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RESUMO

O Diabetes Mellitus (DM) € uma doenca crénica complexa que se associa a
elevadas taxas de morbidade e mortalidade devido as suas complica¢des crénicas,
gue envolvem, entre outras coisas, uma inflamacéao cronica de baixo grau. Dentre as
complicagdes crdnicas, a neuropatia autondmica cardiovascular (NAC) caracteriza-se
pelo comprometimento do controle autonémico cardiovascular secundariamente ao
dano nas fibras autonémicas responsaveis pela inervacdo do coracdo e dos vasos
sanguineos. Essa complicagdo aumenta a incidéncia de desfechos cardiovasculares
desfavoraveis. Devido a importancia do sistema nervoso autonémico na modulacéo
da inflamacao (o reflexo inflamatdrio € um mecanismo fisiolégico pelo qual o nervo
vago regula a funcédo imunoldgica e inibe a producdo excessiva de citocinas proé-
inflamatdrias) e dada a participacdo da inflamagcdo no desenvolvimento das
complicagBes crbénicas do DM, o presente projeto teve o objetivo primario de avaliar
se as concentracdes plasmaticas de fator de necrose tumoral (TNF), interleucina
(IL)20 (IL10), IL1B e leucotrieno B4 (LTB4) diferiam entre individuos com DM2 com
diferentes graus de NAC. O objetivo secundario foi correlacionar as concentracées
desses marcadores inflamatérios com o grau de controle glicémico e de resisténcia a
insulina. Um total de 129 individuos (62% de mulheres com idade mediana [intervalo
interquartilico] de 63 [59-67] anos com duracdo de doenca de 8 [4-15] anos e HbAlc
de 7,3 [6,3-9,1] %) foram selecionados e divididos em trés grupos: 44 sem NAC, 41
com NAC incipiente (dois grupos considerados sem NAC instalada) e 44 individuos
com NAC instalada. Dados demograficos, clinicos e bioquimicos foram levantados, e
amostras de sangue foram coletadas para a dosagem de TNF, IL10, IL13 e LTB4 por
ensaio imuno enzimatico. O Lipid accumulation product (LAP) foi calculado como um
“surrogate marker” da resisténcia a insulina. O diagnostico de NAC foi realizado pelos
Testes de Ewing combinados com a analise espectral da Variabilidade da Frequéncia
Cardiaca (VFC). Houve um aumento das concentracdes plasmaticas de TNF e de
LTB4 no grupo de individuos com NAC instalada em comparagdo aos sem NAC
instalada, enquanto a citocina anti-inflamatoria 1L10 foi menor no grupo de individuos
com NAC instalada. Essas diferencas perderam a significancia estatistica para o TNF
e para a IL10 apOs o ajuste para outras variaveis, mas nao para o LTB4 (média +
desvio-padréo: 63,1 + 16,4 versus 71,5 £ 15,7; P =0,016; sem NAC instalada versus
com NAC instalada, respectivamente). As concentracbes plasmaticas de LTB4



apresentaram uma fraca correlacdo, no limite da significancia estatistica, com o indice
LAP apenas no sexo feminino. Em concluséo, as concentracdes plasmaticas de LTB4
foram significantemente maiores em individuos com DM tipo 2 com NAC instalada em
comparacao aqueles sem NAC instalada.

Palavras-chave: Neuropatia Autondmica Cardiovascular; Diabetes Mellitus;
Complicacdes Cronicas; Inflamacao; Leucotrieno B4.



ABSTRACT

Diabetes Mellitus (DM) is a complex chronic disease associated with high
morbidity and mortality due to its chronic complications, which involve, among other
things, low-grade chronic inflammation. Among the chronic complications,
cardiovascular autonomic neuropathy (NAC) is characterized by impairment of the
cardiovascular autonomic control secondary to damage to the autonomic fibers
responsible for the innervation of the heart and blood vessels. This complication
increases the incidence of unfavorable cardiovascular outcomes. Due to the
importance of the autonomic nervous system in the modulation of inflammation (the
inflammatory reflex is a physiological mechanism by which the vagus nerve regulates
the immune function and inhibits the excessive production of pro-inflammatory
cytokines) and given the participation of inflammation in the development of diabetes
chronic complications, the present project had the primary objective of evaluating
whether plasma concentrations of tumor necrosis factor (TNF), interleukin (IL) 10
(IL10), IL1B and leukotriene B4 (LTB4) differed between individuals with Type 2
diabetes (T2D) with different degrees of NAC. The secondary objective was to
correlate the concentrations of these pro-inflammatory markers with the degree of
glycemic control and insulin resistance. A total of 129 individuals (62% women with a
median age [interquartile range] of 63 [59-67] years with a disease duration of 8 [4-15]
years and HbAlc of 7.3 [6.3-9.1]%) were selected and divided into three groups: 44
without NAC, 41 with incipient NAC (two groups considered without definitive NAC)
and 44 individuals with definitive NAC. Demographic, clinical, and biochemical data
were collected, and blood samples were taken to measure TNF, IL10, IL1p and LTB4
by enzyme immunoassay. The Lipid accumulation product (LAP) was calculated as a
surrogate marker of insulin resistance. The diagnosis of CAN was performed by the
Ewing Tests combined with the spectral analysis of Heart Rate Variability (HRV). There
was an increase in plasma concentrations of TNF and LTB4 in the group of individuals
with definitive NAC compared to those without definitive NAC, while the anti-
inflammatory cytokine IL10 was lower in the group of individuals with definitive NAC.
These differences lost statistical significance for TNF and IL10 after adjusting for other
variables, but not for LTB4 (mean * standard deviation: 63.1 £ 16.4 versus 71.5 + 15.7,
P = 0.016; without definitive NAC versus with definitive NAC, respectively). Plasmatic
concentrations of LTB4 presented a weak borderline correlation with LAP only in



women. In conclusion, LTB4 plasmatic concentrations were significantly higher in
individuals with T2D with definitive NAC compared to those without definitive NAC.

Key words: Cardiovascular Autonomic Neuropathy; Diabetes Mellitus; Chronic
Complications; Inflammation; Leukotriene B4.
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1. INTRODUCAO

O Diabetes Mellitus (DM) é uma doenca cronica complexa desencadeada por
fatores ambientais, genéticos (doenca poligénica), imunoldgicos e epigenéticos que
possuem importante papel na patogénese, no curso clinico e no aparecimento das

complicacdes cronicas®: % 3.

O DM cursa com hiperglicemia resultante de defeitos na secrecao de insulina
associados ou ndo a resisténcia a acdo deste hormonio. A classificagcdo atual
considera quatro tipos de DM: DM tipo 1 (DM1), DM tipo 2 (DM2), DM gestacional e
outros tipos especificos de DM. O DML1 é a principal causa de DM na infancia, mas
pode ocorrer em qualquer idade. Ele cursa com deficiéncia absoluta ou quase
absoluta de insulina e requer insulinoterapia. O DM2, por sua vez, resulta da
deficiéncia de insulina associada a resisténcia a acdo desse hormonio é o responsavel

por cerca de 90% dos casos de DM 2,

O DM2 se constitui em um importante problema de saude publica em todo o
mundo, principalmente nos paises em desenvolvimento. A prevaléncia do DM
continua aumentando globalmente e, em muitos paises considerados menos

desenvolvidos, sua taxa subiu para 10% na populagéo geral?.

Segundo a 92 edicdo do International Diabetes Federation Diabetes Atlas, o DM
€ uma das emergéncias de salde no mundo que mais crescem no século XXI.
Estimou-se que 463 milhGes de pessoas tinham DM em 2019, e esse numero devera
atingir 578 milhdes em 2030 e 700 milhdes em 2045. O Brasil ocupa o quinto lugar
entre os paises com maior numero de pessoas adultas (20 a 79 anos) portadoras de
DM, 16,8 milh&es, e estima-se que esse numero aumente para 21,5 milhdes em 2030

e para 26 milhGes em 20452

Além dos enormes gastos com saude, o DM esta associado a elevadas taxas
de morbidade e mortalidade, devido as suas complica¢des cronicas. Foi estimado que
4,2 milhdes de adultos no mundo, com idades entre 20 e 79 anos (faixa etaria
profissionalmente ativa), morreram como resultado do DM e de suas complicagdes
em 2019, o equivalente a uma morte a cada oito segundos. O DM foi associado a

11,3% das mortes globais por todas as causas entre as pessoas nessa faixa etaria,
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no mesmo periodo. Essa taxa de mortalidade é muito maior nos paises mais pobres,

sendo o DM o principal determinante de 6bito por doenca cardiovascular (DCV)2.

1.1.Etiopatogenia do DM2

A resisténcia a insulina desempenha papel primordial no desenvolvimento do
DM2 e ja se encontra presente antes de seu diagnéstico, mas para que essa condicéo
clinica se estabelegca também é necesséria a disfuncdo na secrecéo de insulina pelas
células-beta pancreaticas. A resisténcia a insulina esta intimamente associada com a
obesidade visceral, enquanto a disfuncéo da célula-beta é considerada o componente
herdado do DM24.

A exposicao a um ambiente obesogénico, com consumo excessivo cronico de
nutrientes e com gasto energético insuficiente, excede a capacidade de
armazenamento de glicogénio e triglicerideos pelos tecidos responsaveis pela
metabolizacdo destas substancias, como figado, musculo e tecido adiposo branco
(TAB). Com isso, outros tecidos sdo expostos a concentracdes suprafisiologicas
desses nutrientes, onde exercem efeitos deletérios. Os acidos graxos saturados, por
exemplo, podem se ligar a receptores que participam do reconhecimento de
patégenos e imunidade inata, os receptores Toll-like (TLR) 2 e 4, especialmente em
adipécitos e macréfagos. A consequente inducao da c-Jun N-terminal kinase (JNK)
resulta na fosforilacdo do substrato 1 do receptor de insulina (IRS1) nos aminoacidos
serina (em vez da tirosina, que é fosforilada sob condicdes fisioldgicas), diminuindo a
sinalizagdo do receptor de insulina. A ativagdo da via pro-inflamatoria também
estimula o fator de transcricdo pro-inflamatorio Fator nuclear kappa B (NFkB),
resultando na producéo de citocinas inflamatérias, como o Fator de necrose tumoral
(TNF) e interleucina (IL) 6. Essas citocinas amplificam a via de sinalizacdo de JNK e
contribuem ainda mais para a sinalizacéo prejudicada através do receptor de insulina®
6.7 (Figura 1).

Simultaneamente, a expansdo do TAB secundaria ao aumento da ingestéo
caldrica, leva a necrose/apoptose de adipocitos hipertroficos e a liberagédo de grandes
goticulas de gordura, que sédo toxicas para as células circundantes e que estimulam o

recrutamento de macréfagos da medula 6ssea, levando a um aumento significativo
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dessas células no TAB de individuos obesos. Esses macrofagos, provavelmente
estimulados por detritos celulares, assumem um fendtipo inflamatorio, também
conhecido como classico ou M1, caracterizado pela expressdo de citocinas pro-
inflamatdrias (TNF, IL1 e IL6), que agravam a resisténcia a insulina®. Portanto, a

etiopatogenia do DM2 esta intimamente relacionada ao aumento da inflamacéo® .

A resisténcia a insulina aumenta a demanda sobre as células-beta
pancreaticas, o que explica a hiperinsulinemia compensatoria. No entanto, a disfuncéo
secretoria geneticamente determinada, especialmente em individuos com historia
familiar de DM2, acaba por cursar com reducdo na secrecdo de insulina e
hiperglicemia® (Figura 1).

Figura 1. A relagado do status inflamatério com a etiopatogenia do DM.

