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Resumo:

Polimorfismos genéticos da dipeptidil peptidase IV (DPP V) vém sendo associados com diabetes
mellitus tipo 2 (DM2), sobretudo em idosos. O objetivo do trabalho foi investigar a associacdo de polimorfismo
genético desta enzima com DM2 em amostra de pacientes idosos.

Analisaram-se caracteristicas clinicas, antropométricas e fisioldgicas; dados bioquimicos e variaveis
relacionadas ao estilo de vida de 338 idosos de ambulatérios de geriatria do Distrito Federal. Genétipos
produzidos pelo polimorfismo rs3788979 do gene da DPP IV foram determinados por meio de reacdo em
cadeia da polimerase convencional seguida de restricdo enzimética.

Houve variacdo dos niveis de glicemia e hemoglobina glicada séricas dos pacientes conforme os
gendtipos de DPP IV, mas ndo foi encontrada associacdo entre os genétipos e a ocorréncia de DM2. Nosso
resultado corrobora que variagdes genéticas dessa enzima podem afetar a homeostase glicémica, ainda que
nao determinante para a ocorréncia de DM2.
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Introducéo:

Sabe-se que a populagdo mundial tem se tornado cada vez mais envelhecida, o que tem imprimido
importantes mudangas no perfil epidemiologico da populagdo, com alteragdes relevantes nos indicadores de
morbimortalidade, como um aumento na prevaléncia de doencgas crbnicas, entre elas, o diabetes™2.

O diabetes mellitus tipo 2 (DM2) é uma condigdo cronica na qual o organismo produz insulina, mas é
resistente a acdo da mesma. Ao longo do tempo, os niveis de insulina se tornam insuficientes e a combinagao
da resisténcia a insulina com a deficiéncia na sua producéo leva a hiperglicemia3'4.

Dipeptidil peptidase IV (DPP IV) é uma serina protease ubiquitéria encontrada na forma solavel no
plasma ou como um componente de membrana de diversas células, que possui uma atividade catalitica que
remove o0s dipeptideos N-terminais com prolina ou alanina na penultima posicdo de varios substratos
peptidicos. A DPP IV é amplamente distribuida nos tecidos, como pulm®es, bago, figado e rins>%’.

A DPP IV transmembranar é clivada e liberada na circulacdo na forma sollvel (sDPP-4) para ser
implicada na rapida degradacédo de incretinas, como o peptideo semelhante a glucagon-1 (glucagon-like
peptide-1, GLP-1) e o polipeptideo gastrico inibitério (gastric inhibitory polypeptide, GIP), os quais possuem um
papel essencial na homeostase da glicoseg. Essas incretinas séo liberadas em resposta a uma refeigéo,
estimulam a secrecdo de insulina e suprimem a de glucagon (de maneira glicose-dependente), atrasam o
esvaziamento gastrico e aumentam a saciedade™.

A DPP IV ganhou maior importancia na comunidade médica e cientifica apds a introdugédo de
medicamentos inibidores da DPP-IV para o tratamento de DM2, as chamadas gliptinas®. Sabe-se que fatores
genéticos desempenham um importante papel no desenvolvimento do DM2", mas ha ainda poucos estudos
direcionados a identificar modificac8es no gene DPP IV e sua associagdo com essa condicdo . Vale ressaltar
gue DPP IV é um preditor de resisténcia a insulina e tem um papel fundamental na fisiopatologia do DM2, por
regular incretinas. Alguns polimorfismos de DPP IV mostraram estar associados com DM2 e/ou com 0s niveis
plasmaticos de sDPP-4°, mas sdo necessarios mais estudos para confirmar essas associacoes.

O presente estudo teve como objetivo investigar a associagao de polimorfismo genético da enzima
dipeptidil peptidase IV (DPP IV) com a ocorréncia do diabetes mellitus tipo 2 em amostra de pacientes idosos
ambulatoriais do Distrito Federal.

