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RESUMO

SILVA, Raquel Garcia Rocco. Associacao entre polimorfismos genéticos, variaveis
clinicas e sociodemograficas com diagnoéstico de provavel polineuropatia simétrica
distal em criangas e adolescentes com diabetes tipo 1. Rio de Janeiro, 2024. Tese
(Doutorado em Clinica Médica) - Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, 2024.

INTRODUCAO: A polineuropatia simétrica distal (PSD) é o tipo mais comum de
neuropatia diabética (ND) e afeta tanto individuos com diabetes tipo 1 quanto tipo 2,
mas a progressao e as manifestacdes sao mais rapidas e graves em diabéticos tipo
1. Varios estudos demonstram que o controle glicémico e a duracdo do diabetes sao
importantes fatores de risco para o desenvolvimento das ND, mas a velocidade da
progressdo e a gravidade das lesGes nervosas variam consideravelmente entre
individuos. Acredita-se, portanto, que haja implicacBes dos fatores genéticos no
desenvolvimento da PSD porque alguns genes estdo envolvidos em vias biolégicas
especificas, atuando em diferentes vias do processo patogénico. OBJETIVOS:
Descrever as associacbes de polimorfismos genéticos, variaveis clinicas e
sociodemogréficas com provavel diagnostico de PSD em criancas e adolescentes
diabéticas tipo 1 e identificar os polimorfismos C677T do gene MTHFR C677T e do
VNTR do intron 3 do gene interleucina-4 (IL4) que possam estar associados a PSD.
METODOLOGIA: Estudo descritivo observacional, do tipo seccional, em criancas e
adolescentes com diabetes tipol que frequentam o Ambulatério de Diabetes, do
Instituto de Puericultura e Pediatria Martagdo Gesteira, nos periodos de marco de
2017 a junho de 2019. As criancas e adolescentes com diagnéstico provavel de PSD
receberam orientacfes a partir de palestras e material bibliografico. Foi utilizado um
guestionario estruturado, contendo informacgdes clinicas e sociodemogréficas; dois
protocolos de avaliagdo da neuropatia diabética: Escore de Sintomas Neuropaticos e
Diabetic Neuropathy Examination e avaliagcdo da sensibilidade térmica, do reflexo
aquileu e da sensibilidade protetora dos pés (avaliado através do monofilamento
Semmes-Weistein - 10g). Foram colhidas amostras de saliva para extracdo do DNA e
investigacdo do polimorfismo da enzima metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR
C677T) e a da IL4 (A1Al, A1A2 e A2A2). Os dados foram analisados através do
pacote estatistico EPI-Info (versdo 7). RESULTADOS: A prevaléncia da PSD e da
neuropatia sensorial foi de 14% e 42,71%, respectivamente. Nos participantes com
gendtipo A1A1 observamos associa¢fes entre PSD e aumento: da hemoglobina
glicada, tempo de diabetes, peso, altura, IMC, colesterol total, LDL e HDL colesterol,
triglicerideos e VLDL. A alteracdo da sensibilidade térmica foi associada ao
polimorfismo CC e ao CT. Nao observamos associa¢cfes estatisticas entre PSD e
neuropatia sensorial com nenhum polimorfismo investigado. CONCLUSOES: Né&o
encontramos associagao entre o polimorfismo C677T do gene MTHFR e o
polimorfismo I3VNTR do gene IL4. No entanto, o estudo fornece outras associa¢des
e sugere possiveis implicacfes para esses achados. A falta de associacdo observada
entre os polimorfismos investigados e a PSD podem ter sido influenciados pela falta
de informacdes étnicas ou pela caracteristica da populacéo (criancas e adolescentes).

Palavras-Chave: neuropatia diabética, crianca, adolescente, polimorfismo genético,
interleucina 4 e metilenotetrahidrofolato redutase



ABSTRACT

SILVA, Raquel Garcia Rocco da. Associagao entre polimorfismos genéticos, variaveis
clinicas e sociodemograficas com diagndstico de provavel polineuropatia simétrica
distal em criangas e adolescentes com diabetes tipo 1. Rio de Janeiro, 2024. Tese
(Doutorado em Clinica Médica) - Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, 2024.

BACKGROUND: Distal symmetrical polyneuropathy (DSP) is the most common type
of diabetic neuropathy (DN) and affects both patients with type 1 and type 2 diabetes,
but progression and manifestations are more rapid and severe in type 1 diabetics.
glycemic control and duration of diabetes are important risk factors for the development
of DN, but the speed of progression and the severity of nerve damage vary
considerably among patients. Therefore, it is believed that there are implications of
genetic factors in the development of DSP because some genes are involved in
specific biological pathways, acting in different pathways of the pathogenic process.
OBJECTIVES: To describe the associations of genetic polymorphisms, clinical and
sociodemographic variables with a probable diagnosis of DSP in type 1 diabetic
children and adolescents and identify the C677T polymorphisms of the enzyme
methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR gene) and the VNTR of intron 3 of the
interleukin 4 (IL4) gene that may be associated with DSP. METHODS: A descriptive,
observational, cross-sectional study was carried out in children with type 1 diabetes
who attend the Diabetes Outpatient Clinic of the Instituto de Puericultura e Pediatria
Martagdo Gesteira, from March 2017 to June 2019. The. Saliva samples were
collected for DNA extraction and investigation of the polymorphism of the MTHFR and
that of IL4 (A1Al, A1A2 and A2A2). A structured guestionnaire was used, containing
clinical and sociodemographic information, two evaluation protocols for diabetic
neuropathy, Neuropathic Symptom Score and Diabetic Neuropathy Examination and
evaluation of thermal sensitivity, Achilles reflex and protective sensitivity of the feet
(assessed using the Semmes- Weinstein - 10g). Children and adolescents with a
probable diagnosis of DSP received guidance based on lectures and bibliographic
material. Data were analyzed using the EPI-Info statistical package (version 7).
RESULTS: The prevalence of DSP and sensory neuropathy was 14% and 42.71%,
respectively. In patients with the A1A1l gene, we observed associations between DSP
and increases in: glycated hemoglobin, duration of diabetes, weight, height, BMI,
triglycerides, total cholesterol and LDL, HDL and VLDL cholesterol. The change in
thermal sensitivity was associated with the CC and CT polymorphisms. We did not
observe statistical associations between DSP and sensory neuropathy with any
investigated polymorphism. CONCLUSIONS: We found no association between the
C677T polymorphism of the MTHFR gene and the ISVNTR polymorphism of the IL4
gene. However, the study provides other associations and suggests possible
implications for these findings. The absence of association observed between the
polymorphisms investigated and DSP may have been influenced by the lack of ethnic
information or by the characteristics of the population (children and adolescents).

Keywords: diabetic neuropathies, child, adolescent, genetic polymorphism, interleukin
4 and methylenetetrahydrofolate reductase.
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1 INTRODUCAO

O diabetes mellitus tipo 1 (DM1), forma presente em 5%-10% dos casos de
diabetes mellitus (DM), € a principal doenca enddcrina e forma de diabetes
diagnosticada na infancia e na juventude (ELSAYED et al, 2022).

Nos ultimos anos foi relatado um crescimento significativo anual da DM1 na
Europa e em outras partes do mundo, com o aumento tanto do numero de casos
incidentes quanto prevalentes, relacionados ao aumento da incidéncia em muitos
paises. No total, estima-se que 1.211.900 criancas e adolescentes com menos de 20
anos tenham diabetes tipo 1 globalmente. Estima-se que cerca de 108.200 criangas e
adolescentes menores de 15 anos sejam diagnosticados a cada ano e esse nimero
sobe para 149.500, quando a faixa etaria se estende aos menores de 20 anos (OGLE;
WANG; GREGORY, 2022).

Segundo o International Diabetes Federation (2021), no Brasil 588.800 pessoas
vivem com DM1 e, neste cenério, 33 anos/pessoa de vida saudaveis sao perdidos. O
crescimento no Brasil da DM1 é de 5% ao ano, enquanto o DM2 cresce 3,6% no
mesmo periodo. O Brasil também ocupa o terceiro lugar no ranking dos paises com
maior prevaléncia e incidéncia de casos de DM1 em criangas e adolescentes. Estima-
se gue, atualmente, 588.800 pessoas vivem no Brasil com DM1 e que, entre elas,
112.240 pessoas tém menos de 20 anos de idade. Como consequéncia, 0 nUmero de
criancas com diabetes tipo 1 que necessitam de cuidados aumentou junto com 0s
encargos do sistema de saude (SVENSSON et al., 2023).

No momento do diagnéstico, a maioria das pessoas ja tem cerca de 85% das
células B pancreaticas destruidas, o que explica a insulinopenia, com grande
labilidade glicémica no controle e dependéncia diaria da aplicacdo de insulina
(ELSAYED et al., 2022). Na maioria dos casos a destruigao das células B € mediada
por autoimunidade, porém, existem casos em que ndo ha evidéncias de processo
autoimune, sendo, portanto, referida como forma idiopatica. Os marcadores de
autoimunidade sdo os autoanticorpos (antiinsulina, antidescarboxilase do acido
glutamico e antitirosina-fosfatases) (YI; SWENSEN; QIAN, 2018). Foi observado que
estes anticorpos podem estar presentes na fase pré-clinica da doenca e em até 90%
dos individuos, quando a hiperglicemia é identificada. Além do componente

autoimune, o DM1 apresenta forte associagao com determinados genes do sistema
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antigeno leucocitario humano (HLA — Human Leukocyte Antigens), alelos esses que
podem ser predisponentes para o desenvolvimento da doenca (YIl; SWENSEN; QIAN,
2018).

A taxa de destruicdo das células B é variavel, geralmente mais rapida em
criancas. A forma progressiva e lenta ocorre, geralmente, em adultos (PRIMAVERA,
GIANNINI; CHIARELLI, 2020).

A forma idiopatica do DM1 corresponde a uma minoria dos casos,
caracterizando-se pela auséncia de marcadores de autoimunidade contra as células-
beta e a ndo associacédo com haplotipos do HLA. Os individuos com esta forma podem
desenvolver cetoacidose e apresentam graus variaveis de deficiéncia insulinica
(PRIMAVERA; GIANNINI; CHIARELLI, 2020).

Ha inumeros fatores genéticos e ambientais que favorecem o aumento da
incidéncia da doenca e contribuem para que haja ativacdo imunoldgica e processo
destrutivo das células 3, com manifestagdes clinicas mais precoces (BARAT; VALADE
et al, 2008). A combinacao de marcadores genéticos - Human Leukocyte Antigens e
Insulin Gene (INS) - e a histodria familiar podem estratificar o risco da DM1 e serem
usados para selecdo de parentes de primeiro grau, nesse caso, para tratamento
primario e estratégias de intervencdo (ACHENBACH; BONIFACIO; ZIEGLER, 2005).

As manifestacdes clinicas do DM1 séo polimorfas e variam consideravelmente
de paciente para paciente. As repercussdes microvasculares estdo pautadas na
triopatia diabética — oftalmo, nefro e neuropatia — e se constitui em importante
problema de saude, trazendo morbidade e mortalidade e piorando significativamente
a qualidade de vida por incapacitacdo e diminuicdo da sobrevida (ASSOCIATION,
2022).

As estimativas da prevaléncia e incidéncia da neuropatia diabética (ND) em
pessoas com DM1 variam consideravelmente entre os estudos, mas, recentemente,
a American Diabetes Association (ADA, 2016) relatou que estudos de coorte com
populacdes significativas de pessoas com DM1 e dois grandes estudos de pesquisa
em diabetes (DCCT — Diabetes Control and Complications Trial; EDIC — Epidemiology
of Diabetes Interventions and Complications) relataram que, apés 20 anos de duracao
da doenca, 20% das pessoas desenvolvem ND. Além disso, as prevaléncias da ND
em jovens com DM1 e DM2 se equiparam as prevaléncias observadas nos adultos
(POP-BUSUI et al, 2016).
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O acometimento neuropatico € geralmente precoce e considerado o mais
prevalente dentre as manifestacbes microvasculares. A ND abrange um largo
espectro de anormalidades, afetando diversos tipos de fibras sensitivas, motoras e
autonOmicas, ocorrendo, tanto no diabetes tipo 1 e tipo 2, quanto nas formas de
diabetes adquiridas, sendo a polineuropatia simétrica distal (PSD) a forma mais
comum e conhecida de ND (TESFAYE et al, 2010).

As principais manifestacdes clinicas sdo dorméncia ou queimacdo em
membros inferiores, assim como, formigamento, pontadas, choques, agulhadas,
desconforto ou dor, ao toque de lencois e cobertores, além de queixas de diminui¢ao
ou perda de sensibilidade tatil, térmica ou dolorosa em pernas e pés. Ainda que a
predominéncia de sintomas e sinais se localize nos membros inferiores, os membros
superiores (m&os e bracos) podem, também, ser afetados. E importante destacar que
a auséncia de sintomas e sinais de parestesia, anteriormente mencionada, ndo exclui
a PSD, pois algumas pessoas evoluem direto para a perda total da sensibilidade
(ASSOCIATION, 2022).

A fisiopatologia subjacente da PSD no DM1 ndo € bem compreendida. Sabe-
se, hoje em dia, que o controle metabodlico do diabetes diminui a frequéncia e a
intensidade da lesé@o neuroldgica, conforme demonstrado em um importante estudo
prospectivo do DCCT/EDIC em diabéticos do tipo 1 (ALBERS et al; 2010).

Apesar do controle glicémico e a duracdo do diabetes serem considerados
fatores importantes para o desenvolvimento da PSD, todavia, observa-se que a
velocidade de progressado e o envolvimento do tecido nervoso apresentam grandes
diferencas individuais (JANKOVIC; NOVAKOVIC; NIKOLIC; MAKSIC; BRANKOVIC;
PETRONIC; CIROVIC; DUCIC; GRAJIC; BOGICEVIC, 2021). Ha evidéncias de que
uma predisposicao genética desempenhe um papel na susceptibilidade para as lesdes
nervosas. Com a insercdo da biologia molecular nas diversas areas tém sido
identificados alguns polimorfismos, possivelmente relacionados as complicagbes do
diabetes tipo 1 (VACCARO; PERNA; MANCINI, 2000).

Os genes responsaveis por favorecerem uma resposta inflamatoria sao
importantes candidatos associados ao dano neural (MIESSE; WILLEY; BATEMAN
2004).

A interleucina-4 (IL-4) é uma citocina secretada pelas células T tipo 2,
eosinofilos e macrofagos e desempenha um papel importante na formacdo de

moléculas de adeséo das células endoteliais, quimiotaxia de células imunes e na
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resposta inflamatdria. Varios polimorfismos tém sido descritos, mas a VNTR (variable
numbers of tandem repeats) esta associada as doencas inflamatorias e deficiéncia na
regulacéo e producéo da IL-4 (BASOL et al, 2013; BURACZYNSKA et al, 2017).

A metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR) catalisa a transformacao da
homocisteina em metionina através da via de remetilacdo, contudo, a diminuicdo da
atividade enzimatica da MTHFR aumenta as chances de hiperhomocisteinemia. Esta
mutagdo é a causa genética mais comum para a hiperhomocisteinemia, afetando a
funcdo nervosa por estresse oxidativo (SCHLUSSEL et al, 1995; MOLL et al; 2013;
VARGA, 2015; HAMIDI; RADFAR; AMOLI, 2018).

Diante do exposto acima, o presente analisou as associacdes de
polimorfismos genéticos (IL-4 e MTHFR), variaveis clinicas e sociodemograficas com
provavel diagndéstico de polineuropatia simétrica distal em criangas e adolescentes

com diabetes tipo 1.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 DIABETES MELLITUS

O DM cresce em todo mundo e, em 2019, a prevaléncia no Brasil foi de 7,7%,
sendo maior entre as mulheres (8,4%) do que nos homens (6,9%). Em relacdo a 2013,
houve um aumento relativo da prevaléncia do DM em 24% e este aumento foi
correlacionado ao aumento do envelhecimento (1,8%), ao aumento da detec¢éo e da
incidéncia de casos e a diminuigdo da mortalidade geral em 24,7%. A hipertenséo, a
obesidade e a menor escolaridade (ensino fundamental incompleto) também se
apresentam associadas ao aumento da prevaléncia da DM no Brasil. A prevaléncia,
ajustada por idade, foi menor na regido Norte e maior nas regifes Sudeste e Centro-
Oeste (REIS et al, 2022).

O DM é um grupo heterogénico de disturbios metabdlicos que apresenta a
hiperglicemia como fator de risco comum, resultando em anormalidades na acao da
insulina, na secrecao da insulina ou em ambos (MARATHE; GAO; CLOSE, 2017). A
classificacdo atual esta baseada na etiologia e ndo no tipo de tratamento; e é proposta
pela American Diabetes Association (2022) e pela Sociedade Brasileira de Diabetes

(2022), de acordo com as seguintes categorias:
- Diabetes tipo 1 (DM1): autoimune e idiopatica;
- Diabetes tipo 2 (DM2);

- Diabetes mellitus gestacional (diabetes diagnosticado no segundo ou terceiro
trimestre de gravidez que néo era claramente manifestada antes da gestacao);

- Tipos especificos de diabetes devido a outras causas (sindromes de diabetes
monogénicas, doencas do pancreas exoécrino e diabetes induzida por drogas ou

produtos quimicos).

Outras classificagdes tém sido propostas, levando-se em conta caracteristicas
clinicas: momento do inicio do diabetes, a historia familiar, a funcéo residual das
células B, os indices de resisténcia a insulina, o risco de complicagdes cronicas, o
grau de obesidade, a presenca de autoanticorpos e eventuais caracteristicas
sindromicas (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2022).
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Ha ainda duas categorias referidas como pré-diabetes que sdo a glicemia de
jejum alterada e a tolerancia a glicose diminuida, que nao séo entidades clinicas, mas
fatores de risco para o desenvolvimento da DM e doencgas cardiovasculares. Neste
referencial tedrico serd abordado apenas a DM1, a fim de entender a sua associagao
com o mecanismo patoldgico para o desenvolvimento da PSD (ASSOCIATION, 2022).

O DM1 e o DM2 séo classificacfes dispares, nas quais a apresentacao clinica
e a progressao da doenca podem variar consideravelmente. Portanto, a classificacao
torna-se importante como forma de determinacdo da terapia, embora alguns
individuos ndo possam ser claramente classificados quando diagnosticados. Outro
fator importante, é a quebra de paradigmas com relacdo aos ciclos de vida e a
classificagdo do DM, ambas as doencgas podem ocorrer na infancia e adolescéncia
tanto quanto na fase adulta (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2022).
Embora haja, inicialmente, dificuldades em distinguir o tipo de diabetes em todas as
faixas etarias, o diagnostico torna-se mais claro quando em individuos que

apresentam deficiéncia de células 3.

Varios fatores genéticos e ambientes podem resultar na perda funcional e
progressiva das células B em pessoas com DM1 e DM2, manifestada clinicamente
como hiperglicemia. Em qualquer forma do DM a hiperglicemia aumenta o risco de
desenvolver as mesmas complicacbes cronicas, embora haja variacdo nas
progressoes das taxas (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2022).

O DM2 e suas complicagbes contribuem tremendamente para o fardo da
mortalidade e da incapacidade em todo o mundo (LI et al; 2015). O Global Burden of
Disease Study 2013 identificou a DM como a nona principal causa de reducao da
expectativa de vida (WANG et al, 2017).

O DM2 é a forma verificada em 90 a 95% dos casos de DM e caracteriza-se
por defeitos na agdo e secrecdo da insulina e na regulagéo da producgéo hepética de
glicose. A resisténcia a insulina e o defeito na funcao das células 3 estdo presentes
precocemente na fase pré-clinica da doenca. E causada por uma interacéo de fatores
genéticos e ambientais (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2019-2020).

Quando a secrec¢do e a acdo da insulina ndo funcionam adequadamente, ha
uma resisténcia a insulina nos tecidos sensiveis & mesma e a secre¢do da insulina
pelas células B pancreaticas € afetada, o que resulta em niveis sanguineos anormais

de glicose. Na DM2 a resisténcia a insulina contribui para aumentar a producéao de
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glicose no figado e para a diminuicdo da absorcédo de glicose no tecido muscular e
adiposo. Além disso, a disfuncao das células B resulta em redugao da liberagao de
insulina, o que é insuficiente para manter os niveis normais de glicose no corpo. Tanto
a resisténcia a insulina quanto a disfun¢ao da célula 3 ocorrem cedo na patogénese
da DM2 (ZHENG,; LEY; HU, 2017).

Nas ultimas décadas, foi possivel a identificacdo de numerosas variantes
genéticas associadas ao DM2, mas ainda ha uma grande propor¢ao da herdabilidade
que permanece inexplicada. Entre os fatores ambientais associados estao
sedentarismo, dietas ricas em gorduras e envelhecimento. A maioria é obesa, o que,
por si sO, jA € uma causa de resisténcia a insulina, ou muitos, se ndo preenchem
critérios para a obesidade, pelo indice de massa corporal, ttm aumento de gordura
predominante na regido abdominal (ZHENG; LEY; HU, 2017). O aumento de gordura
intra-abdominal ou visceral € uma causa conhecida de insulino-resisténcia e, com o
passar do tempo, costuma agregar fatores de risco as pessoas, como doenca
cardiovascular, hipertensdo arterial, dislipidemia, microalbumindria e fatores
favorecedores da coagulagcdo e trombose (STROJEK, 2003). A hiperglicemia
geralmente se desenvolve de forma gradual e, nos estagios iniciais, ndo € suficiente
para promover o aparecimento dos sintomas classicos. Assim, o DM2 ndo é
diagnosticado com frequéncia, até que suas complicacdes aparecam; desse modo, é
possivel afirmar que aproximadamente 1/3 de todas as pessoas com diabetes podem
estar sem diagnostico (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2019-2020).

2.1.2 DIABETES TIPO 1 EM CRIANCAS E ADOLESCENTES

O DM1 representa 5% a 10% dos casos de DM e é a classificagdo mais comum
de diabetes na infancia e adolescéncia, mas pode ocorrer em qualquer idade. A forma
mais comum & a imunomediada, causado pela destruicdo das células B pancreaticas;
como resultado, o corpo produz muito pouca ou nenhuma insulina (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE DIABETES, 2019-2020).

A destruigdo autoimune das células B tem multiplas predisposi¢cbes genéticas
e também esta relacionada a fatores ambientais ainda pouco definidos. Os anticorpos,

marcadores autoimunes, sdo: antiinsulina, antidescarboxilase do acido glutamico
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antitirosina-fosfatases, presentes meses ou anos antes do diagndstico clinico, mas

observada em 90% das pessoas apos o diagnéstico (BELL et al, 2009).