TNF
Ativagdo de vias Estimulo do
proé-inflamatérias NFkB
IL6
Fatores

Genéticos Obesogénico + * Acidos TLR2e 4 Indugéo da Fosforilagéo do | Sinalizacgo
Sedentarismo [~ graxos livres ™ (adip. e macr.) > JINK IRS1 nos — 5

aa Serina doRlI

s d
T ]

Recrutamento

Obesidade Lipotoxicidade de Macréfagos
Central [~ Necrosee da Medula
TAB Apoptose de Ossea

Adipécitos
Resisténcia Fenétipo
AGEs Insulinica Inflamatério
M1
v
Expressao de
nerglicemia TNF, IL1 e IL6
Aumentam a
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AGEs: Produtos de Glicacdo Avancada; IL: Interleucina; IRS1: Substrato 1 do receptor de insulina;
NFkB: Fator Nuclear kappa B; JNK: c-Jun N-terminal kinase; TLR: Receptor Toll-like; TAB: Tecido
Adiposo Branco; TNF: Fator de Necrose Tumoral; RI: Receptor de Insulina. Adaptado de: Visceral
adiposity syndrome, Lopes HF e cols.; AGE restriction in diabetes mellitus: a paradigm shift, Vlassara
H e cols. e Biochemistry and molecular cell biology of diabetic complications, Brownlee M.
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1.2.Complicacbes crénicas do DM

A hiperglicemia crbnica esta associada ao desenvolvimento das complicacdes

cronicas no DM, que afetam:

- Os vasos de grande calibre (macroangiopatia), causando as DCV (infarto
agudo do miocardio [IAM], acidente vascular cerebral [AVC] e doenca vascular

periférica)’ e,

- Os vasos de pequeno calibre (microangiopatia), causando retinopatia, doenca
renal e neuropatia diabéticas®.

1.2.1. Etiopatogenia

O controle glicémico e a duracdo do DM s&o os mais importantes fatores de
risco para o desenvolvimento da microangiopatia diabética, mas o desenvolvimento e
a progressdo dessas complicacbes também sao influenciados pela presenca de
outros fatores de risco, como a hipertensao arterial sistémica (HAS), a dislipidemia, o
tabagismo e o etilismo. Adicionalmente, a predisposicdo genética também
desempenha um importante papel na suscetibilidade as complicacbes

microvasculares®.

Quatro vias bioquimicas explicam o dano celular induzido pela hiperglicemia
cronica: a via dos poliois, a via da hexosamina, a ativacao da proteina cinase C (PKC)
e a formacdo dos produtos finais de glicacdo avancada (AGEs). Essas vias séo
resultantes de “desvios” de compostos da via glicolitica, os quais se acumulam devido
a inativacdo parcial de uma das enzimas dessa via, a gliceraldeido-3 fosfato
desidrogenase (GAPDH). Essa inibicdo € resultado do excesso de anion superoxido
(O2), o qual é produzido secundariamente a sobrecarga mitocondrial imposta pela
hiperglicemia. Portanto, a hiperglicemia resulta em estresse oxidativo, o qual €&
diretamente responsavel pela ativacdo das vias acima mencionadas nas células mais
suscetiveis as complicagfes cronicas, dentre elas as células endoteliais e as células

mesangiais renais?°.

As quatro vias bioguimicas mencionadas acima desencadeiam as

complicagBes cronicas por varios mecanismos interrelacionados, dentre os quais,
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piora do estresse oxidativo, producdo de fatores de crescimento relacionados a
neogénese e a expansdo de matriz extracelular, producdo de proteinas
vasoconstritoras e pro-fibrinogénicas e ativacdo de vias pro-inflamatérias, como
aquelas desencadeadas pelo aumento da expresséo do fator de transcricdo NFkB*C
e pela ativacdo do inflamassoma NLRP3, que resulta na producao de citocinas pro-

inflamatdriast?.

1.2.2. Complicacdes microvasculares

Todas as complicac@es cronicas do DM devem ser rastreadas no momento do
diagnéstico do DM2, uma vez que, em muitos casos, nao € possivel saber a data do

inicio da hiperglicemia, que pode permanecer assintomatica por varios anos*2.

A doenca renal diabética (DRD) é a segunda causa de terapia de reposicao
renal no Brasil (31%)'3 e se caracteriza por modificagées funcionais e estruturais
desencadeadas pelo DM' 2. A retinopatia diabética (RD) é a principal causa de
amaurose em individuos entre 16 e 64 anos. Estima-se que a RD afete cerca de 35 a

40% dos individuos com DM.

A neuropatia diabética (ND) é definida como “a presenca de sintomas e/ou
sinais de disfuncdo do nervo periférico em pessoas com DM apés exclusao de outras
causas™ 2. Embora a ND seja considerada a complicacdo microvascular mais
comum, ha uma dificuldade em estimar sua real prevaléncia. As possiveis causas para
essa dificuldade sao o fato de ser assintomatica, de apresentar amplo espectro clinico

e de ndo existir homogeneidade nos critérios diagnosticos?.

A polineuropatia simétrica distal (PSD), uma das principais causas de Ulceras
nos pés diabéticos, é a forma mais prevalente de neuropatia periférica, variando de
16% a 87% em individuos com DM2 em diferentes estudos? 4, com maior prevaléncia
qguando individuos assintomaticos sédo considerados (45%)°. Os sintomas sensitivos
sdo 0s mais comuns (queimagdo, parestesias, hiperestesia ou dor) e podem
apresentar piora noturna. Eles se iniciam na parte distal dos membros inferiores,
evoluindo de maneira ascendente, podendo, mais raramente, acometer membros

superiores (padrao “bota e luva”). Sintomas negativos, como insensibilidade, ndo
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costumam ser relatados pelos pacientes e estima-se que 50% dos pacientes

acometidos sejam assintomaticos4.

A neuropatia periférica também pode atingir o sistema nervoso autonémico que
inerva o trato gastrointestinal, o trato genitourinério e o sistema cardiovascular, além
de poder causar disfuncdo sudomotora (diminuicdo da sudorese nas extremidades e
aumento da sudorese, especialmente no rosto, pescoco e tronco), disfuncao
metabdlica (diminuicdo da resposta simpatica durante a hipoglicemia) e disfungéo

pupilar (reducéo da resposta reflexa da pupila)*?.

1.3.Neuropatia autonémica cardiovascular

A organizacdo do controle fisiolégico das funcbes do sistema nervoso
autonémico depende da divisdo em dois ramos principais, 0 sistema nervoso
simpético (SNS) e o sistema nervoso parassimpatico (SNP). A estimulacdo do SNS
medeia respostas fisioldgicas de luta e fuga que se manifestam como aumentos na
frequéncia cardiaca (FC) e na pressao arterial (PA), mobilizacdo de reservas de
energia e aumento da excitacdo. Em contraste, a estimulacdo do SNP tende a produzir

efeitos, em geral, opostos, como reducédo da FC e da contratilidade cardiaca?®.

Os barorreceptores sédo importantes na funcao cardiovascular, pois percebem
0 estiramento na aorta com o aumento da PA e enviam sinais através do componente
sensorial do nervo vago para o nucleo do trato solitario, na medula. A partir desse
ponto, as fibras pré-sinapticas do SNS se projetam para o nucleo ventrolateral da
medula, enquanto os neurbnios pré-sinapticos do SNP se projetam para o nucleo
ambiguo, também na medula. Portanto, o disparo coordenado de ambos os bracos do

sistema nervoso autondmico é necessario para responder as mudancas na PA6 17,

A neuropatia autonOmica cardiovascular (NAC) caracteriza-se pelo
comprometimento do controle autonémico cardiovascular na presenca do DM, apés
exclusdo de outras causas'®. Nessa condicdo ocorre dano nas fibras autondmicas
responsaveis pela inervacéo do coracéo e dos vasos sanguineos, levando a disfuncao
no controle da FC e na dinamica vascular. Em geral, a NAC cursa com
comprometimento inicial do SNP que, em estagios avancados, evolui para o

comprometimento do SNS’.
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Um dos primeiros nervos acometidos no curso da NAC €& o nervo vago,
responsavel por 75% da atividade parassimpatica de todo o organismo, inclusive da
musculatura cardiaca. Assim, os sinais iniciais decorrem da predominancia do SNS,
como taquicardia e reducao da variabilidade da FC. Conforme a neuropatia progride
e 0 SNS também é afetado, o paciente pode desenvolver sintomas decorrentes da
ndo adaptacdo da FC ao exercicio (intolerancia ao exercicio) e, nas formas
avangadas, sintomas de hipotensédo ortostatica (HO). Na Tabela 1 pode-se observar
as principais manifestacdes clinicas da NAC’.

Tabela 1. Principais manifestac6es clinicas da neuropatia autonémica
cardiovascular (adaptado de Gastot J e cols., 2019)*°.

Taquicardia em repouso
Intolerancia ao esforco

Sintomas de hipotensao ortostéatica

1
2
3
4. Instabilidade cardiovascular em cirurgias
5. Menor variabilidade da frequéncia cardiaca
6. Disfungéo do ventriculo esquerdo

7. Isquemia miocardica silenciosa

8

Prolongamento do intervalo QT com predisposicdo a
arritmias e morte subita

Além disso, ja se demonstrou que a predominancia simpatica crénica no inicio
do quadro contribui para a remodelacdo e disfuncdo dos midcitos, que € um
mecanismo independente para o desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca em

pacientes com DM” 20,

A NAC pode estar presente ao diagndéstico do DM2 e sua prevaléncia aumenta
com a idade e com a duracdo do DM. Dados sobre sua prevaléncia ja no pré-diabetes
sao muito escassos. De acordo com um estudo epidemiolégico com uma abordagem
diagnéstica confiavel (um dos problemas com esses estudos é o uso de critérios néo

estabelecidos), a prevaléncia em individuos com glicemia de jejum alterada e
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tolerancia a glicose diminuida combinados foi de 11,4%. Ha dados que estimam que

a prevaléncia da NAC em individuos com DM2 aumenta de 4,6% a 6% ao ano?'.

A NAC aumenta o risco de mortalidade e de morbidade cardiovascular em
individuos com DM2. Maser e cols. (2003) em um estudo de meta-analise (com artigos
publicados em inglés de 1966 a 2001) que teve o objetivo de avaliar a relacéo entre
NAC e risco de mortalidade em individuos com DM, encontraram uma associacao
entre a NAC e o aumento do risco de mortalidade, com um risco relativo de 3,45
(intervalo de confianca [IC] 95% 2,66-4,47; p <0,001) (22). Em um estudo para
determinar o valor preditivo de isquemia miocéardica silenciosa e NAC, em pacientes
portadores de DM assintomaticos e com fatores de risco cardiovasculares adicionais,
Valensi e cols. (2001) demonstraram que a presenca de isquemia miocardica
silenciosa isoladamente ndo se associou ao aumento de eventos cardiacos graves
em relagdo aos pacientes sem isquemia miocardica silenciosa. No entanto, os
pacientes com NAC tiveram frequéncia de eventos cardiacos graves
significativamente maior que os pacientes sem NAC (8 de 33 vs. 3 de 42 pacientes; P
= 0,04). Quando foi feito o ajuste para isquemia miocardica silenciosa, houve
associacdao significante entre NAC e os principais eventos cardiacos (P = 0,04). Esses
dados evidenciam que a NAC, isoladamente, € um importante fator preditivo de

eventos cardiacos graves em individuos com DM,

A NAC esta diretamente relacionada ao grau de controle glicémico e associa-
se com a PSD, com as demais complica¢des microangiopaticas e com a DCV. ldade
mais avancada, obesidade e tabagismo sdo fatores de risco para reducdo da
variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC) no DM224. A HAS e a dislipidemia também

sdo consideradas fatores de risco para o desenvolvimento da NAC.

Para o diagnéstico e estadiamento da NAC, séo utilizados testes ndo-invasivos
gue sdo sensiveis tanto para o SNS (acometimento mais tardio) quanto para o SNP
(acometimento mais precoce) e que apresentam boa reprodutibilidade. A combinacgao
dos Testes de Ewing com a avaliacdo da VFC por sistema computadorizado €&
reconhecida como bastante adequada para o diagndstico de NAC?4,

A American Diabetes Association (ADA) recomenda trés testes ambulatoriais,
dos cinco classicamente descritos por Ewing, que sao: teste de respiracdo profunda;

teste de Valsalva e teste ortostatico. Eles apresentam boa reprodutibilidade,



25

especificidade acima de 91% e sensibilidade de 93% (respiracdo profunda e

ortostatico) a 98% (Valsalva)!?.

O fato da NAC predizer morbimortalidade evidencia a importancia de
reconhecer essa complicacdo nos individuos com DM, especialmente quando ela
ainda estd em sua fase incipiente, onde existe uma janela de oportunidade para o
controle agressivo de todos os fatores de risco associados a essa complicacao,

frequentemente negligenciada®.

