigeno-anticorpo, detectada pela adicdo de um
segundo anticorpo biotinilado. Este conjugado € mensurado em
espectrofotdmetro sendo que a absorbancia aumenta diretamente proporcional
a concentracao de insulina da amostra analisada e de acordo com a curva
padrdao conhecida. Os resultados sdo expressos em microunidade por mililitro
(LU/mL). O kit utilizado foi: ELISA Kit Human Insulin da marca Merck Millipore.

4.7.6 — Analise do HOMA-IR

Formula para céalculo do HOMA-IR:
Insulina jejum (MICRO Ul/ml) x Glicemia jejum (mmol/L) / 22,5.

Valor de referéncia é menor que 2,5.



51

5. RESULTADOS

5.1 Caracterizacao da amostra

As caracteristicas dos pacientes que participaram do estudo estao
descritas na Tabela 2. No total 7 pacientes foram excluidos do estudo: os
pacientes 9 e 11 perderam a terceira amostra de sangue e fezes, o paciente 21
perdeu a segunda amostra de sangue, o paciente 26 perdeu 2 amostras de
sangue e os pacientes 31, 32 e 33 perderam uma das amostras fecais. Assim o
n final foi de 29.

Tabela 2 - Caracterizagdo da amostra dos pacientes n=29

Variaveis n* Média (%)
Idade* 29 56,4(9,2)
Tempo de doenca 29 8,1 (8,3)
Sexo

Feminino 20 68,7
Masculino 09 31,1
Raca

Branca 21 72,4
Negra 3 10,3
Parda 5 17,3
Dieta 7 241
Atividade Fisica 13 44.8
Etilismo 17 58,6
Tabagismo 3 10,2
Comorbidades

HAS 17 58,6
Dislipidemia 13 44.8
Outras 6

* n: numero de pacientes.

Observa- se a maior frequéncia em pacientes do sexo feminino (68,7%).
A idade média foi de 56,4 + 9,2 anos, variando de 32 a 70 anos. O tempo médio
de diagndstico foi de 8,1 anos, minimo 6 meses e maximo 33 anos. Maioria
brancos, etilistas (58,6%), com HAS (58,6%). Apenas 10,2% tabagistas e 44,8%
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faziam atividade fisica. Em relacéo a alimentacao, a maioria dos pacientes nao
faziam dieta (75,9%).

5.2 Medidas Antropomeétricas

As medidas antropométricas como peso (P), indice de massa corporal

(IMC) e circunferéncia abdominal (CA) ndo se alteraram ao longo do estudo
como pode ser visto na Figura 9
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Figura 9 - Efeito da intervengéao no P, IMC e CA ao longo do tempo.
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Os pontos representam valores médios, com barras indicando desvio
padrdao. Comparacoes estatisticas entre pontos de tempo (0, 30 e 60 dias) sao
mostradas, com valores de p indicando que nado observamos diferenca
estatistica. Peso entre dia 0 e 60 (p = 0,854). IMC entre dia 0 e 60 (p = 0,931).
CA entre dia 0 e 60 (p = 0,870).

5.3 Perfil glicémico

Os resultados mostraram que o uso da vildagliptina por dois meses em
pacientes nao bem controlados com metformina melhorou o controle metabdlico,
evidenciado por uma diminuigéo significativa na glicemia de jejum (GJ) e, mais
importante, nos niveis de Hemoglobina Glicada (HbA1c). Embora os niveis de
insulina de jejum nao tenham mudado apds a administragao da vildagliptina, uma
reducao clara e significativa no HOMA IR foi registrada, indicando melhora na
sensibilidade a insulina. (Figura 10). Esse calculo foi feito utilizando os valores

de insulina dos 23 pacientes que n&o usavam insulina.
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HOMA IR (n=23)
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Figura 10- Efeitos da vildagliptina na glicemia, HbA1c e HOMA-IR ao longo
do tempo. (0, 30, 60). Resultado da insulina nos tempos 0,30, 60

Os pontos de dados representam valores médios, com barras de erro
indicando o desvio padrao. Comparagdes estatisticas entre os pontos de tempo
(0, 30 e 60 dias) sdo mostradas, com valores de p indicando diferengas
significativas: Glicemia: Reducao significativa do tempo 0 ao tempo 30 (p =
0,0142) e do tempo 0 ao tempo 60 (p = 0,0194). HbA1c: Diminuigcao significativa
do tempo 0 ao tempo 30 (p = 7,41e-07) e do tempo 0 ao tempo 60 (p = 2,85e-
07). HOMA-IR: Nenhuma diferenca significativa do tempo 0 ao tempo 30 (p =
0,3865) e uma tendéncia do tempo 0 ao tempo 60 (p = 0,0492).
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Tabela 3 — Tabela de Valores de Insulina (uU/ml)

Pacientes T1 T2 T3

1 17,80 11,98 18,42
2 35,90 52,43 34,25
3 13,40 13,40 5,28

4 29,24 36,65 15,29
5 38,45 35,15 26,48
6 29,69 37,40 35,15
7 15,45 8,16 21,54
8 14,03 11,50 24,02
9 12,93 11,98 7,68

10 11,66 27,09 8,80

11 7,52 9,92 11,34
12 8,80 12,29 12,45
13 24,02 19,36 23,86
14 10,71 9,28 15,92
15 4,64 10,39 3,68
16 20,61 19,83 18,27
17 8,48 8,32 8,64
18 20,45 16,08 19,36
19 15,92 24,63 20,61
20 11,27 10,58 6,76
21 35,65 44,43 34,20
22 10,41 6,94 7,81

23 10,41 12,65 10,75

5.4 Interleucinas

Os niveis de LPS nado apresentaram diferencas estatisticamente
significativas entre os tempos analisados. Para investigar o padrédo inflamatério
de nossos pacientes, determinamos as 14 interleucinas seguintes: IFN- vy, IL-1
alfa, IL-1 beta, IL-1RA, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-13, IL-17A, IL-18, MCP-1, MCSF
e TNF alfa (Quadro 3)
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Quadro 3 - Interleucinas analisadas nesse estudo

Interleucinas

IFN-y (pg/mL)

IL-10 (pg/mL)

IL-1a (pg/mL)

IL-13 (pg/mL)

IL-1 B (pg/mL)

IL-17A (pg/mL)

IL-1RA (pg/mL)

IL-18 (pg/mL)

IL-4 (pg/mL) MCP-1 (pg/mL)
IL-6 (pg/mL) MCSF (pg/mL)
IL-8 (pg/mL) TNF a (pg/mL)

Os resultados mostraram que a maioria dessas interleucinas foram

semelhantes, mas 4 delas, representadas na cor vermelha, apresentaram

mudanga ao longo do estudo. As IL-4 e IL-10, que sao interleucinas anti-

inflamatérias, aumentaram. Podemos observar que as citocinas inflamatérias

IFN y e MCP1 reduziram apés 60 dias de intervengéo. (Figura 11).
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Figura 11 - Alteragdes nos niveis de citocina (IL-10, IL-4, IFN-y e MCP-1) ao
longo do tempo.

