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RESUMO

Na pesquisa por novas citocinas foi descoberta uma subfamilia de
proteinas semelhantes as citocinas conhecidas como Family with Sequence
Similarity 3 (FAM3), do qual faz parte o FAM3D, que é predominantemente
expresso no trato gastrointestinal de individuos saudaveis. As concentracdes
plasmaticas de FAM3D variam de acordo com o estado nutricional apresentando
uma elevacao poés-prandial e uma reducdo no periodo pés-absortivo tardio.
Aventa-se a hipotese de que o FAM3D seria um inibidor da secrec¢éo insulinica,
ja que foi observada sua elevagcdo expressiva em tumores de pacientes com

adenocarcinoma de pancreas associado ao Diabetes Mellitus (DM).

Nosso objetivo foi o de determinar quantitativamente a concentracao
plasmética do FAM3D, pelo método de ELISA, em grupo de individuos
portadores de DM2 e compara-las com as de individuos com Pré-DM2 (PDM2)
e Controle (CTRL) ndo portadores de DM. Foram pareados de acordo com
género, idade e indice de massa corpoérea a fim de elucidar melhor a acéo do

FAM3D bem como sua relacgéo fisiopatologica com o DM2.

Selecionamos 90 pacientes, que, apos a realizacao dos exames, 17 foram
excluidos de acordo com os critérios de inclusao e excluséo. A distribuicdo entre
0s grupos por género ficou desta forma: DM2 com mais de 5 anos do diagndéstico,
sem uso de Insulina e sem complicagbes ou outras doencas grave — 15
masculinos e 14 femininos; PDM2 — 13 masculinos e 15 femininos e grupo

controle — 7 masculinos e 9 femininos, totalizando 73 pacientes.

Todos foram submetidos a mensuracao das medidas antropométricas e
exames bioquimicos mais o calculo do HOMA-IR e a determinacdo da
concentragdo plasmética do FAM3D pelo método de ELISA. Foram utilizadas as

provas de Kruskal-Wallis, na comparacéo dos grupos de estudo, e o coeficiente
de regressédo p de Spearman foi calculado nas analises de correlacéo entre as

concentragdbes plasmaticas de FAM3D e outras variaveis antropomeétricas ou
bioquimicas. Os calculos estatisticos foram realizados pelo programa JMP (SAS
Campus Drive. Building T. Cary, USA). O nivel de significancia estatistica foi

fixado em p<0,05.
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Entres os grupos ndo houve diferenca significante da concentracdo do
FAM3D, sendo a Mediana £ Q para o grupo CTRL (24,92 ng/mL + 9,11); PDM2
(14,65 ng/mL £ 6,02) e DM2 (19,87 ng/mL + 5,39).

A concentracdo plasmética do FAM3D foi mais alta nos pacientes com
DM2 em uso de Sulfoniluréia (p=0,0001). O grupo de pacientes DM2 sob
sulfoniluréia (23,42 ng/mL + 6,1) apresentou valores maiores em comparagao ao
grupo tratado com outros Antidiabéticos orais (ADOS) (14,9 ng/mL = 7,30),
p<0,05.

Descritores: Diabetes mellitus; FAM3D; Expressao génica.
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SUMMARY

Among the new cytokine Family with Sequence Similarity 3 (FAMS3), a
subfamily of proteins similar to cytokines known as FAM3D was identified.
FAM3D is predominantly expressed in the gastrointestinal tract of healthy
individuals. Plasma concentrations of FAM3D range according to the nutritional
status presenting a postprandial increase and a reduction in the later post-
absorptive period. It might be speculated that FAM3D is an inhibitor of insulin
secretion, as it has been observed a significant increase in patients with

pancreatic adenocarcinoma associated with T2D.

Our aim was to quantitatively determine the plasma concentration of
FAM3D, in a group of patients with T2D and comparing with patients with pre-
Type 2 Diabetes Mellitus (pT2D) and Control (CTRL) individuals paired according
to gender, age and body mass index in order to better elucidate the action of
FAM3D as well as its pathophysiological role in T2D.

We selected 90 patients comprising 15 male and 14 females diagnosed
with T2D; 12 male and 15 female diagnosed pT2D; and 7 male and 9 female
CTRL. Seventeen patients were excluded according to the inclusion and

exclusion criteria. In total, 73 patients were included.

All were submitted to measurement of anthropometric and biochemical
tests, including HOMA-IR calculation and the determination of plasma
concentrations of FAM3D by ELISA. The Kruskal-Wallis tests were used in the

comparison of study groups, and the regression coefficient p of Spearman was
calculated on correlation between plasma concentrations of FAM3D and other

anthropometric and biochemical variables. The level of statistical significance
was set at p <0.05.

Among the groups there were no significant difference in the concentration
of FAM3D, and the median+Q for the CTRL group (24.92ng/mL £ 9.11); pT2D
(14.65ng/mL = 6.02) and T2D (19.87ng/mL £ 5.39).

The group of DM2 patients on sulfonylurea (23.42ng/mL * 6.1) had higher
values compared to the group treated with other oral antidiabetic drugs (14.9
ng/mL + 7.30), p <0.05.
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There was no correlation of FAM3D between groups. Patients with T2D
on sulfonylurea presented a higher concentration of FAM3D when compared with

T2D patients treated with other oral antidiabetic drugs.

Descriptors: Diabetes mellitus; FAM3D; Gene expression.
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1. INTRODUCAO

Nas ultimas décadas o mundo passou por uma transicdo demografica,
que foi mais recente nos paises em desenvolvimento, como o Brasil, onde houve
um envelhecimento da populacao trazendo, com isso, 0 aumento da incidéncia
e prevaléncia das doencas cronico-degenerativas . Estes paises, contudo, ainda
convivem com indicadores de doencgas infecto-contagiosas e agravos em niveis
preocupantes, o que faz com que a necessidade com os custos com saude

publica alcance uma carga critica.

Hoje, o Diabetes Mellitus (DM) é considerado uma das grandes epidemias
mundiais, principalmente o Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2), que representa de
85% a 95% de todos os casos de DM em paises de alta renda e pode ser
responsavel por um percentual ainda maior em paises de baixa e média renda.
Estima-se, de acordo com estudos da Federacao Internacional de Diabetes
(IDF), que havia 381,8 milhdes de pessoas com DM até o final de 2013, e uma
projecdo de aumento de 55% para o ano de 2035, alcancando o numero de 591,9
milhGes de pessoas com DM 2 3, A abordagem utilizada pelo IDF leva em conta
apenas as mudancas na populacéo e urbanizagéo para o célculo das projecdes
de 2035 e apresenta uma estimativa conservadora da prevaléncia do DM.
Contudo, as rapidas mudancas culturais e sociais que ocorrem atualmente
podem levar a uma prevaléncia ainda maior do DM nos préximos 20 anos. As
principais mudancas sdo: o envelhecimento da populagdo; a urbanizacdo
crescente; mudancas na dieta para uma alimentacdo pobre em nutrientes e
fibras e de alto valor caldrico; reducédo da atividade fisica; comportamentos pouco

saudaveis e o aumento da obesidade 1 245,

O Brasil ocupa o quarto lugar no ranking mundial dos paises com o maior
namero de pessoas com DM, um total de 11,9 milhdes de pessoas. Os trés
primeiros lugares sdo: China (98.4 milhdes), india (65.1 milhdes) e Estados
Unidos da América (24.4 milhdes). Na regido que abrange a América do Sul e
América Central, o Brasil ocupa o primeiro lugar no ranking dos paises com o
maior numero de pessoas com DM, seguido pela Colédmbia (2.1 milhdes),
Argentina (1.6 milhdo), e Chile (1.3 milh&o) % 3.