1.3.1. Neuropatia autonémica cardiovascular e inflamacéo

Conforme previamente mencionado, a inflama¢ao desempenha um importante
papel na etiopatogénese do DM2° bem como no desenvolvimento das complicacdes

cronicas?o,

Embora a inflamacéo possa causar danos extensos aos tecidos, ela também é
essencial para a protecdo do hospedeiro e € um mecanismo de defesa contra trauma,
infeccbes e estresse, entre outros agentes provocadores. No entanto,
fisiologicamente, mecanismos contra-regulatérios altamente conservados limitam a
resposta inflamatdria aguda e previnem que os mediadores inflamatérios se
disseminem para a circulagao sistémica. Alguns desses mecanismos sdo endocrinos,
como os glicocorticoides e o horménio estimulador de melandcitos (a-MSH), que
inibem a sintese de citocinas e a transducéo de sinal intracelular. Ha ainda a producéo
de citocinas anti-inflamatorias, como a IL10 e o fator de crescimento transformante 3,
que inibem especificamente a liberacdo de TNF e de outros mediadores pro-

inflamatdrios?®.

Um mecanismo de controle da inflamac¢ao menos conhecido na endocrinologia
€ aquele que envolve o sistema nervoso autonémico, conhecido como “via anti-
inflamatoria anticolinérgica”, no qual a ativacdo de macrofagos € inibida pelo SNP, por
meio da acetilcolina, o principal neurotransmissor parassimpatico. O nervo vago inerva
0sS principais 6rgédos, inclusive aqueles que contém o sistema reticulo-endotelial
(figado, pulméo, baco, rins e intestino). O arco aferente da via anti-inflamatoria
anticolinérgica consiste em nervos que detectam compostos inflamatorios nos tecidos

afetados. Esses nervos transmitem o sinal para o nucleo do trato solitario, onde havera
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a ativacdo da atividade eferente vagal, que resulta em liberacdo de acetilcolina nos
orgaos do sistema reticulo-endotelial. A acetilcolina interage com seus receptores nos
macréfagos teciduais, e inibe a liberacdo de TNF, IL1 e outras citocinas (Figura 2).
Essa via foi corroborada por experimentos que mostraram que a ativacdo do SNP por
estimulacao elétrica direta do nervo vago eferente inibia a sintese de TNF no figado,
baco e coracédo e reduzia as concentracdes séricas de TNF durante a endotoxemia.
Por outro lado, a vagotomia exacerba significativamente as respostas do TNF a

agentes inflamatérios?°.

Ha descricbes na literatura da associacdo entre disfuncdo auton6mica e
inflamacédo de baixo grau em individuos com DM1, evidenciada por concentragdes
séricas mais altas de proteina C-reativa (PCR)?® e por uma correlacédo negativa entre
IL6 e a razdo expiracéo: inspiracdo da VFC, o que reflete a fungdo parassimpatica?’.
Em nosso meio, Santos Bezerra e cols. também encontraram um aumento das
concentracdes séricas de leucotrieno em individuos com DM1 e NAC instalada?®.
Estudando individuos com DM2, Herder e cols. reportaram maiores concentracao
séricas de IL18 e de molécula de adeséo intercelular solavel (sSICAM) nagueles com

menor atividade vagal?®.

Figura 2. Via anti-inflamatoria colinérgica.
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A atividade eferente no nervo vago leva a liberacéo de acetilcolina (ACh) nos érgéos
do sistema reticulo-endotelial, incluindo figado, coragdo, baco e ftrato
gastrointestinal. A acetilcolina interage com o0s receptores nicotinicos nos
macréfagos teciduais, que inibem a liberacdo de Fator de Necrose tumoral (TNF),
Interleucina-1 (IL1), High Mobility Group B1 (HMGBL1) e outras citocinas. Adaptado
de “The inflammatory reflex”, Tracey KJ.
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1.4.Citocinas proé-inflamatorias
1.4.1. Fator de Necrose Tumoral

O TNF é uma citocina pleiotropica que € ativada transcricionalmente em
resposta a uma variedade de estimulos durante a inflamacéo, infeccéo e estresse. E
produzido principalmente por fagdcitos mononucleares, mas também é expresso por

neutrdfilos, linfocitos, células natural killers (NK), células endoteliais e fibroblastos=°.

O receptor de TNF (TNFR) 1 € expresso em quase todas as células nucleadas
e a expressao do receptor TNFR2 é restrita as células do sistema imunolégico. O
envolvimento desses receptores inicia vias de sinalizacao intracelular que levam a
transcricdo de genes responsivos ao TNF, que por sua vez, regulam a proliferacdo e
apoptose celular ou induzem mediadores pro-inflamatoérios. Apos ligar-se a seus
receptores, o TNF vai estimular a transcricéo e a producéo da enzima Ik B cinase, o
gue resultara em ativacdo do NFkB. Esse fator de transcricdo ativado ira induzir a
producado de diversas proteinas envolvidas nas respostas inflamatoria e imunolégica

responsaveis pelas principais acdes bioldgicas do TNF=°,

Entre as varias citocinas pro-inflamatoérias, o TNF € um dos mediadores proé-
inflamatdrios mais importantes envolvidos no desenvolvimento da resisténcia a
insulina, desencadeada pela obesidade visceral®>, e na patogénese do DM2.
Concentracdes elevadas de TNF induzem resisténcia as acfes metabdlicas da
insulina em seus tecidos-alvo, por prejudicarem a fosforilagdo do IRS1 nos residuos
tirosina e, assim, comprometer a sinalizacédo através do receptor de insulina!. Uma
meta-analise mostrou que concentracdes elevadas de TNF também estdo presentes

em individuos com DM1 em comparacgéo a controles saudaveis®.

A via do TNF também parece estar envolvida na etiopatogenia da DRD. Em um
estudo com indios americanos com DM2, Pavkov e cols. (2015) mostraram que
concentracbes plasmaticas elevadas de TNFR1 e TNFR2 estdo fortemente

associadas ao aumento do risco de doenca renal terminal3.
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1.4.2. Interleucina 1p e Interleucina 10

A IL1 exerce fung¢des autOcrinas, paracrinas e/ou endocrinas. Existem duas
formas de IL1: a lL1a e a IL1[3, com atividades bioldgicas quase indistinguiveis. Os 11
membros da familia de genes da IL1 incluem os genes que codificam a IL pro-
inflamatéria-1B (IL1B) e seu regulador, o antagonista do receptor da IL1 (ILLRN)34. A
IL1B € induzida por sinais inflamatérios em varios tipos celulares do sistema imune e
causa ndo apenas febre, anorexia e outros sintomas constitucionais, mas também
danos a remodelacdo dos tecidos. IL18 e a IL18 sdo as unicas citocinas que sao

processadas pela caspase-1 apés ativacdo mediada por inflamassomas®.

A IL10 € um mediador anti-inflamatério, que atua garantindo a protecao contra
respostas exacerbadas a patdgenos, enquanto desempenha papéis importantes em
outros contextos, como cicatrizacdo estéril de feridas, auto-imunidade, cancer e
homeostase. O seu envolvimento em muitos estados de doenca foi demonstrado,
tanto em modelos animais quanto em seres humanos, com mutacdes no eixo IL10 e

seu receptor. Essa IL é a principal supressora da resposta imune3®,

A IL10 foi inicialmente denominada como fator inibidor da sintese de citocinas.
Ela é derivada de células T helper (Th) 2 e inibe a ativacdo e producédo de citocina de
células Thl. Ela é secretada por células imunes inatas (mondcitos/macrofagos,
células dendriticas e células NK) e células imunes adaptativas, incluindo células T e
células B, para evitar respostas inflamatérias exacerbadas®’. Uma fungéo néo classica
atribuida a IL10 refere-se a sua regulacéo no tecido adiposo. Estudos relacionam uma
baixa producéo de IL10 a sindrome metabdlica e ao DM2. No entanto, em modelos
animais, a ablacdo da IL10 ndo suportou uma funcdo anti-obesidade para essa

citocinas®.

1.4.3. Leucotrienos

Os leucotrienos ("leuco” dos glébulos brancos; e "trienos”, trés ligacdes duplas
conjugadas)®® sdo mediadores lipidicos cuja producdo esta aumentada em condicdes
inflamatorias. Eles pertencem a familia de compostos formados a partir de acidos
eicosanoides, da cascata do acido araquiddnico. A sintese dos leucotrienos ocorre em

leucdcitos, plaquetas e macréfagos, por meio da via das lipoxigenases e em resposta
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a estimulos imunolégicos ou néo. O leucotrieno B4 (LTB4) é produzido pelas acbes
sequenciais da 5-lipoxigenase (LOX5), da proteina ativadora da lipoxigenase (FLAP)
e da hidrolase do leucotrieno A4 (LTA4), presentes nas células inflamatérias®®. O LTB4
apresenta potente atividade biolégica como mediador de doengas inflamatorias, e
seus principais efeitos sdo observados sobre 0s sistemas respiratorio, microvascular,

leucocitario e gastrointestinal®®.

O LTBA4 foi inicialmente reconhecido por seu envolvimento no recrutamento de
neutrofilos e € um dos agentes quimiotaxicos mais potentes conhecidos até o
momento. Ha dois receptores para LTB4, o receptor de alta afinidade BLT1 e o
receptor de baixa afinidade BLT2. O LTB4 desempenha um papel significativo em
muitas doencas inflamatorias crénicas, como artrite, doenca pulmonar obstrutiva
cronica, doenca cardiovascular, cancer e, mais recentemente, desordens

metabdlicas*®.

Desordens metabdlicas, como DM, gota e aterosclerose envolvem inflamacao
crénica de baixo grau*!. Como essa inflamacdo é desencadeada por substancias
endogenas, e ndo por patdégenos, ela € chamada de "inflamacéo estéril". Essa
inflamacé&o crénica pode ser desencadeada pelo acumulo de produtos metabdlicos,
como &cido Urico, glicose, colesterol e &cidos graxos livres na circulacdo. Essas
substancias podem induzir a inflamacgé&o por dois mecanismos distintos: envolvimento
de TLR e ativacdo de complexo proteicos intracelulares conhecidos como
inflamassomas, que promovem a ativacdo da caspase-14?. Essa enzima cliva a pré
IL1B em sua forma ativa, a qual vai atuar sobre seu receptor, culminando na ativagao
do NFkB. Assim, nas doencas metabdlicas com inflamacao crbnica de baixo grau, o

NFkB parece estar continuamente ativado**.

Estudos recentes sugerem que, além dos mecanismos expostos acima, o LTB4
também participe da inflamacéo estéril que ocorre nas doencas metabdlicas. Por
exemplo, a inibicdo da sintese de leucotrienos ou 0 antagonismo de seus receptores
cursa com reducéo das concentragdes séricas de IL6 e de TNF no DM2 e com reducao
da ativacdo de NFkB#:.

Além de estudos em animais, alguns estudos clinicos mostraram que
mediadores lipidicos bioativos, como os eicosanoides, podem ser produzidos como

consequéncia da hiperglicemia. Um estudo usando a abordagem metabolémica



30

baseada em espectrometria de massa observou alteracbes na via metabodlica da
sintese de eicosanoides em individuos com DM1#3, Em nosso meio, Santos-Bezerra
e cols. observaram entre individuos com DM1 que as concentracdes plasmaticas de
LTB4 foram significantemente maiores naqueles com pior controle glicemia
(hemoglobina glicada mediana de 8,6%) em relacdo aqueles com melhor controle

glicémico (hemoglobina glicada mediana de 7,9%)?28.
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2. JUSTIFICATIVA

Na sindrome metabdlica e no DM2 existe uma inflamacédo de baixo grau
mediada por um grande numero de ligantes exdgenos e enddgenos, em combinacao
com alteracdes nos sistemas nervosos central e autonémico. A perda do controle
autondmico com reducdo da atividade parassimpatica, que € a marca registrada da
perda do equilibrio autonédmico no DM, inicia uma cascata de respostas inflamatorias
que podem culminar em morbidade e mortalidade consideraveis. Portanto, funcao

autondmica e inflamagéo apresentam uma intima relagéo” 16 17. 20,

Tendo em vista a importancia do sistema nervoso autonémico na modulacao
da inflamacéo e a participacdo da inflamacgéao no desenvolvimento das complicacdes
cronicas do DM, o presente projeto vai abordar a associacdo entre marcadores

inflamatérios e NAC em individuos com DM2.
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3. OBJETIVOS
3.1.0bjetivo priméario

Avaliar se as concentracdes plasmaticas de TNF, IL10, IL1p e LTB4 diferem

entre individuos com DM2 e diferentes graus de NAC.