Os pontos de dados representam valores médios, com barras de erro
indicando o desvio padrdo. Comparacgdes estatisticas entre pontos de tempo (0,
30 e 60 dias) sdo mostradas, com valores de p indicando diferencas
significativas: IL-10: Aumento do dia 0 ao dia 60 (p = 0,00097), sem diferencas
significativas do dia 0 ao dia 30 (p = 0,1387). IL-4: Aumento do dia 0 ao dia 30
(p = 0,0187) e do dia 0 ao dia 60 (p = 0,00542). IFN-y: Nenhuma diferenga
significativa do dia 0 ao dia 30 (p = 0,6659), diminuicao do dia 0 ao dia 60 (p =
0,0370). MCP-1: Nenhuma diferenca significativa do dia 0 ao dia 30 (p = 0,1207),
diminuigédo do dia 0 ao dia 60 (p = 0,0202).
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Foi realizada andalise metabolémica de 55 metabdlitos em 29 pacientes

antes, 30 dias e 60 dias apds a introdugéo da vildagliptina. Tivemos 8 metabdlitos

que se destacaram ao longo do estudo e estédo representados no Quadro 4.

Quadro 4 - Tabela da metabolémica analisada nesse estudo

Tabelas da metabolomica

2-Aminobutyrate Cellobiose Glycine Phenylalanine
2-Hydroxybutyrate Choline Histidine Proline
2-Hydroxyisovalerate [Citrate Hypoxanthine Pyroglutamate
2-Oxoisocaproate  [Creatine Inosine Pyruvate
3-Hydroxybutyrate Creatinine Isobutyrate Serine
3-Methyl-2- DSS-d6 (Chemical
oxovalerate Shape Indicator) Isoleucine Succinate
Acetate Dimethyl sulfone Lactate Taurine
Alanine Dimethylamine Leucine Threonine
Arginine Ethanol Lysine Tryptophan
Ascorbate Formate Mannose Tyrosine
Asparagine Glucose Methionine Uridine

N-
Aspartate Glutamate Methylhydantoin |Valine
Betaine Glutamine O-Acetylcarnitine [Trans-4-Hydroxy-L-proline
Carnitine Glycerol Ornithine
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Os resultados mostraram que o aminodcido de cadeia ramificada leucina
e BCAA 2-oxoisocaproato foram significativamente reduzidos apds 60 dias do
uso da vildagliptina, p=0,012 e p=0,037 respectivamente. (Figural2)

Os metabdlitos colina e dimetilamina foram significativamente maiores
apos 30 dias da introducado da vildagliptina, p=0,032 e p=0,032. A betaina
aumentou significativamente apds 60 dias do inicio do estudo p=0,045.

Ja os demais, inosina apresentou reducgao significativa aos 60 dias com
p=0,038, a serina e aspartato aumentaram 30 dias apés a intervencéao, p=0,012

e p=0,038 respectivamente. (Figura 12)
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Figura 12 - AlteragcGes nos niveis dos metabdlitos (leucina, 2-oxoisoacropato,
colina, dimetilamina, betaina, aspartato, inosina e serina) ao longo do tempo
(0,30,60).

Os pontos de dados representam valores médios, erro da média ou desvio
padrdao. Comparagdes estatisticas entre os pontos de tempos (0,30,60 dias) sao
mostradas, com valores de p indicando diferengas significativas: Leucina:
Nenhuma alteracéao significativa do dia 0 ao dia 30 (p = 0,7053) e diminuigdo do
dia 0 ao dia 60 (p = 0,0129). 2-Oxoisoacropato: Aumento do dia 0 ao dia 30 (p
=0,0321) e do dia 0 ao dia 60 (p = 0,0122). Colina: Aumento significativo do dia
0 ao dia 60 (p = 0,0077). Dimetilamina: Aumento do dia 0 ao dia 30 (p = 0,0321)
e do dia 0 ao dia 60 (p = 0,0002). Betaina: Nenhuma diferenca significativa do
dia 0 ao dia 30 (p = 0,0610), mas aumento do dia 0 ao dia 60 (p = 0,0451).
Aspartato: Aumento significativo do dia 0 ao dia 30 (p = 0,0038) e aumento
significativo do dia 0 ao dia 60 (p = 0,0408). Inosina: Nenhuma alteracao
significativa do dia 0 ao dia 30 (p = 0,6317), mas diminuicdo do dia 0 ao dia 60
(p = 0,0386). Serina: Aumento do dia 0 ao dia 30 (p = 0,0122) e do dia 0 ao dia
60 (p = 0,0003).
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5.6 Microbiota Intestinal

Foi analisada a composicao da microbiota nos 29 pacientes antes, 30 e
60 dias apos o inicio da vildagliptina. O Bray-Curtis mede a B-diversidade que
avalia a diversidade na composi¢cao entre as comunidades microbianas, levando
em consideracao a presenca e abundancia das espécies. O valor pseudo-F de
1,2655 indicou uma leve diferencga entre os grupos T1 e T3, com um valor p de
0,053, sugerindo uma tendéncia potencial para uma diferenga significativa. No
entanto, o valor g de 0,159 indicou que essa diferenga nao foi estatisticamente

significativa apds a correcao para testes multiplos. (Figura 13)
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Figura 13 - Box plot mostrando distancias amostrais de cada ponto de tempo
(T1, T2 e T3) para o grupo de base T1.

Os grupos séao representados por uma cores diferentes: T1 é azul, T2 é
laranja e T3 é verde. (Valor pseudo-valor F de 1,2655 T1 e T3, com um valor p
de 0,053, e valor g = 0,159).

Foi analisada a a-diversidade usando varios indices, mas apenas o indice
Simpson_evenness mostrou uma diferenca significativa entre os periodos. O
indice Simpson_evenness, uma variante do indice Simpson, mede a a-
diversidade baseado na dominancia e uniformidade das espécies. Os testes de
Kruskal-Wallis mostraram diferencas significativas na distribuicdo das variaveis
entre os grupos. Comparacdes pareadas revelam que T1 foi significativamente
diferente de T2 e T3 (valor p: 0,0338 e valor g: 0,0506; valor p: 0,0032; valor g:
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0,0096, respectivamente), enquanto T2 e T3 nao mostram diferencas
significativas entre eles. A reducdo no indice Simpson_e indicou que houve
perda de diversidade ou uma mudanga na composi¢ao da microbiota, resultando

em menor uniformidade em T3. (Figura 14)
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Figura 14 - Box plots mostrando métricas da a-diversidade em diferentes
pontos de tempo (T1, T2, T3).