O DM1 também esté associado, como fator protetor ou de risco, com genes do
sistema antigeno leucocitario humano (HLA). Estéo relacionados com a obesidade e
também com a predisposicdo a outras doencas autoimunes, como tireoidite de
Hashimoto, doenca de Graves, doenca celiaca, doenca de Addison, vitiligo, hepatite

autoimune, miastenia gravis e anemia perniciosa (MANTOVANI et al, 2023).

Pessoas com DM1 geralmente apresentam sintomas agudos de diabetes e
niveis elevados de glicose no sangue; e aproximadamente um terco delas é
diagnosticada com cetoacidose e com risco de vida. A caracterizacdo da fisiopatologia
€ desenvolvida de forma mais clara em DM1 do que em DM2. Os niveis de
hemoglobina glicada (HbA1C) aumentam antes do inicio clinico do diabetes, tornando
o diagndstico viavel bem antes do inicio da cetoacidose (MANTOVANI et al, 2023).
Existem consideracfes genéticas importantes, ja que a maioria das mutacées
que causam diabetes € herdada de forma dominante. Estudos demonstram que a
DML1 progride sequencialmente, variavelmente e de forma previsivel, podendo ser
observada dentro de um dos estagios de classificacdo (ASSOCIATION, 2021):
- Estagio 1: presenga de marcadores autoimune de células (3, evidenciada por

dois ou mais anticorpos contra ilhotas com normoglicemia e pré-sintomatico;

- Estagio 2: presencga de autoimunidade de células 3 com disglicemia e estagio

pré-sintomatico;
- Estagio 3: deficiéncia de insulina em criancas com diabetes tipo 1.

A taxa de destruicdo das células B é bastante variavel, normalmente mais
rapida em lactentes e criangas e mais lenta nos adultos. Criancas e adolescentes
podem apresentar cetoacidose como primeira manifestacdo da doenca e um outro
grupo ter a hiperglicemia de jejum modesta, algo que pode mudar rapidamente para
hiperglicemia grave (SILLER; TOSUR; RELAN; ASTUDILLO; MCKAY; DABELEA;
REDONDO, 2020).

Uma minoria de pessoas com DM1 ndo apresentam autoimunidade para as
células [, caracterizando-se com etiologia conhecida. Apesar disto, podem
desenvolver insulinopenia permanente e cetoacidose (SILLER; TOSUR; RELAN;
ASTUDILLO; MCKAY; DABELEA; REDONDO, 2020).
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Nos ultimos 20 anos, houve transformacdes tanto no quadro quanto na forma
do cuidado com o DM1 e isto foi devido a descobertas de novos anticorpos e novas
insulinas e formas de administragdo. Contudo, ainda permanecem indefinidas as
formas para prevenir ou minimizar a progressao da DM1, principalmente na infancia e
adolescéncia (CHIANG et al, 2018; MANTOVANI et al, 2023).

Chiang et al (2018) indicam que a medicdo de anticorpos de ilhotas em
individuos geneticamente em risco para DM1 (parentes ou individuos com fatores
genéticos associados) identifica individuos que podem desenvolver DM1 (CHIANG et
al, 2018). Esses testes, juntamente com a educacao sobre os sintomas do diabetes e
um acompanhamento préximo, podem permitir a identificacdo precoce do inicio do
DM1 (ALASSAF et al, 2023).

O DM1 - com inicio na infancia — é diferente do DM1 no adulto por causa de
sua epidemiologia, fisiopatologia, consideracdes de desenvolvimento e resposta
terapéutica, portanto, o tratamento de criangcas com DM1 ndo deve ser extrapolado
para adultos com DM1 e vice e versa (CHIANG et al, 2018). Os estagios de
desenvolvimento da crianga e do adolescente devem ser respeitados e a terapéutica
adaptada as suas necessidades. A orientacdo antecipada oportuna e a coordenacgao
dos cuidados permitem uma transicao perfeita para crianca/adolescente/jovem adulto,
tanto para o paciente em desenvolvimento quanto para a sua familia (ASSOCIATION,
2021).

Segundo International Diabetes Federation (2021), o DM1 causa complicagbes
relacionadas a macroangiopatia e a microangiopatia. Doencas renais, cardiacas e

oculares estdo presentes em 31% dos brasileiros entre 13 e 19 anos.

A macroangiopatia € mais frequente em DM2 do que em DM1 (STROJEK,
2003). A coexisténcia de aterosclerose e diabetes pode causar dificuldades de
diagndstico resultantes de um curso assintomatico. Alternativamente, pessoas podem
expressar seus sintomas como um resultado da conscientizagdo das consequéncias
da doenca. A avaliacdo cuidadosa dos sintomas clinicos seguida do diagndstico
preventivo de individuos de alto risco, bem como a informacdo adequada destes
permitem reducgfes significativas do risco das consequéncias das complicagfes
macrovasculares (STROJEK, 2003).

A génese da macroangiopatia em pessoas com DM é complexa porque inclui

varios fatores que estdo ligados e que demonstram uma relacédo condicional. Além
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disso, as interacfes da micro e macroangiopatia sdo consideradas adaptacdes
estruturais (remodelagem) da angiogénese e da artereogénese, e que,
progressivamente, vao causando alteragdes no paciente com DM. Entre as mudancas
iniciais estad a disfuncado endotelial, além disso, o estresse oxidativo associado ao
aumento da formacéo de espécies reativas de oxigénio, hiperglicemia, resisténcia a

insulina e hiperinsulinemia (KUNZ, 2012).

2.1.2.1 COMPLICACOES MICROVASCULARES

A patogénese das complicacdes microvasculares comeca no inicio do DM1 e
pode estar presente alguns anos apos o diagndstico, mesmo em jovens. Além disso,
a incidéncia de complicacdes microvasculares acelera durante a transicdo para a
idade adulta, ilustrando uma trajetéria clinica que pode impactar a saude a longo prazo
em pessoas com diabetes de inicio juvenil e contribuem para morbidade e mortalidade
significativas ao longo da vida (TOMMERDAMHL et al, 2021). O ISPAD Clinical Practice
Consensus Guidelines (2018) recomenda que a triagem para complicagbes
microvasculares comece antes dos dez anos de idade (DONAGHUE et al, 2018).

A microangiopatia tende a ocorrer predominantemente nos tecidos onde a
absorcéo da glicose é independente da atividade da insulina. A lesdo causada pela
hiperglicemia da-se por subtipos especiais de células: células capilares endoteliais,
células mesangiais nos glomeérulos renais e células de Schwann (encontrados, por
exemplo, no rim, retina, nervo periférico e endotélio vascular). Essas células séo
expostas a hiperglicemia porque ndo conseguem reduzir o transporte de glicose no
meio intercelular, ao contrario de outras células, cuja glicose intracelular permanece
constante devido a um eficiente mecanismo de transporte de glicose (KHALIL, 2017).
Isto levou a uma hipétese de que o dano neural ocorre, primariamente, dentro da
célula. Essas lesdes metabdlicas causam alteracdo no fluxo sanguineo e mudancas
na permeabilidade endotelial, deposi¢cdo extravascular de proteina e coagulagéo,
resultando em disfuncdo organica, que ¢é responsavel por complicacdes
microvasculares (KHALIL, 2017). Por isso, a microangiopatia € responsavel pela

triade: nefropatia, retinopatia e neuropatia (KHALIL, 2017).

Tommerdahl et al (2021) evidenciam que muitas pessoas descobrem a DM2 no

momento do diagndstico das complicagbes microvasculares, entre eles a PSD
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(TOMMERDAHL et al, 2021). Ou seja, 0s sintomas e sinais da PSD é que motivam o
paciente a procurar a causa. Isto porque a DM2 é considerada uma doenca silenciosa,
quando comparada a DM1 que apresenta manifestacdes graves desde o inicio
(TOMMERDAHL et al, 2021). Por isso a ADA (2016) estabeleceu que todas as
pessoas com DM2 devem ser avaliadas para investigar a PSD logo ap6s o diagndstico
da diabetes; e todas com DM1 devem ser avaliadas apds 5 anos de diagndstico; e
tanto as com DM1 quanto as com DM2 devem realizar a investigacdo anualmente
para rastreamento da PSD (ASSOCIATION, 2016).

Os esforcos para mitigar o aparecimento e a progressdo das complicacdes
microvasculares séo dificeis pela presenca frequente de lesBes vasculares
significativas; e bem estabelecidas no momento da manifestagéo clinica (DONAGHUE
et al, 2018).

O DCCT realizou um ensaio clinico controlado com o objetivo de avaliar os
efeitos do rigoroso controle glicEmico. Foram acompanhados 195 adolescentes com
DM1 (entre 13 e 17 anos de idade) durante seis anos e cinco meses; a concluséo foi
que o melhor controle glicémico reduz significativamente o risco de complicagbes
microvasculares. Contudo, o DCCT demostrou que os efeitos do rigoroso controle
glicémico eram mais eficazes quando introduzido durante os cinco primeiros anos de
diagnéstico do DM1 (NATHAN et al, 1993). No final do estudo do DCCT, o EDIC iniciou
um estudo observacional com estas pessoas com o0 objetivo de avaliar os efeitos do
controle glicémico para o desenvolvimento e a progressdo das complicacbes
microvasculares, em mais um periodo de seis anos e cinco meses. Apesar do
aumento da média da HbAL1C ter sido maior no estudo do EDIC do que durante o
DCCT, a reducéo do risco para o desenvolvimento da retinopatia e da nefropatia foi
preservada (LACHIN et al, 2000).

Em uma coorte de adolescentes, acompanhados por uma média de sete anos
e guatro meses, foi comparado o rigoroso controle glicémico com o tratamento
convencional e foi observada reducéo de 53% para o risco e progressao da retinopatia
diabética, reducdo de 60% para a neuropatia clinica e de 54% para a
microalbuminuria. Além disso, a média da HbA1C também foi menor no grupo com
rigoroso controle glicémico (8,1% e 9,8%, respectivamente) (WHITE et al, 2010).

Varias hipbéteses foram propostas para explicar o processo de desenvolvimento

de complicagdes microvasculares: estresse oxidativo, estimulagdo da via de poliol,
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producdo de produtos finais de glicacdo avancada, iniciacdo de fluxo através da via
da hexosamina, expressdo alterada e a acdo de fatores de crescimento e
desencadeamento da proteina quinase C. Como resultado, conclui-se que o
desenvolvimento de complicacées € uma combinacao direta dos danos causados ao
endotélio devido a hiperglicemia (INZUCCHI et al, 2012).

2.2 NEUROPATIA DIABETICA

A epidemiologia e a histdria natural da ND permanecem mal definidas, devido
a critérios para o diagnostico pouco estabelecidos e pela falta de metodologias
padronizadas utilizadas para avaliacdo destes individuos (TESFAYE; SELVARAJAH,
2012). No entanto, foi estimado que 50% das pessoas com diabetes tém ND e 2,7
milhdes tém neuropatia dolorosa nos Estados Unidos. A histéria natural da ND
apresenta duas entidades distintas, as que progridem gradualmente com o aumento
da duracdo da diabetes e as que remeteram completamente os sintomas. As
neuropatias sensoriais e autondmicas geralmente progridem, enquanto
mononeuropatias, radiculopatias e neuropatias dolorosas agudas, apesar de
manifestarem sintomas graves, sédo de curta duracao e tendem a se recuperar (VINIK
et al, 2013). A progresséo da ND esta relacionada ao controle glicémico no diabetes
tipo 1 e tipo 2 (TESFAYE; SELVARAJAH, 2012; VINIK et al, 2013).

No diabetes tipo 1, a deterioracdo da funcéo nervosa ocorre logo apés o inicio
da diabetes tipo 1 (dentro de 2 a 3 anos) e no diabetes tipo 2 o diagnéstico da ND,
muitas vezes, € feita no mesmo momento que o diabetes é diagnosticado. Isto é
porque, geralmente, o diagndstico do DM2 é tardio, mas o tempo médio para a leséo
nervosa é de 10 anos (TESFAYE et al, 2010).

A ND é um disturbio em que a anormalidade predominante € a perda de axénios
que eletrofisiologicamente se traduz em uma redugdo de amplitudes e ndao em
velocidades da conducao nervosa; portanto, mudancas na eletroneuromiografia
podem n&o ser um meio apropriado para monitorar 0 progresso ou a deterioracéo da
funcdo nervosa (VINIK et al, 2013).
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2.2.1 POLINEUROPATIA SIMETRICA DISTAL EM CRIANCAS E
ADOLESCENTES COM DIABETES TIPO 1

A PSD e definida como polineuropatia sensério-motora
comprimento/dependente, simétrica e atribuivel a alteracbes metabodlicas e
microvasculares, apresentando sintomas e ou sinais de disfuncado nervosa periférica
em pessoas com diabetes, apos a exclusdo de outras causas (POP-BUSUI et al,
2016). E provavelmente a forma mais comum de ND (ZIEGLER et al, 2022).
Franceschi et al. (2022) conduziram uma revisao sistematica com o objetivo de estimar
a prevaléncia do diagnostico provavel de PSD em pessoas com DM1 o que, de acordo
com o estudo, variou entre 13,5% e 62% e a PSD subclinica entre 22% e 88%
(FRANCESCHI et al, 2022). Peterson et al (2017) também sugerem que a intolerancia
a glicose diminuida pode levar a PSD, com prevaléncia variando de 25% a 62%
(PETERSON et al, 2017).

Estudos utilizando bidpsias de pele e de nervo mostraram uma reducéo
progressiva nas fibras nervosas periféricas, no momento do diagndstico do diabetes
ou mesmo em estagios pré-diabetes (intolerancia a glicose diminuida e sindrome
metabdlica), (LI et al, 2015). Além disso, Ziegler et al (1998) observaram que a
deterioracéo da funcédo da conducédo nervosa (CN) motora e sensorial ocorre de modo

mais rapido em pessoas com DM1 e com descontrole glicémico (no primeiro ano).

O envolvimento das fibras nervosas sensoriais causa sintomas negativos
(hipoestesia) e positivos (dor, parestesia ou disestesia), com o0 envolvimento das fibras
do tipo fina e grossa. As principais manifestacfes clinicas sdo: dorméncia ou
gueimacdo em membros inferiores, formigamento, pontadas, choques, agulhadas,
desconforto ou dor ao toque de lencéis e cobertores, queixas de diminuigdo ou perda
de sensibilidade tatil, térmica ou dolorosa em pernas e pés. Ainda que a
predominéancia de sintomas e sinais se localize nos membros inferiores, os membros
superiores (m&os e bragos) podem, também, ser afetados. E importante destacar que
a auséncia de sintomas e sinais de parestesia, anteriormente mencionada, ndo exclui
a PSD, pois algumas pessoas evoluem direto para a perda total da sensibilidade
(BOULTON; GRIES; JERVELL, 1998). Além disso, os sintomas negativos, como
entorpecimento nos pés e pernas, com o tempo evoluem com perda da sensibilidade
protetora dos pés e, consequentemente, Ulceras plantares e amputacdes, se a
neuropatia nao for prontamente reconhecida e tratada (BOULTON; GRIES; JERVELL,
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1998). Em contrapartida, estima-se que 50% das pessoas podem estar
completamente assintomaticos e os sinais s6 podem ser descobertos por um exame
neuroldgico detalhado (TESFAYE et al, 2010).

Pop-Busui et al (2017) propuseram atribuir trés apresentagbes clinicas a
classificacdo da PSD: neuropatia de fibras finas, neuropatia de fibras grossas e
neuropatia mista (envolvimento de fibras grossas e finas) (POP-BUSUI et al, 2017).
No Quadro 1, observamos as manifestacbes da PSD relacionadas ao
comprometimento das fibras grossas e das fibras finas. A maioria das pessoas com
PSD, no entanto, tem uma variedade "mista” de neuropatia com danos nas fibras

nervosas grossas e finas (ZIEGLER et al, 2022).

Muitas vezes, as primeiras evidéncias de lesdo em fibra grossa sdo a alteragéo
da percepcao vibratéria, da sensibilidade tatil e da propriocep¢éo articular. J&, as
primeiras evidéncias de envolvimento da fibra fina, normalmente, sdo a alteracdo da
sensibilidade térmica e dor. A maioria das pessoas com PSD, no entanto, tem uma
variedade de neuropatia "mista” com danos de fibra nervosa fina e grossa (DYCK et
al, 2011).
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Quadro 1- Manifestacdes da PSD relacionadas ao tipo de fibra

comprometida

Neuropatia com envolvimento das fibras finas
(Ad mielinizadas e fibras C ndo mielinizadas)

Neuropatia com envolvimento das fibras
grossas (Aa/f mielinizadas de condugao
rapida, podendo envolver nervos sensoriais
€ ou motores)

Funcdo motora preservada

Ataxia sensorial, atrofia dos musculos
intrinsecos dos pés e mao, diminuicdo da
forca dos musculos das maos e pés e
deformidade 6ssea (dedo do pé em martelo)

Reflexos tendinosos profundos preservados

Diminuicdo ou auséncia dos reflexos
tendinosos (patelar e ou aquileu)

Dor lancinante, dor em queimacao

Diminuicdo ou auséncia da sensibilidade
vibratoria (geralmente a primeira evidéncia
objetiva)

Diminuicdo ou auséncia da sensibilidade tatil

Hiperalgesia, disestesia e alodinia
Progresséao para dorméncia e hipoalgesia*a

Diminuicdo ou auséncia da propriocepcao
articular (cinestesia)

Diminuicdo ou auséncia da sensibilidade
térmica

Sintomas minimos (sensacéo de andar sobre
algodao, “chdo estranho”, incapacidade de
virar paginas de um livro ou discriminar
moedas)

Funcdo autondmica anormal (diminuicdo da
sudorese, pele seca, comprometimento da
vasomocao e do fluxo sanguineo, pés frios)

Aumento do fluxo sanguineo da pele (pés
guentes)

Perda ou diminuicdo das fibras nervosas
cutaneas observadas em bidpsias de pele.

Progressdo: fraqueza muscular grave
gerando incapacidade de ficar na ponta dos
pés e calcanhares e encurtamento do tendao
calcaneo e pé equino

Sem alteracdo na velocidade da CN

Alteracéo na velocidade da CN

Risco de ulceracédo plantar e amputagao

Maior risco de quedas, fraturas e
desenvolvimento de neuroartropatia de
Charcot

Nota: (*) o desaparecimento da dor pode néo refletir necessariamente a recuperacéo do nervo,
mas sim a morte do nervo (e a progressao da neuropatia deve ser excluida por exame cuidadoso); PSD
(polineuropatia simétrica distal); Ad (fibras A Delta), Aa/B (fibras Alfa/Beta); CN (conduc¢&o nervosa)

Fonte: Adaptado de POP-BUSUI et al, 2017.

No exame fisico, observamos que a distribuicdo dos sintomas sensoriais nos

membros inferiores € simétrica (do tipo bota ou meia) (Figura 1).




29

-~
\
N

I W
Figura 1 — Subtipos de Polineuropatia Simétrica Distal. Legenda: A figura esquerda refere-se a
distribuicdo de sintomas (luva e bota) caracteristica do envolvimento de fibra grossa; e a figura da
direita, ao envolvimento de fibra fina. A cor amarela significa uma area com menor prevaléncia de sinais

e sintomas e a vermelha, uma area com maior prevaléncia de sinais e sintomas.
Fonte: Adaptado de ZIEGLER et al, 2022.

Em casos mais graves, as maos podem estar envolvidas (do tipo luva). Os
reflexos tendinosos podem estar ausentes ou diminuidos, especialmente nas
extremidades inferiores. Pode ser observada uma fraqueza muscular leve, mas
raramente a fraqueza é grave e isto, normalmente, é considerado para o diagnostico
diferencial na PSD. A PSD é frequentemente acompanhada de neuropatia
autonémica. A neuropatia autondmica € uma complicacdo comum e grave do diabetes
e repercute com grande impacto negativo na sobrevivéncia e qualidade de vida. Os
orgaos que mais frequentemente exibem sinais e sintomas autonémicos proeminentes
do diabetes incluem as pupilas, glandulas sudoriparas, sistema genitourinario, sistema
gastrointestinal, medular adrenal e sistema cardiovascular. No entanto, a disfuncao
autondmica subclinica pode ocorrer dentro de um ano de diagndstico em pessoas com
DM2 e, em dois anos, em pessoas com DM1 (TESFAYE; SELVARAJAH, 2012). A
funcdo autonémica anormal esta relacionada com a diminuicdo da sudacao, pele

seca, vasomoc¢dao anormal e pés frios (DYCK et al, 2011).

Podemos encontrar atrofia dos musculos intrinsecos das méaos, deformidade
do tipo dedo em martelo nos pés e fraqueza muscular nas maos e pés. Com a
progressdo, observamos encurtamento do tendao calcaneo (pé em equino) e, nos
casos de fraqueza muscular grave, incapacidade de ficar de pé nos pés ou nos
calcanhares. Os sintomas podem ser minimos (sensacdo de andar em algodao,

incapacidade para virar as paginas de um livro ou alteracdo na sensibilidade
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discriminativa), além disto, pés quentes devido ao aumento do fluxo sanguineo da
pele (TESFAYE et al, 2010; DYCK et al, 2011).

A ulceracao do pé é a principal comorbidade associada a PSD, antecedendo a
amputacao do membro. A PSD aumenta o risco de amputacdo em 1,7 vezes e quando
associada a deformidade dos pés o risco passa a ser 12 vezes maior. Considerando
gque O paciente com amputacdo prévia ja apresenta um quadro instalado de
descontrole glicémico e PSD, o risco atribuido para a amputagdo passa a ser ainda
maior, 36 vezes (ARMSTRONG; A LAVERY; HARKLESS, 1998).

Muitas doencas podem mimetizar a PSD como, por exemplo, quadros
dolorosos que cursam com claudicacéo intermitente (neuroma de Morton, osteoartrite,
radiculopatia, neuropatia de Charcot, fascite plantar, sindrome do tunel tarsal).
Todavia, o diagnéstico diferencial é contrastado com as caracteristicas da dor da PSD
gue sdo: simetria, bilateralidade, dor cobrindo todo o pé e particularmente o dorso e
piora do quadro a noite, interferindo no sono. Os diagndsticos diferenciais mais
importantes, do ponto de vista clinico, incluem as neuropatias causadas por abuso de
alcool, uremia, hipotireoidismo, deficiéncia de vitamina B12, doenca arterial periférica,
cancer, doencas inflamatorias e infecciosas e drogas neurotoxicas (BOULTON;
VALENSI; TESFAYE, 2011).

2.2.1.1 CRITERIOS PARA CLASSIFICACAO E DIAGNOSTICO DA PSD

Estimar a prevaléncia de PSD é complexo devido a falta de concordancia sobre
definicdo e critérios diagndésticos, por isso, ao longo dos anos, varias conferéncias
foram realizadas com o objetivo de estabelecer critérios minimos para o diagnostico
da PSD. A Figura 2 resume 0s critérios estabelecidos nas principais conferéncias e

comités ao longo dos anos.
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Figura 2 — Critérios para classificar a PSD.