3.2.0bjetivo secundério

Correlacionar as concentracdes desses marcadores inflamatorios com o grau

de controle glicémico e de resisténcia a insulina.
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4. CASUISTICA E METODOS
4.1.Casuistica

Um total de 129 individuos foram selecionados a partir de uma casuistica de
551 individuos com DM2 que participaram do estudo intitulado “Prevaléncia de
Polineuropatia Simétrica Distal e de Neuropatia Autonémica Cardiovascular em
Individuos com Diabetes Mellitus Tipo 2 Acompanhados em um Servico de Atencao
Primaria”. Esses individuos eram acompanhados nos Grupos de hipertensdo e
diabetes (HIPERDIA) da Unidade Basica de Saude (UBS) da Estratégia de Saude da
Familia Dr2 llza Weltman Hutzler, situada na Rua Coronel Walfrido de Carvalho- 14 —

Vila Nova Cachoerinha — Sao Paulo — SP.

Todos os participantes receberam explicacéo a respeito dos objetivos e dos
procedimentos do estudo e assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
TCLE (Apéndice 1). O estudo principal (e esse subestudo) foram aprovados pelo
Comité de Etica e Pesquisa da Universidade Nove de Julho — UNINOVE (parecer
nimero 3.050.387, Anexo 2) e pelo Comité de Etica e Pesquisa da Secretaria de
Saude do Municipio de S&o Paulo (parecer numero 3.141.417).

Os critérios de inclusé@o do estudo foram:

- Ter tido diagndstico de DM2,

- Idade > 18 anos;

- Hemoglobina glicada (HbA1c) > 5,7%;

- Aceitar participar do estudo e assinar o TCLE;

- Glicemia capilar < 180 mg/dL no dia da avaliacao;

- Jejum de 8 horas no dia da avaliacao;

- N&o ter fumado no dia da avaliagao;

- N&o ter usado medicacgao para controle da HAS nas ultimas 12 horas.
Os critérios de néo inclusdo do estudo foram:

- Individuos restritos ao leito ou ao lar;
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- Individuos com déficit cognitivo.
Os critérios de excluséo foram:
- Individuos com HO como Unico teste alterado dentre os Testes de Ewing;

Os 129 individuos foram selecionados de maneira a formar trés grupos:
individuos sem NAC, individuos com NAC em sua forma incipiente e individuos com
NAC instalada. No momento da selecéo, individuos sem NAC e com NAC incipiente
foram agrupados (grupo sem NAC instalada) e comparados aos individuos com NAC
instalada; esses dois grupos deveriam ser pareados quanto as principais
caracteristicas demograficas, clinicas e bioquimicas, especialmente idade, sexo,
etnia, duracdo do DM e grau do controle glicémico. Esses critérios de sele¢éo
permitiram a inclusédo de 85 individuos no grupo sem NAC instalada (44 sem NAC e
41 com NAC incipiente) e de 44 individuos no grupo com NAC instalada.

4.2 .Métodos
42.1. Variaveis coletadas

As variaveis coletadas por consulta ao prontuario e as prescricdes e por
questionario direto ao individuo foram: data de nascimento, etnia auto referida,
duracédo do DM2, presenca de comorbidades (HAS, hipercolesterolemia), tabagismo
atual, medicamentos orais utilizados para HAS, dislipidemia e DM e uso ou nado de

insulina NPH e regular.

Os dados antropométricos coletados foram peso, estatura e circunferéncia
abdominal (CA, menor medida entre o rebordo costal e a espinha iliaca antero-
superior)#4. O peso e a estatura foram empregados para o célculo do indice de massa
corpérea (IMC), dividindo-se o peso (kg) pela estatura ao quadrado (m?). A PA foi
determinada com o individuo em decubito dorsal apds 15 minutos de repouso e antes
da avaliacdo da VFC. Em seguida, a PA foi novamente mensurada apés 5 minutos,
nos quais o individuo permaneceu em decubito dorsal para realizacdo da analise da
VFC, e finalmente, a PA foi mensurada apdés manobra ortostatica. Hipertenséo foi
definida como uso de medicacdo anti-hipertensiva e/ou PA sistdlica (PAS) 2140
mmHg e/ou PA diastdlica (PAD) 290 mmHg*°. Hipercolesterolemia foi definida como
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concentragcbes de lipoproteina de baixa densidade (LDL) 2100 mg/dL ou uso de

estatina?®.

Os exames laboratoriais coletados s&do alguns daqueles rotineiramente
solicitados no seguimento de individuos com DM2 e incluiram dosagens sanguineas
de HbAlc, creatinina, acido urico, colesterol total, LDL, lipoproteinas de alta densidade
(HDL) e triglicérides. A creatinina plasmatica foi empregada para o calculo da TFGe,
pela formula do CKD-EPI4.

O grau de resisténcia a insulina foi estimado pelo indice Lipid accumulation
product (LPA); quanto mais alto o valor do LPA, maior a resisténcia a insulina. As
férmulas para o calculo do LPA séo as seguintes, nas quais a CA deve estar em cm
e as concentracdes de triglicérides em mmol/L:

Sexo masculino: (CA — 65) x triglicérides

Sexo feminino: (CA — 58) x triglicérides?*®: 4°

A PSD foi diagnosticada pela soma do Neuropathy Symptom Score (NSS) e do
Neuropathy Disability Score (NDS). O NSS € um questionério validado em portugués
gue avalia o0 numero de sintomas neuropaticos que, somados, vao indicar o grau de
sintomas apresentado pelo paciente (3 e 4 pontos = leve; 5 e 6 pontos = moderado e
7 a 9 pontos = grave). O NDS avalia e pontua o reflexo aquileu e as sensibilidades
dolorosa, térmica e vibratoria. A soma dos exames vai indicar a intensidade dos sinais
(3 e 4 pontos = leve; 5 e 6 pontos = moderado e 7 a 10 pontos = grave). Os critérios
minimos para o diagnostico de PSD sao: sinais moderados com ou sem sintomas ou
sinais leves com sintomas moderados. Sinais leves isoladamente ou com sintomas
leves ndo déo o diagnostico de PSD. Individuos com amputacdes prévias foram

considerados portadores de PSD.

O monofilamento de Semmes-Weinstein também foi utilizado para o
diagnéstico de PSD, conforme preconizado pelo International Working Group on the
Diabetic Foot. A sensibilidade ao monofilamento foi testada em trés sitios diferentes
nos dois pés (na superficie plantar do halux e na cabeca do 1° e do 5° metatarsos). O
teste foi realizado trés vezes em cada local, sendo uma das trés aplicacdes "falsa” (ou
seja, o monofilamento ndo era aplicado). A sensibilidade protetora foi considerada

presente em cada sitio quando o individuo respondia corretamente as duas
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aplicacoes. Os dois pés foram avaliados e a alteracdo em um Unico ponto ja fazia o
diagnostico de PSD>?,

4.2.2. Diagnostico de neuropatia autonémica cardiovascular

O diagnéstico de NAC foi realizado pelos Testes de Ewing combinados com a
analise espectral da VFC. Esses exames sdo capazes de avaliar tanto a funcéo
simpatica, quanto a parassimpética. Os resultados desses testes foram analisados
pelo programa Poly-Spectrum, verséo 4.8.143.s.

4.2.2.1. Testes de Ewing®?% 53
- Variacdo da FC a respiracao profunda

A variacdo da FC durante a respiracdo € dependente da inervacao
parassimpatica. O individuo é colocado em decubito dorsal, permanece em repouso
e € monitorado eletrocardiograficamente. O individuo é, entdo, orientado a inspirar e
expirar profundamente durante 5 segundos e durante esses periodos a variacdo da
FC é aferida. Durante a inspiracdo (l), ha a ativacdo do simpético e, durante a
expiracdo (E), ocorre a contrarregulacdo pelo parassimpatico. A razdo E:l é obtida
pela divisdo da FC méaxima pela FC minima.

- Razdo da FC sob a manobra de Valsalva

Essa manobra permite a avaliagdo da alternancia da ativacdo das fibras
parassimpaticas e simpaticas. Em individuos saudaveis, a resposta a manobra de
Valsalva consiste em taquicardia e vasoconstricdo periférica durante a manobra,
seguida de bradicardia apés o final do procedimento. O individuo é colocado em
decubito dorsal, permanece em repouso e € monitorado eletrocardiograficamente,
sendo, a seguir, orientado a manter uma expiracao constante durante 15 segundos
(valor de 40 mmHg aferido por um mandmetro). Em condigbes normais, ocorre

taquicardia (que é maxima em torno do 14° segundo) seguida de uma bradicardia
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reflexa (durante os 30-45 segundos seguintes a taquicardia). A razéo de Valsalva € a

relacdo entre a taquicardia e a bradicardia maximas.

- Relacéo 30:15 apds ortostase

Em individuos saudaveis, o SNS determina um aumento da FC em resposta a
ortostase que € maxima ao redor do 15° batimento ap6s a mudanca de posicao. Este
aumento é seguido por uma bradicardia relativa, que é méaxima ao redor do 30°
batimento apés a mudanca de posi¢do (atuacdo do SNP). O individuo é colocado em
decubito dorsal, permanece em repouso e é monitorado eletrocardiograficamente; ele
€, entdo, solicitado a se levantar. A avaliacdo da razdo da FC nesses dois momentos

€ chamada de relacao 30:15.

- Avaliacdo do comportamento da PA

A PA é aferida com o individuo em decubito dorsal e, a seguir, em ortostase,
no 3° minuto apés a mudanca de postura. Uma queda da PAS > 20 mmHg apés a

mudanca de postura é considerada hipotensao postural.

4.2.2.2. Avaliacédo da VFC

A VFC é avaliada pelo calculo dos indices dos intervalos R-R, sob a forma de
analise em funcdo do tempo (time-domain analyses) ou em funcdo da frequéncia
(frequency-domain analysis), para a qual se utiliza a analise espectral de uma matriz,
que envolve a decomposicdo, por abordagens matematicas, de uma série de
intervalos R-R em uma soma de funcbes sinusoidais de diferentes frequéncias e
amplitudes. O resultado € exibido como a magnitude da VFC, que reflete a amplitude
das flutuacdes da FC presentes em diferentes oscilagées de frequéncia. O espectro

da VFC é composto por trés picos predominantes?“:

- Componente de muito baixa frequéncia (Very Low Frequency, VLF), abaixo de 0,4Hz
e associado as flutuagcdes no ténus vasomotor relacionado com termorregulagéo

(reflete atuacdo do SNS);
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- Componente de baixa frequéncia (Low Frequency, LF), ao redor de 0,1Hz e mediado

pelo SNS, com modulagéo parassimpatica;

- Componente de alta frequéncia (High Frequency, HF), ao redor de 0,25Hz,

relacionado a atividade respiratoria e mediado pelo SNP.

Os Testes de Ewing e a andlise espectral foram realizados pela manha em
ambiente tranquilo. Os individuos estavam em jejum e nao haviam ingerido café,
fumado ou tomado medicamentos com potencial de alterar a FC por pelo menos 8
horas. Os individuos também néo realizaram os exames se estivessem apresentando

hipoglicemia (glicemia < 70 mg/dL) ou hiperglicemia > 180 mg/dL.

Os resultados obtidos nos Testes de Ewing e na analise espectral foram

comparados com resultados de uma populagéo saudavel de idade e sexo pareados®*.

Os sete testes descritos acima (quatro Testes de Ewing e componentes VLF,

LF e HF da analise espectral) foram utilizados para o diagnéstico de NAC:
- Auséncia de NAC: nenhum ou um teste alterado;
- NAC incipiente: dois dos sete testes alterados;

- NAC instalada: pelo menos trés dos sete testes alterados?*.