As métricas incluiam Caracteristicas Observadas (canto superior
esquerdo), Chao1 (centro superior), Simpson Inverso (canto superior direito),
Shannon (canto inferior esquerdo), Uniformidade de Pielou (centro inferior) e
Uniformidade de Simpson (canto inferior direito). Os box plots mostram a
distribuicao de valores para cada periodo de tempo, com T1 em vermelho, T2
em azul e T3 em verde. Essas métricas destacaram a riqueza, diversidade e
uniformidade das espécies em diferentes pontos de tempo.

Em T3, foi observado um aumento significativo nos géneros Bariatricus,
Butyricimonas e na familia Marinifilaceae em comparacao ao periodo T1. Esses

taxons apresentaram valores de p e valores de p ajustados (p_adj) indicando
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significancia estatistica (p < 0,05), juntamente com altos escores de Andlise
Discriminante Linear (LDA) (log10), reforcando seu enriquecimento neste ponto

de tempo. (Figura 15).
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Figura 15 - Pontuagbes de Analise Discriminante Linear (LDA) de taxons
microbianos enriquecidos no periodo T3.

Os taxons apresentados incluem os géneros Bariatricus e Butyricimonas,
e a familia Marinifilaceae. Pontua¢cdes LDA mais altas (log10) indicaram uma
maior contribuicdo dos taxons para o perfil microbiano unico neste periodo,
sugerindo seu enriquecimento significativo quando comparado a outros

periodos.
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6 - DISCUSSAO

Os resultados deste estudo mostraram que em pacientes diabéticos tipo
2 nao controlados com metformina, a associagcdo da vildagliptina, além da
melhora ja conhecida no controle glicémico, também melhorou a resisténcia
insulinica, modulou a microbiota intestinal e alterou os perfis das citocinas anti-
inflamatoérias e metabolémica. A integracao desses dados pode contribuir para
explicar os efeitos neuroprotetores dos iDPP4

As medidas antropométricas ndo mudaram ao longo do estudo,
lembrando que os pacientes mantiveram seus habitos inalterados como
alimentacao e atividade fisica, sendo a unica intervencao o uso da vildagliptina.
A enzima DPP4 inibe uma série de substratos dentre eles o Neuropeptideo Y
(NPY) e Peptideo YY (PYY), que sdo horménios peptidicos que desempenham
papéis importantes regulando o apetite e a saciedade, respectivamente®. O NPY
€ produzido no cérebro, principalmente no hipotalamo e pode aumentar a
propor¢do de energia armazenada como gordura. Ja o PYY € produzido no
intestino em resposta a ingestéo alimentar regulando a fome e a saciedade®. A
inibicdo da DPP4 causada pela vildagliptina aumenta esses dois horménios,
causando neutralidade em relacédo ao peso, que é uma caracteristica ja descrita
dessa classe de medicamentos.

A melhora que observamos na resisténcia a insulina demonstrada pelo
aumento do HOMA-IR (indice de Homeostasis Model Assessment - Resisténcia
a Insulina, calculo feito a partir de um exame de sangue que avalia a resisténcia
a insulina), também foi acompanhada pela melhora nos marcadores de
resisténcia a insulina, como BCAAs e/ou seus metabdlitos. Os BCAAs sao
claramente correlacionados com causadores de resisténcia a insulina e, em
algumas situagdes, podem prever o desenvolvimento do DM2 42 143, Nossos
resultados mostraram que a vildagliptina reduziu a leucina e 0 2-oxoisocaproato
que sao metabdlitos da valina, sugerindo que a melhora na resisténcia a insulina
nao estava relacionada apenas ao metabolismo da glicose, mas também pode
ser um fendbmeno mais amplo que também envolva o metabolismo dos

aminodcidos.
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A introducdo da vildagliptina n&o causou grandes alteragcées na
composicao geral da microbiota intestinal, embora tenha havido um aumento em
alguns géneros bacterianos especificos. O indice de Simpson € uma medida de
diversidade da microbiota. A reducao observada no indice Simpson_e sugere
que houve uma diminuicdo na diversidade, ou seja, a microbiota ficou mais
concentrada em poucos tipos de bactérias. Isso provavelmente aconteceu
devido ao aumento dos géneros Bariatricus e Butyricimonas, e da
familia Marinifilaceae. Esse aumento do subconjunto microbiano sugeriu uma
composigao microbiana distinta em 60 dias, marcada por uma maior presenga
desses géneros. Essa mudanca indicou que, embora a diversidade tenha
diminuido, a microbiota estava dominada por um grupo especifico de
microrganismos. Essas alteracbes poderiam levar ao aumento de certos

metabdlitos.

A analise LDA foi utilizada para identificar quais taxonomias (grupos de
microrganismos) estavam enriquecidas aos 60 dias. Os resultados mostraram
que essas bactérias enriquecidas contribuiram significativamente para as
caracteristicas Unicas do grupo de pacientes. A mudanga no perfil microbiano
apds 60 dias foi considerada positiva, pois pode estar associada a funcdes
benéficas, como a producdo de acidos graxos de cadeia curta (SCFA),
especialmente o butirato’*4. O butirato € conhecido por suas propriedades anti-
inflamatdrias e seu papel na promogéo da integridade da barreira intestinal.

Dados recentes mostraram que a microbiota intestinal expressa DPP4,
mas os iDPP-4 humanos n&o bloqueiam eficientemente essa expressao 45147 .
Embora a vildagliptina tenha a menor afinidade de ligagdo ao DPP-4 bacteriano
em comparagdo com outros iDPP-4 humanos %/, ndo podemos excluir a
possibilidade de que alguns de nossos resultados sejam secundarios ao
bloqueio parcial do DPP-4 bacteriano , além do bloqueio eficiente no DPP4
humano.

Evidéncias recentes indicam que as gliptinas podem exercer efeitos
neuroprotetores quando usadas para o tratamento do diabetes. Pacientes com
DM2 tratados com iDPP-4 mostraram melhores resultados funcionais e
mortalidade reduzida apds acidente vascular cerebral isquémico agudo’#® 149,
Além disso, pacientes diabéticos idosos com doenca de Alzheimer que
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receberam sitagliptina, um iDPP4, demonstraram melhora da funcéo

cognitiva'0,

Os efeitos neuroprotetores das gliptinas também sdo comprovados por
estudos em animais. Vildagliptina e sitagliptina atenuaram a disfuncao
mitocondrial do hipocampo e melhoraram o aprendizado em ratos adultos
alimentados com uma dieta rica em gordura- 2 24, O pré-tratamento com
linagliptina também reduziu o tamanho do infarto cerebral apds oclusdo
transitéria da artéria cerebral média em camundongos com DM2 25, Assim, a
neuroprotecdo induzida pela gliptina se estendeu além dos modelos diabéticos
com anormalidades induzidas pela dieta, pois esses agentes mostraram efeitos
protetores em modelos de doencga de Alzheimer 2627 ¢ Parkinson 2. Em animais
nao diabéticos, as gliptinas reduziram a neurodegeneragdo apos isquemia
cerebral focal aguda 2 e hipoperfusdo cerebral cronica 2°. Pesquisas recentes
em um modelo de crio-lesdo estereotaxica revelaram que a administracao pré-
cirurgica de sitagliptina reduziu o tamanho da lesdo e ativou uma via de proteina
de ligacao do elemento de resposta ao AMPc neuroprotetor em camundongos
fémeas C57BL/6J .