O DM2 pode permanecer sem ser detectado por muitos anos, levando a
complicacBes graves e aumento dos custos com a saude. Estima-se que, no
mundo, ha 45,8% de todos os casos de DM em adultos, em torno de 174,8
milhdes de pessoas, ainda sem diagnostico, variando de 24,1% a 75,1% entre
as regides estudadas. Cerca de 83,8% de todos os casos de DM nao

diagnosticado estdo em paises de baixa e média renda % 356 7,

Com o0s avancos terapéuticos e o0 aumento da expectativa de vida,
inclusive para os portadores de DM2, aumenta o tempo de exposicdo a
hiperglicemia, e a glicose em niveis supra fisiolégicos é toxica (glicotoxicidade).
Isso favorece o aparecimento das complicacbes cronicas do DM2, como o
desenvolvimento irreversivel de complicacbes micro e macrovasculares,
incluindo a neuropatia, nefropatia, retinopatia, doenca arterial coronariana,
acidente vascular cerebral e doenca vascular periférica. Com isso, hd um
aumento expressivo no custo do tratamento, tanto para os portadores quanto

para o Estado %46,

Em 2013, segundo o IDF, cerca de 5,1 milhdes de pessoas com idade
entre 20 e 79 anos morreram em decorréncia do DM, o que representa 8,4% do
total de mortalidade no mundo por todas as causas nesta faixa etaria. Quase a
metade (48%) das mortes por diabetes sdo em pessoas com idade inferior a 60

anos %3,

Muitos estudos buscam identificar meios de diagnostico precoce ou, o0 que
seria ideal, identificar os pacientes com grande probabilidade de desenvolver
DM2 antes da doenca clinica, com o intuito de orientar o potencial paciente para
uma mudanca de habitos e estilo de vida que evitaria, ou retardaria, o advento
da doenca. Ha ainda a possibilidade de um tratamento muito precoce como

possibilidade de se preservar o pool das células beta pancreaticas 4 > 68,

1.1.Diabetes Mellitus tipo 2
O DM2 é uma doenca metabdlica crbnica, progressiva e ainda néo

totalmente compreendida. Ndo é uma doenca Unica, mas um grupo heterogéneo

2



de distarbios metabdlicos em que a hiperglicemia é o ponto comum. Embora a
resisténcia a algumas acfes e a secrecdo inadequada da insulina sejam as
anormalidades criticas para o estado metabdlico no DM2, diversos outros fatores

contribuem para o estado hiperglicémico 34 7:°,

A resisténcia a insulina esta presente alguns anos antes do diagndéstico.
ApoOs a ingestéo de hidratos de carbono, a glicose é depositada principalmente
no musculo esquelético e no figado como glicogénio, e alteracdes na capacidade
de resposta a insulina nesses 6rgaos resultam em hiperglicemia de jejum e pés-
prandial. No entanto, a normoglicemia é mantida enquanto as células beta
secretam maiores quantidades de insulina. Ao longo do tempo, as concentracdes
séricas de insulina caem devido a diminuicdo do nimero de células beta e a sua
capacidade de secrecdo diminuida % °. Estudos longitudinais envolvendo os
indios Pima, originarios do estado do Arizona dos EUA, e outras populacdes
mostraram uma reducdo de 50% ou mais na funcdo das células beta no
momento do diagnostico do DM2. A supressdo pos-prandial anormal da
secrecdo de glucagon também ocorre. A faléncia das células beta € mediada por
fatores genéticos e a exposicdo a niveis cronicamente elevados de glicose
(glicotoxicidade) e de acidos graxos livres (lipotoxicidade) no sangue. A idade
avancada, fibrilas amiléides nas ilhotas, e taxas de secrecdo de insulina
cronicamente altas também desempenham papéis importantes. A maioria das
anomalias genéticas que foram identificadas em pacientes com DM2 esta

relacionada com a funcéo das células beta % 4.

Os critérios diagnosticos para o DM séo:

QUADRO 1 - Valores de glicose plasmatica (em mg/dL) e HbAlc (em %) para
diagnoéstico de DM e seus estagios pré-clinicos.



Glicemia (mg/dL)

Categoria . 2 horas ap6s HbAlc
Jejum* ' Casual**
75g de glicose

Normal <100 <140 <5,6%
L - de 5,7% a
Pré-Diabetes 100 a 125 140 a <200
6,4%
Diabetes >200 (com
_ >126 >200 sintomas >6,5%
Mellitus

classicos)***

*O jejum e definido como a ndo ingestdo calérica por no minimo 8 horas; **Glicemia plasmética
casual é aquela realizada a qualquer hora do dia, sem se observar o intervalo desde a ultima
refeicéo;

***Qs sintomas classicos de DM incluem polilria, polidipsia e perda ndo explicada de peso.
Nota: O diagnostico de DM deve sempre ser confirmado pela repeticdo do teste em outro dia, a
menos que haja hiperglicemia inequivoca com descompensacao metabdlica aguda ou sintomas
6bvios de DM (Adaptado das Diretrizes da Sociedade Brasileira de Diabetes 2014-2015) 34,

A American Diabetes Association (ADA) 4 também usa a Hemoglobina
Glicada (HbAlc) como critério diagnostico para o DM e para o Pré-Diabetes
(PDM), com exclusdo de imperfeicbes na padronizacdo, como ocorre nas
hemoglobinopatias, anemias hemolitica e ferropriva. Ja € adotado,
recentemente, pela Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD), usando os

seguintes valores de corte do Quadro 1 acima.

1.2.Pré-Diabetes Mellitus tipo 2 (PDM2)

Atualmente, esta categoria, que ndo € uma entidade clinica, engloba as
condi¢cdes que tém risco aumentado para DM e doengas cardiovasculares
(DCVs), que sao: “glicemia de jejum alterada” e “tolerancia diminuida a glicose”,
como mostradas no Quadro 1. Estas situagbes podem evoluir para o DM2,
permanecer neste estado, ou voltar a valores normais, caso 0s portadores optem
por mudanca do estilo de vida, principalmente com a mudanca para habitos
alimentares mais saudaveis e iniciem atividade fisica regular. O uso de
medicamento nesta fase ja € formalmente indicado, com vista a reducéo da

resisténcia a insulina e preservacdo do pool de células beta pancreaticas 4 °.