4.2.3. Metodologia de dosagens dos marcadores inflamatorios

Aproximadamente 10 mL de sangue periférico foram coletados em tubo BD
Vacutainer CPT tubes (BD, Franklin Lakes, Nova Jersei, EUA) pela manhd (os
individuos ndo estavam em jejum) e permaneceram no gelo até serem centrifugados
a 1.500 g durante 20 minutos a 5° C. O plasma foi armazenado a -80° C até posterior
utilizacdo. Quando todas as coletas foram finalizadas, aliquotas de plasma foram

utilizadas para as dosagens dos marcadores inflamatérios que se seguem.
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4.2.3.1. Fator de necrose tumoral

O TNF foi mensurado por ensaio imuno enzimatico, com o uso do estojo
comercial BD OptEIA ELISA Kit Il para essa citocina (BD Biosciences, Sédo Diego,
EUA), de acordo com as instru¢des do fabricante. O limite de detec¢do do ensaio é
de 15,6 pg/mL.

4.2.3.2. Interleucina 10

A IL10 foi mensurada por ensaio imuno enzimatico, com o0 uso do estojo
comercial BD OptEIA ELISA Kit Il para essa citocina (BD Biosciences, Sao Diego,
EUA), de acordo com as instru¢des do fabricante. O limite de detec¢do do ensaio é
de 15,6 pg/mL.

4.2.3.3. Interleucina 1B

A IL1B foi mensurada por ensaio imuno enzimatico, com o uso do estojo
comercial BD OptEIA ELISA Kit Il para essa citocina (BD Biosciences, Sédo Diego,
EUA), de acordo com as instru¢des do fabricante. O limite de detec¢cdo do ensaio é
de 7,8 pg/mL.

4.2.3.4. Leucotrieno

O LTB4 foi mensurado por imunoensaio enzimético, com o uso do estojo
comercial LTB4 ELISA (Cayman Chemical, Michigan, EUA), de acordo com as

instrucdes do fabricante. O limite de deteccédo do ensaio € de 13 pg/mL.

4.2 .4. Analises estatisticas

As analyses estatisticas foram conduzidas no software JMP, verséo 8.0 (SAS
Institute, Cary, EUA). Para a comparagéo das caracteristicas clinicas e bioguimicas

entre os grupos, foram utilizados o Teste de Mann-Whitney para amostras
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independentes para as variaveis continuas e o Teste de y? de Pearson para as
variaveis categoricas. Para andlise das concentracdes dos marcadores inflamatorios
entre 0s grupos, foi utilizado Teste de Wilcoxon Kruskal-Wallis seguido por poés -teste
de Tukey e andlise de regressao logistica com ajuste para variaveis confundidoras.
As andlises de correlacdo foram realizadas pelo coeficiente de correlagdo de
Spearman. Um valor de P <0,05 foi considerado estatisticamente significante.
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5. RESULTADOS
5.1.Caracteristicas da populacédo de acordo com o status de NAC

As caracteristicas demograficas, clinicas e bioquimicas da populagéo estudada
estdo mostradas na Tabela 2. A amostra foi constituida de 62% de mulheres com
idade mediana (intervalo interquartilico) de 63 (59-67) anos que apresentava duracao
de doenca de 8 (4-15) anos e HbAlc de 7,3 (6,3-9,1) %. O IMC era de 29,1 (26,4 —
33,6) kg/m2, a CA era de 103 (96-114) cm, 77,5% dos individuos apresentavam HAS
e 11,6% eram tabagistas. Apenas 26% usavam estatinas (mas os individuos que
tomavam estatinas e/ ou apresentavam LDL = 100 mg/dL representavam 83% da

populacao estudada).

Em relagdo as complicagbes do DM, 14,3% dos individuos apresentavam TFGe
<60 mL/min/1,73m2; 6,9% apresentavam PSD avaliada pela soma do NSS e NDS ou
pela presenca de amputacdo ndo traumatica de membros inferiores e 12,4%
apresentavam PSD diagnosticada pelo exame de monofilamento de Semmes-

Weinstein.

As caracteristicas dos participantes de acordo com o status da NAC (ausente,
incipiente ou instalada) estdo demonstradas na Tabela 3. As trés variaveis que
diferiram entre os grupos foram (1) a TFGe, que foi significantemente maior no grupo
com NAC instalada (87,3 mL/min) em relacdo ao grupo com NAC incipiente (73,8
mL/min); (2) as concentracdes de triglicérides, que foram significantemente maiores
no grupo com NAC instalada (184 mg/dL) em relagéo ao grupo sem NAC (156 mg/dL)
e (3), o indice LAP, que foi significantemente maior no grupo com NAC instalada (80,5)

em relacdo ao grupo sem NAC (67,1).

A Tabela 4 mostra as caracteristicas dos participantes divididos em dois
grupos, aqueles sem NAC instalada (ou seja, que nao tinham NAC ou tinham a forma
incipiente desta complicacéo) e aqueles com NAC instalada. As trés variaveis que
apresentaram diferencas no limite da significancia estatistica entre os dois grupos
foram (1) a TFGe, que foi maior no grupo com NAC instalada (87,3 mL/min) em relac&o
ao grupo sem NAC instalada (78,1 mL/min); (2) as concentracdes de triglicérides, que

foram maiores no grupo com NAC instalada (184 mg/dL) em relagdo ao grupo sem
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NAC instalada (144 mg/dL) e (3) o indice LAP, que foi maior no grupo com NAC

instalada (80,5) em relagcédo ao grupo sem NAC instalada (71,1).

Tabela 2. Caracteristicas demogréficas, clinicas e bioquimicas dos individuos com

diabetes mellitus tipo 2 participantes do estudo.

Caracteristicas Demogréficas, Clinicas e

Populacao Geral

Bioquimicas (n=129)
Idade (anos) 62 (59 — 67)
Sexo (% feminino) 62
Etnia (Caucasianos/Negros/Asiaticos) (%) 70/27/3

Altura (cm)

indice de Massa Corporal (Kg/m?)

Circunferéncia da Cintura (cm)

Hipertenséao Arterial (%)

Tabagismo (%)

TFGe (mL/min/1,73m?2)

Colesterol Total (mg/dL)

HDL (mg/dL)

LDL (mg/dL)

Triglicerideos (mg/dL)

Lipid accumulation product
Status do Diabetes

Duracéo do Diabetes (anos)

HbAc (%)

TFGe < 60 mL/min/1,73m2 (%)

Neuropatia Simétrica Distal pela soma do NSS

e NDS (%)

Neuropatia Simétrica Distal pelo

monofilamento de Semmes-Weinstein (%)

Medicamentos

Metformina (%)

Sulfonilureia (%)

Insulina NPH (%)

Insulina Regular (%)

Estatinas (%)

Inibidores da ECA (%)

Blogueadores dos Receptores de

Angiotensina Il (%)

Fibratos (%)

160 (153 — 168)
29,1 (26,4 — 33,6)
103 (96 — 114)
77,5
11,6
78,1 (63,5 — 93,9)
196 (167 — 233)
46 (36 — 53)
115 (94 — 150)
156 (116 — 212)
74,8 (55,9 — 114,9)

8 (4 — 15)
7,3(6,3-9,1)
14,3
6,9

12,4

79
39,5
23,3

7,8

26
31,7

17

6

Valores expressos em mediana e intervalo interquartilico e em percentual (%). ECA: Enzima conversora
da angiotensina; NSS, Escore de Sintomas Neuropaticos (Neuropathy Symptom Score); NDS, Escore
de Comprometimento Neuropaticos (Neuropathy Disability Score); TFGe, Taxa de filtracdo glomerular

estimada.
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Tabela 3. Caracteristicas demogréficas, clinicas e bioquimicas dos individuos com
diabetes mellitus tipo 2 classificados de acordo com o status da neuropatia
auton6mica cardiovascular (NAC).

Caracteristicas Demograficas, Auséncia de NAC incipiente  NAC instalada

Clinicas e Bioquimicas NAC (n=41) (n=44) Valor de P

(n=44)
Idade (anos) 64 (62 — 66) 63 (57 — 68) 62 (58 — 67) 0,41
Sexo (% feminino) 50 70 65 0,11
Etnia
(Caucasianos/Negros/Asiaticos) 77/20/3 60/35/5 73127/0 0,44
(%)
Altura (cm) 161 (156 —169) 160 (152 -169) 160 (152 — 165) 0,50
indice de Massa Corporal
(Kg/m?) 29,5(27,2-33,3)  29,8(26-359)  28,8(259-33,3) 0,62
Circunferéncia da Cintura (cm) 103 (97 — 115) 106 (94 - 116) 102 (96 — 110) 0,99
Hipertenséo Arterial (%) 68 80,5 84 0,17
Tabagismo (%) 11,4 9,8 13,6 0,85
TFGe (mL/min/1,73m?) 78,6 (67,2—95,3) 73,8 (58,5-81,9) 87,3 (66,4 - 97,1) 0,02
Colesterol Total (mg/dL) 188 (160 —228) 208 (173 —246) 203 (167 —233) 0,11
HDL (mg/dL) 47 (42 — 54) 46 (33 —58) 44 (35 -52) 0,28
LDL (mg/dL) 113 (87 — 148) 119 (100 —152) 113 (89 —147) 0,45
Triglicerideos (mg/dL) 156 (116 —212) 179 (120 -230) 184 (132 -212) 0,0046
Lipid accumulation product 67,1(43,8-103,9) 759(63,1-1256) 80,5(60,1 —151,4) 0,01
Status do Diabetes
Duracao do Diabetes (anos) 8(4-14) 8 (5-13) 9 (4 -20) 0,59
HbA1c (%) 7,1(6,2-9,5) 7,9(6,3-9,1) 7,5(6,4-911) 0,85
TFGe < 60 mL/min/1,73m? (%) 15,8 16,7 11 0,71
Neuropatia Simétrica Distal pela
soma do NSS e NDS (%) 4.5 9.7 6.8 0.64
Neuropatia Simétrica Distal pelo
monofilamento de Semmes- 9 14,6 13,6 0,70
Weinstein (%)
Medicamentos

Metformina (%) 79,5 78 79,5 0,98
Sulfonilureia (%) 29,5 43,9 45,5 0,24
Insulina NPH (%) 22,7 26,8 20,5 0,78
Insulina Regular (%) 13,6 7,3 2,3 0,13
Estatinas (%) 30 31,7 18 0,38
Inibidores da ECA (%) 25 36,5 34 0,47
Blogueadores dos Receptores
de Angiotensina Il (%) 205 7.1 136 0,69
Fibratos (%) 6,8 4,8 6,8 0,91

Valores expressos em mediana e intervalo interquartilico e em percentual (%). NSS, Escore de Sintomas
Neuropaticos (Neuropathy Symptom Score); NDS, Escore de Comprometimento Neuropaticos
(Neuropathy Disability Score); TFGe, Taxa de filtragdo glomerular estimada. P <0,05 foi considerado
estatisticamente significante. Os numeros em negrito mostram as diferencas que alcangaram
significancia estatistica.
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Tabela 4. Caracteristicas demograficas, clinicas e bioquimicas dos individuos com
diabetes mellitus tipo 2 classificados de acordo com o status da neuropatia autonémica

cardiovascular (NAC).