Metodologia:

A amostra do estudo inclui 338 pacientes com 60 anos ou mais, incluidos entre 2011 e 2013 em dois
ambulatérios de clinica geriatrica localizados no Distrito Federal, Brasil. Foi feito o levantamento da presenca
de DM2 por meio de auto-relato da condicdo confirmada por aspecto clinico em anamnese e/ou por
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hemoglobina glicada em jejum 2= 6,5%"%, além da presenca de hipertensdo arterial sistémica. Mediram-se os
valores de pressao sanguinea sistélica e diastélica (mmHg), de acordo com principios basicos de semiologia.
Aspectos do estilo de vida foram analisados, sendo que os praticantes de exercicios fisicos foram os que
exibiram 30 minutos ou mais de exercicios durante ao menos 4 dias por semana®, e o habito de fumar foi
definido como consumo usual de cigarros**.

Na analise antropométrica, foi avaliado o indice de massa corporal (IMC, em kg/mz), o qual foi definido
conforme o habitual, e a circunferéncia da cintura (cm), que foi medida 2 cm acima da linha do umbigo.

Todos os pacientes foram genotipados para a transicdo A/G do gene DPP-IV (rs3788979). Para a
identificacao dos gendétipos, um segmento do gene DPP-IV foi amplificado via reacdo em cadeia da polimerase
(PCR). A termociclagem foi realizada em aparelho Biocycler MJ96+/MJ96G (Applied Biosystems, EUA).
Produtos gerados por PCR foram submetidos a digestdo por Hae Il (Invitrogen, EUA), a 37 °C durante dez
horas. Os padrdes de restricdo obtidos foram verificados por meio de eletroforese em gel de agarose a 2% a
uma corrente constante de 80 volts, durante 20 minutos. S&o previstos trés padrdes de restricdo: para o
gendtipo heterozigoto (A/G) sdo esperados trés fragmentos distintos (298, 194 e 103 pares de base; pb),
enquanto para o homozigoto G, preveem-se dois fragmentos (194 e 103 pb). Para o homozigoto A, espera-se
apenas o segmento de 298 pb. As amostras que geravam conflitos eram submetidas a PCR e digestdo de
confirmacéo.

As seguintes medidas foram obtidas de acordo com a bioquimica clinica de rotina: glicemia (mg.dl™),
hemoglobina glicada (HbAlc, %), colesterol total e fragcdes (mg.dl™), triglicérides (mg.dl™"), proteina C-reativa
altamente sensivel (mg.dl™), clearance de creatinina (ml.min™) e TSH (mIU.I™").

Para avaliar a ocorréncia de diferengas entre medidas clinicas, bioquimicas e antropométricas na
amostra conforme gendétipos de DPP 1V, andlises estatisticas compararam medidas de tendéncia central pelos
testes t de Student ou de Mann-Whitney enquanto frequéncias foram ccmparadas pelo teste do qui-quadrado.
A distribuicdo normal de todas as variaveis foi avaliada utilizando o teste de Shapiro-Wilk. Foi adotado P < 0,05
como limiar de significancia. Todas as analises foram realizadas com o Pacote Estatistico para as Ciéncias
Sociais para Windows (SPSS, verséo 17.0).

Resultados e Discusséo:

A Tabela 1 apresenta os resultados obtidos de acordo com o0s gendtipos do polimorfismo de
nucleotideo Unico (SNP) rs3788979. Cerca de 79% dos pacientes apresentaram genétipo homozigoto para
alelo G, e 21% correspondem aos demais genaotipos.

A amostra apresentou padrdao homogéneo quanto as caracteristicas basais, como idade e género de
acordo com os genétipos. Quanto as variaveis antropométricas, pressoricas, clinicas e de estilo de vida néo foi
observada diferenca significativa entre os grupos. Houve variagcao dos niveis de glicemia e hemoglobina glicada
séricas conforme os genétipos de DPP IV, com niveis aumentados entre homozigotos para o alelo G. No
entanto, néo foi encontrada diferenca significativa na ocorréncia de DM2 entre os pacientes dos dois grupos. As
demais variaveis também néo foram influenciadas pelo genétipo.