Todas essas descobertas em conjunto, sugerem que as gliptinas podem
exercer efeitos neuroprotetores preventivos em modelos diabéticos e néao
diabéticos. Além disso, a administragdo crbénica ou profilatica da vildagliptina
preveniu a neurodegeneracdo em modelos animais de doenca de Alzheimer 27
doenca de Parkinson 22 deméncia vascular diabética 3' e resisténcia a insulina
periférica e central induzida por uma dieta rica em gordura 28 24

Nossos resultados mostraram que apds o uso da vildagliptina houve
aumento nos niveis de colina, que € um precursor do neurotransmissor
acetilcolina, e betaina sugerindo um possivel mecanismo, responsavel, pelo
menos em parte, pelos efeitos neuroprotetores dos iDPP4. Esses metabdlitos
podem ser aumentados pela dieta, fonte enddgena e no caso da betaina também
pode ser produzida pela microbiota intestinal °'. Dados anteriores mostraram
relacdo entre a reducao na ingesta de colina e o aumento dos riscos de declinio
cognitivo e doenga de Alzheimer 152154 enquanto uma redugéo na colina sérica
foi associada a pacientes com doenca de Alzheimer quando comparados aos
seus controles’?. Além disso, pacientes com angiopatia amiloide cerebral e
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rarefacdo da substancia branca cerebral também apresentaram niveis mais
baixos de colina quando comparados aos controles, enfatizando uma suposta
ligacdo da colina a integridade da substancia branca. Pacientes com
comprometimento cognitivo leve apresentaram reducdo nos niveis de colina
circulante, com niveis de acetilcolina inalterados, sugerindo que o inicio do
desenvolvimento da doenca de Alzheimer pode estar associada a reducdes nos
niveis de colina, e somente em estagios posteriores da doenca ha reducao da
acetilcolina %2,

Dados recentes também sugeriram que a betaina exerceu efeitos
benéficos em doengas prevalentes como obesidade, diabetes e cancer e
também em doengas neurodegenerativas'®®. O papel neuroprotetor da betaina
pode estar relacionado aos seus efeitos anti-inflamatérios, inibindo a atividade
do fator nuclear-kB, ativando o inflamossomo NLRP3, neutralizando o estresse
oxidativo, e do reticulo endoplasmatico e inibindo a apoptose cellular'S.

Nossos dados mostraram niveis aumentados de IL-10 e IL-4
acompanhados por diminui¢cdo nos niveis de MCP-1 e IFN-y o que sugeriu um
perfil imunolégico com efeitos potencialmente neuroprotetores '°6. IL-10 é uma
citocina anti-inflamatéria com efeitos neuroprotetores contra esclerose multipla,
traumatismo cranioencefalico, esclerose lateral amiotréfica, doenca de
Alzheimer e doenca de Parkinson %7, com efeitos parcialmente mediados pela
atenuacdo das respostas neuroinflamatérias '°® e promogéo da remielinizagao
do ax6nio'.

A redugdo nos niveis circulantes de MCP-1 induzida pela vildagliptina
também podem contribuir para os efeitos neuroprotetores deste medicamento,
uma vez que a MCP-1 é uma citocina pré-inflamatéria que destréi a barreira
hematoencefalica, recruta e ativa células gliais e macréfagos 16°.

A IL-4 é secretada por células TH2 e tem um papel critico na modulagéao
de funcoes fisiolégicas no sistema nervoso central e na acdo de processos
neuroinflamatorios'®'-164. A IL-4 também modula respostas imunes e a
neuroinflamacao e demonstrou induzir efeitos neuroprotetores e de neuroreparo
em diferentes modelos experimentais de doengas do Sistema nervosa central.
159, Esses mecanismos de neuroprotecdo nao sdo completamente
compreendidos, mas podem incluir um fenotipo microglia/macréfago polarizado

induzido e a expressao génica refletindo um fenotipo microglia M2 5.



69

Embora o aumento observado nos niveis de colina possam exercer efeitos
neuroprotetores, esse aumento associado a um aumento nos niveis de
dimetilamina, também pode aumentar o risco de doencgas cardiovasculares. Uma
meta-analise recente mostrou que niveis mais altos de colina circulante estavam
associados a um risco maior de DCV e mortalidade por todas as causas 6. Além
disso, 0 aumento nos niveis circulantes de dimetilamina, que é dependente da
metilamina da microbiota intestinal, também pode ter efeitos prejudiciais no risco
cardiovascular'®’.

Por outro lado, dados anteriores também mostraram que o0s niveis
circulantes de aspartato e serina tém correlagdes negativas com doencas
cardiovasculares'®® 169 Assim, o aumento nos niveis de aspartato e serina
induzidos pela  vildagliptina podem exercer efeitos benéfico no risco
cardiovascular. Observando em conjunto, esses dados sugerem que, embora 0s
iDPP-4 melhore o controle glicémico e a resisténcia a insulina e aumente os
niveis de aspartato e serina, 0 aumento nos niveis circulantes de colina e
dimetilamina podem impedir quaisquer efeito benéfico cardiovascular desses
medicamentos, contribuindo para explicar o efeito neutro no MACE 868,

Em resumo, os resultados do presente estudo mostraram que a
vildagliptina melhorou a resisténcia a insulina, induziu um perfil microbiano
intestinal associado a funcdes benéficas, como a producao de acidos graxos de
cadeia curta, acompanhado de um perfil anti-inflamatorio de citocinas. A leve
modulacdo da microbiota também foi acompanhada por um aumento de
metabdlitos associados a neuroprotecdo. Combinados, esses dados
supostamente explicam alguns dos efeitos neuroprotetores associados aos

iDPP-4.
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7. CONCLUSAO

Podemos concluir que esses medicamentos interferem na microbiota
intestinal e nas demais situagdes interligadas a ela. Desta forma observamos
influéncia nas células inflamatérias, nos metabdlitos e nos possiveis progndstico
neuroldgicos.