Caracteristicas Demograficas,

Auséncia de NAC

NAC instalada

L . o instalada Valor de P
Clinicas e Bioquimicas (n=85) (n=44)

Idade (anos) 63 (60 — 67) 62 (58 — 67) 0,43
Sexo (% feminino) 60 65 0,56
I(Eozrya (Caucasianos/Negros/Asiaticos) 68/28/4 73/27/0 0.60
Altura (cm) 161 (155 - 169) 160 (152 — 165) 0,35
indice de Massa Corporal (Kg/im?2) 29,6 (26,4 — 35,7) 28,8 (25,9 — 33,3) 0,35
Circunferéncia da Cintura (cm) 103 (97 — 115) 102 (96 — 110) 0,91
Hipertensédo Arterial (%) 74 84 0,19
Tabagismo (%) 10,6 13,6 0,61
TFGe (mL/min/1,73m?) 78,1 (63,5 -93,9) 87,3 (66,4 - 97,1) 0,05
Colesterol Total (mg/dL) 193 (165 — 234) 203 (167 — 233) 0,60
HDL (mg/dL) 47 (38 — 56) 44 (35 -52) 0,16
LDL (mg/dL) 118 (94 — 150) 113 (89 — 147) 0,52
Triglicerideos (mg/dL) 144 (111 - 218) 184 (132 - 212) 0,051
Lipid accumulation product 71,1 (54,4-110,4) 80,5 (60,1-151,4) 0,06

Status do Diabetes
Duracéo do Diabetes (anos) 8(4-13) 9(4-20) 0,34
HbA:c (%) 7,3(6,2-9,2) 7,5(6,4-9,1) 0,94
TFGe < 60 mL/min/1,73m? (%) 16 11 0,57
Neuropatia Simétrica Distal pela soma
do NSS e NDS (%) ! 6.8 0.95
Neuropatia Simétrica Distal pelo
monofilamento de Semmes-Weinstein 11,7 13,6 0,75
(%)

Medicamentos

Metformina (%) 79 79,5 0,92
Sulfonilureia (%) 36,5 455 0,32
Insulina NPH (%) 24,7 20,5 0,58
Insulina Regular (%) 10,6 2,3 0,09
Estatinas (%) 30 18 0,28
Inibidores da ECA (%) 30,6 34 0,68
Blogueadores dos Receptores de
Angiotensina Il (%) 1838 136 0.45
Fibratos (%) 5,9 6,8 0,83

Valores expressos em mediana e intervalo interquartilico e em percentual (%). NSS, Escore de Sintomas
Neuropaticos (Neuropathy Symptom Score); NDS, Escore de Comprometimento Neuropaticos (Neuropathy
Disability Score); TFGe, Taxa de filtracdo glomerular estimada. P <0,05 foi considerado estatisticamente
significante. Os nimeros em negrito mostram as diferencas que ficaram no limite da significancia estatistica.
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5.2.Concentracdes plasmaticas de marcadores inflamatérios de acordo

com o status de NAC

As concentracdes plasmaticas dos quatro marcadores inflamatorios, de acordo

com o status da NAC, estdo mostradas na Tabela 5.

Tabela 5. Concentracdes dos marcadores inflamatorios de acordo com o status da
neuropatia autondémica cardiovascular (NAC).

Marcador Auséncia NAC NAC Valor Auséncia de NAC Valor

. L e ; deP NAC . deP
inflamatério de NAC incipiente instalada , instalada

instalada

TNF (pg/mL) 1,0+19 29+113 7,4+36,0 | <0,0001 1,9+79 7,4 +36,0 0,001
IL10 (pg/mL) 4,6+10,3 7,0+16,3 3,8+14,2 0,008 55+135 3,8+14,2 0,002
IL1B (pg/mL) 8,4+259 | 455+163,5 9,2+18,1 0,6 23,6 +106,3 9,2+18,1 0,32
LTB4 (pg/mL) | 57,0+13,9 | 69,7+16,6 | 71,5+157 | <0,0001 63,1+16,4 | 715+157 0,006

Valores expressos em média + desvio-padrd@o. IL: Interleucina; LTB4: Leucotrieno B4, TNF: Fator de
necrose tumoral. P <0,05 foi considerado estatisticamente significante.

5.2.1. Fator de necrose tumoral

As concentracGes de TNF diferiram de forma significante entre os grupos de
individuos sem NAC, com NAC incipiente e com NAC instalada apds o Teste de
Wilcoxon Kruskal-Wallis (Tabela 5). No entanto, a realizacdo do Pés-teste de Tukey
nao evidenciou diferencas entre os grupos. Quando foram comparados 0s grupos com
e sem NAC instalada, o grupo com NAC instalada apresentou concentracdes de TNF
significantemente maiores (Tabela 5 e Figura 3). ApOs ajustes para variaveis de
confuséo, a diferenca entre os grupos com e sem NAC instalada perdeu a significancia

estatistica (Tabela 6).
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Figura 3. Concentracfes plasmaticas de fator de necrose tumoral (TNF) em
individuos com diabetes mellitus tipo 2 de acordo com o status de neuropatia
auton6émica cardiovascular (NAC). Os dados estédo expressos em log na base 10.

5.2.2. Interleucina 10

As concentracfes de IL10 diferiram de forma significante entre os grupos de
individuos sem NAC, com NAC incipiente e com NAC instalada apds o Teste de
Wilcoxon Kruskal-Wallis (Tabela 5). No entanto, a realizacdo do Pos-teste de Tukey
nao evidenciou diferencas entre os grupos. Quando foram comparados 0s grupos com
e sem NAC instalada, o grupo com NAC instalada apresentou concentracdes de IL10
significantemente menores (Tabela 5 e Figura 4). ApGs ajustes para variaveis de
confuséo, a diferenca entre os grupos com e sem NAC instalada perdeu a significancia

estatistica (Tabela 6).
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Figura 4. Concentracdes plasmaticas de interleucina 10 (IL10) em individuos com
diabetes mellitus tipo 2 de acordo com o status de neuropatia autondémica
cardiovascular (NAC). Os dados estédo expressos em log na base 10.
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5.2.3. Interleucina 1B

As concentracdes de IL1p ndo diferiram de forma significante entre os grupos
de individuos sem NAC, com NAC incipiente e com NAC instalada (Tabela 5) ou entre
os grupos com e sem NAC instalada (Tabela 5 e Figura 5). Apés ajustes para variaveis
de confusao, as concentragfes de IL1p permaneceram sem apresentar diferencas

significantes entre os grupos com e sem NAC instalada (Tabela 6).
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Figura 5. Concentragbes plasmaticas de interleucina 1p (IL1 ) em individuos com
diabetes mellitus tipo 2 de acordo com o status de neuropatia autondmica
cardiovascular (NAC). Os dados estao expressos em log na base 10.

5.2.4. Leucotrieno B4

As concentracdes de LTB4 foram significantemente maiores nos grupos de
individuos com NAC incipiente e com NAC instalada versus o grupo sem NAC (Tabela
5 e Figura 6A). Quando foram comparados os grupos com e sem NAC instalada, o
grupo com NAC instalada apresentou concentracbes de LTB4 significantemente
maiores (Tabela 5 e Figura 6B). Apés ajustes para variaveis de confuséo, a diferenca
entre os grupos com e sem NAC instalada ndo perdeu a significancia estatistica
(Tabela 6).
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Figura 6. Concentragfes plasmaticas de leucotrieno B4 (LTB4) em individuos com
diabetes mellitus tipo 2 de acordo com o status de neuropatia autondmica
cardiovascular (NAC). Os dados estao expressos em log na base 10.

Tabela 6. Valores de P das concentra¢des plasmaticas de marcadores inflamatérios
entre os grupos de individuos com diabetes mellitus tipo 2 com e sem neuropatia
autondmica cardiovascular instalada.

Fator de Interleucina Interleucina Leucotrieno
necrose 10 1p
tumoral
Modelo 1 N&o ajustado P =0,001 P =0,002 P=0,32 P = 0,006
Modelo 2 Ajustado para idade P=0,18 P=0,47 P=0,51 P =0,006
e sexo
Modelo 3 Ajustado para para P=0,83 P=0,32 P =0,60 P =0,001
idade, sexo e indice
de massa corporea
(IMC)
Modelo 4 Ajustado para idade, P=0,17 P=0,54 P=0,93 P =0,016
sexo, IMC e
circunferéncia
abdominal (CA)
Modelo 5 Ajustado para idade, P=0,67 P=0,29 P=0,30 P=0,013

sexo, IMC, CA,
tempo de diabetes,
HbAlc, colesterol,
triglicérides,
hipertenséo arterial
sistémica, TFGe e
uso de inibidores da
enzima conversora
da angiotensina

TFGe: Taxa de filtracdo glomerular estimada. P <0,05 foi considerado estatisticamente significante. Os
valores que alcancaram significancia estatistica estdo mostrados em negrito.
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5.3.Correlacbes entre os marcadores inflamatérios e variaveis

relacionadas a resisténcia ainsulina e ao controle glicémico

As concentra¢cdes dos marcadores inflamatorios ndo apresentaram correlacao
com os valores do indice LAP, com os valores de triglicérides ou com os valores de
HbAlc (Tabela 7) na populacao total. Quando a populacdo foi separada por sexo,
houve uma fraca correlacdo, no limite da significancia estatistica, entre as
concentracdes de LTB4 e o indice LAP apenas no sexo feminino (p = 0.200; P = 0.082)
(Figura 7).

150 ™
: L
£ 100
o o
o
~ [
<
m
— 501
- r =0.20
P = 0.08
0 T T T 1
0 200 400 600 800
LAP

Figura 7. Correlacéo entre os valores do indice Lipid accumulation product (LAP) e as
concentragdes plasmaticas de leucotrieno (LTB4) em mulheres com diabetes mellitus
tipo 2 com ou sem neuropatia autonémica cardiovascular.



Tabela 7. Correlacdes entre os marcadores inflamatorios e variaveis

relacionadas a resisténcia a insulina e ao controle glicémico.

Variavel Variavel Valor de p Valor de P
LAP LTB4 -0,0953 0,2985
LAP TNF - 0,0096 0,9168
LAP IL10 - 0,0633 0,4902
LAP IL1B 0,1662 0,2210
TG LTB4 0,082 0,3592
TG TNF -0,0073 0,9354
TG IL10 -0,344 0,701
TG IL1B 0,0919 0,4848
HbAlc LTB4 -0,015 0,867
HbAlc TNF 0,0975 0,2753
HbAlc IL10 0,0793 0,3753
HbAlc IL1B 0,0616 0,6401

HbAlc: Hemoglobina glicada; IL: Interleucina; LAP: Lipid product accumulation;

LTB4: Leucotrieno B4; TG: Triglicérides; TNF: Fator de necrose tumoral.
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6. DISCUSSAO

Uma inflamac&o crénica de baixo grau esta presente na obesidade e esta
intimamente associada a etiopatogenia da resisténcia a insulina e,
consequentemente, do DM2. Dentre as citocinas pro-inflamatorias produzidas pelas
células imunes do tecido adiposo em individuos com obesidade visceral estdo o TNF,
alL1p e alL6, em contraposi¢cdo a condigdo normal (individuos eutroficos), na qual as
células imunes do tecido adiposo secretam citocinas anti-inflamatérias, como a 1L10%°.
Estudos mais recentes realizados em roedores também implicaram o LTB4 na

resisténcia a insulina deflagrada pela obesidade®®.

A inflamacdo também estd implicada na etiopatogenia das complicacdes
cronicas do DM. TNF e IL6 sédo produzidos por células endoteliais, mesangiais e
leucaocitos, ja tendo sido associados com o desenvolvimento e a progressédo da DRD
e da macroangiopatia diabética®’. No que se refere a ND, a PSD e a NAC eram
tradicionalmente consideradas como neuropatias “nao-inflamatérias”, em contraponto
a poliradiculoneuropatia desmielinizante inflamatéria cronica, cuja fisiopatologia
envolve a participagéo de células do sistema imunoldgico (macroéfagos e linfocitos T e
B) e de citocinas, como o TNF, o interferon-gama e a IL6, dentre outras®®.

Mais recentemente, no entanto, estudos pré-clinicos e clinicos tém
demonstrado a participacao da inflamacéo, especialmente a producao de citocinas e
guimiocinas, na patogénese da PSD e da NAC, em um processo complexo que
envolve a ativagcao do NFkB, um fator de transcricdo ativado por inumeros estimulos,
dentre os quais hiperglicemia, estresse oxidativo e citocinas proé-inflamatdérias.
Estudos em modelos animais reportaram aumento das concentracdes de TNF no
nervo ciatico de roedores diabéticos que se associaram com disfuncédo de fibras

nervosas finas e grossas®®.

Um estudo clinico realizado com individuos com DM reportou aumento das
concentracdes séricas de marcadores inflamatorios naqueles com ND, tais como TNF
e PCR®. Em um segundo estudo clinico, concentracdes séricas elevadas de IL6 e
IL10 em individuos com pré-diabetes e DM correlacionaram-se com marcadores de
dano axonal em fibras nervosas sensoriais e sensitivas e com sinais de

desmielinizac&o no nervo motor®?.
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Herder e cols. identificaram o TNF e a IL6 como fatores de risco para a PSD
apos o ajuste para sexo, idade e fatores de confusédo antropométricos e metabdlicos
em uma populacao idosa composta por individuos com tolerancia normal ou diminuida
a glicose e com DM2%2, No presente estudo, ndo encontramos associacdes entre 0s
marcadores inflamatorios e o status da PSD (dados ndo mostrados), mas isso pode
decorrer do pequeno tamanho da amostra de individuos com diagnéstico de PSD

(n=16 quando considerado o diagnéstico pelo monofilamento).