Fonte: Elaborado pela autora com base em BOULTON et al, 2005; TESFAYE et al, 2010; VI
NIK et al, 2013; TESFAYE et al, 2010; KAKU, VINIK e SIMPSON, 2015; AMERICAN DIABETES

ASSOCIATION (2016) Apud POP-BUSUI et al, 2017; ZIEGLER, 2020 e ELSAYED et al, 2023.
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A definicdo da PSD, na prética clinica, € a presenca de sintomas e/ou sinais de
disfuncéo nervosa periférica em pessoas com diabetes depois da exclusao de outras
causas (BOULTON; GRIES; JERVELL, 1998); todavia, o diagnéstico ndo pode ser
feito sem um cuidadoso exame clinico dos membros inferiores. Todos os diabéticos
devem ser avaliados anualmente através da sensibilidade dolorosa, térmica e da
percepcao vibratéria (usando um diapasédo 128 Hz), monofilamento (10g) e reflexo
patelar (ASSOCIATION, 2017).

Os critérios neurologicos basicos envolvem inspecdo dos pés e exames
neuroldgicos utilizando instrumentos semiquantitativos: avaliacdo de sensibilidade,
pesquisa de reflexos tendinosos, propriocepcao articular e forca muscular. O
diagnéstico de PSD deve estar alicercado nos resultados dos exames clinicos e
neuroldgicos, ou seja, na presenca de sintomas neuropaticos (positivos e negativos,
sensoriais e motores) e sinais (déficit sensorial, fragueza motora, auséncia de
reflexos) (BOULTON et al, 2005; VINIK et al, 2006).

Em 2009, durante a 19° Reunidao Anual do Grupo de Estudo de Neuropatia
Diabética da Associacao Europeia para o Estudo do Diabetes (NEURODIAB) e o 8°
Simpadsio Internacional de Neuropatia Diabética, que aconteceu em Toronto (Canada),
foram definidas as classificacdes e critérios diagndsticos para a PSD. Definiu-se como
diagnéstico provavel da PSD, uma combinacdo de sinais e sintomas de neuropatia
incluindo dois ou mais dos seguintes achados: sintomas neuropaticos, diminuicédo da
sensibilidade distal, diminuicdo ou auséncia de reflexos do tornozelo (Quadro 2).
Definiu-se também que para o diagnéstico da PSD € necessario uma anormalidade
da CN, algo que pode ser subclinico (assintomatico e sem sinais ou sintomas de
polineuropatia), ou biopsia de pele, sendo a primeira indicacdo objetiva e quantitativa
da PSD e uma condicdo necessaria para o diagndstico confirmado (TESFAYE et al,
2010). Em contrapartida, Tesfaye et al (2010) e Pop-Busui et al. (2016) relataram que
para a grande maioria dos diabéticos, o diagndéstico da PSD é baseado apenas na
historia e no exame fisico, ndo sendo necessarios testes adicionais. A utilizacdo dos
ECN e da biopsia de pele podem ser usados no cenario de pesquisa ou como parte
da investigacdo diagnostica dos diabéticos com apresentacdes clinicas atipicas
(FELDMAN et al, 2019).

Segundo Vinik et al (2013), a definicdo de PSD pode basear-se em algumas

evidéncias: [1] sintomas isolados tém pouca precisdo diagnostica para predizer a
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presenca da PSD; [2] sinais sdo melhores preditores do que sintomas; [3] varios sinais
sao melhores preditores do que um unico sinal e [4] exames simples séo tao precisos
como sistemas complexos de pontuagdo. Em 2016, a ADA considera que os testes
eletrofisiologicos e de biopsia de pele raramente sdo necessarios, exceto em
situacdes em que as caracteristicas clinicas sao atipicas ou o diagndstico nao é claro
(POP-BUSUI et al, 2016).

Recentemente, a ADA recomenda a avaliagdo da funcdo das fibras finas e
grossas e que a PSD é um diagndstico de exclusdo (ASSOCIATION, 2022).

2.2.1.2 CLASSIFICACAO DA GRAVIDADE E PROGRESSAO DA PSD

Dyck (1988) sugeriu um sistema de classificagdo que pode ser utilizado para
avaliar a gravidade e progressao da PSD que estabelece, como critério minimo,
anormalidade no ECN. Portanto, a gravidade da PSD vem sendo atribuida a uma
combinacdo de sintomas e sinais de lesdo neural mais anormalidades de testes

neurofisiolégicos e outras disfungdes e deficiéncias.

A NEURODIAB (2009) e o 8° Simpdésio Internacional de Neuropatia Diabética
(Toronto-Canada) também recomendam que o sistema de classificacao e critérios
diagnésticos para a PSD também seja usado como forma de avaliar a gravidade e a
progressdo da disfuncdo neural (Quadro 2) (TESFAYE et al, 2010). Propuseram,
também, a utilizacdo de escores de avaliagbes de sinais e sintomas neurol6gicos
(soma de medidas continuas), que ja sdo amplamente utilizadas na pratica clinica em
pessoas com PSD, além disto, sistemas de pontuacdes para testes de disfuncdes
neuroldgicas, escalas de avaliacdo de vida diaria e escalas de incapacidade.
Independente da abordagem utilizada deve ser garantido proficiéncia no
monitoramento destas pessoas ao longo do tempo (ZIEGLER et al, 2022).
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Quadro 2 — Defini¢cbes e Critérios Minimos para Classificacéo e
Avaliacao da Progresséo e Gravidade da PSD

Categoria de Classificacao Definicao

Possivel PSD A presenca de sintomas ou sinais de PSD: sensacéao
de diminuicdo dos sintomas, sintomas sensoriais
neuropaticos positivos (por exemplo, dorméncia,
formigamento ou dor em pontada, queimacao ou dor
“dolorida”) predominantemente nos dedos dos pés,
pés ou pernas; ou sinais (diminuicdo simétrica distal
da sensibilidade ou diminuicdo/auséncia do reflexo
aquileu).

Provavel PSD A presenca de uma combinacéo de sintomas e sinais
de neuropatia (incluindo dois ou mais): sintomas
neuropaticos, diminuicdo da sensibilidade distal ou
diminuicdo/auséncia do reflexo aquileu.

PSD Confirmada A presenca de uma anormalidade de CN e um sintoma
ou sintomas ou um sinal ou sinais de neuropatia
confirma PSD. Se a CN for normal, uma medida
validada de neuropatia por fibras finas (biopsia de
pele) (com evidéncia de classe 1) pode ser usada.
PSD Subclinica Sem evidéncia de sintoma ou sinal neuropatico, mas
com achados de anormalidade no ECN ou alteracdo
em alguma medida validada para avaliagdo da fibra
fina (exemplos: biopsia de nervo, biopsia de pele).
Nota: PSD (polineuropatia simétrica distal); CN (condugéo nervosa); ECN (exame de condugéo

nervosa).
Fonte: Adaptado de ZIEGLER et al, 2022.

2.2.1.3 PATOGENESE DA PSD

A PSD é um disturbio neurodegenerativo do sistema nervoso periférico que
atinge preferencialmente o0s ax6nios sensoriais, axbnios autdbnomos e,
posteriormente, os axdnios motores (CASHMAN; HOKE, 2015).

Na Figura 3 observamos que neurdnios sensoriais enviam informacdes de seus
terminais nervosos para o corno dorsal da medula espinhal e seus corpos celulares
estdo localizados nos ganglios da raiz dorsal (DRG). Por outro lado, os corpos
celulares dos neurdnios motores residem no corno ventral da medula espinhal e
transmitem informacdes para a periferia. Axo6nios podem ser mielinizados ou
amielinicos. Embora a PSD nao seja, prioritariamente, uma neuropatia
desmielinizante, as células de Schwann sdo alvo da hiperglicemia e por sua vez,
mantém uma interrelacdo com o axonio. Portanto, o comprometimento das células de

Schwann afeta a regulacdo das propriedades do citoesqueleto e o0 seu
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comprometimento pode afetar diretamente a funcdo axonal. Por sua vez, disfuncdes

nos axonios estdo associadas a alteracdes no pericardio (FELDMAN et al, 2019).

A lesao neural, em pessoas com PSD, caracteriza-se por uma degenerescéncia
com inicio nos segmentos mais distais do seu prolongamento axonal, dying back
(morte retrograda). Seu padréo de envolvimento de "meia e luva" significa que os
danos sao, primariamente, nos ax6nios sensoriais mais longos e, por isto, uma
neuropatia comprimento-dependente (CASHMAN; HOKE, 2015).

Reducdo no neurofilamento
GAP43 e sintese B-tubulina e

aumento da express3o da HSP e //
PARP / Motor
[ neurons

Isquemia | @@%}/

‘ =1 \‘::::j:\ — _ .:. - |
\ \ —_— Fibras C

— Célula de Schwann
& ou mielina e
Dermielinizagéo (em [—— | AX?I’IIO | ,,//
casos mais gaves) ™ _‘H/A' \\

Degeneracao

Transporte reduzido do axbnio através da
célula de Schwann

Figura 3 - Possiveis Alteragdes em um Neurdnio Sensorial na PSD
Nota: GRD (ganglios da raiz dorsal); GAP43 (proteina 43 associada ao crescimento celular);
HSP (proteina de choque térmico); PARP (poli ADP-ribose polimerase).

Fonte: Adaptado de FELDMAN et al, 2019.

A hiperglicemia cronica de longa duracdo sobreposta aos fatores de risco
cardiovascular sdo os maiores mecanismos patogénicos (VINIK et al, 2013). O tempo

de diagndstico também € importante para a avaliacdo da PSD isto porque para se
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estabelecer uma lesdo nervosa devera, necessariamente, que ter exposicdo ao
principal fator de risco — a hiperglicemia (STEVENS; SHAKHER, 2011).

A patogénese da PSD, na maioria das vezes, é induzida pela hiperglicemia.
Uma vez dentro da célula, pode ativar quatro vias de mecanismos téxicos e induzir ao

dano neural (Figura 4).

HIPERGLICEMIA

Ativacio de vias toxicas pela glicose efou espécies reativas do oxigénio

> ViA
VIA POLIOL VIA AGE/RAGE VIA PKC HEXOSAMINA
c <%0 d Modificago das Hiparatividade
onver a " o da
TR { 1 R . Oxido nitrico da via, levando
glicose em frutose e propriedades quimicas e a glicosilagdo
sorbitol, deplegio funcionals, estresse Endotelin de proteinase
da capacidade oxidativo, alteragoes Sy afetando a
antioxidante e morfofuncionais e Alteracioda sensibilidade
expde a célula ao aumento de mediadores expressio do ds célula a
estresse oxidativo inflamatdrios VEGF glicose
DANO NEURAL

Figura 4 — Principais Mecanismos Implicados na Patogénese da PSD.

Fonte: Adaptado de Dagogo-Jack, S (2013). Complicacdes do diabetes melito.
[ http://mww.medicinanet.com.br/conteudos/acp-
medicine/5484/complicacoes_do_diabetes_melito_%E2%80%93_samuel_dagogo
_jack.htm]

As quatro vias sao:

Via Poliol — E 0 mecanismo metabdlico mais largamente citado na patogénese da
PSD. A glicose penetra em niveis altos dentro dos nervos periféricos e € convertida
em sorbitol pela enzima aldose redutase, presente normalmente no axoplasma. O
acumulo de sorbitol intracelular provoca diminuicdo do transporte ativo de varios
metabdlitos, entre eles o mio-inositol. A diminuicdo do mio-inositol altera os
mecanismos de regulagao intracelular, dessa forma, reduzindo a atividade da enzima
sodio potassio-ATPase que, por sua vez, reduz a atividade da bomba Na/K, com o
consequente acumulo de soédio intracelular e alteracbes do potencial de repouso da
membrana. Essas anormalidades diminuem a velocidade de conducdo neural e
produzem as primeiras e reversiveis alteragdes estruturais nos nodulos de Ranvier.

De fato, foi demonstrado que inibidores da enzima aldose redutase normalizam ou
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melhoram varias funcfes alteradas do nervo periférico do diabético. O acamulo de
sorbitol no endotélio endoneural e 0 subsequente edema podem, diretamente, alterar
a producado de prostaciclina e comprometer a difusdo do oxigénio (02) (CORREA-
GIANNELLA; VIEIRA, 2008; VINIK et al, 2013).

Via AGE (advanced glycosylation end products) — E o produto final da glicac&o
avancada. Os efeitos patoldgicos das AGEs estédo relacionados a capacidade destes
compostos de modificar as propriedades quimicas e funcionais e levam a estresse
oxidativo, alteracdes morfofuncionais e aumento de mediadores inflamatorios. As
AGEs também podem estar envolvidas no processo de espessamento dos vasos
sanguineos que suprem o0s nervos causando isquemia vascular (CORREA-
GIANNELLA; VIEIRA, 2008; VINIK et al, 2013).

Via PKC (proteina quinase C) - As proteinas quinases sdo enzinas que catalisam a
fosforilacdo de proteinas. Este processo € responsavel por estimulos extracelulares e
intracelulares, que fornecem um mecanismo altamente eficiente para o controle da
atividade de proteinas. A ativagdo da PKC resulta em diminui¢cdo da producao de 6xido
nitrico (vasodilatador), aumento da atividade da endotelina (vasoconstrictor),
alteracdo da expressdo de fatores de crescimento endotelial vascular. Estas
alteracdes resultam em uma vasoconstriccdo, aumento da permeabilidade capilar e
comprometimento do fluxo sanguineo; que podem transformar-se em edema, hipdxia
e estimulo a neovascularizacdo (CORREA-GIANNELLA; VIEIRA, 2008; VINIK et al,
2013).

Via Hexosamina - A hiperatividade da hexosamina (enzima reguladora — glutamina)
leva a glicosilacao de proteinas e afeta a sensibilidade da célula a glicose. A ativacao
destas, pela hiperglicemia, leva ao dano neural (CORREA-GIANNELLA; VIEIRA,
2008; VINIK et al, 2013).

A disfuncdo nessas vias promove um processamento anormal de proteinas,
disfuncdo mitocondrial e dano oxidativo, levando a perda da fungéo neural (FELDMAN
et al, 2019).

O estresse oxidativo é o produto final de todas essas vias induzidas pela
hiperglicemia e resulta na produgéo de radicais livres, excedendo a capacidade
antioxidante desse sistema. Varias espécies de radicais livres sdo normalmente

produzidas no corpo para desempenhar funcdes especificas: superéxido (O2),
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peréxido de hidrogénio (H202) e oOxido nitrico (NO); sdo trés espécies reativas de
oxigénio (ROS) de radicais livres que sdo essenciais para a fisiologia normal, mas
também se acredita que elas acelerem o processo de envelhecimento e medeiem a
degeneragéo celular (VINCENT et al, 2004). O excesso do radical livre danifica
proteinas, lipidios e acidos nucléicos, inibindo parcialmente a enzima da via glicolitica
(GAPDH) e resulta em aumento dos metabdlitos formados antes da acdo da GAPDH.
Esses metabdlitos sdo desviados para utilizacdo nas quatro vias metabolicas,
induzidos pela hiperglicemia, levando a diminuicdo da atividade biologica, a perda do
metabolismo energético, sinalizacao celular, transporte e outras funcdes importantes
da célula (BOGHDADY; BADR, 2012). Esse estresse oxidativo esta associado ao
desenvolvimento de mecanismos necroticos e apoptéticos em neurbnios e células
gliais de suporte e, portanto, sendo um mecanismo unificador que leva a danos no
sistema nervoso nos diabéticos (CASHMAN; HOKE, 2015).

O oxigénio € um elemento quimico altamente reativo que tem a capacidade de
se tornar parte de moléculas potencialmente nocivas e prejudiciais (radicais livres). O
estresse oxidativo pode ser definido como um distarbio no equilibrio de antioxidantes
e pro-oxidantes, ou seja, ele se estabelece quando as defesas intracelulares
antioxidantes séo insuficientes na remocéo das moléculas altamente reativas (ROS)
ou quando ha producéo excessiva de ROS. Como resultado, células saudaveis do

corpo perdem a sua funcéo e estrutura (VINCENT et al, 2004).

Os sistemas enzimaticos e ndo-enzimaticos de defesa celular contra o estresse
oxidativo envolvem varios compostos, entre eles as enzimas superoxido dismutase
(SOD), catalase e o sistema glutationa, que engloba a glutationa e as diferentes
enzimas envolvidas em seu metabolismo (CORREA-GIANNELLA; VIEIRA, 2008)
(Figura 5).
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Figura 5— Mecanismos propostos para explicar o dano celular pela hiperglicemia e o estresse
oxidativo como via final comum das quatro vias metabdlicas.

Legenda: O excesso de radial superoxido (O2’) inibe parcialmente o GAPDH (enzima da via
glicolitica), resultando em aumento dos metabdlicos formados antes da acdo do GAPDH. Esses
metabolicos sdo desviados para utilizacéo nas quatro vias metabdlicas responséaveis pelo dano celular
da hiperglicemia, em um ciclo vicioso que aumenta a geracao de O:.

Fonte: Adaptado de CORREA-GIANNELLA; VIEIRA, 2008.

2.3 POLIMORFISMOS ASSOCIADOS A PSD

O papel da hiperglicemia cronica é bem estabelecido na literatura como fator
de risco para as microangiopatias, mas outros determinantes também estédo
associados (idade no inicio do diagnéstico, duracdo do DM, género e predisposicao
genética) (APELQVIST et al, 2008). A predisposicdo genética tem sido relacionada a
susceptibilidade para complicagbes microvasculares, podendo desempenhar um
papel importante nas velocidades de progressao e na gravidade do dano neural entre
as pessoas com PSD (CORREA-GIANNELLA; VIEIRA, 2008; POLITI et al, 2016).

A predisposicdo genética é a probabilidade aumentada de se desenvolver uma
determinada doenca, de acordo com os marcadores genéticos de um individuo e as
variacdes genéticas, frequentemente herdadas do pai e/ou da mée; ndo sendo causa
direta para uma determinada condicdo ou doenca, mas atuando de forma

colaborativa. O risco genético pode ser maior ou menor dependendo da doenga e,
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também, da associacdo com outras variaveis: alimentacao, fatores ambientais e estilo
de vida (ASKARI et al, 2019)

Polimorfismos genéticos sdo elementos-chave para o estudo da genética e
podem ser definidos como a coexisténcia de formas alélicas multiplas para um mesmo
locus génico, como componentes estaveis, com frequéncia superior a 1% dos alelos
na populacéo, ou seja, variacbes mais comuns na sequéncia do DNA na populacéao.
Séo classificados de acordo com a forma como a sequéncia de DNA varia entre 0s
diferentes alelos: polimorfismos de nucleotideo Unico (SNP), insercao/delecbes

(indels), variantes no numero de cépias ou inversdes (KAZEMI, 2010).

Numerosos genes foram estudados como candidatos a suscetibilidade a PSD
(JIN; PARK, 2018; BASOL et al, 2013; KAZEMI, 2010) e as citocinas compde um
grupo particular associado a lesdo neural porque influenciam na resposta inflamatoria
(KAZEMI, 2010). Portanto, apesar da via inflamatéria, desencadeada pela
hiperglicemia ser extremamente importante no desenvolvimento da PSD, citocinas

inflamatoérias podem estar envolvidas neste progresso (Figura 6) (JIN; PARK, 2018).



41

[ I .. |

Inflamag@o cronica de baixo grau

[ | Hiperglicemia } 1

Anormalidades metabdlicas Disfungdo endotelial
AGEs

Aldose redutase
Estresse oxidativo

l

Estimulagdo Adipocinas Quimiocinas
inflamatdria Adponectina [ IIVIClP~1é(Sz-el y
NF4B ‘ Lepi] Moléculas de adesinas
. ICAM-1, VCAM-1
t

Citocinas pro- Citocinas anti-
inflamatdria inflamatdria
IL-1,6,18 e TNF-at IL-1RA, 4,10e TGF-B

PSD

Figura 6 - Papel dos biomarcadores inflamatérios na neuropatia periférica diabética

Legenda: Via inflamatéria da hiperglicemia como risco para o desenvolvimento da PSD.

Nota: AGEs = produtos finais de glicacdo avancada; CSF = fator estimulante de colénias; CTGF
= fator de crescimento do tecido conjuntivo; ICAM = molécula de adesao intercelular; IL = interleucina;
MCP = proteina quimioatraente de monécitos; NF-kB = fator nuclear kappa potenciador da cadeia leve
de células B; TGF = fator transformador de crescimento beta; TNF-a = fator alfa de necrose tumoral;
VCAM = molécula de adesao celular vascular; VEGF = fator de crescimento endotelial vascular.

Fonte: Adaptado de JIN; PARK, 2018.

2.3.1 INTERLEUCINA-4

A IL-4 é uma importante citocina pleiotropica, secretada por células Th2,
eosinofilos e mastocitos. Considerada como a assinatura do subgrupo Th2, ela
desempenha um papel na formacgéo de células endoteliais e no estimulo a troca de
classe de cadeia pesada Ig da célula B para o isotipo IgE e IgG1, mas inibe a troca
para 1gG2a, IgG2b e IgG3 (Figura 7) (BASOL et al, 2013). A IL-4 é um fator de
crescimento para 0os mastocitos e desempenha um importante papel regulador nas
respostas alérgicas. Nos macrofagos, a IL-4 inibe a secrecdo de quimiocinas e
citocinas pré-inflamatérias, como TNF e IL-1B. A IL-4 também é importante para a
defesa contra helmintos porque a producao de IgE promovida pela IL-4 prejudica a
capacidade dessas células de produzir intermediarios reativos de oxigénio e nitrogénio
e bloqueia a expressao induzida por IFNy de moléculas de adeséo celular. No entanto,
a IL-4 também pode induzir DCs e macréfagos a regular positivamente a sua sintese
de IL-12, fornecendo um mecanismo de feedback negativo para regular a resposta
Th2 (MAK; SAUNDERS, 2006). Ou seja, tem um papel importante na formacao de
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moléculas de adesdo de células endoteliais, quimiotaxia de células imunes e anti-

inflamatoria (MAK; SAUNDERS, 2006).

§ TN 18, FO: IgE, 1gG1, MHC class Il,
ICAM-1, E-selectin 4 proliferation and
f — differentiation
Mac A ‘ lgG2a, lgG2b,
( lgG3
$iL-12 K
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& IL-4 ‘ helminth worms

? Proliferation,
allergic responses

Figura 7 — Expressdes da IL-4
Fonte: Adaptado de MAK; SAUNDERS, 2006.

O polimorfismo VNTR do gene IL-4 esta associado a varias doencas

inflamatorias (TONG et al, 2013), incluindo a PSD (BASOL et al, 2013).