Em se tratando de uma patologia crénica é imprescindivel conhecermos
detalhes e particularidades das drogas disponiveis para que a escolha do
tratamento, vise o controle adequado, o bom prognéstico e a qualidade de vida
dos usuarios. Assim finalizo, dizendo que a intervengao mostrou resultados que
ainda poderao ser mais aprofundados num préximo momento, deixando claro
que encontramos pontos positivos que deverdo ser considerados ao

escolhermos a vildagliptina como uma opc¢éao terapéutica.
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Apresentacao do Projeto:

Resumo:

O Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) é uma condigado patoldgica cronica que representa um importante problema
de saude publica, com prevaléncia crescente e incidéncia preocupante na populagdo. A metformina € um
hipoglicemiante oral amplamente utilizado no tratamento do DM2, mas s6 recentemente surgiram evidéncias
que tenha também como sitio de agao a microbiota intestinal. Na ultima década surgiram novas classes de
medicamentos para o tratamento do DM2, dentre elas os inibidores da enzima dipeptidiil peptidase 4
(DPP4), cujo mecanismo de agdo & aumentar a produgéo do GLP-1 (glucagon-likepeptidio 1) pelas células
intestinais, ocasiocnando um incremento na producgdo de insulina e supressao na produgéo de glucagon. O
presente estudo tem como objetivo avaliar se o inibidor da DPP4 teria também algum efeito sobre a
composigdo da microbiota intestinal de participantes portadores de DM2.Serdao acompanhados 30
participantes portadores de DM2, por um periodo de 2 meses, no qual usardo inibidor da DPP4. A
composi¢ao da microbiota intestinal destes participantes sera avaliada pré uso do inibidor da DPP4
(vildaglipitina) e ap6és 1 més e 2 meses do inicio da medicagao.

Introdugao:

Atualmente estamos vivendo uma grave epidemia mundial de Diabetes Mellitus (DM). Segundo dados do
International Diabetes Federation (IDF) estima-se que existam 415 milhdes de individuos
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portadores de DM no planeta, ou seja, um a cada onze adultos possui a doenga. Acredita-se que em 2030
existirao aproximadamente 552 milhées de pessoas convivendo com o DM. Isto se deve ao crescimento e
envelhecimento populacional, a urbanizagao, ao aumento dos fatores de risco como obesidade e
sedentarismo, bem como a maior expectativa de vida da populagdo mundial e a maior sobrevida dos
pacientes com DM. (Diretrizes da Sociedade Brasileira de Diabetes 2015-2016)Diante desta situagédo vem
surgindo nas Gltimas décadas novas classes de antidiabéticos orais para o tratamento do Diabetes Mellitus
tipo 2 (DM2). Dentre elas temos a classe dos agentes que aumentam a secreg¢ao de insulina dependente de
glicose e diminuem a secre¢do de glucagon, sdo os chamados inibidores da enzima dipeptidil peptidase 4
(DPP4).0 mecanismo de acdo dessas drogas & representado pelo aumento da vida média do GLP-1
(glucagon-like peptideo -1) endégeno ativo em até trés vezes, por meio da inibicdo da enzima DPP4,
principal responsavel pela degradacao do GLP-1. E desta forma, sdo capazes de melhorar o controle
glicémico e a hemoglobina glicada (A1C), sendo seus efeitos colaterais pouco comuns, inclusive o risco de
hipoglicemia. (AHREN, 2005.)

Hipotese:

Sabe-se que muitos factores intrinsecos e extrinsecos do ser humano sao capazes de modificar a
microbiota intestinal. Dentre os fatores extrinsecos podemos citar o uso de medicamentos. Acredita-se que o
uso da vildagliptina (IDPP4) levara a uma alterag@o na composigao e funcdo da microbiota intestinal,
ampliando o efeito é agdo desta droga no sitio intestinal.

Metodologia Proposta:

A abordagem dos participantes que preencherem os critérios de inclusdo sera realizada pela
endocrinologista responsavel pela pesquisa, apés os participantes assinarem o TCLE.No primeiro
atendimento medico os participantes serao examinados, e avaliado peso, IMC, circunferéncia abdominal, e
afericao de pressdo arterial.Os participantes serdo orientados a manterem todas as medicagdes que
estiverem fazendo uso para controle de sua doenga e demais patologias associadas. E também continuarao
seguindo a dieta que j& faziam, seja ela adequada ou n&o.Serédo orientados também de que forma farao a
coleta da amostra fecal em seus domicilios em recipiente especifico fornecido pela pesquisadora. Logo apds
a coleta, a amostra fecal sera congelada na casa do participantes até o dia seguinte pela manha.Quando o
participantes retornar com a amostra fecal congelada, sera encaminhado ao laboratério de anélises clinicas
intitulado Divinépolis, para coleta de sangue para exames de glicemia jejum, A1C, lipidograma, fungéo renal,
funcaoc hepatica, albumina.O laboratério reservard 1ml de soro do participantes devidamente identificado e
congelara a - 200C, a amostra fecal conservada em recipiente especifico também sera
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devidamente identificada e congelada a -200C, conforme protocolo de conservagédo e cuidados, até o
posterior envio das amostras de sangue e fezes congelados para o laboratério de fisiopatologia da Unicamp
aos cuidados do Dr o Mario Saad e sua equipe, onde serd dosado o peptideo C e demais exames que se
fizerem necessarios no soro do participantes, e onde também sera analisada as bactérias da microbiota
intestinal da amostra fecal.Logo ap6s a coleta dos exames, sera fornecido ao participantes gratuitamente a
medicagdo vildaglipitina 50 pelo Hospital em que a pesquisa sera realizada, onde a medicacao é
padronizada. Os participantes usaréo a medicagao por um periodo de 60 dias, duas vezes ao dia, sendo
que 01 més e 02 meses apés o inicio do tratamento todo o procedimento de atendimento médico, coleta de
material biolégico, analise e envio para a Unicamp serdo repetidos.Apés o termino do estudo, os exames
sanguineos e a microbiota intestinal serdo comparados nos 3 momentos citados, para se avaliar o impacto
da vildaglipitina sobre a composigao da microbiota intestinal destes individuos.Ao final do estudo, caso a
medicacao tenha trazido beneficios ao paciente, ela continuara sendo fornecida gratuitamente por um
periodo de 03 meses. Durante todo o estudo o participantes nao tera gastos financeiros de nenhuma
natureza.

Critério de Incluséo:

Pacrticipantes de ambos os sexos, com idade compreendida entre 18 e 75 anos, A1C entre 6,5 e 10%,
indice de massa corporal (IMC) entre 25 e 35kg/m2, com clearence de creatinina acima de 30ml/min/1,73m2
e que nao estejam utilizado para tratamento de sua doenca a medicacdo da classe dos inibidores da enzima
DPP4.

O exame de A1C para inclusdo no estudo, sera considerado o resultado do ultimo més trazidos pelo
participantes, assim como o clearence de creatinina

Critério de Exclusao:

Participantes portadores de qualquer patologia intestinal, gestantes, participantes portadores de Diabetes
Mellitus tipo 1, insuficiéncia renal e hepatica graves, em uso de qualquer tipo e classe de antibidticos e
medicamentos da classe dos inibidores da bomba de prétons.

Os exames para exclusdo do estudo, serdo considerados os resultados do ultimo més trazidos pelo
participantes.