Estudos abordando a relacéo entre a NAC e a inflamacéo sdo escassos e a
relacdo entre essas duas condicbes € mais complexa, por ser bidirecional. A
inflamacédo aguda é capaz de modificar o equilibrio entre a atividade simpética e a
atividade parassimpatica e reduzir a VFC. Por outro lado, a reducéo da atividade do

SNP gue ocorre na NAC pode predispor ao aumento da inflamacéo®®.

A inflamacdo aumentada em consequéncia da reducdo da atividade
parassimpatica é explicada pelo reflexo inflamatério, que € um mecanismo fisiologico
pelo qual o nervo vago regula a fungéo imunoldgica e inibe a produgdo excessiva de
citocinas pro-inflamatdrias. Esse reflexo consiste em um mecanismo fisiologico
centralmente integrado no qual a sinalizacdo do nervo vago aferente, ativada por
citocinas ou produtos derivados de patdgenos e mediada por vias eferentes vagais,
regula a producéo de citocinas pro-inflamatorias e a inflamacgéo. A auséncia desse
reflexo secundariamente a lesdes neurais, por exemplo, resulta em resposta imune
inata excessiva e em producédo aumentada de citocinas®3. De fato, estudos realizados
em individuos saudaveis, com DCV, com tolerancia a glicose diminuida e com doenca
renal crbnica evidenciaram uma correlagdo inversa entre a VFC e marcadores

inflamatdrios (IL6 e PCR), sugerindo uma interacéo entre a inflamacéo e o SNP%4,

No presente estudo, observamos um aumento das concentracfes plasmaticas
de dois marcadores pro-inflamatérios no grupo de individuos com NAC instalada, o
TNF e o LTB4, enquanto a citocina anti-inflamatdria IL10 foi menor nesse grupo de
individuos. No entanto, essas diferencas perderam a significancia estatistica para o
TNF e a IL10 ap0s o ajuste para outras variaveis que podem interferir nas
concentracbes dessas citocinas, tais como fatores antropométricos (IMC e CA) e
metabdlicos (controle glicémico. expresso pela HbAlc, e dislipidemia). No estudo de

Herder e cols.?°, que avaliou 352 individuos com DM2, as concentracdes elevadas de
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PCR e IL6 que se associaram com disfuncdo autondmica cardiovascular no modelo
nao ajustado também perderam a significancia estatistica apos o ajuste para variaveis
antropométricas (dentre as quais a CA) e metabdlicas (como o controle glicémico e a
dislipidemia), evidenciando que as condi¢cdes de base dos individuos com DM2
(obesidade visceral, hiperglicemia e dislipidemia) por si s ja estdo associadas a uma
inflamac&o subclinica. No estudo de Herder e cols., as concentracfes plasmaticas de
IL18 permaneceram associadas a uma menor atividade vagal apos a analise
ajustada®®, sugerindo a participacdo do SNP no aumento da atividade inflamatdria de

individuos com NAC.

Santos-Bezerra e cols.?® avaliaram 164 individuos com DM1 e encontraram um
aumento das concentracfes de LTB4 naqueles com NAC instalada em comparacéo
aos sem NAC instalada, mesmo ap0s ajuste para variaveis de confusdo. No estudo
de Santos-Bezerra, as concentracdes de LTB4 também foram mais elevadas no grupo
de individuos com pior controle glicémico (mediana de HbAlc de 8,6%) em relacédo
ao grupo com melhor controle glicémico (mediana de HbAlc de 7,9%). Ainda,
menores concentracdes de LTB4 foram observados nos individuos que faziam uso de
inibidores da enzima conversora da angiotensina. Esses dois ultimos achados
justificam porque, no Modelo 5 de ajuste (Tabela 5), a HbAlc e o uso de inibidores da

enzima conversora foram incluidos como variaveis confundidoras.

Na presente analise, ndo observamos maiores concentracdes de LTB4
naqueles individuos com pior controle glicEmico (dados ndo mostrados) ou correlacéo
significante entre as concentragdes de LTB4 e os valores de HbAlc. Esses dados séo
compativeis com aqueles encontrados por Boizel e cols. em um pequeno estudo que
mensurou as concentracdes urinarias de LTE4 em 19 individuos com DM2 antes e
trés meses apods tratamento intensivo e ndo observaram reducao nas concentracées
desse marcador inflamatério, mesmo apés reducao de quase trés pontos percentuais
na HbAlc, diferentemente dos individuos com DM1, nos quais as concentracfes de

LTE4 diminuiram com a melhora do controle glicémico®®.

Observamos, no entanto, na populagcéo do sexo feminino, uma correlacéo fraca
e no limite da significancia estatistica entre as concentracdes de LTB4 e o indice LAP,

variavel que é considerada um “surrogate marker” de resisténcia a insulina.
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Na ultima década, a relacdo entre LTB4 e resisténcia a insulina tem sido
abordada na literatura; Spite e cols. reportaram que a deficiéncia do receptor de LTB4
protegeu contra a resisténcia a insulina em roedores com obesidade induzida por dieta
rica em gorduras. Esse achado corrobora hipéteses previamente levantadas de que
ha um aumento das concentracdes de LTB4 no tecido adiposo de roedores obesos, 0
qual ativaria seu receptor, e, via NFkB, induziria os macrofagos a produzir citocinas,

como a IL6, contribuindo para a resisténcia a insulina®®.

Mothe-Satney e cols. observaram aumento das concentracfes de LTB4 no
tecido adiposo de animais e seres humanos obesos e propuseram gue os leucotrienos
representariam um novo alvo na inflamacgé&o e na resisténcia a insulina associadas a

obesidade®’.

Li e cols. mostraram que, em camundongos obesos, 0s mais importantes
orgaos-alvo da acdo metabdlica da insulina, muasculo, figado e tecido adiposo
apresentam concentragcdes elevadas de LTB4 em comparagdo com 0s camundongos
magros. A inibicdo genética ou farmacoldgica do receptor de LTB4 resultou em um
fendtipo anti-inflamatério, qual seja, menor acimulo de macréfagos no tecido adiposo
e menores concentracdes plasmaticas de citocinas. Adicionalmente, também se
observou protecdo contra a resisténcia a insulina e contra a esteatose hepética.
Suportando esses achados, o tratamento in vitro com LTB4 estimulou vias
inflamatoérias em macréfagos, reduziu a captacdo de glicose por miécitos e, em
hepatocitos, promoveu lipogénese, aumentou a gliconeogénese e reduziu a
magnitude da supressao da producao hepatica de glicose pela insulina. Os autores
desse trabalho concluiram que o LTB4 e seu receptor participam da resisténcia a

insulina secundaria a obesidade®8.

Béck e cols. mensuraram as concentracdes urinarias de leucotrieno E4 (LTE4)
em 46 individuos obesos sem DM diagnosticado previamente e observaram uma
associacdo com a relacdo cintura-quadril, mesmo apds ajuste para variaveis de
confusdo®®. Nao encontramos, no entanto, estudos realizados em individuos com DM2
gue tenham associado concentracdes de leucotrienos com marcadores de resisténcia

a insulina.
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Estudos adicionais em casuisticas maiores sdo necessarios para investigar a
relacdo entre as concentracbes plasmaticas de LTB4 e a resisténcia a insulina e

confirmar se, de fato, existe o dismorfismo sexual observado no presente trabalho.

Em resumo, o principal achado desse estudo é a maior concentracao
plasmética de LTB4 no grupo de individuos com DM2 e NAC instalada em
comparacao aqueles sem NAC instalada. Concentracdes aumentadas de LTB4 em
individuos com NAC podem contribuir para o aumento da morbi-mortalidade
cardiovascular imposta por essa complicacao cronica, uma vez que estudos in vitro e
em animais sugerem que o LTB4 e outros leucotrienos participam do desenvolvimento

da aterosclerose3.
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7. CONCLUSOES

As concentracfes plasmaticas de LTB4 foram significantemente maiores em
individuos com DM2 com NAC instalada em comparacao aqueles sem NAC instalada.
As concentracdes desse marcador inflamatorio correlacionaram-se fracamente com a

resisténcia a insulina, estimada pelo indice LPA, apenas nas mulheres.
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9. APENDICES

9.1.Apéndice 1 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO —
TCLE

DADOS DE IDENTIFICACAO DO PACIENTE PARTICIPANTE DO ESTUDO OU
RESPONSAVEL LEGAL

Nome do paciente (voluntario):
Sexo: M o F o Data de Nascimento: / / Etnia:
Email: Endereco:
___APTO: Bairro: Cidade:
CEP TELEFONE: ( )

Convite pera participar do estudo: Vocé estd sendo convidado a responder
guestionarios e realizar exames que estardo descritos abaixo neste termo. Estes,
fazem parte de um estudo que tem o objetivo de avaliar se a utilizacdo do telefone
celular podera ser eficaz como forma de educacdo em saude, no cuidado e prevencéo
da Ulcera do pé diabético.

As informacdes apresentadas neste termo de consentimento foram fornecidas pela
MSc Mozania Reis de Matos. Apds o senhor(a) aceitar o convite, estara autorizando
sua participacdo neste estudo por vontade propria tendo o conhecimento das
perguntas e intervencfes(exames) que serao feitas e dos riscos aos quais o Sr.(a) se
submetera, podendo desistir em qualquer etapa da pesquisa.

As medidas de peso e altura, para avaliacdo do indice de massa corpérea (IMC)
serdo realizadas em local reservado, para evitar possiveis constrangimentos
aos participantes da pesquisa.

DADOS SOBRE A PESQUISA

1.Titulo da pesquisa Experimental:

“Avaliagcdo da eficacia da ferramenta digital em cuidados e prevengao do pé de risco
em pacientes com diabetes”.

2. Objetivo da pesquisa: Avaliar a eficacia de uma ferramenta digital na prevencgéo
da ulcera do pé diabético. Para melhor entendermos como vocé se trata e como o
diabetes afeta a sua vida, também serédo aplicados dois questionarios: um sobre
praticas diarias de cuidado com o pé diabético (no inicio e ao final do estudo) e o outro

sobre os sentimentos que o diabetes desperta em vocé. Além disso, também sera
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realizada uma comparacao entre trés formas de diagnosticar a neuropatia diabética,
gue é uma complicacdo do diabetes que acomete os nervos. Também sera avaliado
a prevaléncia de neuropatia periférica e de neuropatia autonémica cardiovascular em
individuos com diabetes mellitus tipo 2.

3. Justificativa: Entender se o telefone celular pode ajudar na prevencao de Ulcera
nos pés e pode abrir caminho para novas estratégias de tratamento que possam
melhorar a evolucdo de individuos com diabetes. Conhecer melhor a forma como os
pacientes se trata no dia a dia e como o diabetes afeta suas vidas pode aumentar o
conhecimento dos profissionais de saude sobre essa doenca e resultar em mudancas
na forma de aborda-la.

5. Riscos e beneficios esperados: Riscos: os pacientes estdo submetidos a
constrangimentos ao responder questionarios e ao retirar a camisa para realizacdo do
eletrocardiograma. O risco de tontura apds realizacao do teste de respiracao profunda
e teste de Valsalva (soprar forte por 15 segundos) e risco de queda ao realizar o teste
ortostatico (aferir a pressdo arterial deitado e se levantar da maca para aferir
novamente de pé).

Os pacientes também terdo como riscos no local onde sera inserido a agulha para
coleta de sangue: dor, vermelhiddo, hematoma (lesdo roxa na pele) e inflamacéo.
Também podera sentir medo, ter episodio de desmaio e ansiedade.

Para minimizar estas ocorréncias, a coleta de sangue sera feita por profissional
treinado com anos de experiéncia em coleta de sangue, em um local calmo e tranquilo,
explicando ao paciente todo o procedimento. Para aqueles que tem medo de agulha
e sofrem de ansiedade a coleta sera realizado deitado para evitar desmaios. Todos
0s matérias serdo estéreis e descartaveis para evitar infecgéo.

-N&o sera realizada tricotomia (retirada de pélos, neste caso, do tronco) para a exame
de eletrocardiograma.