Os critérios diagndsticos usados pela ADA 4 e pela SBD 2 séo:
a) Glicemia de jejum alterada:

Glicemia de jejum = 100 mg/dL e < 126 mg/dL.

b) Tolerancia a glicose diminuida:

Ocorre quando, ap0s uma sobrecarga de 75 g de glicose, o valor da

glicemia de 2 horas situa-se entre 140 e 199 mg/dL.

c) HbAlc de 5,7% a 6,4%.

1.3.Citocinas

As citocinas tém um papel importante na medicina como agentes de
diagnéstico, progndstico e terapéutico em diversas doencas. Atualmente, elas
sdo estudadas em praticamente todas as disciplinas biolégicas, devido aos
efeitos mediados pelas citocinas dominarem o0s campos da inflamagéo,
imunologia, aterosclerose e cancer. Exercem efeitos profundos sobre diversas
funcdes bioldgicas, tais como a migracéo e funcao dos leucécitos, diferenciacéo
hematopoiética, regulacdo da temperatura, as respostas da fase aguda, a

remodelacdo dos tecidos, e sobrevivéncia celular 10 1% 12,

A utilizacdo de citocinas na clinica jéa foi realizada com sucesso, tanto
CcOmo agonistas ou para o bloqueio da producao ou agao das citocinas, atuando
para regular a imunidade, nos processos inflamatoérios, na hematopoese, entre

outros 10: 13,

Muitos estudos tém sido feitos para pesquisar novos genes de citocinas.
A inferéncia por homologia é o método computacional mais poderoso para
identificar genes relacionados. O método mais utilizado para identificar
homologia, ou de um antecessor comum, € de homologia de sequéncia. No
entanto, as sequéncias das citocinas frequentemente divergem de tal modo que
elas ndo podem ser reconhecidas como homélogas. Em contraste, a estrutura
secundaria das citocinas € altamente conservada ao longo da evolucao. Por este

motivo, foi desenvolvido um algoritmo computacional de reconhecimento



ostensivo de dobras (Ostensible Recognition of Folds - ORF), que utiliza a

estrutura secundaria prevista para procurar homélogos 1% 11,

Receptor Tipo-lg Tipo-TNFR R Citocina tipo | R Citocina tipo Il R quimiocina
b-trefoil IL1a, ILB, IL18
. ) TNFa, TNFb,
L’}‘l;: “like Gelly CDA40L, OX40L,
TRAIL, RANKL

IL6, G-CSF, GH,

LIF, 1L12p35,

GM-CSF, M-
Feixe de quatro CSF, IL3, IL4,
hélices (cadeias IL5, IL2, IL7,
longa/curta) IL9, IL11, IL13,

IL15, 1L21,

IL23p19,

IL27p28

IL10, IL9, IL20,
Feixe de quatro 1L22, IL24,
hélices IL28A, IL28B,
(IFN/IL10) IFNa, IFNDb,
IENg, IENI
Todas as
IL8I, quimiocinas quimiocinas
conhecidas

Figura 1

Classifica¢@o estrutural das Citocinas e seus receptores. A maioria das citocinas,
no interior da area sombreada de cinza, possuem um feixe de quatro hélices ligadas
por pontes dissulfeto.

Adaptado de: The immune network - Universita degli Studi di Pavia !
http://nfs.unipv.it/nfs/minf/dispense/immunology/lectures/files/immune network.htm
I

IL1 (B trefoil)

Diversidade das dobras das citocinas

IL4 (4 hélices) IL10 (4 hélices)



http://nfs.unipv.it/nfs/minf/dispense/immunology/lectures/files/immune_network.html
http://nfs.unipv.it/nfs/minf/dispense/immunology/lectures/files/immune_network.html

Figura 2 Caracteristica estrutural da maioria das citocinas, que possuem um feixe de quatro
hélices ligadas por pontes dissulfeto.
Adaptado de: The immune network - Universita degli Studi di Pavia 1!
http://nfs.unipv.it/nfs/minf/dispense/immunology/lectures/files/immune network.htm
I

Zhu Y, et al (2002) 1°, em sua pesquisa por novas citocinas, devido a sua
importancia, utilizou este método de pesquisa baseado na estrutura da maioria
das citocinas, que possui um feixe de quatro hélices ligadas por pontes
dissulfeto, como mostrado na figura 1 e 2. Portanto, esta estrutura secundaria
incomum torna as citocinas um bom candidato para métodos de pesquisa
baseados na estrutura. Como resultado, identificou-se um gene desconhecido,
Family with Sequence Similarity 3 (FAM3), na qual cada membro contém 224-
235 aminoacidos com um peptideo-sinal. A comparacdo da sequéncia de
aminoacidos entre os 4 membros dessa subfamilia, FAM3A, FAM3B, FAM3C e
FAM3D revela uma identidade variando entre 31,6 a 53,3% entre elas, sem
homologia com quaisquer outras citocinas conhecidas. FAM3A e FAM3C séo
expressos em quase todos os tecidos. Enquanto que FAM3B é fortemente
expresso em células beta e alfa das ilhotas pancreéticas, o FAM3D ¢é altamente
expresso em placenta. Estes resultados revelaram uma nova familia de

citocinas.
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Figura 3 Expressao de mRNA do FAM3A, FAM3B, FAM3C, e FAM3D em muiltiplos tecidos
humanos por Northern blots. A B-Actina é o controle. Adaptado de: Zhu Y et al.,
Genomics. 2002 1,

1.4.FAM3D

O FAM3D faz parte de uma subfamilia de proteinas semelhantes as
citocinas conhecidas como Family with Sequence Similarity 3 (FAM3), na qual
cada membro contém 224-235 aminoacidos com um peptideo-sinal. Apesar da
alta expressdo do FAM3D em um tecido hiperproliferativo, como a placenta,
sugerir um papel na proliferacéo celular, seu papel nos processos fisiopatoldgico
nos quais estaria envolvido ainda ndo é conhecido 1. E interessante o dado de
que a exposicdo prolongada de células beta ao FAM3B (PANcreatic DERived
factor, PANDER) causa uma inibicdo dose-dependente da secre¢édo basal de
insulina, porém, sem efeitos sobre a secre¢do de insulina induzida por glicose.
Sugere-se, portanto, que o FAM3B seria um regulador negativo da funcdo das

células beta e poderia estar relacionado a apoptose de células beta 12 14,



Existe associacao entre citocinas inflamatérias e DM como observado no
estudo European Prospective Investigation into Cancer and Nutrition (EPIC) -
Potsdam Study 1°, que revelou associagdo entre a elevacdo combinada de IL-1B
e de IL-6 e maior risco de DM2. Kim et al. 16 demonstraram que a IL-6 provoca
diminuicdo da acéo da insulina no figado e no masculo esquelético. As citocinas
estédo envolvidas na homeostase glicémica e, por sua semelhanca estrutural com
a familia das citocinas, o papel do FAM3D na secre¢cdo de insulina e na

resisténcia a insulina deve ser investigado 10 12 14,

Em sua pesquisa para Tese de Doutorado, Souza, JJS (2006) ’ buscou
identificar fatores diabetogénicos cujos genes se expressam diferencialmente
em tumores pancreaticos do tipo adenocarcinoma ductal. Foi observado que
tumores de portadores de DM expressaram genes que ndo foram expressos nos
tumores de individuos que ndo eram portadores de DM, entre os quais o0 gene
do FAM3D, que esté localizado no cromossomo 3, posi¢éo 3pl14.2.

p<0,05_l

1.07
0.8-

0.6-

EXPRESSAQO DO
mRNA DE FAM3D (Valor Q)

0.4+

0.2+

0.0 . .
NDM IGT DM

CLASSIFICACAO

Figura 4 Expressdo normalizada do mRNA do gene FAM3D em pacientes com
adenocarcinoma ductal de pancreas de acordo com a tolerancia a glicose. NDM:
Normotolerantes a glicose, IGT: Intolerantes a glicose, e DM: Portadores de DM.
Souza JJS. Tese Doutorado USP, 2006 7.