O gene da IL-4 (IL4) encontra-se no braco longo do cromossomo 5 (5q31-33),

onde esté localizado dentro do grupo de outros genes de citocinas Th2 (ARABABADI,

2010). Vérios polimorfismos foram implicados na regulacdo e na producédo da IL-4 e

uma variante importante é a repeticdo em tandem de ndmero variavel (VNTR)
contendo 70 pb, localizado no terceiro intron do gene (BURACZYNSKA et al, 2017).

Dois alelos sdo comumente observados nas popula¢des: um com uma repeticdo de

70 pb e outro com duas repeticdes de 70 pb (TONG et al, 2013). (lembrando que ha

um terceiro alelo - raro - que contém 3 repeticdes)
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2.3.2 METILENOTETRAHIDROFOLATO REDUTASE

Metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR) é uma enzima codificada pelo gene
MTHFR em humanos e apresenta um papel importante no metabolismo do folato e da
homocisteina. MTHFR estimula a transformacéo da homocisteina em metionina pela
via de remetilacdo, estando o gene codificador localizado no braco curto do
cromossomo 1, em 1p36 (YIGIT; KARAKUS; INANIR, 2013).

A hiper-homocisteinemia é o resultado da diminuicdo da atividade da enzima
MTHFR. Muta¢6es no gene MTHFR podem levar a reducéo da atividade enzimatica
e comprometer a funcdo nervosa por meio de efeitos citotoxicos diretos ou como
resultado de lesdes oxidativas da célula endotelial (HAMIDI; RADFAR; AMOLI, 2018).

MTHFR catalisa a conversdo de 5,10-metilenotetrahidrofolato em 5-
metiltetrahidrofolato, que é a forma ativa de folato e co-substrato para a remetilacao
de Hcy em metionina (Hcy € um aminoacido potencialmente toxico) (Figura 8). A
variante ¢.677C>T (rs1801133) em MTHFR consiste de uma mutacao pontual do tipo
substituigdo (substituicdo C—T no nucleotideo 677) que resulta em uma substituicéo
do aminoacido Alanina para Valina na posicdo 222 da proteina, tendo como
consequéncia a producdo de uma enzima com aumento na termolabilidade e atividade
50% diminuida. Mais de dez polimorfismos foram descritos no gene MTHFR e a
variante C677T (rs1801133) € um dos mais investigados. Individuos com duas cépias
de 677C (677CC) tém o gendtipo “tipo selvagem”. Diz-se que individuos 677TT
(homozigotos) tém deficiéncia de MTHFR, causando baixo nivel de folato ativo
(MIRANDA-MASSARI et al, 2011). Para a conversédo do acido folico em 5-metil THF
€ necessaria uma ativacdo de varias enzimas, além de uma adequada funcéo
hepética, gastrointestinal e de vitaminas (B3, B6, B12, C) e o mineral zinco como
cofatores. Aproximadamente, a metade dos individuos se revela incapaz de converter
totalmente o acido félico em 5-metil THF e o polimorfismo MTHFR C677T tem sido
associado a hiper-homocisteinemia (YIGIT; KARAKUS; INANIR, 2013).
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Figura 8 — Metabolismo do Acido Folico, Homocisteina e Oxido Nitrico

Nota: MTHFR = metilenotetrahidrofolato redutase; 5, 10-MTHF = 5, 10 metileno-
tetrahidrofolato; DHF = desidrofolato; THF = tetrahidrofolato; NOS = sintase de 6xido nitrico; BH4 (=
etrahidrobiopterina; NO = 6xido nitrico.

Fonte: Adaptado de MIRANDA-MASSARI et al, 2011.

A mutacdo ¢.677C>T é considerada a causa genética mais comum de niveis
elevados de homocisteina e alguns estudos relacionam o polimorfismo MTHFR com
complicacBes vasculares do diabetes, incluindo a PSD (HAMIDI; RADFAR; AMOLLI,
2018; JIMENEZ-RAMIREZ et al, 2017; ASKARI et al, 2019).
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3 JUSTIFICATIVA DO PROJETO

A prestacdo de saude e assisténcia social para pessoas com DM1 esta
associada a elevados custos, inclusive os relacionados com reposicao de insulina,
internacdo, consultas e tratamento das complicacdes. Além disso, o 6nus da DM1
reflete a perda da expectativa de vida que € reduzida para 5-20 anos (KARL et al,
2022; FEDERATION, 2022). O inicio precoce do DM1 na infancia determina maior
exposicao aos disturbios metabdlicos da doenca quando comparado com a diabetes

no adulto, aumentando os encargos da doenca (KARL et al; 2022).

Como a incidéncia do DM1 tem aumentado, particularmente nas criangas, 0
peso das complicagcbes também ira aumentar e influenciar negativamente no
prognéstico da doenca (FEDERATION, 2021). A PSD é uma complicacdo importante
e contribui para a morbidade do DM1. A descoberta de marcadores precoces de risco
deve estimular o debate quanto a necessidade de intervencdes terapéuticas
adicionais para fornecer protecdo contra as complicacdes nessa faixa etéaria.
InvestigacBes visando esclarecer os fatores etioldgicos, tanto genéticos quanto
ambientais envolvidos na patogénese das PSD e a identificacdo de marcadores
biolégicos, que refletem a sua influéncia, poderiam ajudar na identificacdo de
individuos em risco de desenvolver a PSD e permitir a implementacao de estratégias

preventivas e terapéuticas para reduzir o seu desenvolvimento e/ou progressao.
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4 OBJETIVOS
41 OBJETIVO GERAL DO TRABALHO

- Descrever as associacdes de polimorfismos genéticos, varidveis clinicas e
sociodemogréficas com provavel diagnostico de polineuropatia simétrica distal em

criancas e adolescentes com diabetes tipo 1.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Estimar a prevaléncia do diagnostico provavel da polineuropatia simétrica
distal em criangcas com DM 1,

- Identificar, na amostra estudada, polimorfismos C677T do gene MTHFR e do
polimorfismo VNTR do intron 3 do gene IL4 que possam estar associados ao provavel
diagnéstico de polineuropatia simétrica distal.

- Estimar a concordancia entre o0s observadores no diagnostico da

polineuropatia simétrica distal.
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5 METODOLOGIA
5.1 DESENHO E AMOSTRA DO ESTUDO

Trata-se de um estudo descritivo observacional do tipo seccional. Todas as
criangas e adolescentes, com cinco ou mais anos de diagndstico do diabetes tipo 1,
acompanhadas no ambulatério de diabetes, do Instituto de Puericultura e Pediatria
Martagdo Gesteira (IPPMG) e do Ambulatério de Diabetes do Hospital Universitario
Clementino Fraga Filho (HUCFF), que aceitaram participar do estudo foram avaliadas
para o diagnostico provavel da PSD. Como as criancas/adolescentes frequentam o
ambulatério de trés em trés meses, foi possivel o rastreamento no periodo
compreendido entre marco de 2017 a dezembro de 2018, além disso, analisando a
frequéncia dos atendimentos, observamos que criangas/adolescentes nao faltam mais
do que duas consultas.

Todas as criancas e adolescentes que participaram do estudo e seus
respectivos pais cederam material salivar para obtencdo de DNA genbmico, que foi
utilizado para estudo de variantes genéticas polimorficas do gene da IL-4 e do gene
da MTHFR. Estas amostras constituiram um banco de DNA, depositado no
Laboratorio de Genética Molecular Humana, da Universidade do Estado do Rio de

Janeiro.

5.2 INSTRUMENTOS UTILIZADOS
5.2.1 FICHA DE AVALIACAO ESTRUTURADA

Para coleta de informacgfes foi utilizado pesquisa em prontuario e ficha de
avaliagdo estruturada (Apéndice 1).

Os sinais clinicos foram avaliados com o Diabetic Neuropathy Examination
(DNE) (MEIJER et al, 2000) e os dados foram obtidos através de um exame
neurolégico minucioso. O DNE consiste de oito itens, dois testes de forca muscular
(quadriceps femoral e tibial anterior), reflexo (triceps sural) e cinco sensacgbes
(sensibilidade dolorosa no segundo dedo e no hélux, sensibilidade ao toque,
percepcao vibratoria e percepcdo articular do héalux). A avaliacdo da percepgéo
vibratoria foi feita com diapasédo de 128 Hz e a resposta foi considerada anormal
guando o paciente ndo sentiu a vibragcdo ou quando o paciente perdeu a percepgao

vibratéria enquanto o examinador ainda percebia. O reflexo e as sensacdes avaliadas
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foram registrados como presente (0), diminuido (1) ou ausente (2). O DNE preconiza
a avaliacdo apenas no membro inferior direito e, em caso de ulceracdo ou calosidade,
as sensacgbes sao avaliadas no membro inferior esquerdo. A ideia de otimizar a
conducéo clinica apenas em um lado (membro inferior direito) provavelmente seja
devido a caracteristica da PSD ser simétrica, ou seja, em razdo de os déficits em um
dimidio ser representativo para o outro. Mas a avaliacdo foi conduzida nos dois
membros inferiores em razdo da assimetria dos déficits motores e sensoriais ser
entendida como um critério de exclusdo, por considerar a necessidade de se
investigar outras causas de lesdo neural que cursem com déficits assimétricos
(diagnastico diferencial) (ZIEGLER et al, 2022). A pontuacdo maxima é 16; e quando
>3 € considerada significativa para a presenca da PSD. O reflexo aquileu também foi
investigado e também registrado como presente, diminuido ou ausente.

The Neuropathy Symptom Score (NSS) foi utilizado para avaliar a neuropatia
sensorial (MOREIRA et al, 2005) que consiste de cinco itens relacionados a
experiéncia de dor e desconforto nas pernas. Os participantes sdo questionados e
atribui-se uma pontuacgéo para cada item: (1) presenca de gqueimacéo, dorméncia ou
formigamento (2 pontos) e fadiga caimbras ou prurido (1 ponto); (2) sintomas
presentes nos pés (2 pontos) ou panturrilha (1 ponto); (3) exacerbacéo noturna dos
sintomas (2 pontos) ou presenca durante o dia e noite (1 ponto) e apenas durante o
dia (0 ponto); (4) os sintomas ja o acordaram durante a noite (1 ponto) ou nédo (o
ponto); (5) o paciente € perguntado se realiza alguma manobra para diminuir os
sintomas: andar (2 pontos), ficar de pé (1 ponto), sentar ou deitar (O ponto). O escore
maximo para os sintomas € 9. A gravidade dos sintomas é classificada de acordo com
o NSS da seguinte forma: sem alteracéo (0-2), leve (3—4), moderada (5-6), e grave
(7-9). Além disso, foram colhidos os relatos dos sintomas (dor em pontada, dor em
agulhada, dor em punhalada formigamento, queimacéo, choque, dorméncia e outros)
(PEDROSA et al, 1998).

Foi utilizado o monofilamento de nailon de 10 g de Semmes-Weinstein (SORRI,
Bauru) para avaliar a perda de sensibilidade protetora dos pés em quatro diferentes
locais da regido plantar de ambos os pés (1°, 3°, e 5° metatarso e 1° pododactilo)
(SOUZA et al, 2005). Durante o teste a crianca/adolescente teve a visdo ocluida. O
filamento foi aplicado perpendicularmente a superficie testada, exercendo uma tenséo
até se curvar e mantendo-o por dois segundos. Areas ulceradas, necroticas,

cicatriciais ou com calosidades foram excluidas. O método sim/nao foi utilizado, no
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qual a crianca/adolescente diz sim para cada sensacdo percebida a aplicacdo do
monofilamento. Foi considerada perda da sensibilidade protetora quando ndo houve
percepc¢ao ao toque em pelo menos um local testado.

A sensibilidade térmica foi avaliada através de dois tubos de ensaio, um
contendo agua fria (5° a 10° C) e outro com agua quente (40° a 54° C), mantidos em
equipamento com banho-maria digital (Marca 7Lab, que permite temperatura de 5°C
até 100°C). A crianca e ou adolescente deveria identificar as temperaturas e suas
diferencas nos pés (CAMPBELL; BAROHN, 2014).

5.2.2 AMOSTRAS BIOLOGICAS, EXTRACAO DE DNA E GENOTIPAGEM
MOLECULAR

As amostras de saliva foram obtidas através de bochechamento de 3mL, de
solucéo de sacarose a 3% e o DNA, obtido a partir da metodologia de extracéo salina
descrita por Aidar e Line (2007). Todas as criancas e adolescentes que participaram
do estudo foram submetidas a coleta do material biolégico. O material somente foi
colhido apds a assinatura do “Termo de Consentimento Livre e Esclarecido” (Apéndice
3) pelo responsavel e, quando necessario, o “Termo de Assentimento” (Apéndice 2),
pela crianca e ou adolescente. O material obtido foi quantificado através de
espectrofotometria de volumes reduzidos em um equipamento modelo NanoDrop ™;
e armazenado a -20°C para investigacao do polimorfismo MTHFR C677T (rs1801133)
e do VNTR IL-4. A mutacdo MTHFR C677T foi analisada através do polimorfismo de
comprimento de fragmento de restricdo (RFLP) baseado em PCR (Reacdo em Cadeia
da Polimerase). As condi¢cdes de amplificagdo consistiram em uma etapa inicial de
desnaturacdo de 5 min a 94 °C; seguido de 35 ciclos de 30 sa 94 °C,30sa 61 °Ce
30 s a 72 °C; e de uma etapa final de extensdo de 5 min a 72 °C. As sequéncias dos
iniciadores utilizados para a PCR foram 5'-TGA AGG AGA AGG TGT CTG CGG GA-
3'e 5-AGG ACG GTG CGG TGA GAG TG-3'. A PCR foi realizada em um volume total
de 25 pul de reacéo, contendo 100 ng de DNA, 2,5 pl de tampéo de PCR 10X, 200 uM
de dideoxinucleotideos trifosfatos, 10 pM de cada iniciador e uma unidade de Taq
DNA polimerase. Apos a amplificacdo, o produto de PCR de 198 pb (pares de base)
foi digerido com a endonuclease de restricdo Hinfl a 37 °C, em 15 pl de solucéo de
reacao contendo 10 pl de produto de PCR, 1,5 ul de tampé&o 10X e duas unidades de

Hinfl. Os produtos da digestdo foram separados em géis de agarose 3% e 0s
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fragmentos corados com brometo de etidio foram fotografados em um transiluminador
ultravioleta. Individuos homozigotos do tipo selvagem (CC) foram identificados por
apresentarem apenas um fragmento de 198 pb, heterozigotos (CT) apresentavam
fragmentos de 198 pb e 175/23 pb e variantes homozigotos (TT) por fragmentos de
175/23 pb.

O polimorfismo VNTR, no intron 3 do gene IL-4, foi analisado por PCR-SSLP
em um volume total de reacao de 25 ul contendo 3pul de solugdo de DNA, 10ul tampao
de reacdo, 2 ul de primer sense (5-GTAAATAGGCTGAAAGGGGGAAA-3’) e primer
anti-senso (5'-CATCTTTTCCTCCCCTGTATCTT-3') e 1U de TAg DNA polimerase. As
condi¢cbes de amplificacdo consistiram de uma etapa inicial de desnaturacao de 2 min
a 95 °C; seguido de 35 ciclos de 1 mina 95 °C, 1 mina 56 °C e 30 s a 72 °C; seguido
de uma etapa final de extensdo de 5 min a 72 °C. Os produtos da PCR foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose 2,5% e os fragmentos gerados foram
visualizados sob luz ultravioleta ap6s serem corados com brometo de etideo. O alelo
comum ou tipo selvagem é representado por uma sequéncia de trés repeticdes de 70
pb (3R = Al) aparece como uma banda de tamanho 342 pb; o alelo raro é
representado por duas repeticdes de pb (2R = A2) aparece no tamanho de banda de
272 pb. Os gendtipos foram representados por A1Al (homozigoto), A1lA2
(heterozigoto) e A2A2 (variante homozigota).

As criancas gque estavam de acordo com os critérios de inclusao coletaram
material para a analise genética no mesmo momento da avaliacao fisica. As amostras
de saliva foram encaminhadas para o Laboratério de Genética Molecular Humana, da
Universidade Estadual do Rio de Janeiro (UERJ); e apds a andlise foram descartadas.

5.3 CLASSIFICACAO DA PROVAVEL POLINEUROPATIA SIMETRICA DISTAL

Diabetic Neuropathy Study Group of the European Association for the Study of
Diabetes (2009) publicou atualizacbes relativas a classificacdo e ao critério
diagnostico para a PSD, definindo como diagndstico provavel a combinacao de sinais
e sintomas de neuropatia, incluindo dois ou mais dos seguintes achados: sintomas
neuropaticos, diminuicdo da sensibilidade distal, diminuicdo ou auséncia de reflexos
do tornozelo (Apud TESFAYE et al, 2010; VINIK et al, 2013).
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Como utilizamos dois instrumentos de avaliacdo — um para investigar sintomas
e outro para a avaliacdo dos sinais motores — consideramos como diagnéstico
provavel de PSD todas as criancas/adolescentes que apresentarem: (TESFAYE et al;
2010; VINIK et al, 2013; POP-BUSUI et al, 2016)

- DNE>3 ou NSS>2 mais perda da sensibilidade protetora dos pés; ou

- NSS>2 mais alteracéo da sensibilidade térmica; ou

- NSS>2 mais alteragéo do reflexo aquileu; ou

- Alteracao da sensibilidade térmica mais perda da sensibilidade protetora dos
pés; ou

- Alteracdo da sensibilidade térmica mais alteracéao do reflexo aquileu; ou

- Perda da sensibilidade protetora dos pés mais alteragéo do reflexo aquileu.

5.3.1 DEFINICAO DO CASO E UNIVERSO DO ESTUDO

Definiu-se como casos de diabetes tipo 1 todos aqueles, em cujos registros do
ambulatorio, constavam diagndstico de DM1. Os critérios de inclusédo para a avaliagéo
da provavel PSD e aplicacdo do questionario foram: (1) criancas e adolescentes de
ambos 0s sexos; (2) diagnostico de DM1 ha cinco anos ou mais (ASSOCIATION,
2022); (2) serem capazes de entender o exame; (3) ser aprovado no Teste de
Aquiescéncia — teste de compreensdo e veracidade de respostas para perguntas
simples (Anexo 1) (CUMMINS, 1997); (4) criancas alfabetizadas (5) até 18 anos de
idade. Estes critérios estdo em consonancia com as recomendacdes da American
Diabetes Association (2022):

"All patients should be assessed for diabetic
peripheral neuropathy starting at diagnosis of type 2 diabetes and 5 years after the

diagnosis of type 1 diabetes and at least annually thereafter.”

Os critérios de exclusdo foram: (1) doenca associada que tenha similaridade
com o0s sintomas neuropaticos (paralisia cerebral, acidente vascular cerebral,
hanseniase, neuropatia nutricional, neoplasica, infecciosa, inflamatéria, urémica ou
medicamentosa, diagnosticada e constada em prontuario); (2) em uso da metformina

(WEI et al, 2022); (3) deficiéncia de vitamina B12, constado no prontuario (WEI et al,
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2022); (4) hipotireoidismo, constado no prontuario e (5) déficits sensoriais e motores
assimétricos (ZIEGLER et al, 2022).

5.3.2 PARAMETROS E AVALIACAO DA CONDUCAO NERVOSA E
CONCORDANCIA ENTRE AVALIADORES

Todas as criancas e adolescentes avaliados no ambulatoério de diabetes, foram
convidados a comparecer ao Hospital Universitario Pedro Ernesto ou a Clinica de
Neurofisiologia e Neuromodulagéo. Setenta criancas e adolescentes, que faziam parte
da populacdo amostral do estudo, compareceram para o exame de condu¢ao nervosa
(ECN), realizado pelo Dr. Daniel de Souza e Silva usando o instrumento Counterpoint
(Medtronic). A temperatura da pele foi controlada e mantida entre 32° e 34° em todos
os participantes a fim de nao influenciar nos resultados. Foram utilizados eletrodos de
superficie, posicionados na borda lateral do pé, proximo ao quinto pododactilo e com
o local do estimulo posterior ao maléolo lateral, com o catodo localizado
aproximadamente 100mm proximal do eletrodo de registro. A avaliagdo ocorreu
bilateralmente, ou seja, pé direito e esquerdo. Considerou-se como registro de
referéncia normal para o estudo eletrofisioldgico: amplitude (uV) do potencial de acao
>6 e velocidade de conducao (m/s) >39 (WEISMAN et al, 2013).

O diagnéstico da PSD, através do ECN, foi comparado com o diagndstico
através das escalas e parametros de avaliacdo clinica descritos no item 5.3 para

identificar a concordancia entre os observadores.

54 TAMANHO AMOSTRAL E LOGISTICA

Todas as criancas acompanhadas no ambulatério no periodo — e em
consonancia com os critérios de inclusdo e exclusdo — foram avaliadas através dos
instrumentos especificos e seus prontuarios analisados. Havia, aproximadamente,
450 criangas/adolescentes em acompanhamento no ambulatério de diabetes tipo 1,
do IPPMG e, apds apresentarmos os critérios de incluséo e exclusao para a equipe
meédica, obtivemos como retorno aos dados a informacao de que cerca de 40 % destas
obedeciam a estes critérios (aproximadamente 180). Apds o rastreamento (um ano e
oito meses) nao tivemos recusa de nenhuma crianca e/ou adolescente ou pais para
participarem da pesquisa. Acreditamos que por serem pessoas acompanhadas em

hospital universitario; por receberem, desde o inicio do tratamento, acesso a
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informacédo em saude com uma equipe multi e interdisciplinar e, por isto, perceberem
a importancia do autogerenciamento em saude e por receberem informacdes
concernentes ao risco da PSD, bem como das formas de prevencdo e cuidados,
obtivemos uma excelente adesdo. Acreditamos, também, que o tempo de
permanéncia no ambulatério, em todos os dias da semana em que havia atendimento,
permitiu que ndo tivéssemos perdas de seguimento. Ao final, a amostra estudada foi
constituida por 199 criancas e adolescentes. Através da checagem ao sistema de
informagao hospitalar, MEDTRAK (TrakHealth, 1998), foram listados os pacientes
com consulta no ambulatério no periodo do estudo (Figura 9).

As criancas/adolescentes que apresentaram PSD ou sintomas sensoriais,
diagnosticada durante a avaliagdo, foram orientadas, assim como 0S Seus
responsaveis, em relacéo aos cuidados necessarios com os membros inferiores.

Ao considerar que ndo estamos trabalhando com amostra, e sim com uma
populacao de estudo definida, pertencente a um programa de acompanhamento, que
foram feitos esfor¢cos para acompanhar e avaliar todas as criancas que obedeceram

aos critérios de inclusdo, o poder estatistico ndo ficou comprometido.