Tabela 1. Varidveis antropométricas, clinicas e metabdlicas da amostra.
Gendtipos rs3788979

GG A

Variaveis (n = 267) (n=71) P

Idade, anos 79.3+8.7 78.8+9.8 0.699
Homens, % 311 28.2 0.667
IMC, kg.m?2 26.9+4.9 27.2+56 0.648
CC, cm 96.3+11.5 94.4+124 0.248
PAS, mmHg 141.1+£21.4 137.6 £18.7 0.183
PAD, mmHg 7821114 76.6 £11.5 0.298
HAS, % 74.9 80.3 0.434
Colesterol total, mg.dl™* 203.1+74.0 197.9+41.6 0.398
Triglicerideos, mg.dI™ 134.6 £ 64.5 126.8 +44.0 0.196
HDL-c, mg.dl™ 51.8+12.7 51.2+15.0 0.769
Glicemia, mg.dI* 105.1 + 29.4 99.6 + 14.5 0.046
HbAlc, % 6.1+0.8 58+0.6 0.010
DM2, % 24.0 18.3 0.344
Clearance de creatinina (ml.min™) 59.5+25.7 55.4 +24.5 0.225
PC-R, mg.di* 1.60 [3.00] 1.70 [2.90] 0.853
TSH, miu.I* 1.87 [2.10] 2.16 [2.28] 0.263
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Sedentarismo, % 61.4 66.2 0.493
Fumo, % 18.4 19.7 0.864

Dados expressos como média + desvio-padrdo para parametros continuos normalmente distribuidos. IMC =
indice de massa corporal; CC = circunferéncia de cintura; HbAlc = hemoglobina glicada Alc; DM2 = diabetes
mellitus tipo 2; HDL-c = lipoproteina de alta densidade; PAS = pressao arterial sistdlica; PAD = presséo arterial
diastélica; HAS = hipertensdo arterial sistémica; PC-R = proteina C-reativa; TSH = hormonio tiredide-
estimulante.

O DM2 é uma doenca metabdlica cronica com patogénese multifatorial™, e, embora a contribuicdo
genética para essa condicdo seja bem reconhecida, as caracteristicas das variantes que contribuem para sua
variancia genética permanecem longe de serem claras™®. A associacio entre os polimorfismos da DPP IV e o
DM2 possui impacto ainda pouco reportado na literatura. Radwan e colaboradores® observaram as frequéncias
dos genotipos de dez SNPs de DPP IV em individuos malaios acometidos por DM2 comparados a um grupo
controle, dos quais 3 demonstraram estar associados com essa condic¢ao clinica. No entanto, o SNP rs3788979
foi excluido do estudo, porque néo apresentou significancia quando comparado ao grupo controle.

Resultados semelhantes foram encontrados por Bouchard e colaboradores®, que realizaram a
genotipagem de sete SNPs de DPP IV em amostra de individuos obesos e testaram a sua associacdo com
fendtipos relacionados ao diabetes. Na primeira amostra analisada, os homozigotos para os alelos minoritarios
dos SNPs rs17848915 e rs7608798 apresentaram menor risco de hiperglicemia e diabetes, mas essa
associacgéo nao foi replicada em uma segunda amostra.

Conclusdes:

Ap0s avaliagao clinica e bioquimica, os testes estatisticos ndo revelaram associagcdo do gene da DPP
IV com a ocorréncia de diabetes mellitus tipo 2. Nossos resultados, no entanto, demonstraram que o
polimorfismo rs3788979 do gene DPP-IV interfere na fisiologia glicémica de pacientes idosos contribuindo para
alteracdes na homeostase da glicose, uma vez que houve variacdo significativa dos niveis de glicemia e de
hemoglobina glicada séricas entre os diferentes genétipos de DPP |V, apesar de ndo determinante para a
ocorréncia do diabetes mellitus tipo 2.
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