Na analise por imunohistoquimica, deste mesmo trabalho, foi observado
que o pancreas humano, tanto o normal quanto o com adenocarcinoma de
pancreas, apresenta imunorreatividade para a proteina FAM3D. Foram utilizados
como controle positivo tecidos de colon normal e placenta normal. A lamina de
célon normal caracterizou-se por um padrdo granular citoplasmatico e na
placenta um padrdo nuclear difuso nos vilos. No pancreas normal houve
marcacao nas ilhotas com um padréo citoplasmatico difuso, e nas células ductais
um padrdo citoplasmatico granuloso. Nas laminas de adenocarcinoma de
pancreas o padrao de marcacao para o FAM3D foi heterogéneo, com um padrao

nuclear na maioria dos tumores associado a positividade citoplasmatica®’.

O papel do FAM3D necessita ser melhor investigado para elucidar sua
funcdo no controle da homeostase glicémica, na secrecdo de insulina e na
resisténcia a insulina. H& ainda a possibilidade de se utilizar o FAM3D como
marcador de adenocarcinoma ductal de pancreas, o que permitiia 0 seu
diagndéstico precoce, em um estagio em que ainda houvesse possibilidade de

cural’,

Em um estudo com ratos C57BL/6J, de Wit NJ et al (2012) 8, identificaram
uma oncoproteina, Oncoprotein-induced transcript 1 (Oitl), no intestino delgado
destes ratos estimulado por uma dieta rica em gorduras. Neste estudo, foi
caracterizado o Oitl e sua familia ortéloga humana com similaridade de
sequéncia no cromossomo 3, um membro da familia D (FAM3D). Oitl e FAM3D
mostraram ser predominantemente expressos no trato gastrointestinal de ratos
e humanos, respectivamente. Neste estudo, em amostras de plasma humano,
foi observada a influéncia do estado nutricional sobre as concentracfes
plasmaticas do FAM3D, com uma elevacdo pos-prandial, e uma reducdo em
jejum, 0 que mostra que estas proteinas sdo expressas e secretadas de um

modo dependente do estado nutricional.
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Figura5  Concentrac¢des plasmaticas do FAM3D humano 0O, 2 e 4 horas apés o consumo de
uma dieta rica em lipideos (RL) ou pobre em lipideos (PL). Adaptado de: De Wit N
J W et al. Journal of Nutritional Biochemistry, 2012 18,

A figura 5 mostra o aumento da concentracdo plasmatica do FAM3D
humano, induzido por uma dieta rica em lipideos, em 2 e 4 horas. Isso reproduz
0S mesmos resultados obtidos com o experimento em ratos, confirmando sua

familia ortéloga em humanos.

A luz desses dados da literatura, em especial a acdo do FAM3B sobre a
célula Beta com inibicho da secrecdo de insulina, aventa-se que as
concentragdes plasméaticas de FAM3D, em condi¢fes basais, estdo aumentadas
no paciente com DM2 quando comparadas com as de individuos saudaveis.

11



2. OBJETIVO

O objetivo dessa pesquisa foi determinar quantitativamente a
concentracéo plasmética do FAM3D em grupo de individuos portadores de DM2
e compara-las com as de individuos com PDM2 e saudaveis, pareados de

acordo com género, idade e indice de massa corpérea.

12



3. CASUISTICA E METODO

3.1.Casuistica
O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da
Universidade Nove de Julho — UNINOVE. Parecer n® 665.289, Data da Relatoria:
28/05/2014 (ANEXO 1).

Foram selecionados pacientes no ambulatério de endocrinologia da
UNINOVE - Campus Vergueiro, e do ambulatorio de endocrinologia da cidade
de Manhuacu — MG, e alocados em trés grupos de analise: pacientes com DM2
h& cinco anos ou mais, sob antidiabéticos orais; pacientes com PDM2 e o grupo
controle (n&o diabéticos).

3.2.Critérios de incluséo
Pacientes adultos, com DM2 h& cinco anos ou mais, sob antidiabéticos
orais; pacientes que preencheram os critérios para PDM2 e pacientes que nao

eram portadores nem de DM2 e nem de PDM2 para o grupo controle.

3.3.Critérios de excluséo
Uso de Insulina; pacientes com complicacdes crénicas graves do DM2;
cardiopatia, nefropatia e neuropatia, moderadas ou graves e pacientes com
hepatopatias crénicas ou tireoidopatias. Pacientes com DM2 com tempo menor

gue 5 anos desde o seu diagndstico.

3.4. Método
Selecionamos 90 pacientes, que, apdés a realizacdo dos exames
bioquimicos, 17 foram excluidos de acordo com os critérios de inclusdo e
exclusao. A distribuicdo entre os grupos por género ficou desta forma: DM2 — 15
masculinos e 14 femininos; PDM2 — 13 masculinos e 15 femininos e grupo

controle — 7 masculinos e 9 femininos, totalizando 73 pacientes.
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Todos foram submetidos a mensuracdo das medidas antropométricas:
Peso (kg) e altura (m) aferidos em balanca e estadidbmetro da marca Welmy;
célculo do Indice de Massa Corporea (IMC, em kg/m?); circunferéncias, aferidas
com fita métrica flexivel e ineldstica (cm): cervical, cintura e quadril; calculo da
relacdo cintura/quadril (RCQ), utilizando a razdo RCQ=CC(cm)/CQ(cm).
Também foi aferida a Pressao Arterial (PA, em mmHg). Na avaliacdo foram
consideradas, distintamente, a Pressao Arterial Sistdlica (PAS) e a Presséo
Arterial Diastélica (PAD).