70 criangas PS-D. +
realizaram (11 participantes)
Exame de
Conducdo .
¢ . PSD
Nervosa (59 participantes)

/ Polimorfismo +
PSD Provavel +
: (28 participantes)
=450 criangas S / ~—— Polimorfismo -
com DM1
com DM1

—> (segundo os

critérios de
inclusdo)

(frequentam o
ambulatério)

PSD Provavel —

/ Polimorfismo +
(171 participantes)

TS

Polimorfismo -

Figura 9 — Esquema do Estudo Seccional.
Fonte: Elaborado pela autora.
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55 VARIAVEIS DO ESTUDO
No Quadro 3, sdo apresentadas as variaveis sociodemogréficas do estudo.
Quadro 3 — Variaveis sociodemograficas do estudo.
Variaveis
Sociodemograficas Coleta Tipo Valores
ldade Prontuario Continua Anos\meses
Sexo Prontuario Dicotdomica Feminino/Masculino
Escolaridade Prontuario Categorica Sem escolaridade;
alfabetizado; de 2 a 5 anos
estudados; de 6 a 9 anos; de
10 a 13 anos.
Renda familiar Entrevista Categorica < 1 salario minimo; 1 salario
minimo até 2 salarios; > 2
salarios até 3 salarios; > 3
salarios até 4 salarios; > 4
salario até 5 salarios; > 5 até 6
salérios; >6 salarios até 7
salarios; > 7 salarios até 8
salérios; > 9 salarios até 10
salarios; >10 salarios
minimos.
Bairro Prontuario Categorica
As variaveis clinicas sdo apresentadas no Quadro 4.
Quadro 4 — Variaveis clinicas do estudo
Variaveis Clinicas
Coleta Tipo Valores
Duracao do diabetes Prontuario Continua  Anos
Historia familiar de diabetes Anamnese Categodrica (Pai, mée, irmdo (&), tios
(as), primos (as), avos,
bisavos)
Hipoglicemia inter consulta Prontudrio Dicotdbmica Sintomética, assintomética,
grave
Hipoglicemia grave no udltimo Prontuario Dicotbmica Presente/Ausente
ano
Cetoacidose no ultimo ano Prontuario Dicotdmica Presente/Ausente
Polidria Prontuario Dicotbmica Presente/Ausente
Polidipsia Prontuario Dicotdmica Presente/Ausente
Polifagia inter consulta Prontuario Dicotdmica Presente/Ausente
Emagrecimento inter consulta  Prontuario Dicotébmica Presente/Ausente
Nefropatia Prontuario Dicotdmica Presente/Ausente
Retinopatia Prontuario  Dicotdmica Presente/Ausente
Ulcera prévia Anamnese Categorica Sim/ Nao
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Quadro 4 — Variaveis clinicas do estudo

Ulcera Anamnese Categodrica Sim/Nao

Calorias ingeridas Prontuario Continua

Doencas associadas ao DM1 Prontuario Categérica

Tipo de alimentacéo Prontuario Categorica Quantidade/Contagem

Atividade fisica Anamnese Categorica Orientada/ Nao orientada/
Sem atividade

indice de Massa Corporal Bancode Continua Kg/m2

(IMC) Dados Categérica Obeso (acima de 30 kg/m?)

IMC=[PESO/(ALTURA?)]. e Nao obeso (até 30 kg/m?)

(WHO, 2004)

Peso (dia da avaliagao) Prontuario Continua Kg/ m2

Altura (dia da avaliagao) Prontuario Continua  Cm

Presséao Arterial Sistémica Prontuario Continua mmHg

Técnica para conservacdo da Prontuario Categorico Satisfatoria/Nao satisfatéria

insulina (de acordo com os (foi considerada nao

critérios adotados no satisfatéria se uma das

ambulatério e presentes no perguntas feitas para os pais

manual “‘Rotina para obtiveram resposta

consultas”) incorreta)

Quial tipo de insulina lenta Anamnese Categorica

Dose da insulina lenta Anamnese Categorias Dose unidade/dia
Dose unidade/kg

Numero de aplicagcdes/dia Anamnese Categorica Uma vez/ Duas vezes/ Trés

insulina lenta vezes/ Quatro vezes/ Nao
sabe

Faz uso da insulina rapida Anamnese Categorica Regularmente/
Irregularmente/ Nao usa/
N&o sabe

Qual insulina de ac¢éo rapida Anamnese Categorica

Dose da insulina de acdo Anamnese Numérica

rapida

Numero de aplicagbes/dia Anamnese Numeérica Uma vez/ Duas vezes/ Trés

insulina rapida vezes/ Quatro vezes/ Nao
sabe

Faz auto monitorizacdo da Anamnese Categorica Sim/ N&ao

insulina

Numero de medi¢des por dia Anamnese Numérica

Usa bomba de insulina Anamnese Categorica Sim/ Nao

Hemoglobina glicada Prontuario Continua (%) Colhidos oito
hemoglobinas mais
préximas

Lipidograma Prontuario Numeérica  (mg/dl) Colesterol total/ LDL/
HDL/ Triglicerideos

Albumindria Prontuario Numeérica  g/dL

Classificacao de Tanner Prontuario Categorica Estagiol, Il, Ill, IV eV

Marcador genético IL-4 Exame Categorico A1/ A2/ A3

laboratorial
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Quadro 4 — Variaveis clinicas do estudo

Marcador genético MTHFR

Sensibilidade Protetora dos

pés

Exame das maos (sinal da

prece)
Neuropatia sensorial

Escore do NSS

Sintomatologia

Forca do quadriceps

Forca do triceps sural

Reflexo patelar

Sensibilidade dolorosa do
segundo dedo

Sensibilidade dolorosa do
halux

Sensibilidade tatil do halux

Sensibilidade
halux

Propriocepc¢éao articular halux
Neuropatia motora

Sensibilidade Térmica

Reflexo Aquileu

vibratéria do

Exame
laboratorial
Exame
Fisico
(monofilam
ento 5.07 -
10g)
Prontuario

Exame
fisico
(NSS)
Exame
fisico
Exame
fisico

Exame
fisico

Exame
fisico

Exame
fisico
Exame
fisico
Exame
fisico
Exame
fisico
Exame
fisico
Exame
fisico
NDE
Avaliacéo

Avaliacao

Categodrico

Dicotdbmica

Categorica

Categorica

Categodrico

Categdrico

Categodrica

Categorica

Categodrico
Categodrico
Categodrico
Categodrico
Categorico
Categorica
Categorica

Categorica

Categorica

CC/ICT/TT
Presente/Ausente

Avaliado nos quatro pontos
para 0s pés esquerdo e
direito

Presente/Ausente

Presente/Ausente

Leve/ Moderado/ Grave

Formigamento/ Dorméncia/

Queimacéao/ Pancada/
Agulhada/ Punhalada/
Choque/ Outras

Avaliada no direito e
esquerdo. Normal/
Debilidade suave ou

moderada/ Debilidade grave
ou ausente

Avaliado no direito e
esquerdo. Normal/
Debilidade suave ou

moderada/ Debilidade grave
ou ausente
Presente
Diminuido
Normal/ Diminuido/ Ausente

Ausente/

Normal/ Diminuido/ Ausente
Normal/ Diminuido/ Ausente

Normal/ Diminuido/ Ausente

Normal/ Diminuido/ Ausente

Presente/Ausente

Normal ou Alterada
(incluindo a auséncia da
percepcao)
Presente /
Diminuido

Ausente/
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5.6 CONTROLE DE QUALIDADE

Semanalmente os dados eram compilados para o banco de dados e os

questionarios revisados e avaliados quanto ao preenchimento.

As amostras do material genético eram encaminhadas ao Laboratorio de
Genética Molecular Humana da UFRJ uma vez por semana (6° feira); e o DNA

extraido em seguida.

A pesquisadora Raquel Garcia Rocco da Silva foi treinada, durante seis
meses, no Ambulatério de Neurologia Pediatrica do IPPMG para o aprimoramento da

avaliacao sensorial e motora.

5.7 ANALISE ESTATISTICA

A prevaléncia de PSD e o seu IC 95% (p valor=0,05) foram estimados, assim
como odds ratio (OR) para as variaveis investigadas. A andlise de variancia foi
utilizada para comparar as médias. Os dados foram analisados através do pacote
estatistico Epi-Info, versdo 7.2 e pelo JASP v 0.14. A significancia estatistica foi
avaliada usando o teste quiquadrado (x?), para proporc¢des; e t de Student ou Kruskal
Walllis para médias. Um modelo de regressao logistica foi ajustado para identificar
fatores independentes associados a PSD. O modelo inicial foi composto pelas
variaveis com p-valor <0,20 e utilizada uma estratégia de retirada de variaveis do
modelo cheio, comparando-se modelos com subconjuntos de variaveis, através do
teste da razdo de verossimilhancga (likelihood-ratio teste). Ajustou-se, também, um
modelo de regressao de poisson, com variancia robusta para estimar a razao de risco
(prevaléncia) das variaveis de interesse com a PSD, diretamente, controlando-se por
variaveis de confundimento (consideradas de acordo com a literatura e ou se a sua
inclusdo no modelo alterasse a razdo de chances em 10% ou mais). A concordancia
entre avaliadores, com relagéo ao diagndstico para PSD, foi determinada através do
coeficiente de concordancia Kappa de Cohen; e interpretados como: nenhuma (0-
0,20), minimo (0,21-39), fraco (0,40-0,59), moderado (0,60-0,79), forte (0,80-0,90) e

quase perfeito (acima de 0,90).
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Para verificar a direcéo e o grau de associacdo entre duas variaveis numéricas,
utilizou-se o coeficiente linear de Pearson; entre duas variaveis ordinais ou nominais,

utilizou-se o coeficiente de Spearman.

5.8 CONSIDERACOES SOBRE OS ASPECTOS ETICOS

Os autores deste projeto tém conhecimento e cumpriram 0s requisitos da
resolucdo 466/12 do CNS e suas complementares. Os individuos, cuja participacao
na pesquisa foi voluntaria e sem compensacdo financeira, tiveram garantidas as
medidas necessarias para minimizar 0s riscos previsiveis (considerando as
dimensdes fisicas, psiquica, moral, intelectual, social, cultural ou espiritual, conforme
item Ill.1e 11l.2, da Res. CNS 466/12).

Foi assegurada uma adequada e acurada descricdo e informacdo sobre os
riscos, desconfortos ou beneficios que podem ser antecipados. Tais dados estavam
especificados e explicados por meio do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
e do Termo de Assentimento, assinados pelos responsaveis e participantes quando
aplicavel (Apéndices 2 e 3).

As informacgfes obtidas foram analisadas em conjunto com outros individuos,
nao sendo divulgada a identificacdo de nenhum participante.

Os patrticipantes tiveram salvaguardado o direito de se retirarem do estudo, em
qualquer etapa sem prejuizos, bem como o0 acesso aos profissionais responsaveis
pela pesquisa para esclarecimento de eventuais duvidas. Os dados coletados no
prontuario foram somente os referentes as variaveis em estudo, previstas no projeto
de pesquisa, e somente poderao ser utilizados para o projeto ao qual se vinculam.

Durante o estudo, os participantes foram mantidos e atualizados sobre os

resultados parciais e tiveram acesso aos resultados.

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do IPPMG/UFRJ
sob 0 numero 1.910.920 (CAAE 60302816.7.0000.5264) em 07/02/17.
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6 RESULTADOS
6.1 Analise Descritiva das Variaveis Clinicas e Sociodemograficas Estudadas

A populacdo foi constituida por 199 criancas e adolescentes (97 meninas e 102
meninos). Na Tabela 1 sdo apresentadas as médias das variaveis continuas da

populacao de estudo.

Tabela 1 — Variaveis clinicas da populacéo de estudo

Variaveis Média (desvio padrao)
Idade (anos) 13,60 (2,95)
Tempo de diagndstico (anos) 9,42 (3,05)
Hemoglobina glicada* (%) 8,70 (5,41)
Altura (cm) 1,56 (0,16)
Peso (Kg/m?) 51,93 (15,99)
indice de massa corporal (kg/m2) 20,95 (4,14)
Pressao arterial sist6lica (mmHg) 105,40 (11,88)
Pressao arterial diastélica (mmHg) 66,88 (9,20)
Albumindria (g/dL) 10,17 (13,93)
HDL colesterol (mg/dL) 60,52 (16,44)
LDL colesterol (mg/dL) 92,68 (29,49)
Triglicerideos (mg/dL) 78,95 (43,17)
Colesterol total (mg/dL) 168,84 (37,39)
Insulina lenta** (unidade/dia) 25,09 (12,16)
Insulina rapida *** (unidade/dia) 29,14 (13,57)

Nota: *foi analisada uma média de oito resultados para cada participante;
**Insulina lenta prescrita por dia; ***Insulina rapida por dia para uma glicemia
de 80 a 100 mg/dl,

Os estratos socioecondémicos mais frequentes sao os que ganham de 1 a 2
salarios minimos (34,02%), 2 a 3 salarios (25,26%) e menos de 1 salario (13,92%). A
maior parte da populacdo tem entre 6 e 9 anos de escolaridade (50,27%), seguidos
de 2 a 5 anos (23,24%) e 10 a 13 anos de escolaridade (21,08%).

O tipo de alimentacéo por contagem é utilizado por 75,13% da populagéo; e a
média do consumo de caloria por dia é de 2.275 (DP + 447,00). Todos relataram

conservar adequadamente a insulina.
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Cinquenta e quatro por cento da populacdo apresentou alguma sensacao
subjetiva e a caimbra e o formigamento foram os sintomas mais frequentes (Figura
10).

B Caimbra

B Formigamento

m Dorméncia
Outra dor

M Fadiga

m Agulhada

B Queimacgao

H Pontada

W Choque

W Punhalada

Figura 10 — Frequéncia dos sintomas sensoriais relatados

Na Tabela 2, observamos a frequéncia dos parametros utilizados para
classificar a PSD. Dentre os itens avaliados no DNE, a alteragéo do reflexo patelar foi
0 mais prevalente (10,55%). Os sintomas sensoriais leves (19,70%) e moderados

(15,58%), classificados pelo NSS, foram os mais prevalentes nesta populagéo.
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Tabela 2 — Frequéncia dos parametros utilizados para classificar provavel PSD e a
neuropatia sensorial

Variaveis AlteracBes
observadas n (%)
DNE>3
Alteracédo da forca do quadriceps femural 13 (6,53)
Alteracédo da forca do tibial anterior 4 (2,01)
Alteracao do reflexo patelar 21 (10,55)

Alteragao da sensibilidade dolorosa do 2° dedo 2 (1,01)
Alteracdo da sensibilidade dolorosa do halux 3 (1,51)
Alteracao da sensibilidade ao toque do halux 1 (0,50)
Alteracéo da sensibilidade vibratoria do halux 4 (2,01)

Alteracdo da percepcéo articular do halux 1 (0,50)
NSS

Comprometimento Leve 39 (19,70)

Comprometimento Moderada 31 (15,58)

Comprometimento Grave 16 (8,04)
Alteracd@o da sensibilidade térmica 23 (11,56)
Alteracd@o da sensibilidade protetora dos pés 5(2,51)
Alteracéo do reflexo aquileu 13 (6,53)

Nota: DNE (Diabetic Neuropathy Examination; >3 é considerada significativa para a
presenca da PSD); NSS (Neuropathy Symptom Score)

6.2 Provavel PSD

A prevaléncia da provavel polineuropatia simétrica distal (PSD) foi de 14%, 14
meninas e 14 meninos, mas ela ndo esteve relacionada ao sexo (p valor=0,36). Na
Tabela 3 sdo apresentadas as associacdes da PSD com as variaveis continuas. As
médias apresentadas foram ajustadas por sexo e quando olhamos esta relacédo
observamos que as associa¢cdes da PSD com idade, tempo de diagndstico, peso
altura, IMC, colesterol total e VLDL foram relacionadas ao feminino. O sexo feminino
ndo se mostrou como variavel confundidora nas associacfes com trigliceridios e
hemoglobina glicada. No entanto, a PSD e 0 sexo se apresentaram associados
(OR=1,074; 1C95%=0,72-1,59; p valor=0,44).

O risco de provavel PSD, nesta populacao, foi 2,14 vezes maior em criancas e
adolescentes que apresentam polidria do que nas criancas que nao relatam poliaria

(0,03). Nao foram observadas associacdes estatisticas significativas entre provavel
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PSD e cetoacidose (0,16), histérico de hipoglicemia (0,18), hipoglicemia grave no
altimo ano (0,08), polidipsia (0,44), polifagia interconsulta (0,21), emagrecimento
interconsulta (0,47), nefropatia (0,37), retinopatia (0,43) e Ulcera prévia (0,42). Nao
haviam criangas e ou adolescentes com Ulcera.

Também ndo encontramos associa¢fes da PSD com nenhuma categoria de
atividade fisica investigada, orientada, ndo orientada, sem atividade (p=0,47; 0,48 e
0,44, respectivamente). Com relacdo ao histérico materno de diabetes, ndo
observamos associacdo com nenhuma relagdo familiar investigada isoladamente.
Também criamos uma variavel agrupada, envolvendo todo histérico e também nao
observamos associacdes estatisticas tanto para a histéria familiar paterna (OR=0,71;
1C95%=0,42-2,54; p valor=0,07) quanto para a histéria familiar materna (OR=0,00;
IC95%=0,67-1,46; p valor=0,48). Onze criangcas e ou adolescentes apresentavam

sinal da prece, mas nao foi observado associa¢cdo com PSD (p valor=0,38).



Tabela 3 - Variaveis clinicas e laboratoriais e suas associa¢des entre 0s
participantes com provavel PSD e sem provavel PSD
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Variaveis Clinicas Média (dp) P  Média meninas*(dp) p* Média meninos* (dp) P*
e Laboratoriais PSD/ Valor PSD/ valor PSD/ valor
SEM PSD SEM PSD SEM PSD
Idade (anos) 14,79 (2,61) 0,03 14,78 (2,35) 0,04 14,76 (3,05) 0,33
13,50 (3,00) 13,04 (3,07) 13,94 (2,87)
Tempo de diabetes 10,89 (2,82) 0,00 10,78 (2,51) 0,04 10,92 (3,30) 0,12
(anos) 9,26 (3,06) 9,14 (2,93) 9,40 (3,18)
Hemoglobina glicada** 9,26 (2,29) 0,00 8,99 (1,51) 0,04 9,59 (3,02) 0,00
(%) 8,11 (1,41) 8,13 (1,31) 8,09 (1,50)
Peso (kg/m?) 60,51 (16,52) 0,00 62,49 (12,92) 0,02 57,33 (20,06) 0,37
50,80 (15,59) 48,61 (15,67) 53,07 (15,39)
Altura (cm) 1,62 (0,15) 0,00 1,61 (0,10) 0,00 1,60 (0,18) 0,94
1,54 (0,16) 1,50 (0,15) 1,59 (0,15)
indice de massa 22,78 (3,30) 0,01 23,73 (2,72) 0,01 21,72 (3,73) 0,39
corporal (kg/m?) 20,76 (4,19) 20,90 (4,17) 17,77 (4,21)
Pressdo arterial sistolica 107,57 (11,24) 0,29 105,50 (9,05) 0,39 110,38 (13,30) 0,40
(mmHg) 105,03 (11,96) 102,58 (10,43) 107,17 (12,81)
Presséo arterial 68,39 (8,06) 0,35 69,28 (7,30) 0,20 68,07 (9,02) 0,74
diastélica (mmHg) 66,63 (9,38) 65,96 (9.31) 67,15 (9,42)
Albumindria (g/dL) 8,14 (5,50) 0,53 8,25 (6,29) 0,48 8,50 (4,77) 0,90
9,83 (12,77) 11,46 (15,66) 8,15 (8,85)
HDL colesterol (mg/dL) 58,86 (15,85) 0,56 48,33 (14,36) 0,82 61,12 (15,31) 0,99
60,80 (16,56) 50,28 (12,10) 61,09 (16,67)
LDL colesterol (mg/dL) 106,92 (42,10) 0,00 124,78 (45,73) 0,00 90,38 (30,85) 0,45
90,26 (26,24) 95,49 (29,25) 85,22 (22,08)
Triglicerideos (mg/dL) 110,03 (60,69) 0,00 129,78 (69,36) 0,00 94,61 (43,37) 0,01
73,77 (37,30) 78,74 (41,22) 68,73 (32,81)
Colesterol total (mg/dL) 185,39 (52,46) 0,01 208,14 (59,41) 0,00 164,38 (33,37) 0,56
164,92 (33,58) 170,61 (37,31) 159,39 (28,80)
VLDL (mg/dL) 25,80 (13,95) 0,00 31,77 (13,79) 0,00 16,83 (8,95) 0,58
15,40 (7,09) 15,68 (7,16) 15,05 (7,09)

Nota: (*) média e p valor ajustados por sexo; (**) foi analisada uma média de oito resultados para
cada paciente; PSD (polineuropatia simétrica distal; dp (desvio padréo)

6.3 Neuropatia Sensorial

A neuropatia sensorial (NS) foi prevalente em 42,71% da amostra e associada

ao sexo feminino (OR= 1,72; p valor=0,03). Também foram observadas associa¢tes

com cetoacidose (OR=7,79; p valor=0,00), emagrecimento (OR= 2,35; p valor=0,04),

hipoglicemia grave (OR= 3,45; p valor= 0,00), polifagia (OR= 4,25; p valor= 0,00),
polidria (OR= 2,82; p valor= 0,00), nefropatia (OR= 1,32.; p valor= 0,03)

As rendas familiares mais baixas (até dois salarios minimos) estiveram

associadas como fator de risco para a neuropatia sensorial (OR= 1,80; p valor= 0,02),

em contrapartida, rendas familiares acima de dois salarios minimos apresentaram-se

como fator protetor para a neuropatia sensorial (OR= 0,62; p valor= 0,05).
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Em relacdo a historia familiar, mae (OR=4,25; p valor=0,03), bisavdé materna
(OR=2,70; p valor=0,01) e tios paternos (OR=3,00; p valor=0,01) com diabetes tipo 1
ou 2 aumentam o risco de neuropatia sensorial.

Na Tabela 4 observamos as associacfes entre as varidveis clinicas e

laboratoriais e suas associagdes com a neuropatia sensorial.