Metodologia de Andlise de Dados:

Apés o termino do estudo, os exames sanguineos e a microbiota intestinal serdo comparados nos 3
momentos citados, para se avaliar o impacto da vildaglipitina sobre a composigao da microbiota intestinal
destes individuos
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Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Avaliar a microbiota intestinal dos participantes portadores de DM2, atendidos no ambulatério de doencas
enddcrino metabdlicas de um Hospital Filantropico na cidade de Divindpolis-MG, antes de iniciar o uso do
hipoglicemiante oral da classe dos inibidores da DPP4 (vildaglipitina), e apds um e dois meses de uso da
medicagao.

Objetivo Secundario:

Realizar durante o periodo do estudo 0 acompanhamento dos participantes avaliando: glicemia sanguinea,
A1C, peptideo C, lipidograma, fungao renal, fungdo hepatica, albumina, peso,circunferéncia abdominal,
pressao arterial, antes do inicio da medicagao e apds um e dois meses de uso da mesma.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Os pesquisadores informam o que segue:

Riscos:

A presente pesquisa apresenta riscos minimos aos participantes, porem para amenizar este desconforto
sera disponibilizado pela instituicdo um local que oferece conforto e confidencialidade dos dados coletados.
Em relagao ao uso do medicamento o mesmo apresenta riscos minimos uma vez que é bem estudado na
literatura médica cientifica e os critérios de inclusao delimitando o perfil dos participantes do estudo néao
apresentam contra indicagdo e caso o participante apresente algum evento relacionado ao uso do
medicamento recebe toda a assisténcia necessaria.

Beneficios:

Os beneficios da pesquisa sao para melhora da qualidade de vida dos portadores da doengauma vez que €
uma doenga que acomete grande parte da populagao.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

Trata-se do projeto de Doutorado “AVALIAGAQ DA MICROBIOTA INTESTINAL EM PACIENTES
PORTADORES DE DIABETES MELLITUS TIPO 2 USANDO VILDAGLIPTINA", da aluna Juliane Colombo
Carrer de Macedo, sob a orientagdo do Prof.Dr Mario Jose Abdalla Saad, sendo outros pesquisadores
participantes Dioze Guadagnini e Andrey dos Santos. Trata-se de um estudo longitudinal, de intervencao, a
ser realizado com um centro co-participante (FUNDACAO GERALDO CORREA- cnpj 20.146.064/0001-02),
no ambulatério de doengas endocrino metabdlicas de um
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Hospital Filantrépico da cidade de Divinopolis-MG, onde 30 participantes serdo avaliados em trés momentos
e coletadas amostras de sangue e fezes: imediatamente pré intervengdo, 1 més e 2 meses apos
intervengao - uso do inibidor da DPP4 (vildagliptina), com o objetivo de avaliar se essa medicagao teria
algum efeito sobre a composi¢do da microbiota intestinal de pacientes portadores de Diabetes Mellitus tipo
2. O cronograma foi alterado, informando inicio da coleta de dados para 01 de junho de 2018. O orgamento
informado é de R$ 3.300,00 e os recursos orgamentarios serdo disponibilizados pelo CNPQ- INCT de
Obesidade e diabetes para exames realizados no laboratério de resisténcia insulinica da UNICAMP”.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

Constam as seguintes documentagées, em anexo:
PB_INFORMAGOES_BASICAS_DO_PROJETO_1022193.pdf

cartarespsotaJuliane.pdf: referente as pendéncias solicitadas em parecer prévio;

TCLEJulianne.pdf;

Instituicao.pdf: assinada por Tulio Nogueira Valente Marins, Diretor Clinico do Hospital Sao Jodo de Deus;
Vinc;ulo.pdf: carteira funcional do Prof.Dr Mario Saad Filho;

Biorrepositorio.pdf: assinada pelo Prof.Dr Mario Saad

PROJETO.pdf

Declaracao02.pdf: assinada pelo responsavel técnico do Laboratério de Analises Clinicas do Hospital de
Divindpolis;

folhaok.pdf: assinada pelo Prof.Dr Roberto Teixeira Mendes, Diretor Associado FCM/Unicamp;

Recomendacdes:

Aprovado, com as seguintes recomendagoes:

No TCLE:

a) acrescentar riscos relacionados a coleta de sangue;
b) acrescentar contato do CEP/Unicamp;

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacodes:
Aprovado, com recomendagcdes (Vide item acima RECOMENDAGOES).

Consideragées Finais a critério do CEP:
- O participante da pesquisa deve receber uma via do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, na
integra, por ele assinado (quando aplicavel).
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- O participante da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento em
qualquer fase da pesquisa, sem penalizagao alguma e sem prejuizo ao seu cuidado (quando aplicavel).

- O pesquisador deve desenvalver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado. Se o pesquisador
considerar a descontinuagdo do estudo, esta deve ser justificada e somente ser realizada apés analise das
razbes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou. O pesquisador deve aguardar o parecer do CEP
quanto a descontinuagao, exceto quando perceber risco ou dano nao previsto ao participante ou quando
constatar a superioridade de uma estratégia diagnéstica ou terapéutica oferecida a um dos grupos da
pesquisa, isto &, somente em caso de necessidade de acao imediata com intuito de proteger os
participantes.

- O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso normal do
estudo. E papel do pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a evento adverso grave
ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar notificagdo ao CEP e a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria — ANVISA — junto com seu posicionamento.

- Eventuais modificagbes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e
sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas e aguardando a aprovagao
do CEP para continuidade da pesquisa. Em caso de projetos do Grupo | ou Il apresentados anteriormente a
ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve envia-las também a mesma, junto com o parecer aprovatdrio
do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial.

- Relatorios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, inicialmente seis meses apés a data deste
parecer de aprovagao e ao término do estudo.

-Lembramos gue segundo a Resolugao 466/2012 , item XI.2 letra e, “cabe ao pesquisador apresentar dados
solicitados pelo CEP ou pela CONEP a qualguer momento”.

-O pesquisador deve manter os dados da pesquisa em arquivo, fisico ou digital, sob sua guarda e
responsabilidade, por um periodo de 5 anos apds o término da pesquisa.
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Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

CAMPINAS

Qe

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 10/05/2018 Aceito
do Projeto ROJETO 1022193.pdf 15:49:36
Outros cartarespsotaJuliane.pdf 10/05/2018 |Juliane Colombo Aceito

15:49:14 | Carrer de Macedo

TCLE / Termos de | TCLEJulianne.pdf 10/05/2018 |Juliane Colombo Aceito
Assentimento / 15:49:01 [Carrer de Macedo
Justificativa de

Auséncia

Declaragao de Instituicao.pdf 02/05/2018 |Mario Jose Abdalla Aceito
Instituicao e 11:16:47 [Saad
| Infraestrutura

Declaracgéo de Vinculo.pdf 02/05/2018 |Mario Jose Abdalla Aceito
Pesquisadores 11:15:54 |Saad

Declaragao de Biorrepositorio.pdf 02/05/2018 |Mario Jose Abdalla Aceito
Manuseio Material 11:00:04 |Saad