Foram realizados os Exames Bioquimicos em 3 laboratérios, sendo eles:
o laboratério Afip (Sao Paulo — SP), que realizava, na época, 0s exames para a
UNINOVE; o laboratério Fleury (Sdo Paulo — SP), que realizou as analises de
Insulina e Peptideo C das amostras colhidas na UNINOVE, por meio de contrato
com o grupo de pesquisa; e o Laboratério Sdo Lourenco (Manhuagu — MG),
também por meio de contrato. Os Exames Bioquimicos realizados foram:
glicemia de jejum (mg/dL), hemoglobina Glicada, (pelo método de Cromatografia
Liguida De Alta Performance — HPLC, em %), colesterol total (mg/dL), HDL-
colesterol (mg/dL), LDL- colesterol (mg/dL), triglicerideos (mg/dL), insulina
(LUI/mL), calculo do HOMA-IR, do inglés Homeostatic Model Assessment —
Insulin Resistance (glicemia de jejum [mmol/L] x insulina [uU/ml] + 22,5),
peptideo C (ng/mL), e determinacdo da concentracdo plasmatica do FAM3D
(ng/mL). A amostra de plasma para a determinac¢ao da concentragdo do FAM3D
foi parte da amostra colhida para todos os exames, porém, foi armazenada para
a realizacdo futura, quando todas as amostras ja tivessem sido colhidas. Isto foi
necessario em virtude da metodologia da andlise ser feita em placas com

capacidade para um grande numero de amostras (96 pocos por placa).

3.5.Analise do FAM3D em amostras de plasma humano

3.5.1. Coleta de material biolégico - Plasma humano

Foram coletados 5 ml de sangue de todos os 90 voluntarios em tubos
contendo EDTA (1 mg/mL), os quais foram centrifugados a 2.500 RPM por 10
minutos, a 4°C. O plasma foi separado e armazenado, em temperatura de 20°C

negativo, para futuras analises. As concentragdes plasmaticas do FMA3D das
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amostras foram analisadas no Laboratorio de Pos Graduacdo da Universidade
Nove de Julho. Essas amostras de plasma foram utilizadas na validacdo dos
ensaios imunologicos e bioguimicos. Foram selecionadas, de forma aleatéria, 12

amostras, sendo 4 de cada grupo, para serem analisadas em duplicata.

3.5.2. ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)

As concentragcdes do FAM3D foram quantitativamente determinadas em
amostras de plasma humano pelo método de ELISA. Os Kits de ELISA para
deteccdo do FAM3D foram adquiridos da MBL International, utilizando os
conjuntos de reagentes Ab-Match Assembly Human FAM3D e Ab-Match
Universal Kit (Cat. N° 5321 e 5310, respectivamente. MBL International Corp.
Woburn, MA. USA) 9. De acordo com o fabricante, a dose minima detectavel é
de 7,0 pg/mL, a variabilidade intraensaio é de 3,75% na concentracdo de 1,25
ng/mL e os limites da normalidade variam de 2,0 a 16 ng/mL. As medi¢cfes foram
realizadas de acordo com o protocolo do fabricante, descrito a seguir.

Placas de 96 pogos foram sensibilizadas com anticorpos de captura e
incubadas overnight a 4°C. Apés a incubacao, as placas foram lavadas 2 vezes
com solucédo salina (NaCl 9,0g/1.000ml). Em seguida, a placa foi bloqueada com
200 pL/poco com agente bloqueador, permanecendo por 1h00 em temperatura
ambiente. Apoés esse periodo, foram adicionadas as amostras de plasma diluidas
1:10 e incubadas por 1 hora em temperatura ambiente. As placas foram lavadas
com solucao de lavagem por 4 vezes. Foram acrescentados 100 ul do anticorpo
de deteccdo e incubou-se a placa por 1h00 em temperatura ambiente.
Posteriormente, as placas foram lavadas com solucao de lavagem como descrito
anteriormente. Foi adicionado em cada poc¢o 100 ul de solucdo de streptoavidina
conjugada com peroxidase e incubada por 1h0O0 em temperatura ambiente. A
seguir, as placas foram lavadas com solugcdo de lavagem como descrito
anteriormente. Adicionou-se 100 ul de solucéo de substrato em cada poco e
incubou-se a placa por 30 minutos. Para revelacdo, adicionou-se 100 ul de
solucdo de parada em cada poco e a absorvancia foi medida em um
comprimento de onda de 450 nm com um M2 SpectraMax (Molecular Devices)

e os resultados foram calculados com Excel 2013.
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3.6.Analise estatistica
O tamanho da amostra foi calculado, resultando um n = 66, que
corresponde ao numero total de individuos que deveria de ser analisado para ter
uma estimativa confiavel da proporcdo populacional. Finalizamos a pesquisa

comumn=73.

As variaveis: género, idade, medidas antropométricas, PA, e 0os exames
bioquimicos de rotina foram expressos por Mediana e Intervalo Interquartilico

(Mediana = Q) com o objetivo de caracterizar a amostra.

Os dados gerados na pesquisa foram agregados em tabelas segundo os
critérios de analise. Como as concentracfes plasmaticas de FAM3D nao se
ajustam a distribuicdo normal foram utilizadas as provas de Kruskal-Wallis, na
comparacao dos trés grupos de estudo, e, para verificar quais grupos diferiram

significativamente.

O coeficiente de regressédo p de Spearman foi calculado nas andlises de

correlacdo entre as concentracfes plasmaticas de FAM3D e outras variaveis
antropométricas e bioquimicas. Os calculos estatisticos foram realizados pelo
programa JMP (SAS Campus Drive. Building T. Cary, USA).

O nivel de significancia estatistica foi fixado em p<0,05.
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4. RESULTADOS

Foram selecionados 90 pacientes, de junho a dezembro de 2014, sendo
31 com DM2; 34 com PDM2 e 25 CTRL. Todos os dados individuais, de cada
paciente, estao registrados em uma planilha do Exel 2013, no Apéndice Il, que

€ a Tabela mestra dos dados da pesquisa.

Desses pacientes, 9 foram excluidos devido aos exames ndo estarem
completos (a maioria por material insuficiente). Os demais foram por itens dos
critérios de exclusdo, sendo o principal por apresentarem DM2 com menos de 5
anos desde o diagnéstico. Alguns pacientes com PDM2, classificados numa
primeira avaliacdo, ao realizar os exames para a pesquisa, tiveram resultados
compativeis com DM2, porém, devido ao tempo do diagndstico, ndo puderam
ser realocados para o grupo de DM2. No entanto, os pacientes do grupo CTRL
que tiveram os exames compativeis com PDM2 puderam ser realocados para
este grupo por preencher todos os critérios de incluséo e excluséo.