Tabela 4 - Variaveis clinicas e laboratoriais e suas associa¢cdes com neuropatia

sensorial
Variaveis Clinicas e Laboratoriais Média (dp) P valor
NS /SEM NS
Idade (anos) 13,65 (2,83) / 13,71 (3,10) 0,74
Tempo de diabetes (anos) 9,80 (2,80) / 9,27 (3,13) 0,24
Hemoglobina glicada* (%) 8,54 (1,72) / 7,84 (1,08) 0,00
Peso (Kg/m?) 52,97 (16,59) / 51,58 (15,67) 0,54
Altura (cm) 1,55 (0,16) / 1,56 (0,15) 0,96
indice de massa corporal (Kg/m?) 21,19 (4,07) / 20,94 (4,19) 0,67
Pressao arterial sist6lica (mmHg) 105,69 (12,21) / 105,17 (11,65) 0,76
Pressao arterial diastélica (mmHg) 67,40 (9,47) / 66,49 (9,01) 0,49
Albumingria (g/dL) 8,11 (7,80) / 10,64 (14,18) 0,19
HDL colesterol (mg/dL) 60,84 (16,63) / 60,28 (16,36) 0,81
LDL colesterol (mg/dL) 100,58 (34,00) / 86,68 (24,08) 0,00
Triglicerideos (mg/dL) 93,44 (53,49) / 68,08 (29,25) 0,00
Colesterol total (mg/dL) 178,42 (41,49) / 159,92 (31,95) 0,00
VLDL (mg/dL) 21,12 (10,80) /14,06 (6,51) 0,00

Nota: *foram analisadas as médias de oito medidas para cada paciente; dp (desvio padrédo; NS

(neuropatia sensorial).

O risco de neuropatia sensorial € 1,72 vezes menor em meninas do que em

meninos (OR=1,72; IC95%= 1,31-3,03; p valor=0,03). O sexo feminino ndo se
apresentou, isoladamente, associado a neuropatia sensorial em nenhuma variavel

clinica e laboratorial.

Foram fortemente associados ao risco de neuropatia sensorial, uma histéria
materna de diabetes tipo 1 ou tipo 2 do bisavd (OR=2,31; IC95%=1,16-4,58; p
valor=0,07) e tio avd (OR=2,70; 1C95%=1,10-6,91; p valor=0,01). Criancas com mée
com diabetes tipo 1 apresentaram um risco quatro vezes maior de ter neuropatia
sensorial do que criangas sem historico materno (OR= 4,01; 1C95%= 1,34-19,37; p
valor= 0,03).
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Trés avaliacdes clinicas utilizadas para classificar a PSD foram altamente
associadas a neuropatia sensorial (classificadas através do NSS): sensibilidade
térmica (OR=2,82; 1C95%=1,17-5,65; p valor=0,01), reflexo patelar (OR=3,35;
IC95%=1,36-8,28; p valor=0,00) e reflexo aquileu (OR=4,47; IC95%=1,27-15,74; p
valor=0,00).

6.4 Exame de Conducédo Nervosa
Setenta participantes foram submetidos ao ECN do nervo sural e suas médias

sao apresentadas na Tabela 5.

Tabela 5 — Parametros do exame de condugao nervosa ajustada por género

Parametro Avaliado Média (dp) Média* (dp) P valor
Meninas  / Meninos
Sural - Amplitude Direita (mV) 15,11 (6,80) | 17,18 (6,89) /12,91 (6,07) 0,01

Sural — Amplitude Esquerda (mV) | 14,88 (6,85) | 16,87 (7,50) /12,76 (5,45) 0,02
Sural — Velocidade Direita (m/s) 51,04 (5,37) | 50,89 (5,15) /51,21 (5,68) 0,81
Sural — Velocidade Esquerda (m/s) | 51,29 (5,25) | 50,77 (5,97) /51,85 (4,40) 0,43
Nota: dp (desvio padréo); Média* (ajustada por género)

A prevaléncia da PSD — de acordo com alteracdes da amplitude e ou velocidade

de conducéo nervosa do nervo sural — foi de 15,71%.

A amplitude da VCN foi associada a altura, participantes mais altos tiveram
amplitudes mais baixas (p=0,00) e ao tempo de diagnéstico (p=0,00). Também
observamos associacdo ao género, nesse sentido, meninas apresentaram amplitudes
maiores do que 0S meninos, tanto no sural direito quanto no esquerdo (p=0,01; 0,02,
respectivamente) (Tabela 5). A alteracdo dos parametros de amplitude e velocidade
da conducéo nervosa nao apresentaram associacdo com idade e com o tempo de
diagnéstico (p valor=0,70; 0,84, respectivamente). Na Tabela 6 observamos as

associagdes entre amplitude do ECN e provavel PSD e neuropatia sensorial.
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Tabela 6 — Média dos parametros avaliados no ECN do nervo sural e suas

associacOes com PSD e neuropatia sensorial (NS)

Parametro Avaliado Com PSD Sem PSD Com NS Sem NS P valor
Média (dp) Média (dp) Média (dp) Média (dp) PSD - NS
Amplitude Direita (mV) 11,00 (10,19) | 15,66 (6,15) | 12,35(7,63) | 16,50 (5,97) | 0,04 —0,02
Amplitude Esquerda (mV) 10,82 (6,85) 15,42 (6,46) | 13,97 (8,31) | 15,34 (6,06) | 0,05-0,37
Velocidade Direita (m/s) 48,24 (7,92) 51,41 (4,92) | 51,62 (6,50) | 50,75 (4,76) | 0,14 -0,52
Velocidade Esquerda (m/s) | 49,21 (6,41) 51,56 (5,08) | 52,51 (5,40) | 50,68 (5,13) | 0,27 -0,19

Nota: PSD (polineuropatia simétrica distal); ECN (exame de conducédo nervosa); dp (desvio
padrdo); NS (neuropatia sensorial)

Um médico neurologista e expert conduziu o ECN e classificou os participantes
com e sem PSD. O diagnostico foi comparado com a outra avaliadora, que utilizou
avaliacao fisica e dois escores de avaliacdo. A concordancia do diagndstico provavel
de PSD e do ECN foi de 89,9% e o teste de Kappa mostrou uma confiabilidade
substancial entre os observadores (K=0,697; p valor= 0,00).

Na Figura 11 observamos a frequéncia do diagnéstico da PSD e da NS em
cada instrumento e também a partir dos critérios diagnésticos utilizados no estudo
para prever a provavel PSD. Dos dois participantes com diagndéstico de PSD pelos
critérios do DNE, um deles apresentava neuropatia sensorial. Dos 11 participantes
diagnosticados pelo ECN, nove apresentavam neuropatia sensorial (um foi
classificado pelos critérios do DNE e o outro nado foi diagnosticado por nenhum dos

testes clinicos apresentado acima).
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Figura 11 — Quantidade de participantes diagnosticados, segundo 0s instrumentos e critérios

utilizados

Nota: (*) Avaliados apenas em 70 participantes; (**) combinagéo de sinais e sintomas de
neuropatia incluindo dois ou mais achados. DNE (Diabetic Neuropathy Examination); ECN

(Exame de Conducéo Nervosa); NSS (Neuropathy Symptom Score)

6.5 Interleucina-4 (IL-4)

O gendtipo A1A1 foi mais frequente na amostra estudada (108 participantes ou
54,78%); seguidos do A3 (81 participantes ou 40,70%) e de A2 (9 participantes ou

4,52%). A frequéncia do alelo Al e A2 foi 68% e 32%.

Tabela 7 - Gendtipos da IL4 entre pessoas com e sem provavel PSD

Polimorfismos % Participantes % Participantes P valor
Com PSD Sem PSD
AlAl 13,08 86,92 0,41
A1A2 14,81 85,19 0,33
A2A2 11,11 88,89 0,45
Alelo Al 13,83 86,17 0,36
Alelo A2 14,44 85,56 0,37

Nota: PSD (polineuropatia simétrica distal); IL4 (interleucina 4); PSD (polineuropatia simétrica
distal); A1A1 (homozigoto do tipo selvagem); A1A2 (heterozigoto); A2A2 (variante homozigota).

Na Tabela 7 observamos a frequéncia dos gendtipos e alelos entre o0s

participantes com e sem PSD.

Alteracdo de forca do quadriceps femoral apresentou-se associado ao

polimorfismo A1A2 (OR=1,79; p valor=0,01) e no polimorfismo A1A1 o OR da variavel
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foi abaixo de 1 (OR=0,24) o que sugere fator de protecdo, mas, apesar do nivel de

confianca estar entre 95%, o p valor apresentou-se um pouco acima dos 5% (p

valor=0,08) (Tabela 8).

Os alelos A1 e A2 também ndo se apresentaram associados a neuropatia

sensorial (p valor=0,34 e 0,43).

Tabela 8 — Associacgéo entre IL4 e parametros utilizados para classificar

provavel PSD e a neuropatia sensorial

Parametros

AlAl
OR (1C95%; p valor)

Interleucina-4
Al1A2

OR (IC95%; p valor)

A2A2

OR (1C95%; p valor)

DNE
Alteracao de forca do quadriceps femoral
Alteracdo de forca do tibial anterior
Alteragéo do reflexo patelar

Alteragao da sensibilidade dolorosa do 2° dedo

Alteracao da sensibilidade dolorosa do halux
Alterac@o da sensibilidade ao toque do hélux
Alteracao da sensibilidade vibratdria do halux
Alterac@o da percepcao articular do halux
NSS
Alteracéo Leve
Alteracdo Moderada
Alteracédo Grave
Sensibilidade térmica
Sensibilidade protetora dos pés
Alteracao do reflexo aquileu

0,24 (0,06-0,88; 0,08)
0,92 (0,34-2,49; 0,44)
1,07 (0,72-1,59; 0,37)
1,87 (1,65-2,14; 0,14)
1,88 (1,65-2,15; 0,07)
1,87 (1,64-2,13; 0,26)
1,40 (0,78-2,51; 0,22)
1,86 (1,64-2,13; 0,26)

1,12 (0,83-1,51; 0,23)
0,95 (0,65-1,37; 0,39)
0,80 (0,45-1,41; 0,20)
1,24 (0,89-1,73; 0,12)
1,11 (0,54-2,23; 0,40)
1,15 (0,73-1,81; 0,29)

1,79 (1,20-2,68; 0,01)
0,60 (0,11-3,35; 0.29)
1,05 (0,62-1,79; 0,41)

*
*
*

0,61 (0,11-3,35; 029)

*

0,85 (0,54-1,35; 0,25)
1,04 (0,65-1,62; 0,43)
1,42 (0,89-2,23; 0,10)
0,71 (0,45-1,10; 0,09)
0,98 (0,33-2,91; 0,49)
0,94 (0,46-1,91; 0,44)

1,78 (0,24-13,23; 0,28)
6,09 (0,97-37,91; 0,09)

*
*

*

1,72 (0,25-5,42; 0,40)
0,67 (0,08-5,22; 0,39)
*

4,97 (1,80-8,13; 0,20)
*

*

Nota: (*) ndo apresentaram frequéncias para todos os dados na tabela de contingéncia; DNE (Diabetic
Neuropathy Examination); NSS (Neuropathy Symptom Score); A1Al (homozigoto de tipo selvagem);
A1A2 (heterozigoto); A2A2 (variante homozigota); OR (odds ratio); IC (intervalo de confianca).

As O genotipo AlAl apresentou a maior quantidade de associacgoes,

comparado a A1A2, e o A2A2 ndo apresentou associagcdo com variaveis clinicas e

laboratoriais avaliadas (Tabela 9).
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Variaveis Clinicas e Interleucina-4 P valor
Laboratoriais (média/desvio padréo)
(Com PSD/ Sem PSD) Polimorfismo  Polimorfismo Polimorfismo
AlAl AlA2 A2A2 AlA1 AlA2 A2A2
Idade (anos) 14,92 (2,20) 14,67 (3,31) 14,00 (0,00) 0,12 0,12 0,83
13,58 (3,15) 13,26 (2,76) 14,12 (3,27)
Tempo de diabetes (anos) 11,07 (2,40) 10,92 (3,34) 7,00 (0,00) 0,04 0,04 0,24
9,50 (3,11) 8,97 (3,05) 9,62 (2,32)
Hemoglobina glicada (%) 9,06 (2,14) 9,35 (2,40) 8,80 (0,00) 0,01 0,00 0,43
7,94 (1,31) 8,01 (1,10) 8,13 (1,15)
Peso (Kg/m?) 66,52 (14,85) 52,53 (16,64) 58,60 (0,00) 0,00 0,53 1,00
51,69 (15,48) 49,48 (15,57) 53,47 (19,76)
Altura (cm) 1,65 (0,12) 1,55 (0,16) 1,68 (0,00) 0,02 0,93 0,55
1,55 (0,15) 1,54 (0,16) 1,57 (0,18)
indice de massa corporal 24,00 (2,62) 21,51 (3,77) 20,60 (0,00) 0,00 0,56 1,00
(Kg/m?) 20,83 (3,85) 20,69 (4,60) 20,84 (5,00)
Pressdo arterial sistélica 106,21 (11,92) 108,33 (10,30) 125,00 (0,00) 0,77 0,36 0,11
(mmHg) 105,25 (11,67) 104,77 (12,73) 102,25 (7,20)
Pressdo arterial diastélica 68,57 (8,64) 69,17 (7,93) 65,00 (0,00) 0,46 0,34 0,35
(mmHg) 66,62 (9,21) 66,28 (9,94) 67,25 (5,12)
Albuminaria (g/dL) 9,13 (6,48) 7,09 (4,46) 12,80 (0,00) 0,57 0,93 0,38
11,97 (16,23) 7,26 (5,87) 7,22 (6,43)
HDL colesterol (mg/dL) 56,07 (15,28) 64,58 (15,59) 52,00 (0,00) 0,23 0,44 0,43
61,37 (15,33) 60,18 (18,80) 59,37 (12,69)
LDL colesterol (mg/dL) 128,07 (43,64) 87,25 (30,67) 82,00 (0,00) 0,00 0,67 1,00
90,37 (26,52) 90.79 (26,08) 83,25 (28,89)
Triglicerideos (mg/dL) 142,43 (66,99) 83,25 (28,44) 54,00 (0,00) 0,00 0,23 0,70
76,06 (40,07) 71,42 (32,10) 49,25 (10,69))
Colesterol total (mg/dL) 211,64 (57,18) 161,92 (32,81) 145,00 (0,00) 0,00 0,87 0,44
166,72 (35,27) 163,53 (32,13) 154,25 (29,10)
VLDL (mg/dL) 37,28 (10,98) 15,75 (6,23) * 0,00 0,68 *
15,82 (7,21) 14,74 (6,19) 10,00 (1,73)

Nota: PSD (polineuropatia simétrica distal); (*) Ndo ha participante com PSD (**) Sem possibilidade de
empregar teste estatistico por ndo haver participante com PSD; A1A1 (homozigoto de tipo selvagem);
A1A2 (heterozigoto); A2A2 (variante homozigota).

As associagdes dos polimorfismos da IL4 com a neuropatia sensorial sdo

apresentadas na Tabela 12. A hemoglobina glicada apresentou-se associada aos trés

polimorfismos estudados.

LDL colesterol

e colesterol

total

apresentaram-se

associados tanto ao polimorfismo A1Al quanto ao A1A2 (Tabela 10).
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Variaveis Clinicas e Interleucina-4 P valor
Laboratoriais (Média/DP)
(Com NS/ Sem NS) Polimorfismo  Polimorfismo Polimorfismo
AlAl AlA2 A2A2 AlAl1 AlA2 A2A2
Idade (anos) 13,68 (2,63) 13,44 (2,99) 14,00 (4,00) 0,84 0,94 0,94
13,81 (3,37) 13,49 (2,80) 14,17 (2,92)
Tempo de diabetes (anos) 10,00 (2,83) 9,53 (3,25) 9,00 (2,65) 0,40 0,49 0,78
9,49 (3,23) 9,04 (3,09) 9,50 (2,43)
Hemoglobina glicada (%) 8,65 (1,92) 8,44 (1,54) 8,60 (0,98) 0,01 0,02 0,06
7,90 (1,00) 7,73 (1,23) 7,71 (0,23)
Peso (Kg/m?) 54,88 (16,67) 50,35 (16,26) 53,20 (23,96) 0,50 0,83 0,93
52,73 (15,80) 49,59 (15,35) 54,47 (17,92)
Altura (cm) 1,57 (0,15) 1,54 (0,18) 1,57 (0,23) 0,86 0,81 0,86
1,56 (0,16) 1,55 (0,15) 1,59 (0,15)
indice de massa corporal 21,74 (4,08) 20,56 (4,10) 20,53 (4,50) 0,26 0,66 0,90
(Kg/m?) 20,89 (3,67) 21,00 (4,79) 20,95 (5,19)
Pressdo arterial sistlica 104,82 (11,70) 106,41 (12,64) 105,00 (18,03) 0,67 0,47 0,96
(mmHg) 105,79 (11,69) 104,40 (12,28) 104,67 (5,89)
Pressdo arterial diastélica 68,18 (9,48) 66,30 (9,70) 65,00 (5,00) 0,22 0,73 0,42
(mmHg) 65,95 (8,83) 95,16 (9,75) 68,00 (4,90)
Albuminaria (g/dL) 9,13 (6,48) 6,71 (5,75) 9,67 (8,07) 0,57 0,51 0,61
11,97 (16,23) 7,63 (5,61) 6,63 (4,87)
HDL colesterol (mg/dL) 59,37 (13,82) 62,80 (19,67) 64,33 (16,44) 0,48 0,38 0,34
61,55 (16,40) 59,23 (17,23) 55,67 (8,85)
LDL colesterol (mg/dL) 103,43 (38,29) 99,39 (29,25) 75,00 (15,72) 0,02 0,00 0,56
89,61 (24,95) 82,79 (21,92) 87,17 (31,79)
Triglicerideos (mg/dL) 106,27 (61,85) 78,78 (34,75) 48,67 (10,12) 0,02 0,15 0,83
69,51 (30,89) 68,63 (28,56) 50,33 (11,04)
Colesterol total (mg/dL) 183,66 (48,18) 174,53 (33,25) 149,00 (5,29) 0,02 0,00 0,77
164,82 (34,17) 154,09 (28,15) 153,33 (24,26)
VLDL (mg/dL) 24,80 (12,26) 16,60 (6,69) * 0,00 0,09 *
14,91 (7,50) 13,48 (5,35) 10,00 (1,73)

Nota: NS (neuropatia sensorial); (*) Nao ha participante com NS; (**) Sem possibilidade de empregar
teste estatistico por ndo haver participante com NS; A1Al (homozigoto de tipo selvagem); A1A2
(heterozigoto); A2A2 (variante homozigota)

6.6 Metilenotetrahidrofolato Redutase (MTHFR)

Individuos do tipo selvagem (CC) foram os mais prevalentes na populacdo
(50,75%), seguidos dos heterozigotos (CT 40,70%) e das variantes homozigotas (TT
7,04%) e nenhum dos polimorfismos foram associados a PSD (Tabela 11). O alelo C
foi frequente em 72% dos participantes e 0 T em 28% e suas associacfes estédo
apresentadas na Tabela 11.

A alteragdo da sensibilidade térmica apresentou resultados antagonicos, foi
associado ao polimorfismo CC como fator de protecdo (OR=0,65; p valor= 0,05) e

como fator de risco com o polimorfismo CT (OR=1,73; p valor=0,00) (Tabela 12).
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Tabela 11 — Gendtipos do MTHFR entre participantes com e sem provavel PSD

Polimorfismos % Participantes % Participantes P valor
Com PSD Sem PSD

CC 16,83 83,17 0,10

CT 12,35 87,65 0,31

TT 0 100 0,11

Alelo C 14,84 85,16 0,08

Alelo T 10,53 89,47 0,12

Nota: PSD (polineuropatia simétrica distal); CC (individuos homozigotos do tipo selvagem); CT
(individuos heterozigotos); TT (individuos homozigotos)

Nenhum dos genétipos do gene MTHFR apresentou associacdo com a PSD e

com a neuropatia sensorial, mesmo apdés ajustado por sexo.

Tabela 12 — Associacao entre polimorfismos da MTHFR e parametros

utilizados para classificar a provavel PSD e a neuropatia

Parametros

CcC
OR (1C95%; p valor)

MTHFR
CT
OR (IC95%; p valor)

TT

OR (1C95%; p valor)

DNE
Alteracéo de forca do quadriceps femural
Alteracéo de forca do tibial anterior
Alteracao do reflexo patelar
Alteragdo da sensibilidade dolorosa do 2° dedo
Alteracao da sensibilidade dolorosa do halux
Alteracdo da sensibilidade ao toque do hélux
Alteracao da sensibilidade vibratéria do halux
Alteracdo da percepcao articular do halux
NSS
Alteracéo Leve
Alteracdo Moderada
Alteracdo Grave
Sensibilidade térmica
Sensibilidade protetora dos pés

Alteracéo do reflexo aquileu

1,06 (0,63-1,79; 0,41)
0,98 (0,36-2,64; 0,48)
1,36 (0,97-1,91; 0,06)
0,98 (0,24-3,96; 0,49)
0,65 (0,13-3,25; 0,30)
1,98 (1,72-2,27; 0,25)
1,49 (0,83-2,67; 0,19)
1,98 (1,72-2,27; 0,25)

1,10 (0,50-2,06; 0,47)
1,17 (0,83-1,64; 0,19)
1,25 (0,83-1,88; 0,17)
0,65 (0,36-0,91; 0,05)
1,18 (0,57-2,46; 0,35)
1,74 (1,32-2,30; 0,00)

0,74 (0,32-1,70; 0,23)
1,23 (0,45-3,33; 0,36)
0,67 (0,33-1,36; 0,12)
1,23 (0,30-4,97; 0,40)
1,65 (0,72-3,74; 0,21)
0,00 (0,00-27,67; 0,29)
0,60 (0,11-3,35; 0,29)
0,00 (0,00-27,67; 0,29)

1,01 (0,71-1,42; 0,47)
0,85 (0,51-1,41;0,26)
0,91 (0,47-1,76; 0,40)
1,73 (1,23-2,24; 0,00)
0,98 (0,33-2,91; 0,49)
0,36 (0,10-1,31; 0,02)

2,38 (0,59-9,54; 0,14)
0,00 (0,00-15,43; 0,37)
0,00 (0,00-11,39; 0,34)
0,00 (0,00-47,05; 0,43)
0,00 (0,00-23,56; 0,40)
0,00 (0,00-251,07; 0,46)
0,00 (0,00-15,43; 0,37)
0,00 (0,00-251,07; 0,46)

2,27 (0,80-6,42; 0,07)
0,41 (0,05-3,07; 0,20)
0,00 (0,00-2,76; 0,14)
0,00 (0,00-1,80; 0,08)
0,00 (0,00-11,39; 0,34)
1,10 (0,15-7,77; 0,42)

Nota: MTHFR (metilenotetrahidrofolato redutase); PSD (polineuropatia simétrica distal); DNE (Diabetic
Neuropathy Examination); NSS (Neuropathy Symptom Score) CC (individuos homozigotos do tipo
selvagem); CT (individuos heterozigotos); TT (individuos homozigotos); OR (odds ratio); IC (intervalo
de confianga).