Bioldgico /

Biorepositorio /

Biobanco

Projeto Detalhado / | PROJETO.pdf 14/02/2018 |Mario Jose Abdalla Aceito
Brochura 13:33:00 |Saad

Investigador

Declaracgéo do Declaracao02.pdf 14/02/2018 |Mario Jose Abdalla Aceito
Patrocinador 13:29:49 |Saad

Folha de Rosto folhaok.pdf 30/10/2017 |Mario Jose Abdalla Aceito

23:11:13 | Saad

Situagao do Parecer:

Aprovado
Necessita Apreciagdo da CONEP:
Nao
Endereco: Rua Tessalia Vieira de Camargo, 126
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UF: SP Municipio: CAMPINAS
Telefone: (19)3521-8936 Fax:

CAMPINAS, 16 de Maio de 2018

Assinado por:

Renata Maria dos Santos Celeghini

(19)3521-7187

(Coordenador)

CEP: 13.083-887

E-mail:

cep@fcm.unicamp.br
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Campinas, 09 de janeiro de 2017.

REGULAMENTO DO BIORREPOSITORIO

Pesquisa: AVALIACAO DA MICROBIOTA INTESTINAL EM PACIENTES PORTADORES
DE DIABETES MELLITUS TIPO 2 USANDO VILDAGLIPTINA

1. Armazenamento e uso do material bioldgico:
a) O material bioldgico serd armazenado em natura e na forma de DNA. As
amostras serao armazenas em freezer -20°C e freezer -80°C especificos e
utilizados somente para este fim. As amostras serdo codificadas apenas
por niimeros e a chave de ligacdo entre nimeros e nomes de pacientes
sera armazenada em programa de computador protegido por senha.
Somente 4 pessoas terdo acesso a esta chave de cédigo (pela posse da
senha) o Prof. Dr. Mario José Abdalla Saad (matricula UNICAMP 143405),
docente do departamento de Clinica Médica, FCM-UNICAMP e os bidlogos
Andrey dos Santos (matricula 303797), Dioze Guadagnini (matricula
292078) e Helofsa Balan Assalin (matricula 312599) biologistas do
laboratério LICRI.
b) A guarda e a autoriza¢do do uso do referido material estara sob a
responsabilidade exclusiva do Prof. Mario José Abdalla Saad (matricula
143405) Docente do Departamento de Clinica Médica, FCM-UNICAMP.
¢) Serd assegurado a todos os sujeitos de pesquisa, doadores do material,
a garantia de que resultados obtidos e que sejam de seu interesse lhes
seja comunicada (efou ao médico responsdvel por seu tratamento,
quando for o caso). Para tanto informag¢des sobre endereco para contato
e telefone serdo armazenadas em um programa de computador
protegido por senha, e utilizado como descrito no item a.

2. Com relag¢do ao funcionamento do Biorrepositério:
a) O sujeito da pesquisa, ou seu representante legal, a qualquer tempo e
sem quaisquer 6nus ou prejuizos, pode retirar o consentimento de guarda
e utilizagdo do material biolégico armazenado no Biorrepositdrio, valendo
a desisténcia a partir da data de formalizagdo desta.

Laboratdriodelnvestigagiio Clinica em ResistEndaalnsulina/UNICAMIP- 13083970
Campinas/SP- & (01935218950 VAL dioze@fam.unicamphbr



a: - A retirada do consentimento serd formalizada por manifestacao, por
escrito e assinada, pelo sujeito da pesquisa ou seu representante legal,
cabendo-lhe a devolugdo das amostras existentes.

b) O prazo de armazenamento do material biolégico humano no
Biorrepositdrio consta no cronograma da pesquisa correspondente e serd
por dois anos apds a data de publicagao dos resultados.

¢) Renovacbes da autorizagdo de armazenamento serdo permitidas apos
autorizacao do CEP/FCM/Unicamp.

d) Ao final do periodo de realizagao da pesquisa, o material bioldgico
humano armazenado (DNA bacteriano de fezes e soro) deverd ser
descartado em lixo apropriado para material biolégico e autoclavado,
mediante aprovacdo do CEP.

3- Sob a utilizacdo das amostras do Biorrepositério em outros projetos
concomitantes:
a) as amostras armazenadas podem ser utilizadas em novas pesquisas
aprovadas pelo CEP e, quando for o caso, pela CONEP;
b) Poderd haver um TCLE especifico para nova pesquisa ou a solicitacdo
de sua dispensa, conforme disposto no TCLE de formagdo do
biorrepositdrio.
¢) Quando fundamentada a impossibilidade de obtencdo do
consentimento especifico para a nova pesquisa, mediante op¢do do
sujeito em ser consultado a cada pesquisa, cabe ao CEP autorizar, ou ndo,
a utiliza¢cdo do material bioldgico humano armazenado no Biorrepositdrio.

Regulamento em vigor a partir de 05/2012.

Prof. Dr. MARIO JOSE ABDALLA SAAD
Responsavel pelo Biorrepositdrio
FCM-UNICAMP

Laboratdriode Investizaggio Clinicaem Resisténdaalrsulina /UNICAMP- 13.083-970
Campinas/SP- & (0193521.8950- E-MAIL: dicze@fam.unicampbr
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Anexo 3: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE) (Obrigatorio para
Pesquisas Cientificas em Seres Humanos-Resolucdo CNS/MS n2 466/12)

Eu, ,

RG declaro ter sido informado detalhadamente sobre a

pesquisa intitulada “Avaliagdo da microbiota e controle glicémico em pacientes
portadores de diabetes mellitus tipo 2, em uso de IDPP4”, que tem como objetivo avaliar
o efeito do antidiabético oral da classe dos inibidores da enzima DPP4 (vildagliptina) na
microbiota intestinal de pacientes portadores de Diabetes Mellitus tipo 2, atendidos no
ambulatério de doengas enddcrino metabdlicas do Hospital Filantrépico de Divindpolis.

Declaro também estar devidamente esclarecido sobre as questdes da pesquisa, bem
como minha participa¢do nela. Compreendo que sou livre para me retirar do estudo em
qualquer momento, sem perda de beneficio ou outra penalidade. Sei que durante o
estudo serei submetido a exames, consultas clinicas e que me sera fornecido o
medicamento antidiabético oral (vildaglipitina) durante todo o periodo de 2 meses eu
durard o estudo e nos 3 meses seguintes do estudo, caso o medicamento tenha
causado beneficio. Em caso de despesas decorrentes de minha participagao neste
estudo, sei que serd garantido o ressarcimento delas.

A presente pesquisa apresenta riscos minimos aos participantes, porém para amenizar
este desconforto sera disponibilizado pela instituicdo um local que oferece conforto e
confidencialidade dos dados coletados.