Tabela | — Caracteristicas clinicas dos pacientes

DADOS DEMOGRAFICOS

Significancia

Variavel
Total Controle PDM2 DM2 CTRLXPDM2 CTRLxDM2 PDM2xDM2
Mas 35 7 13 15 - -
Sexo
Fem 38 9 15 14 -
Idade (anos)

(Mediana * Q) 51,0 + 9,00 47,0+0,21 45,5+0,48 63,0+4,00 NS p<0,05 p<0,05
Peso (kg) 77,22 +17,33  70,25+14,62  84,48+19,98  74,05+13,51 p<0,05 NS p<0,05
Altura (m) 1,64 +0,10 1,67+0,11 1,65+0,09 1,61+0,10 NS NS NS

IMC (kg/m?) 28,67 +526  2516+3,68  31,04+6,06  28,31+3,96 p<0,05 NS NS

Circunferéncia

cervical (cm) 38,71+4,18  36,56+3,62  39,52+4,54 39,1+3,82 p<0,05 p<0,05 NS

Circunferéncia da
cintura (cm) 92,82 +13,13  82,84+10,80  96,88+14,69 94,4+9,83 p<0,05 p<0,05 NS
Circunferéncia do
quadril (cm) 105,22 +9,88  100,97+8,66 109,91+11,19  103,03+7,26 p<0,05 NS p<0,05
Relagéo
Cintura:Quadril 0,88 + 0,09 0,82+0,08 0,88+0,09 0,92+0,07 p<0,05 p<0,05 NS
Pressdo arterial _ >1510li€@ 11974+ 1580 10594£1228 119,14+13,65 127,93+14,24 p<0,05 p<0,05 p<0,05
mmH . L
( 9 Diastolica 74,99 + 8,17 70,0£9,66  76,04+#8,35  76,72+6,02 p<0,05 p<0,05 NS
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Os pacientes com DM2 apresentaram diferenca de idade (DM2: 63,0 anos
+ 4,00) significante (p<0,05), em relacéo aos outros grupos (CTRL: 47,0 anos +
0,21 e PDM: 45,5 anos + 0,48), em virtude da sua maior prevaléncia com o

aumento da idade.

Em relacédo ao IMC, os pacientes com PDM2 (31,04 Kg/m? + 6,06) tém
resultados mais elevados que o0s outros grupos, porém, houve diferenca
significante (p<0,05) com o grupo CTRL (25,16 Kg/m? + 3,68). Esse dado se
refletiu também na Relacdo Cintura/Quadril, onde o grupo CTRL apresentou

valores menores em relacao aos dois outros grupos (p<0,05).

A relacdo das concentracdes sérica da insulina dos pacientes com PDM2
com o grupo CTRL reflete o grau de resisténcia periférica a insulina desses
pacientes, com niveis mais elevados (p<0,0008), e que esta de acordo com a
literatura especializada. Este dado é confirmado pela diferenca, também
significante, dos valores do HOMA-IR do grupo CTRL com os demais. Vemos
uma diferenca significante quando o HOMA-IR do grupo CTRL é comparado com
0 do DM2 (p<0,0017), e do grupo CTRL com o PDM2 (p<0,0018).
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Figura 6 Comparacao da relacédo da Insulina (uUI/mL) dos pacientes de acordo com o grupo.
CTRL: Controle; PDM2: Pré Diabetes Mellitus Tipo 2; DM2: Diabetes Mellitus Tipo
2. p<0,0008 para PDM2xCTRL.
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Figura 7

CTRL PDM2 DM2

GRUPOS

Comparacao da relacdo do HOMA-IR (glicemia de jejum [mmol/L] x insulina [pU/ml]
+22,5) dos pacientes de acordo com o grupo. CTRL: Controle; PDM2: Pré Diabetes
Mellitus Tipo 2; DM2: Diabetes Mellitus Tipo 2. p<0,0018 para CTRLxPDM2 e
p<0,0017 para CTRLxXxDM2

Entres os grupos ndo houve diferenca significante da concentracdo do
FAM3D, sendo a Mediana £ Q para o grupo CTRL (24,92 ng/mL + 9,11); PDM2
(14,65 ng/mL + 6,02) e DM2 (19,87 ng/mL + 5,39).

Figura 8
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Comparacao da concentracdo do FAM3D (ng/mL) dos pacientes de acordo com o
grupo. CTRL: Controle; PDM2: Pré Diabetes Mellitus Tipo 2; DM2: Diabetes Mellitus
Tipo 2. N&o houve diferenca significante entre os grupos.
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O FAMS3D foi mais elevado no grupo dos pacientes com DM2 em uso de
Sulfoniluréia (p=0,0001). O grupo de pacientes com DM2 sob sulfoniluréia (23,42
ng/mL £ 6,1) apresentou valores maiores em comparagao ao grupo tratado com

outros anti-diabéticos orais (14,9 ng/mL + 7,30), p<0,05.

100

Log FAM3D (ng/mL)

> N ® © O

Nao T SIM
Uso de Sulfonilureias

Figura 9 Comparacao do Log do FAM3D (ng/mL) em relagdo aos pacientes com DM2 que
estdo em uso ou ndo de Sulfonilureias. O grupo de pacientes DM2 em uso de
sulfonilureia (SIM) (23,42 ng/mL + 6,1) em comparacao ao grupo tratado com outros
anti-diabéticos orais (NAO) (14,9 ng/mL * 7,30), p<0,05.

Trés pacientes do grupo DM2 apresentaram valores do FAM3D muito
elevados, sendo um homem, de 64 anos, com FAM3D de 170,6 ng/mL e 15 anos
desde o diagnostico do DM2. Este paciente apresenta Esteatose Hepéatica
diagnosticada em USG abdominal de maio de 2014. O segundo é homem, de 57
anos, com FAM3D de 86,7 ng/mL e 11 anos desde o diagnostico do DM2. E, por
altimo, uma mulher, de 81 anos, com FAM3D de 76,7 ng/mL e 5 anos desde o
diagnostico do DM2. Todos estes trés pacientes foram submetidos a novos
exames. Foi feito a dosagem sérica dos marcadores tumorais: CA 19-9; CA 15-
3; CA 125; CEA; Alfa-feto proteina e B-HCG, que foram todos normais, e
Ultrassonografia (USG) abdominal, que ndo mostrou nenhuma imagem

compativel com massas, tumoracdes ou colecdes liquidas.
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Todos os pacientes da pesquisa permanecem em acompanhamento nos
ambulatorios. Esses trés pacientes com valores muito aumentados do FAM3D,
além de seus exames de rotina, fardo novas dosagens dos marcadores tumorais
e da USG abdominal a cada 6 meses. Exames de imagem mais sensiveis, para
0 rastreamento de tumores, serdo solicitados no acompanhamento destes

pacientes (Ressonancia Magnética de abdémen e Pelve e Colonoscopia).

O FAM3D nao mostrou relagdo com nenhum outro medicamento utilizado
para o tratamento do DM2, tais como: Metformina; Glitazonas e Gliptinas e
nenhum outro medicamento utilizado para outras doencgas, tais como: Estatinas;
Fibratos; Anti-Hipertensivos; AAS e Psicofarmacos. Também n&o mostrou
relacdo com as concentracdes da glicemia, insulina, peptideo-C, lipides, calculo

do HOMA-IR e nem com as medidas antropométricas.
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5. DISCUSSAO

A populacdo estudada mostrou caracteristicas e exames que tiveram
relagdo com a idade; Peso; IMC e RCQ, compativeis com os dados da literatura

26,7 Isso sugere que a amostra foi representativa.

A distribuicdo da amostra total, com relacdo ao género, foi uniforme e a
idade dos pacientes com DM2 foi mais elevada, em relagdo aos outros grupos,

em virtude da maior prevaléncia do DM2 com o aumento da idade.