A média da idade, o tempo de diagndéstico, a hemoglobina glicada, peso, altura,
IMC, LDL, colesterol total e VLDL foram mais altas em participantes com PSD e
associadas ao polimorfismo CC (Tabela 13). O polimorfismo CT apresenta
associacdes com hemoglobina glicada, LDL, triglicerideos e colesterol total (Tabela

13).
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Tabela 13 - Associacdo dos polimorfismos da MTHFR com provavel PSD

Variaveis MTHFR P valor
Sociodemograficas (Média/desvio padréo)
Polimorfismo CC  Polimorfismo CT  PolimorfismoTT cC CT TT
Com PSD/ Com PSD/ Com PSD/
Sem PSD Sem PSD Sem PSD
Idade (anos) 15,23 (2,70) 14,00 (2,54) * 0,05 0,55 *
13,66 (3,07) 8,22 (2,87) 12,78 (3,04)
Tempo de diabetes (anos) 11,35 (3,06) 10,00 (2,40) * 0,02 041 *
9,54 (3,03) 9,18 (2,94) 8,57 (3,71)
Hemoglobina glicada (%) 8,99 (1,88) 9,24 (2,44) * 0,02 0,00 *
8,00 (1,35) 7,95 (1,18) 7,40 (0,53)
Peso (Kg/m?) 62,29 (14,61) 56,13 (19,80) * 0,00 0,44 *
50,77 (15,23) 51,91 (15,93) 47,00 (16,66)
Altura (cm) 1,62 (0,13) 1,57 (0,17) * 0,06 0,80 *
1,55 (0,16) 1,56 (0,16) 1,49 (0,15)
indice de massa corporal 23,38 (2,91) 21,72 (3,91) * 0,00 0,71 *
(Kg/m?) 20,57 (3,52) 21,14 (4,66) 20,50 (5,35)
Pressdo arterial sistélica 108,82 (10,53) 106,20 (13,03) * 0,16 0,91 *
(mmHg) 104,02 (13,12) 105,81 (10,62) 104,28 (9,97)
Pressao arterial diastélica 69,41 (8,99) 67,50 (6,34) * 0,20 0,88 *
(mmHg) 66,00 (10,14) 67,08 (8,48) 66,78 (8,68)
Albumindria (g/dL) 8,21 (5,28) 8,63 (6,29) * 0,72 0,68 *
8,98 (7,92) 11,18 (17,33) 6,56 (7,28)
HDL colesterol (mg/dL) 63,11 (16,57) 53,90 (12,06) * 0,73 0,30 *
61,57 (17,16) 59,45 (16,25) 60,41 (14,58)
LDL colesterol (mg/dL) 107,94 (45,06) 108,70 (37,48) * 0,02 0,03 *
88,12 (29,05) 91,20 (21,88) 89,30 (16,43)
Triglicerideos (mg/dL) 101,88 (47,73) 131,50 (75,63) * 0,00 0,00 *
70,05 (36,96) 72,14 (30.43) 79,15 (33,84)
Colesterol total (mg/dL) 186,53 (57,67) 188,00 (45,85) * 0,02 0,02 *
162,67 (35,93) 164,64 (27,29) 165,15 (23,77)
VLDL (mg/dL) 22,54 (10,99) 34,75 (18,98) * 0,01 0,00 *

15,55 (6,98)

14,21 (5,86)

19,75 (10,30)

Nota: MTHFR (metilenotetrahidrofolato redutase); PSD (polineuropatia simétrica distal); CC (individuos
homozigotos do tipo selvagem); CT (individuos heterozigotos); TT (individuos homozigotos) (*) ndo

haviam participantes PSD e com polimorfismo TT, impossibilitando avaliar associagdo estatistica;

Nos participantes com genétipo CC, a neuropatia sensorial esteve associada a

hemoglobina glicada (p valor=0,00) e ao LDL colesterol (0,04).
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7 DISCUSSAO

Este estudo foi inédito nos diversos aspectos que ele abordou: primeiro por se
tratar de uma coorte bem definida de criangas e adolescentes em acompanhamento
em um ambulatorio de referéncia para diabetes tipo 1; segundo, por estimar a
prevaléncia da PSD em parte de uma populacdo pediatrica brasileira e por ultimo,
observar a associacao da lesdo nervosa com os polimorfismos estudados.

A prevaléncia da PSD — nesta amostra estudada — foi de 14% e observamos
uma ampla variacdo da frequéncia na literatura (7% e 90%). Essa ampla variacao,
estimada entre criancas e adolescentes com DM1, pode estar relacionada a
caracterizacdo da lesdo nervosa atribuida em cada estudo (grau de
comprometimento, tipo lesdo e pessoas assintomaticas e sintomaticas), bem como
aos critérios e instrumentos diagnosticos (JAISWAL et al, 2017; MAH; PACAUD,
2014). Na Eslovaquia foi realizado um estudo com 114 pessoas com DM1 e a
prevaléncia da PSD foi de 29,8% (idade e tempo de diagndstico médio 17,8 e 10 anos,
respectivamente) (SNAHNICANOVA et al, 2018). Em 2022, uma revisdo sistematica
observou que a prevaléncia da provavel PSD em criangas e adolescentes com DM1
variou entre 13,5 e 62%, forma subclinica da PSD entre 22 e 88%; e a PSD confirmada
entre 2,6 e 11% (FRANCESCHI et al, 2022). Ndo encontramos, no Brasil, estudos que
objetivassem estimar a prevaléncia da PSD em criancas e adolescentes com DM1.

Com relacao a triagem e aos instrumentos para diagnosticar a PSD em criancas
e adolescentes com DM1, Neu et al (2013) recomendaram a triagem anual a partir
dos 11 anos de idade ou com cinco anos ou mais de diagndéstico da DM1, o que se
daria por meio da avaliacdo da sensibilidade vibrat6ria (utilizando o diapaséo 128 Hz)
e da investigacdo dos reflexos. A ADA (2017) considera exame anual do pé para
adolescente, no inicio da puberdade ou aos 10 anos de idade, abrangendo a avaliagédo
dos reflexos patelar e aquileu, a avaliacdo dos sintomas neuropaticos, da
proprioceptiva articular e das sensibilidades vibratoria e protetora dos pés (este ultimo
com monofilamento de 10 g) (CHIANG et al, 2018). No entanto, as recomendacgdes
acima estdo relacionadas a investigacdo do envolvimento das fibras grossas, mas as
fibras finas, normalmente, séo as primeiras a apresentarem alteragdes e o diagndstico
precoce tem impacto na qualidade de vida (ASSOCIATION, 2022).

A leséo das fibras finas, fibras nervosas C e Ad pouco ou ndo mielinizadas, sdo

responsaveis pela sensibilidade térmica e percepc¢do a dor e consideradas como
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fatores importantes para a prevencao da ulceracdo plantar (ZIEGLER et al, 2022). A
bidpsia de pele € o padrdo ouro para quantificar a densidade das fibras nervosas
intraepidérmicas e diagnosticar a leséo das fibras finas (BURGESS et al, 2021). Por
outro lado, Nebuchennykh et al (2009) conduziram um estudo com 210 pessoas com
sinais e sintomas de neuropatia e observaram que a biopsia da pele e a avaliacdo da
sensibilidade térmica podem ser complementares e obtiveram sensibilidades
proximas para a deteccdo de anormalidade em fibras nervosas finas.

J4 o envolvimento das fibras grossas, normalmente esti relacionado a
alteracdo das sensibilidades protetora dos pés, tatil, vibratéria e da percepcao articular
e as alteracdes dos reflexos patelar e aquileu (ANANDHANARAYANAN et al, 2022).
Estas alteracdes foram as menos frequentes apresentadas entre os participantes da
amostra estudada (5%, 1%, 4%, 1%, 21% e 13%, respectivamente).

Ha& muitos escores e instrumentos para avaliacdes disponiveis na literatura,
incluindo a triagem de sintomas e a avaliacdo fisica, tanto para diagnosticar a PSD
quanto para avaliar a sua progressdo, com o0 objetivo de identificar o
comprometimento tanto em fibras finas quanto em fibras grossas (ZIEGLER et al,
2022). Combinacfes de mais de um teste tém 87% de sensibilidade na deteccdo da
PSD (VINIK et al, 1995).

A prevaléncia da PSD confirmada (diagnosticada através do ECN) foi de 15,7%,
um pouco acima da prevaléncia observada através dos critérios estabelecidos no
estudo (14%). Nao ha um consenso com relagéo a qual nervo periférico oferece maior
sensibilidade e especificidade para a deteccdo da PSD (WEISMAN et al, 2013).
Alguns estudos sugerem a avaliacdo de nervos motores e outros recomendam nervos
sensoriais, no entanto, as fibras sensoriais mais distais sdo frequentemente as
primeiras a serem afetadas; e Karacayir, Varol e Utku (2005) observaram que o nervo
sural (avaliado proximo ao maléolo lateral do pé) serve como parametro confiavel para
identificar, precocemente, a PSD. Assim como em nosso estudo, eles também
observaram que as amplitudes foram reduzidas e associadas a PSD; também
observamos esta associacdo com a neuropatia sensorial. Em nosso estudo,
avaliamos apenas o nervo sural (referéncia no maléolo lateral) e ndo foi possivel
avaliar estas relagdes. A anormalidade predominante do ECN ¢é a perda de ax6nios o
que, eletrofisiologicamente, significa a redugcéo nas amplitudes e ndo nas velocidades

de conducéo nervosa e, por isto, as alteracbes observadas podem nao ser a melhor
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estratégia para monitorar a progressao da lesdo neural (ANANDHANARAYANAN et
al, 2022).

As alteracdes dos ECN estéo relacionadas a idade e ao tempo de diagnéstico,
mas, no presente estudo, ndo observamos a associacdo estatistica (p valor=0,70;
0,84, respectivamente) (ANANDHANARAYANAN et al, 2022).

Apenas 35% da amostra estudada aceitou realizar o ECN e a concordancia
entre os avaliadores foi considerada substancial (k=0,697). Acreditamos que a
amostra baixa interferiu nesta relacdo, mas a alta prevaléncia de participantes com
neuropatia sensorial (42,71% diagnosticado através do NSS) nos leva a acreditar que
a biopsia de pele (considerado padréao ouro para diagnosticar lesdes em fibras finas)
poderia ter aumentado esta prevaléncia. Assim, ter analisado melhor a concordancia,
a sensibilidade e a especificidade dos instrumentos e escores utilizados. Fibras finas
nervosas ndo mielinizadas séo afetadas no inicio do DM1 e ndo sdo avaliadas em
ECN. Tanto o ECN quanto a biopsia de pele (fibras nervosas intraepidérmicas) séo
caros, requerem profissionais habilitados, sdo demorados e trabalhosos, tornando-os
impraticaveis para a rotina clinica (WEISMAN et al, 2013).

Utilizamos o NSS para estimar a neuropatia sensorial, avaliamos a alteracéo
da temperatura térmica e investigamos 0s sintomas sensoriais — e estes sao exames
simples e que podem ser utilizados na pratica clinica, inclusive em criancas.
Consideramos esta possibilidade devido a metodologia empregada e observamos
que, quando perguntdvamos se a crianca apresentava alguma sensacao
desagradavel nos membros inferiores, o relato destas sensacdes s poderia ser dito
por guem, de fato, a experienciasse. A alteracdo da sensibilidade térmica foi frequente
em 23% e 54% relataram sintomas sensoriais relacionados a dor. Através do NSS
observamos que 42,71% das criancas e adolescentes tinham neuropatia sensorial. A
neuropatia sensorial esta relacionada ao mau controle glicémico e observamos uma
associagao estatistica nesta relacao (p valor=0,00). Foi relatado ser predominante no
sexo masculino, tanto no DM1 quanto no DM2 (ANANDHANARAYANAN et al, 2022)
e observamos que ser menina € um fator protetor para a neuropatia sensorial. Embora
ainda ndo se conhega exatamente a plausibilidade biolégica para a neuropatia
sensorial, uma hipotese sugere que alteracdes no fluxo de glicose no sangue
produzam alteracbes no fluxo sanguineo epineural, levando a isquemia; também
foram sugeridas que citocinas pro-inflamatorias da ativagcdo da microglia também
corroboram nesta relacdo (ANANDHANARAYANAN et al, 2022).



76

A hemoglobina glicada foi associada a PSD, tanto nas meninas quanto nos
meninos, e suas relacbes ja foram difundidas em grandes estudos com DM1
(SVENSSON, IBFELT, CARSTENSEN et al, 2022; ALBERS et al, 2010). A
hiperglicemia induz duas vias responsaveis pelo dano neural: via metabdlica e
isquémica e estas estdo intimamente relacionadas. A ativacdo destas vias
desencadeia sucessivos processos inflamatérios e isquémicos que culminam em
comprometimento da conducdo nervosa, na disfungdo neurovascular, apoptose e
déficits sensoriais (BURGESS et al, 2021).

Com relacdo ao perfil lipidico, postula-se que ha uma relacédo linear entre
concentracfes de lipidios e alteracdes microvasculares e, apesar de termos
parametros de concentracdes para classifica-los, as pessoas se beneficiam ao
atingirem niveis mais baixos (REH et al, 2011). A dislipidemia & multifatorial, mas ela
esté relacionada ao mal controle glicémico, a resisténcia a insulina e a suscetibilidade
genética (BULUT; DEMIREL; METIN, 2017). Homma et al (2015) realizaram um
estudo no Brasil e observaram uma prevaléncia de dislipidemia de 72,5%. No entanto,
Bulut, Demirel e Metin (2017) realizaram um estudo com criangas turcas e com DM1
e encontraram uma prevaléncia de 26,2%, ou seja, uma variacdo consideravel que
pode ser devida aos diferentes perfis da populacdo (fatores étnicos, habitos
alimentares, sociais e critérios de inclusdo). O hipotireoidismo é uma condicdo que
pode influenciar o perfil lipidico, mas hipotireoidismo foi critério de exclusao no nosso
estudo. Nao classificamos o perfil lipidico da amostra estudada, mas observamos que
0s niveis séricos do triglicerideo, LDL colesterol e VLDL colesterol foram mais altos
nos participantes com PSD. Niveis baixos do HDL tém efeitos protetores (inibicdo da
inflamacéo, oxidacdo, trombose e da vasodilatacdo), eles também participam na
remocao de lipidios das células periféricas através do transporte reverso do colesterol,
0 que, potencialmente, melhora a inflamacdo e o controle glicémico. Apesar de
observamos niveis mais baixos nos participantes com PSD, HDL colesterol ndo
apresentou associacdo, como fator de risco ou protecdo, com PSD e neuropatia
sensorial. Os niveis mais baixos, nesta populacdo, podem estar relacionados a
frequéncia da pratica da atividade fisica (34%) e ao sobrepeso (35%).

A PSD também se mostrou associada aos fatores de risco bem estabelecidos
na literatura, tais como: a idade, o tempo de diagnostico, IMC, peso e altura
(TESFAYE; SELVARAJAH, 2012). A altura esta relacionada porque ax6nios mais
longos sdo mais susceptiveis ao dano celular (CORREA-GIANNELLA; VIEIRA, 2008).
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As complicacbes microvasculares nos jovens com DM1 diferem por
apresentarem quadros clinicos menos graves e com manifestacdes mais sutis,
quando comparados aos adultos. Isto porque os diabéticos jovens apresentam sinais
e sintomas subclinicos e isso poderia explicar a diminuicdo da sensibilidade de
algumas ferramentas de triagem para complicacées microvasculares em diabetes de
inicio juvenil (ZIEGLER et al, 1998; TOMMERDAHL et al, 2021). Jende et al (2018)
observaram que a PSD também é diferente entre pessoas com DM1 e DM2. No DM1
as lesdes estéo relacionadas com o mal controle glicémico e com a perda da conducao
nervosa, enquanto na DM2 elas estdo associadas ao metabolismo lipidico. No
entanto, essas diferencas precisam ser melhor elucidadas em criancgas e adolescentes
com DM1 e DM2 (TOMMERDAHL et al, 2021).

As complicacdes microvasculares tém sido mais prevalentes em meninas
adolescentes em comparagdo com meninos (DONAGHUE et al, 2018; AABERG et al,
2008). N6s observamos que, nesta amostra ser menina apresentou um risco 1,72
vezes maior para a neuropatia sensorial do que os meninos (p valor=0,03), mas néo
observamos esta associacdo com a PSD (p valor=0,36).

Evidéncias sugerem que a suscetibilidade genética exerca influéncia na
disfuncdo microvascular (MONTI et al, 2007; WITZEL et al, 2015). A neuropatia
sensorial apresentou uma associacdo com a histéria materna de diabetes (mée e
bisavd) e a histéria paterna do tio avé. Nao observamos esta associagcdo com PSD
para nenhuma relagdo familiar investigada, tanto de forma isolada quanto agrupada.
Um estudo realizado na China nos adultos com DM1 e DM2 investigou a relacdo entre
complicacBes do pé diabético e no histdrico familiar se observou uma associa¢do com
o histérico materno de DM. Apesar do estudo ndo ser relacionado diretamente a PSD,
a classificacdo do pé diabético considera a PSD e a vasculopatia como critério.
Também observaram associacdo da PSD com o fato de se ter mais de um membro
da familia com DM, no entanto, eles apenas analisaram o histérico familiar de mae,
pai e irmao (XIONG et al, 2020).

Jaiswal et al (2017) sugerem que as diferentes etnias entre jovens e adultos
com DM1 e as suas relagdes com as complicagbes microvasculares precisam ser
melhores compreendidas, no entanto, nés néo avaliamos o fen6tipo e a sua correlagéo
com complica¢cdes microvasculares e suas possiveis relacdes com a PSD.

A autoimunidade também tem sido sugerida como mecanismo patogénico para
a PSD (STROKOV et al, 2003). A IL-4 desempenha um papel fundamental na
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autoimunidade e age como um anti-inflamatério (BURACZYNSKA et al, 2017). A
inflamacé&o do endotélio € um grande precursor da lesdo neural, portanto, a IL-4, como
uma citocina anti-inflamatéria, pode favorecer a PSD (BASOL et al, 2013). Nao
observamos associa¢fes dos polimorfismos do intron 3 VNTR com a PSD e com a
neuropatia sensorial. IL-4 regula o metabolismo de lipidios e glicose (ARABABADI,
2010; ALl et al, 2018) e o0 alelo A1, comparado ao A2, apresenta menor efeito deletério
(KASZNICKI et al, 2012). No entanto, observamos fortes associagbes com varios
fatores de risco, relacionados a PSD, entre os que apresentavam genotipo A1Al
(tempo de diabetes, hemoglobina glicada, peso, altura, IMC, triglicerideos, colesterois
VLDL e total). Curiosamente, o alelo A1 ndo se apresentou associado a PSD e a
neuropatia sensorial.

Estudos que analisaram a associacdo destes polimorfismos com a PSD
também os correlacionaram fortemente com as doencas cardiovasculares que séo,
em sua maioria, mais frequentes em adultos (SOBTI et al, 2010; BURACZYNSKA et
al, 2017). Isto nos faz pensar que o fato desta populacdo de estudo ser constituida de
criancas e adolescentes, talvez aponte para o fato de que os efeitos deletérios estejam
relacionados ao tempo de exposicdo, ou seja, a idade. Nao encontramos estudos que
analisassem crianc¢as e adolescentes com DM1.

O gene MTHFR é uma variante termolabil que reduz a atividade e o aumento
dos niveis de homocisteina. Heterozigotos para mutacdo (CT) tém cerca de 60% da
sua atividade enzimatica, quando comparados com homozigotos (CC); e o0s
homozigotos para mutacao (TT) apresentam apenas 30% da atividade (CHANGO et
al, 2000). O aumento dos niveis de homocisteina pode afetar a funcdo nervosa por
efeitos citotdxicos diretos ou por dano oxidativo das células endoteliais, levando a uma
arteriolosclerose oclusiva em pequenos vasos (JIANBO et al, 2011). O alelo T foi
frequente em 28% e o alelo C em 72% da amostra estudada A frequéncia do alelo T
difere entre os paises e etnias, mas, nos indigenas americanos foi a mais alta
observada (65%) (CONTRERAS-CUBAS et al, 2016).

A prevaléncia dos polimorfismos C677 esta relacionada a etnia; e no Brasil a
sua origem é extremamente heterogénea, caracterizando uma complexa
miscigenacdo étnica. Arruda et al (1998) realizaram um estudo para determinar a
prevaléncia da mutacdo C677T entre diferentes grupos étnicos e observaram que em
10% dos caucasianos, 1,45% dos pretos e 1,2% dos indigenas eram homozigotos

variantes. Em nosso estudo, a frequéncia foi de 7,04%, mas nao registramos a etnia
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para considerar a influéncia étnica. Criancas e adolescentes heterozigotas
representaram 40,70% e homozigotas 72%. No estudo de Arruda et al (1998) a
frequéncia da homozigose foi maior entre pretos e indigenas (78,5% e 61,3%,
respectivamente).

Encontramos oito estudos que tiveram como objetivo avaliar a associacdo do
polimorfismo C677T com a PSD e os resultados foram divergentes (WU et al, 2016).
Considerando o tipo de DM e o ciclo de vida, todos estudaram adultos e avaliaram
DM2 (AMBROSCH et al, 2001; COSTACOU et al, 2006; YIGIT, KARAKUS, INANIR,
2013; MOLINA et al, 2013; SETTIN et al, 2014; RUSSO et al, 2015; JIMENEZ-
RAMIREZ et al, 2017; HAMIDI; RADFAR; AMOLI, 2018). As nacionalidades também
diferiram (Turquia, Pensilvania, Iraque, Egito, Porto Rico, China, Alemanha, Espanha).
Um dos estudos ndo seguia a definicdo de critérios recomendados para classificar a
PSD e utilizou apenas o monofilamento de 10 g (MOLINA et al, 2013. Com relacao a
amostra, uma delas foi considerada muito pequena e referiu esta limitacdo em seu
estudo (AMBROSCH et al, 2001); e outro trabalhou com uma série histérica de 1950
a 1980 (COSTACOU et al, 2006); a série historica esta sujeita aos vieses de
informacdo e deteccdo. A associacdo entre o polimorfismo C677T e PSD foi
observada em cinco estudos (AMBROSCH et al, 2001; YIGIT, KARAKUS, INANIR,
2013; MOLINA et al 2013; SETTIN et al; HAMIDI; RADFAR; AMOLI, 2018); entretanto,
trés ndo observaram esta associacdo (COSTACOU et al, 2006; RUSSO et al, 2015;
JIMENEZ-RAMIREZ et al, 2017). Nosso estudo ndo encontrou associacgio estatistica
significante para nenhum gendétipo analisado, mesmo apds ajuste de possiveis
variaveis confundidoras. Contudo, o genétipo CC mostrou-se associado como fator de
protecdo para uma alteracéo da sensibilidade térmica (OR=0,65; IC95%= 0,36-0,91;
p valor= 0,05) e, por outro lado, o genétipo CT apresentou-se como fator de risco
(OR=1,73; 1C95%= 1,23-2,24; p valor= 0,00). O numero reduzido de individuos TT e
a auséncia deste classificado como provavel PSD impediu que pudéssemos analisar
possiveis interagdes, tanto com a condicdo quanto para 0s sinais e sintomas
avaliados. Individuos homozigotos (CC), mesmo tendo melhor atividade enzimatica
guando comparados com os heterozigotos (CT) e com a variante homozigota (TT)
foram mais associados aos fatores de risco para a PSD (idade, tempo de diagndstico,

HbAlc, peso, IMC, triglicerideos, VLDL e os colesterdis LDL e total).
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LIMITACOES DO ESTUDO

A auséncia de participante com a variante homozigota, principalmente entre os
participantes com PSD, impossibilitou a andlise de suas associac¢des. Isto porque
individuos com genotipo TT tém uma producdo mais alta de homocisteina. Além disso,
a auséncia de informacdes com relacao a etnia da populacéo impossibilitou avaliar a
relacdo entre frequéncia dos alelos e polimorfismos, bem como de suas relacdes com
a lesdo neural. Consideramos que a falta de informacgé&o sobre etnia possa ter gerado
um fator de confus@o, que poderia ser perfeitamente controlada na andlise estatistica,
possibilitando olhar o seu efeito.