Para minimizar os riscos de queda por tontura, antes do paciente se levantar da maca,
sera explicado novamente a ele este risco e tera um profissional de saude para ajuda-
lo a se levantar e permanecer ao seu lado por 2 minutos, evitando a queda, caso a
tontura persista serd realizado atendimento médico e de enfermagem, na Unidade de
Saude onde estara ocorrendo a pesquisa.

Beneficios: Essa investigacdo podera beneficiar os individuos com diabetes, pois
permitira ampliar estratégias que visem a prevencéo da ulcera do pé diabético. Aléem

disso, 0 estudo aumentara o conhecimento dos profissionais de saude sobre o
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impacto que o diabetes tem na vida dos pacientes, o que também pode resultar em
melhora no tratamento desta doenca.

6. Coleta de dados: A pesquisa ter4 duas fases, na primeira, todos os pacientes
participantes da pesquisa responderdo a questionarios e participardo de avaliacdo
clinica. As respostas aos questionarios terdo duracdo de 10 minutos. Serdo 3
guestionarios, um com 17 questdes, outro com 10 e um ultimo com 6 questdes,
totalizando 33 questdes. Na fase de avaliacdo clinica, com duracdo de 10 minutos
para cada um dos participantes serdo medidos peso, estatura, presséo arterial e a
glicemia capilar (dextro), sera realizado um exame nos pés para identificar se o
paciente tem risco para desenvolver feridas nos pés. O paciente também fara
eletrocardiograma, teste de respiracdo profunda, teste do sopro ( manobra de
Valsalva) e aferida a presséo arterial deitado e de pé. Exames laboratoriais como
coleta de sangue e urina seréo realizados no inicio e ao final da pesquisa, o tempo
para realizacdo do exame sera de 10 minutos.

Apés a avaliacao de dados clinicos e aplicacdo de questionario, inicia-se a segunda
fase da pesquisa, onde, serdo enviadas mensagens de texto aos celulares, apenas,
dos participantes que foram selecionados através de um procedimento chamado de
randomizacao, este procedimento selecionara os pacientes que participardo de um
grupo chamado intervencéo, de maneira justa, todos poderdo ter a possibilidade de
participar deste grupo. Os que ndo forem selecionados para 0 grupo intervencéo,
participardo do grupo controle. As mensagens serdo semanais durante um ano. Serao
trés tipos de mensagem, 1. Abordando o autocuidado (como vocé mesmo se
cuida): Orientando o0 paciente a inspecionar seus pés todos os dias e as medidas
para diminuir o risco de feridas. 2. abordando cal¢cados adequados: Sera orientado
guanto aos cuidados com sapatos, como eles devem ser e quais cuidados devem ser
tomados antes de calca-los; 3. abordando cuidados gerais: Serdo enviadas
mensagem sobre os cuidados gerais para o paciente diabético, ex: uso correto das
medicac¢bes, alimentacdo saudavel, continuar observando os pés e sinais de risco de
ferida

Em ambos 0s grupos os pacientes terdo uma consulta de enfermagem no inicio da
pesquisa, uma segunda, apds 6 meses desta primeira consulta e uma terceira e
altima, um ano apos a primeira, no final da pesquisa. Cada consulta tera tempo de

duracédo de 20 minutos, em todas as consultas serdo medidos peso, estatura, pressao
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arterial e a glicemia capilar. Também sera verificado se houve alguma mudanca no
tratamento do Diabetes mellitus e o surgimento de alguma Ulcera ou amputacao.
Durante a coleta de dados sera orientado a todos os pacientes, independente a que
grupo pertencem que o surgimento de qualquer lesdo no pé (ferida, arranh&o ou
vermelhiddo), procurar a unidade de saude que foi feita a consulta de enfermagem no
inicio da pesquisa, imediatamente, para avaliacao e tratamento. E se for o caso de
ndo estd proximo de casa, procurar qualquer servico de saude mais préoximo. Todo
tratamento da lesdo poderé ser feito na unidade que foi feita a primeira consulta de
enfermagem.

Quanto aos procedimentos da pesquisa, 0 Unico que nao sera realizado a todos os
participantes e sim, apenas ao grupo intervenc¢ao, sera o envio da mensagem de texto.
7. Duracao da pesquisa: 1 ano

8. Retirada de consentimento ou n&o participacdo no estudo: E garantida a
liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento. O Sr(a) pode deixar de
participar do estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu tratamento no posto
de saude; Ou também podera ndo iniciar sua participacédo no estudo, o senhor podera
tanto ndo iniciar sua participacdo, quanto se retirar do estudo a qualquer momento.
Seu atendimento continuara sendo realizado na Unidade Béasica de Saude Dra llza
Weltman Hutzler, de rotina hormalmente, sempre que achar necessario.

9. Garantia de acesso: em qualquer etapa do estudo, o Sr(a) poderéa ter acesso aos
profissionais responsaveis por ele, para esclarecimento e retirar dividas relacionadas
ao estudo que o senhor esta fazendo parte. O principal investigador e responsavel
pelo estudo € a MSc. Mozania Reis de Matos, que podera ser encontrada no
endereco: Rua Vergueiro, 235, Liberdade Sao Paulo, telefone para contato da
responsavel pelo estudo é (11) 98034-4210 e o MSc. José Antbnio Januéario Neves,
gue podera ser encontrado no endereco: Rua Vergueiro, 235, Liberdade Sao Paulo,
telefone para contato: (11) 96057-0099. Ja caso o senhor tenha duvidas quanto as
questdes éticas do estudo, ou gostaria de realizar alguma denudncia quanto 0 mesmo,
o senhor poderd entrar em contato com o CEP/SMS pelo e-mail:

smscep@gmail.com, ou pelo telefone 11-33972464. Ou também podera entrar em

contato com Comité de Etica da Uninove: Rua. Vergueiro n® 235/249 — 12° andar
- Liberdade — S&o Paulo — SP CEP. 01504-001 Fone: 3385-9010

comitedeetica@uninove.br
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10. Garantia de sigilo: Conforme Resolucao 466/12, IV3e. Firmamos 0 compromisso
de garantir o sigilo dos dados de identificacdo de todos os participantes do estudo.
Os dados (nome, data de nascimento, endereco, e-mail e telefone) seréo utilizados
para identificagdo do pacientes, laudar os exames e testes que seréo feitos e entrar
em contato para informar futuros resultados.

11. Custos: Nao hé despesas pessoais para 0 participante em qualquer fase do
estudo, incluindo exames e consultas. Também ndo ha pagamentos de nenhuma
forma por sua participacdo. Se existir qualquer despesa adicional, ela sera paga pelo
orcamento da pesquisa. E compromisso de o pesquisador utilizar os dados e o
material coletado somente para esta pesquisa.

12. Local da pesquisa: Sera desenvolvida na Universidade Nove de Julho -
UNINOVE. A coleta de dados sera realizada, voluntariamente com os pacientes da
Unidade Bésica de Saude - Dr? llza Weltman Hutzler, localizada na Rua Coronel
Walfrido de Carvalho, S/N. (11) 3981-3127.

13. Comité de Etica em Pesquisa (CEP) é um colegiado interdisciplinar e
independente, que deve existir nas instituicbes que realizam pesquisas envolvendo
seres humanos no Brasil, criado para defender os interesses dos participantes de
pesquisas em sua integridade e dignidade e para contribuir no desenvolvimento das
pesquisas dentro dos padrdes éticos (Normas e Diretrizes Regulamentadoras da
Pesquisa envolvendo Seres Humanos — Res. CNS n° 466/12). O Comité de Etica é
responsavel pela avaliagdo e acompanhamento dos protocolos de pesquisa no que
corresponde aos aspectos éticos. Endereco do Comité de Etica da Uninove: Rua.
Vergueiro n° 235/249 — 12° andar - Liberdade — Sdo Paulo — SP CEP. 01504-
001 Fone: 3385-9010 comitedeetica@uninove.br

14. Eventuais intercorréncias que vierem a surgir no decorrer da pesquisa poderao

ser discutidas com a MSc. Mozéania Reis de Matos e o MSc. José Antbnio Januario

Neves.

Se houver o surgimento de qualquer lesdo no pé (ferida, ulcera, arranhao e/ou
vermelhidao), que seja lesiva ao paciente tanto no grupo controle quanto no
grupo intervencdo, 0os mesmos receberdo o devido encaminhamento,

orientacdo e/ou tratamentos necessarios, sem prejuizo a sua saude.
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15. Consentimento Pés-Informacao:

Eu, , apoés ter sido

devidamente esclarecido concordo em patrticipar do estudo.

Data [/ [ Data [/ [

Assinatura paciente/representante legal Pesquisador Responsavel



69

10.ANEXOS

10.1. Anexo 1 — Parecer Consubstanciado do CEP da UNINOVE.

UNINOVE UNIVERSIDADE NOVE DE Plataformoa
Universidade Nove de Julho JULHO - UNINOVE

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Peequisa:AVALlACﬂQ DA EFI’Ci\CIA DA FERRAMENTA DIGITAL EM CUIDADOS E
PREVENCAO DO PE DE RISCO EM PACIENTES COM DIABETES

Pesquisador: Mozania Reis de Matos

Area Tematica:

Versdo: 3

CAAE: 81249417.1.0000.5511

Instituicdo Proponente: ASSOCIACAO EDUCACIONAL NOVE DE JULHO

Patrocinador Principal: Financiamento Préprio
DADOS DO PARECER

Niamero do Parecer: 3.050.387

Apresentacéo do Projeto:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arguivo Postagem Autor Situacio
Informagdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P 11/09/2018 Aceito
do Projeto ROJETO 1017591 pdf 00:41:22
Orgamento orcamento.docx 11/09/2018 |Mozania Reis de Aceito
00:40:57 | Matos

Cronograma cronograma.docx 11/09/2018 |Mozania Reis de Aceito
00:38:13 | Matos

Projeto Detalhado [ |Projeto.docx 11/09/2018 |Mozania Reis de Aceito

Brochura 00:36:58 |Matos

Investigador

TCLE [ Termos de  |tcle.docx 11/09/2018 | Mozania Reis de Aceito

Assentimento / 00:35:32 | Matos

Justificativa de

Auséncia

Outros ciencia.pdf 09/06/2018 |Mozania Reis de Aceito
12:48:10 | Matos

Outros Ementa.docx 09/06/2018 |Mozania Reis de Aceito
12:40:38 | Matos

Qutros autorizacao.pdf 23/11/2017 |Mozania Reis de Aceito
15:33:43 | Matos

Folha de Rosto folhaderosto.pdf 23/11/2017 |Mozania Reis de Aceito
15:08:23 | Matos

Situacio do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Nao
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10.2. Anexo 2 - Parecer Consubstanciado do CEP da Secretaria

Municipal de Saude da Cidade de S&o Paulo.

t.cw"%ﬂt SECRETARIA MUNICIPAL DA o) :

SAUDE DE SAO PAULO - %Oﬂ mne
EM PESQUISA - SMS SMS/SP

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Elaborado pela Instituicao Coparticipante

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Peequisa:AVALlAC;ﬁ\NO DA EFI_CACIA DA FERRAMENTA DIGITAL EM CUIDADOS E
PREVENCAO DO PE DE RISCO EM PACIENTES COM DIABETES

Pesquisador: Mozania Reis de Matos

Area Temitica:

Versdo: 2

CAAE: 81249417.1.3001.0086

Instituicao Proponente: SECRETARIA MUNICIPAL DA SAUDE
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 3.141.417

Ocowrsn SECRETARIA MUNICIPAL DA
t SAUDE DE SAO PAULO - Wm

EM PESQUISA—SMS SMS[SP
Continuagdo do Parecer: 3.141.447

Justificativa de tcle docx 11/09/2018 |Mozania Reis de Aceito

Auséncia 00:35:32 | Matos

Qutros ciencia.pdf 09/06/2018 |Mozania Reis de Aceito
12:48:10  [Matos

QOutros Ementa.docx 09/06/2018 |Mozania Reis de Aceito
12:40:38 [ Matos

Outros autorizacao_pdf 23/11/2017 [Mozania Reis de Aceito
15:33:43  [Matos

Situacdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:
Nao

SAO PAULQO, 11 de Fevereiro de 2019

Assinado por:
SIMONE MONGELLI DE FANTINI
(Coordenador(a))