Os dados encontrados refletem a relacdo da resisténcia insulinica com a
obesidade, IMC, Relacdo C/Q e HOMA-IR, ja bem estabelecidos na literatura e
na nossa pratica clinica 4. Ela esta presente alguns anos antes do diagnéstico
do DM2. Por isso, o tratamento do DM2, bem como sua prevencgao primaria, €
baseado em orientacGes dietéticas e incentivo a pratica de atividade fisica,
visando a reduzir a massa de gordura e o ganho de massa magra, que ira
contribuir para a reducao da resisténcia periférica a acdo da insulina. Quando ja
estabelecido o PDM2 ou 0 DM2, além deste tratamento, iniciam-se farmacos que
irdo atuar, especificamente, na reducéo da resisténcia tecidual (principalmente

hepatica e muscular) a acdo da insulina.

O PDM2, que ainda nao é considerado uma “entidade clinica”, deve ser
tratado segundo as diretrizes das entidades relacionadas ao DM. Isso pode evitar
que uma parcela consideravel da populacao evolua para o DM2, ja que o PDM2
pode permanecer neste estado, ou voltar a valores normais ou evoluir para o
DM2 39,

O conhecimento da acdo de novas substancias, como as citocinas que
compde a familia FAM3, podera nos auxiliar na intervencao sobre a evolug¢éo do
DM e outras doencas. Sabe-se que a exposicao prolongada de células beta
pancreaticas ao FAM3B (PANDER) causa uma inibicdo dose-dependente da
secrecdo basal de insulina. Aventa-se a hipétese que o FAM3B seria um
regulador negativo da funcdo das células beta e poderia estar relacionado a

apoptose destas células °.
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Entres os grupos estudados n&o houve diferenca significante da
concentracdo do FAM3D basal. Houve um aumento significativo nos pacientes
com DM2 em uso de Sulfoniluréias em relacdo aos pacientes com DM2 em uso
de outros medicamentos Hipoglicemiantes Orais. Isso pode ser devido a um
efeito desses medicamentos sobre o estimulo da secrecdo da Insulina,
lembrando que os receptores para alguns medicamentos desta classe nao se
encontram exclusivamente nas células Beta-Pancreaticas. Podemos, também,
aventar a hipétese destes medicamentos exercerem um efeito direto sobre as
demais células pancreaticas, e ndo so a célula Beta, a parte do seu efeito sobre

a secrecéo de Insulina.

Os estudos mostram um aumento das concentracfes plasmaticas do
FAM3D relacionado com uma dieta rica em lipideos, e nossa pesquisa foi
realizada com valores basais para que possamos elucidar o seu papel sobre o
funcionamento normal do organismo. Isso vai suscitar novos estudos, com

parametros e estimulos diversos 18.

A melhor compreenséo da acdo do FAM3D, bem como a sua relagdo com
cancer, precisam de mais estudos que devem investigar a correlacdo do FAM3D
como possivel marcador do Adenocarcinoma de Pancreas. Essa possibilidade é
de grande importancia, devido a rapida evolucdo e a alta taxa de mortalidade

desta doenca.
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6. CONCLUSOES

O FAM3D, em amostras de jejum, ndo apresentou diferenca entre os
grupos estudados, porém, houve um aumento significativo nos pacientes com
DM2 em uso de Sulfoniluréias em relacdo aos pacientes com DM2 em uso de
outros medicamentos Hipoglicemiantes Orais. Essa relacédo precisa ser melhor
esclarecida, jA& que o FAM3D estd aumentado em pacientes com
Adenocarcinoma de Pancreas que tem DM ele pode ser um possivel marcador.
Também é descrita a sua relagdo com o Cancer de Cdlon.

A busca por conhecimentos que nos auxiliem a prevenir o DM ou, ao
menos, ter um diagndstico precoce, quando o paciente ainda ndo apresenta
nenhuma complicacéo, se faz cada dia mais urgente. O comprometimento em
gastos com a saude, e em especial o DM, cresce a cada dia, comprometendo o
desenvolvimento de paises que ainda precisam investir em acfes basicas de
saude, como o tratamento da agua e dos esgotos, educacao e transporte publico

de qualidade.
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7. CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Os individuos elegiveis para a pesquisa, baseado nos critérios de
incluséao, foram convidados a participar da pesquisa pelo pesquisador principal.
Naquele momento, foram apresentadas as informagOes sobre a pesquisa
(objetivos, riscos, beneficios, e procedimentos aos quais foram submetidos).
Confirmado o desejo de participar voluntariamente da pesquisa, foi entregue
uma copia do termo de consentimento livre e esclarecido, para que lesse seu
contetdo, entendesse e pudessem ser esclarecidas suas duvidas, caso
houvesse alguma. S6 entédo, com a assinatura do termo é que foi formalizada a

participacdo do individuo na pesquisa (Anexo ).
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9. APENDICE
Apéndice | - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

UNIVERSIDADE NOVE DE JULHO (UNINOVE)
MESTRADO EM MEDICINA
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DE IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU
RESPONSAVEL LEGAL.

NOME . ..t e e e e e e ettt et e e e e e e e e e r e e enrae

DOCUMENTO DE IDENTIDADE NO: ....ooviiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee SExXO: MmO F O

DATA NASCIMENTO: ........ [..... Loiiiiiannn.

ENDEREGO ....ooeeeeeeeeeseeeeeeeeeeee oo Ne....... APTO: ..........
BAIRRO: ...t CIDADE ..o,
CEP: e, TELEFONE: DDD (...vcv2) oo,

DADOS SOBRE A PESQUISA
1. Titulo da pesquisa:

Determinacdo Quantitativa da Proteina FAM3D plasmatica de Individuos
Portadores de Diabetes Mellitus de Tipo 2.

2. Pesquisadores:

José Antdnio Januéario Neves e Daniel Giannella Neto. A quem os participantes
da pesquisa poderdo contatar e consultar a qualquer momento que julgar
necessario atraves do telefone 11  94303-0099 ou e-mails:
joseajneves@gmail.com ou dgiannellaneto@terra.com.

3. Objetivo da pesquisa:

O objetivo desse projeto sera o de determinar quantitativamente a concentracao
(a quantidade) no sangue do FAM3D em individuos normais e com diabetes
mellitus do tipo 2.

4. Local da pesquisa:
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Sera desenvolvida na Universidade Nove de Julho - UNINOVE. A coleta de
dados sera realizada, voluntariamente, com os pacientes do Ambulatério de
Endocrinologia desta instituicao.

5. Avaliacao do risco da pesquisa:

Risco: H& o risco de hematoma (mancha roxa) no local da puncéo (picada da
agulha) para a coleta de sangue.

Beneficios: Aumentar o conhecimento do FAM3D no controle da glicose dos
pacientes com diabetes mellitus tipo 2.

6. Duragéo da pesquisa: 1,5 ano.
7. Coleta de dados antropométricos, clinicos e laboratoriais:

Os dados serdo coletados uma vez, no momento da primeira consulta, no
Ambulatorio de Endocrinologia da UNINOVE, no momento da consulta médica
com o Mestrando em Medicina José Antbnio Januario Neves, meédico,
especialista em Endocrinologia, sob a supervisdo do médico Cléber Camacho,
também Endocrinologista, responsavel pelas atividades deste ambulatorio.