Assinatura do sujeito de pesquisa:

Data: / /

Assinatura do pesquisador(a):

Data: / /
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Em relacdo ao uso do medicamento ele apresenta riscos minimos uma vez que € bem
estudado na literatura médica cientifica e os critérios de inclusao delimitando o perfil dos
pacientes do estudo ndo apresentam contraindicacao e caso o participante apresente

algum evento relacionado ao uso do medicamento recebe toda a assisténcia necessaria.

E importante ressaltar que o grupo seré avaliado pré e pés-intervencdo. Desta forma
nao se trata de um estudo para analisar a eficacia do farmaco em questao, mas o efeito

dele na microbiota intestinal.

Os beneficios da pesquisa sdo para melhora da qualidade de vida dos portadores da
doenca uma vez que é uma doenga que acomete grande parte da populacao.

Caso ocorra algum dano nao previsto, serdo garantidas formas de indenizacdao em

relagdo aos mesmos.

Recebi garantias de total sigilo e de obter esclarecimentos sempre que o desejar.
Concordo em participar voluntariamente deste estudo sabendo que posso retirar meu
consentimento a qualquer momento, sem nenhum prejuizo em qualquer momento com
o pesquisador e/ou com o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Sdo Jodo de
Deus/FGC ou com o Comité de Etica da Unicamp.

Estou ciente que meus dados serdo tratados com absoluta seguranca para garantir a
confidencialidade, privacidade e anonimato em todas as etapas do estudo, e de que a
pesquisadora mantera estes dados arquivados durante um periodo minimo de 5 anos a
contar da data inicial. Os resultados do estudo serao divulgados em publicacdes, artigos

ou eventos cientificos.

Assinatura do sujeito de pesquisa:

Data: / /

Assinatura do pesquisador(a):

Data: / /
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Eu. declaro que

obtive espontaneamente o consentimento deste sujeito de pesquisa para realizar este
estudo.

Juliane Colombo Carrer de Macédo — CRM 33281/MG

Rua Santo Antonio, 420, sala 1.401, Ed. Mileniun. Divinépolis-MG
Hospital Sao Joao de Deus, Rua do Cobre, 900, Divinépolis-MG
Telefones para contato: (37) 3221-1011 / (37) 988239299

Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Sao Joao de Deus. N2 800, Bairro Sdo
Joao de Deus, CEP 35500-227 — Divinépolis/MG, telefone: (37) 3229-7661.

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS - UNICAMP

Faculdade de Ciéncias médicas — FCM Rua Tessalia Vieira de Camargo, n? 162,
Cidade Universitaria “Zeferino Vaz”, Distrito de Bardao Geraldo — Campinas/SP
Cep. 13.083-887.

Eu, apdés ter sido

suficiente e devidamente esclarecido (a), pelo (a) pesquisador (a), sobre a realizacao
desta pesquisa, como esta escrito neste termo, declaro que consinto em patrticipar da
pesquisa em questao por livre vontade nao tendo sofrido nenhuma forma de presséo ou

influéncia indevida.

Assinatura do sujeito de pesquisa:

Data: / /

Assinatura do pesquisador(a):

Data: / /

Nota: este termo de Consentimento livre e esclarecido foi elaborado em duas vias,
ficando uma com o sujeito participante da pesquisa e a outra com o pesquisador
responsavel.



Anexo 4: Ficha de atendimento dos pacientes.
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NOME:

DATA DE NASCIMENTO:

ENDERECO:

SEXO: MASC () FEM ()

ESTADO CIVIL:

RESIDE SOZINHO: SIM () NAO ()

ESCOLARIDADE: ANALFABETO ()  ENS. FUNDAMENTAL ()

ENSINO MEDIO () ENS. SUPERIOR ( )

TEMPO DOENCA (DM)

OUTRAS DOENCAS: ( ) HAS

( ) IAM PREVIO

( )IRC

( ) RETINOPATIA
( ) NEFROPATIA

( ) NEUROPATIA PERIFERICA
()

MENOPAUSA

CIRURGIAS PREVEAS:

VICIOS: TABAGISMO () ETILISMO ()

DISFUNCAO SEXUAL: SIM ( ) NAO ()

DIETA: SIM () NAO ()

ATIVIDADE FISICA: SIM( ) NAO( )

MEDICACAO PREVEA :

DIAGNOSTICO:

CONDUTA:

M1 M2 M3
PESO/ ALT

IMC

CIRC. ABD.

PA:

GLIC. J.

GLIC. P. P.

A1C

CT+F

TRIGL

TGO

TGP

GAMA GT

UREIA

CREAT

TFG

PEPT C

ST

Sintomas de
Hipoglicemia:

Ex. dos pés:




102

Anexo 5 - Autorizagao para execugao e prescricdo do medicamento Galvus no
ambulatério.
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Anexo 6 - Autorizagao para o fornecimento gratuito do medicamento Galvus aos
participantes do estudo.
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Anexo 7: Lista de medicagdes de uso dos pacientes.

PACIENTES

28

29
33

34
35

36

MEDICAMENTOS

Sertralina / Clonazepam/ AAS / Gingobiloba / Glifage XR 500
NPH /Anlodipina / AAS / Caverdilol / Losartana/ Sinvastatina/
Amitryl / Glifage XR 500

NPH / sinvastatina / Azukon MR30 / Glifage XR 500

Captopril / Clorana/ Angipress / Rosuvastatina / Glifage XR 500
Sinvastatina / Enalapril / Depakene / Glifage XR 500

Losartana / HCTZ / AAS / Glifage XR 500

Glifage XR 500

NPH / Regular / sinvastatina / Glifage XR 500

Sinvastatina / Valsartana / HCTZ / Lasix / Glifage XR 500
Glifage XR 500

Losartana / Anlodipina / Gliclazida MR 30 / Lasix / Glifage XR 500
Sinvastatina / Glifage XR 500

Losartana / Anlodipina / Fibrato / AAS / Glifage XR 500
Gliclazida MR 30 / Glifage XR 500

Forxiga / Glifage XR 500 / Valsartana

HCTZ / Losartana / Atenolol / Sinvastatina / Glifage XR500
HCTZ / Losartana /Puran 88 / Glifage XR 500

HCTZ / Losartana /LANTUS / Glifage XR 500

Glifage XR 500 / Diamicron / Forxiga / Januvia

Losartana / Sinvastatina/ glifage XR 500

Glifage XR 500 / AAS / HCTZ / Captopril / Sinvastatina

Glifage XR 500 / HCTZ / Sinvastatina

NPH/ Glifage XR 500 / Atenolol / Lasix / Losartana / Sinvastatina /
AAS / Sertralina / Hidralazina

Anlodipina / Lasix / Losartana / Sinvastatina / Glifage XR 500/
Complexo B

NPH / Glifage XR 500

Sertralina / Losartana / Ciclobenzaprina / Condrofler / Diclofenaco
/ Glifage XR 500

Glifage XR 500

Glifage XR 500/ Marevan / Tensaliv/ HCTZ / Atenolol / Losartana
/ Sinvastastina

Glifage XR 500