Os dados antropométricos sdo: Peso e altura aferidos em balanca e
estadidmetro da marca Welmy; circunferéncias cervical (pescogo), cintura e
quadril com fita métrica.

Os dados clinicos da anamnese (consulta): se é portador ou ndo de Diabetes
Mellitus tipo 2, se sim, h4 quanto tempo; quais 0os medicamentos em uso;
guantos e quais familiares que sdo portadores de Diabetes Mellitus tipo 2 e
outros dados da historia clinica, mais o valor da Presséo Arterial, medida durante
a consulta. O tempo gasto para a coleta dos dados antropométricos e clinicos
sera durante o tempo da consulta médica.

Os dados laboratoriais: todos os pacientes fardo exames de sangue, que sera
coletado (tirar sangue para exames) no Laboratério de Andlises Clinicas da
UNINOVE. Uma parte da amostra de sangue sera usada para 0s exames que
sao feitos de rotina neste laboratério (glicemia de jejum, hemoglobina glicada,
colesterol total e fracdes, triglicerideos, e outros que se fizerem necessarios a
cada paciente). Outra parte da amostra sera reservada para as dosagens do
FAM3D, Insulina e Peptideo C. O FAM3D serd dosado no Laboratério de
Pesquisas da UNINOVE. A Insulina e o Peptideo C serdo dosados em um
laboratorio externo, apds pesquisa de custo e qualidade. O tempo gasto para a
coleta de sangue sera entre 5 e 10 minutos, em média. Os pacientes seréo
atendidos por ordem de chegada.

8. Garantia de acesso e sigilo:

Em qualquer etapa do estudo, eu terei acesso aos profissionais responsaveis
pela pesquisa para esclarecimento de eventuais duavidas. O principal
investigador € o Dr. Daniel Giannella Neto, que podera ser encontrado no
endereco: Rua Vergueiro, 235/249, Liberdade — S&o Paulo. Se eu tiver alguma
consideracdo ou davida sobre a ética da pesquisa, poderei entrar em contato
com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Vergueiro, 235, Liberdade —
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S&o Paulo — tel: (11) 3385-9241 — E-mail: comitedeetica@uninove.com.br. E
garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e eu
posso deixar de participar do estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de
meu tratamento na Instituicdo. As informacdes obtidas serdo analisadas em
conjunto com as de outros pacientes, ndo sendo divulgada a identificacdo de
nenhum paciente. Eu tenho o direito de ser mantido atualizado sobre os
resultados parciais das pesquisas, ou de resultados que sejam do conhecimento
dos pesquisadores. Nao ha despesas pessoais para mim em qualquer fase do
estudo, incluindo exames e consultas. Também ndo receberei nenhuma
compensacdao financeira relacionada a minha participacdo. Se existir qualquer
despesa adicional, ela sera absorvida pelo orcamento da pesquisa.

Fui suficientemente esclarecido(a) a respeito das informacdes que li, ou que
foram lidas para mim, descrevendo o estudo: “Determinagdo Quantitativa da
Proteina FAM3D plasmatica de Individuos Portadores de Diabetes Mellitus de
Tipo 2”.

Ficaram claros para mim quais sdo os propésitos do estudo, os procedimentos
a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de sigilo e de
esclarecimentos permanentes. Ficou claro, também, que minha participacao é
isenta de despesas e que tenho garantia do acesso ao tratamento ambulatorial,
nos ambulatérios da UNINOVE. Concordo, voluntariamente, em participar deste
estudo e poderei retirar 0 meu consentimento a qualguer momento, antes ou
durante 0 mesmo, sem penalidades, sem prejuizos ou perda de qualquer
beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento neste Servigo.

Este documento é emitido em duas vias que serdo ambas assinadas por mim e
pelo pesquisador, ficando uma via com cada um de nos.

Sdo Paulo, Data _ / [/

Assinatura do paciente/representante legal.

Séo Paulo, Data _ / [

Assinatura da testemunha.

Representante legal para os casos de pacientes analfabetos, semianalfabetos
ou portadores de deficiéncia auditiva ou visual.

(Somente para o responsavel do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e
Esclarecido deste paciente ou representante legal para a participagdo neste
estudo.

Séo Paulo, Data _ / [

Assinatura do responsavel pelo estudo.
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Apéndice Il (Parte 1) — Tabela mestra dos dados da pesquisa, na planilha do Exel (em tamanho reduzido).
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Apéndice Il (Parte 2) — Tabela mestra dos dados da pesquisa, na planilha do Exel (em tamanho reduzido).
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10.ANEXOS
Anexo 1 — Parecer consubstanciado do Comité de Etica em Pesquisa (CEP).

UNINOVE

UNIVERSIDADE NOVE DE PlataPormo
P99
Universidade Nove de Jufho JULHO - UNINOVE asil

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESGQUISA

Titule da Pesquisa: Determinagio Quantitativa da Proteina FAM3D plasmatica de Individuos Portadores de
Diabetes Mellitus de Tipo 2

Pesquisador: Daniel Glannella Meto

Area Temitica:

Versdo: 2

CAAE: 30355814.1.0000.5511

Instituigio Proponente: ASSOCIACAD EDUCACIONAL NOVE DE JULHO

Patrocinador Principal: ASS0CIACAD EDUCACIONAL NOVE DE JULHO

DADDS DD PARECER

MNumero do Parecer: 665288
Data da Relatoria: 28/05/2014

Apresentag3o do Projeto:

Determinagio Quantitativa da Proteina FAM3D plasmafica de Individuos Portadores de Diabetes Melitus de
Tipo 2.

Objetive da Pesquisa:

O objetivo dessa pesquisa sera o de medir quanto da proteina FAM3D tem no sangue de pessoas normais e
com diabetes mellitus do tipo 2.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

Risco: Ha o risco de ficar uma mancha roxa (hematoma) no local da picada da agulha (pungio) para tirar o

sangue.
Beneficios: Aumentar o conhecimento do FAM2D nos pacientes com diabetes mellitus tipo 2.

Comentarios e Consideragbes sobre a Pesquisa:
A pesquisa e o TCLE estio adequados ao estudo e desenho proposto.

Consideragtes sobre os Termos de apresentagiao obrigatoria:
O TCLE apresenta uma linguagem adequada. Deve ser acrescentado ao TCLE o item de Garantia do Sigilo.

Enderego. VERGUEIRCD n® 235245

Balrma: LIBERDADE CEP: 01.504-001
UF: SP Municiplo: SAC PAULD
Telefone: [11)3385-9197 E-mall: comiiecestcaguninove. or
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Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:
O TCLE apresenta uma linguagem adequada.

Situagdo do Parecer:

Aprovado

Mecessita Apreciagao da COMEP:

Mao

Consideragies Finais a critério do CEP:

Projeto aprovado.

SAQ PAULO, 28 de Maio de 2014

Assinado por:
Stella Regina Zamuner

(Coordenador)
Enderego: WVERGUEIRD n® 235240
Bairro: LIBERDADE CEP: D1.504-D01
UF: 5P Municipio: SAQ PAULD
Telefone: (1133352167 E-mail: comitedestica@uninove br
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