Jaiswal et al (2017) sugerem que as diferentes etnias entre jovens e adultos
com DM1 e as suas relagdes com as complicagbes microvasculares precisam ser

melhores compreendidas, no entanto, nés ndo avaliamos o fen6tipo e a sua correlagéo
com complica¢des microvasculares e suas possiveis rela¢cdes com a PSD.

A expressao génica também é influenciada por mecanismos epigenéticos
(influenciados por fatores genéticos e ambientais). Mas, apesar de termos coletado
variaveis clinicas e laboratoriais, acreditamos que possa ter outro mecanismo que
esclareca sobre uma possivel interferéncia funcional do polimorfismo.

Outro ponto importante € que a variante genética C677T do gene MTHFR foi
associada a individuos com DM2, predispondo a reducédo da atividade enzimatica
(hiperhomocisteina) e niveis mais baixos de folato, vitaminas B6 e B12 (ZHONG et al,
2013). Acredita-se que grande parte da variagdo dos niveis de homocisteina seja
causada pelos niveis de folato e vitamina B12 e, portanto, a introducdo de vitaminas
e minerais na rotina dietética possa minimizar a deficiéncia enzimatica causada pelo
polimorfismo C677T (COPPOLA et al, 2000). Como ndo avaliamos a ingesta destes
componentes na amostra do estudo, ndo pudemos analisar os efeitos confundidores
desta relagéo.

O uso da metformina tem sido associado a deficiéncia da vitamina B12 e, neste
estudo, excluimos individuos em uso de metformina e/ou com deficiéncia da B12 (WElI
et al, 2022).

A deteccdo precoce necessita estar alinhada a educacdo em saude desta
populacdo com relacdo aos efeitos do descontrole glicémico, principalmente porque
ha evidéncias de que o controle rigoroso da glicemia previne a neuropatia no DML1.

Enfatizamos dois testes simples, faceis e que foram perfeitamente compreendidos
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pela populacdo do estudo: o teste para avaliar a sensibilidade térmica (usando tubos
de ensaio). Ainda assim, chamamos a atencao para a importancia das investigacoes,
principalmente em relacdo a neuropatia sensorial. A detec¢do nos estagios iniciais €
fundamental para possibilitar uma janela de oportunidade para o tratamento
multifatorial e para limitar a progressao da PSD. Isto se deve ao fato da degeneracao
das fibras finas possuirem maior potencial a lesdo, mas, em contrapartida, ao fato de

elas terem maior capacidade regenerativa.
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8 CONCLUSAO

Foi possivel caracterizar uma amostra de criancas e adolescentes com DM1 do
Brasil, acompanhadas sistematicamente por um ambulatério de referéncia, em um
hospital universitario. Apesar da concordancia dos instrumentos utilizados e o ECN
nao ter sido 6tima, abordamos as possiveis interacdes que possam ter ocorrido.

Este estudo também possibilitou a analise de muitas variaveis clinicas e
laboratoriais associadas a fatores de risco microvasculares.

N&o encontramos associacao entre o polimorfismo C677T do gene MTHFR e 0
polimorfismo I3VNTR do gene IL4. No entanto, o estudo fornece outras associacdes
e sugere possiveis implicacdes para esses achados. A falta de associacao observada
entre os polimorfismos investigados e a PSD podem ter sido influenciados pela falta

de informacdes étnicas ou pela caracteristica da populacéo (criancas e adolescentes).
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9 PERSPECTIVAS FUTURAS

Com relacdo a amostra do estudo, consideramos o tamanho amostral
satisfatorio para estimar a prevaléncia da PSD porque ndo tivemos recusa ou
desisténcia para participacdo na pesquisa e os participantes eram acompanhados
rotineiramente em um ambulatorio de referéncia em DM1. No entanto, consideramos
ressaltar que pesquisas futuras analisem a associagéo dos polimorfismos com a PSD
a partir do estudo observacional do tipo caso controle aninhado ao estudo seccional.
Isto porque polimorfismos sdo, comumente, eventos raros portanto sugerimos que o
desenho da pesquisa seja estudo observacional analitico do tipo caso controle
aninhado ao seccional. Neste caso, o tamanho amostral do estudo seccional devera
ser maior para permitir a identificacdo dos casos (criancas e adolescentes com
polimorfismos).

A interleucina 13 (IL13) apresenta semelhancas na organizacao interna com a
IL4 (sitios de ligacdo para fatores transcricionais comuns), com cerca de 25% de
similaridade de sequéncia, apresentando 4 exons e 3 introns e levantando a hip6tese
de que estes dois genes tenham surgido a partir de um evento Unico de duplicacéo
(CHEN et al, 2004). Seus polimorfismos apresentam caracteristicas importantes para
a sinalizacao do receptor 1L4/13, regulando a susceptibilidade e gravidade da doenca.
Tanto a IL4 quanto a IL13 provocam inflamacéo tipo 2 potencialmente patogénica. A
interacao das citocinas com seus receptores é complexa e é importante analisar como
as variacOes individuais de um gene modificam a atividade comum de uma certa
proteina que age em uma mesma via potencializando, assim, seu efeito
(MCCORMICK; HELLER, 2015). Sugerimos que novos estudos possam analisar o
efeito combinado da IL4 e da IL13 na lesao neural.

Com relacédo ao gene MTHFR, a medicéo dos niveis de homocisteina é uma
estratégia para analisar o seu efeito sobre a lesdo neural (GOLBAHAR et al, 2015),

portanto, sugerimos que esta relacao podera ser melhor avaliada em futuros estudos.
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AVALIACAO DE NEUROPATIA DIABETICA

| — IDENTIFICACAO

Fichan®|_|__|_|
Prontuarion® |__ | ||| |||
Data: |__|_V__|_IN__|__|
Entrevistador
Idade:

Sexo: |__|

Bairro:

Escolaridade: Sem escolaridade |__| alfabetizado |__|
de 2 a5 anos estudados |__| de 6 a9 anos|__| de 10
al3anos |_ |

Renda familiar: |__|< 1 salario minimo; |__|1 salario
minimo até 2 salérios; |__|> 2 salarios até 3 salarios;
|__|> 3 salarios até 4 salérios; |__|> 4 salario até 5
salarios; |__|> 5 até 6 salarios; |__|>6 salarios até 7
salarios; |__|> 7 salarios até 8 salarios; |__|> 9
salarios até 10 salarios; |__|>10 salarios minimos.

Il — INVESTIGACAO CLINICA

2.1. Tipo de diabetes mellitus 1 - DMI

[]

2.2. Tempo de diagnéstico em anos

2.3. Histéria Familiar de Diabetes

|__| pai |__| mée |__| irmdo (&) |__| tios (as) |__|
primos (as) |__| avls (6s) |__| bisavés (6s)

2.4. Hipoglicemia interconsulta (1- sintoméatico; 2- assintomatico)

2.5. Hipoglicemia grave no altimo ano (1- sim; 2- ndo)

2.6. Cetoacidose no Ultimo ano (1- sim; 2- ndo)

2.7.Politrria (1- sim; 2- ndo)

2.8. Polidipsia (1- sim; 2- ndo)

2.9. Polifagia inter consulta (1- sim; 2- ndo)

2.10. Emagrecimento interconsulta (1- sim; 2- ndo)

2.11. Nefropatia (1- sim; 2- ndo)

2.12. Retinopatia (1- sim; 2- ndo)

2.13. Ulcera previa (1- sim; 2- ndo)

2.14. Ulcera atual (1- sim; 2- ndo)

2.15. Calorias na alimentacao (quantidade)

cal

2.16. Doengas Associadas ao Diabetes

2.17. Tipo de alimentacdo (1- quantidade; 2- contagem)

2.18. Atividade fisica (1- orientada; 2- n&o orientada; 3- sem
atividade)

2.19. Peso (dia da avaliagc&o)

Kg

2.20. Altura (dia da avalia¢do)

cm

2.21. IMC (dia da avaliacéo)

2.22. Conservacgéo da insulina (1 — satisfatoria; 2 — ndo satisfatoria)

2.23. Presséo arterial sistémica (mais préxima da avaliacéo)

X mmHg

Uso de Insulina

2.24. Usa aparelho de Bomba de Insulina (1 — sim; 2 — ndo)

2.25. Qual a insulina que estd usando no momento
(1 = NPH; 2 — Glargina; 3 — Detemir; 4 — QOutra)

Outra:

2.26. Dose da insulina lenta que estd usando no momento

A. Dose U\dia B. Dose U\kg

2.27. Numero de aplicagbes por dia da insulina lenta que esta
usando no momento

(1 — umavez; 2 — duas vezes; 3- trés vezes; 4 — quatro vezes;

5 - ndo sabe; 6 — sistema de infusdo continua)

2.28. Faz uso no momento de insulina de acao rapida
(1 - Sim, regularmente; 2- Sim, mas irregularmente (quando tenho);
3- Ndo uso; 4- Ndo sabe)

2.29. Qual a insulina de agéo rapida que esta usando no momento
(1 — Regular; 2 — Lispro; 3 — Aspart; 4 — Outra)

[ Outra:

2.30. Dose de insulina de agado rapida que esta usando no momento
(exemplo ontem)

A. Dose U\dia B. Dose U\kg

2.31. Numero de aplica¢des por dia de insulina de agdo rapida que
estd usando no momento

(1 — uma vez; 2 — duas vezes; 3- trés vezes; 4 — quatro vezes;

5 - ndo sabe)
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2.32. Faz automonotorizagdo da glicemia em casa ho momento. Se
nao, pular para o item 2.32. (1 —sim; 2 — ndo)

2.33. Numero de medicdes da glicemia por dia
(Colocar o nimero de medices por dia)

2.34. Hemoglobina Glicada

1° Y 4 4 Y

N T O |

2° Y O ] 1 |
O 4 4 |

40

2.34. Lipidograma

LDL colesterol
Triglicerideos

Colesterol total
HDL colesterol

2.35. Albuminuria

2.36. Classificacdo de Tanner I L T | I 1 I e I\ | |V
2.37. Polimorfismo do gene VEGF (1 — sim; 2 — ndo) ||
Neuropatia Diabética
. . ~ D1 |_| D2 || D3 || D4 |_]
Perda da sensibilidade protetora (1 — sim; 2 — N&o) E1 || E2 || E3 [ | E4 [|
Sinal da prece (1 — positivo; 2 — negativo) |
Teste de Aquiescéncia (1 — Alterado; 2 — Normal) ||
Escore de Sintomas Sensoriais () Se NAO, interromper a avaliacio
Vocé tem experimentado dor ou desconforto nas pernas? () Se SIM, continuar a avaliacao
Que tipo de sensacao mais te incomoda? (Descrever os sintomas se | ( ) Queimacgdo, dorméncia ou formigamento. 2 pts
0 paciente ndo citar nenhum destes) () Fadiga, cdimbras ou prurido 1 pts
()Pés 2 pts
Qual a localizagdo mais frequente desse (a)? (sintoma descrito) () Panturrilha 1pt
() Outra localizacao 0 pt
Existe alguma hora do dia em que este (a) (sintoma descrito) E ; Bﬂ:gmg 3 gf;ti a noite i SES
aumenta a intensidade?
() Apenas durante o dia 0 pt
Este (a) (sintoma descrito) ja o (a) acordou durante a noite? () Sim Lpt
' () Ndo 0 pt
Alguma manobra que vocé realiza é capaz de diminuir este (a) | ( ) Andar 2 pts
(sintoma descrito)? (Descrever as manobras para o paciente se ele | () Ficar de pé 1pt
ndo citar nenhuma delas) () Sentar ou deitar 0 pt
Classificagdo: Leve/ Moderado/Grave.
Um escore de 3-4 implica em sintoma leve. 5-6 sintomas | Escore Total
moderados e 7-9 sintomas graves.
Sinais negativos (1 —sim; 2 — ndo) Formigamento |__| Dorméncia |__|
Sinais positivos (Dor) (1 — sim; 2 — ndo) Queimacdo |_| Pontada |__| Choque |_|
Agulhada |__| Punhalada |__| Outra |

Sensibilidade Térmica (1 — Alterado ou ausente; 2 — Normal)

Pé direito - Agua fria |__|

Pé direito - Agua quente |__|

Pé esquerdo — Agua fria |_|

Pé esquerdo — Agua quente |__|

Escore de Forca Muscular

- Somente a perna e o pé direito sdo testados
- Escore entre 0-2 onde;

0= Normal

1= Debilidade Suave/Moderada:

Forca muscular: MRC 3-4

Reflexo: pouco, mas presente.
Sensagéo: pouca, mas presente.

2= Gravemente interrompido/Ausente:
Forca muscular: MRC 0-2

Reflexo: ausente

Sensagdo: ausente

- Escore méaximo: 16 pontos

3.8.1 - quadriceps femural:
||

3.8.2 - tibial anterior: dorsiflex&o
Reflexo

3.8.3 - triceps sural

Sensibilidade do segundo dedo
3.8.4 - sensibilidade a picada de agulha
Sensibilidade do Halux

3.8.5 - sensibilidade a picada de agulha
3.8.6 - sensibilidade ao toque

3.8.7 - percepcao de vibragéo

3.8.8 — percepcgéo articular

Extensdo de Joelho

EFM ||
Polimorfismos IL4 crianca __|ALTA1 |__|A1A2 |__|A2A2
Polimorfismos MTHPR crianca |__|cC |__|CT 7T
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ECN

VCND |

AmpliD |

VCNE | |
AmpliE | |

Observacdes:
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APENDICE 2 - Termo de consentimento Livre e Esclarecido para responséaveis

de criancas e adolescentes com diabetes mellitus

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
Protocolo n° 60302816.7.0000.5264 Verséao 3
(de acordo com as Normas da Resolugédo n°® 466/12, do Conselho Nacional de Saude de

12 de dezembro de 2012).

Numero do Centro: Numero do estudo: 1.910.920
Seu filho (a) esta sendo convidado (a) para participar de uma pesquisa, cujo tema é
“Associacdo entre polimorfismos genéticos, variaveis clinicas e sociodemograficas com
diagnéstico de provavel polineuropatia simétrica distal em uma coorte de criancas e
adolescentes com diabetes tipo 1”. O objetivo do estudo é estimar a prevaléncia de neuropatia
diabética e investigar a associacdo de polimorfismos com a neuropatia, em criangas com
diabetes, além de atuar com educacgdo em saude para diminuir o impacto desta doenca no
ambulatério de diabetes. Portanto, sua colaborag&o € importante para a pesquisa em saude.

A neuropatia € uma lesdo nos nervos, normalmente nas pernas e frequente em
diabéticos, que causa dor e dificuldade para andar. Seu filho (a) sera examinado pelos
pesquisadores. A participagdo no estudo consiste em responder a um questionario, ter pernas,
pés, forca e sensibilidade como fatores avaliados no dia da consulta regular. Também sera
feito pesquisa no prontuario médico para coleta de informagfes relacionadas ao diabetes.
Caso seja diagnosticada a neuropatia, daremos toda informagdo necessaria quanto aos
cuidados. Coletaremos amostra de saliva para analise de DNA, com o objetivo de verificar a
presenca de genes relacionados a inflamacao dos nervos (VEGF e RAAS). A coleta é gratuita
e colhida no IPPMG e poderé ser obtida a partir de bochechamento de um pequeno volume
de agua com acucar. Todo material coletado sera encaminhado ao Laboratério de Genética
Molecular Humana do UERJ e apés a andlise o material coletado sera descartado. Uma vez
gue seu filho (a) apresente um destes genes, isso ndo implica, necessariamente, no
desenvolvimento da lesdo nervosa. Se futuramente as pesquisas confirmarem que este gene
est& envolvido no desenvolvimento da lesdo nervosa, ainda assim ele ndo sera o fator mais
importante. Hoje, o controle glicémico é o fator mais importante para prevenir a neuropatia.
Se seu filho (a) ou o (a) Sr (a) quiser solicitar acompanhamento psicolégico apds o resultado
do exame é sO solicitar a um pesquisador. O(A) Senhor(a) tera acesso aos resultados de
todas as avaliacbes e dos exames que seu (sua) filho(a) realizar. As informac¢des obtidas,
através dessa pesquisa, seréo confidenciais e asseguramos o sigilo sobre a sua participacao.
Os dados seréo divulgados de forma a néo possibilitar a sua identificacdo. Os resultados seréo
divulgados em apresentacfes ou publicacdes com fins cientificos ou educativos.

A participacdo do seu filho (a) ndo é obrigatéria e a qualquer momento vocé pode
desistir de participar e retirar o seu consentimento. Sua recusa nao trara nenhum prejuizo em
sua relacdo com os pesquisadores e nem com qualquer setor deste hospital.

Participar desta pesquisa nao implicard nenhum custo para vocé, e, como voluntério,
vocé também nao recebera qualquer valor em dinheiro como compensacao pela participacao.

Este estudo foi revisado pelo seguinte Comité de Etica em Pesquisa (CEP), do Instituto
de Puericultura e Pediatria Martagdo Gesteira (IPPMG/UFRJ), formado por um grupo que se
relne para avaliar os projetos e assegurar que 0sS mesmos nao tragam nenhum dano aos
participantes da pesquisa. Esta pesquisa recebeu parecer favoravel do CEP na reunido
realizada em 07/02/17. Se vocé tiver alguma consideracdo ou davida sobre a ética da
pesquisa, entre em contato com o CEP localizado na R. Bruno Lobo, n.° 50 — Cidade
Universitaria/llha do Fund&o - 3° andar — CEP: 21941-912 ou pelo telefone 2590-3842, de
segunda a sexta-feira, das 9 as 15 horas.

Os pesquisadores estardo a disposicao para qualquer esclarecimento sobre o estudo
no ambulatoério de diabetes do IPPMG (3°, 5° e 6° feira das 8 as 16 horas) ou pelos contatos
anexados no final deste TCLE.
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Eu, , responsavel pelo
menor , acredito ter sido
suficientemente informado a respeito das informacdes sobre o0 estudo acima citado que li ou
gue foram lidas para mim.

Eu discuti com o\a pesquisador(a), sobre a minha decisdo em aceitar que meu filho (a)
participe deste estudo. Ficaram claros para mim quais sdo 0s propésitos do estudo, os
procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de
confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha
participacao € isenta de despesas e que tenho garantia de acesso a tratamento hospitalar
quando necessario. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar o
meu consentimento a qualquer momento, sem penalidades ou prejuizos e sem a perda de
atendimento nesta Instituicdo ou de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido. Eu
receberei uma copia desse Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e a outra
ficard com os pesquisadores desta pesquisa. Deverei guardar uma copia deste TCLE para
meu proéprio registro. Dou minha permissao a essas pessoas para que tenham acesso a meus
registros.

Além disso, estou ciente de que eu (representante legal do menor) e o\a pesquisador(a)
deveremos rubricar todas as folhas desse TCLE e assinar na ultima folha.

Data /]

Responsavel legal pelo participante da pesquisa

Nome do pesquisador Assinatura do(a) pesquisador(a)

Pesquisadores:

Jorge Luiz Luescher (21) 99661-5537 / luescher _@hotmail.com

Ludmila Nascimento Rodrigues Campos (21) 99917-8069 / lunarcl@hotmail.com
Raquel Garcia Rocco da Silva — (21) 99196-0123 / raquel.rocco@ifrj.edu.br
Marcia Gongalves Ribeiro — (21) 2590-4891/ marciargen@yahoo.com.br

Marcelo Costa Lima (21) — 2334-0309 / marceloacostalima@gmail.com

Claudia de Melo Moura (21) 2334-0309 / claumeloura@yahoo.com.br
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APENDICE 3 - Termo de assentimento para criangas e adolescentes com

diabetes mellitus

Termo de Assentimento
Protocolo n° 60302816.7.0000.5264 Versao 3
(de acordo com as Normas da Resolugédo n°® 466/12, do Conselho Nacional de Saude de

12 de dezembro de 2012).

Numero do Centro: Numero do estudo: 1.910.920

Vocé estd sendo convidado(a) a participar da pesquisa chamada “Associacdo entre
polimorfismos genéticos, variaveis clinicas e sociodemograficas com diagnéstico de provavel
polineuropatia simétrica distal em uma coorte de criancas e adolescentes com diabetes tipo
1”. Antes de decidir se quer participar, € importante que vocé entenda porque o estudo esta
sendo feito e 0 que ele envolvera. Discutimos esta pesquisa com seus pais ou responsaveis
e eles sabem gue também estamos pedindo seu acordo. Se vocé participar da pesquisa, seus
pais ou responsaveis também terdo que concordar. Mas se vocé nao desejar fazer parte da
pesquisa, ndo é obrigado, até mesmo se seus pais concordarem. Vocé pode discutir qualquer
coisa deste formulario com seus pais, amigos ou qualquer um com quem VOcé se sentir a
vontade de conversar. Vocé pode decidir se quer participar ou ndo depois de ter conversado
sobre a pesquisa e ndo é preciso decidir imediatamente. Pode haver algumas palavras que
ndo entenda ou coisas que vocé quer que eu explique mais detalhadamente porque vocé ficou
mais interessado(a) ou preocupado(a). Nesse caso, por favor, peca que pare a qualquer
momento e eu explicarei. Nao tenha pressa de decidir se deseja ou ndo participar deste
estudo.

O objetivo do estudo é estimar a prevaléncia de neuropatia diabética e investigar a
associacao de polimorfismos com a neuropatia, em criangas com diabetes, além de atuar com
educacao em saude para diminuir o impacto desta doenca no ambulatério de diabetes.
Portanto, a sua colaboracgéo é importante para a pesquisa em saude.

A neuropatia € uma lesdo nos nervos, normalmente nas pernas e frequente em
diabéticos, que causa dor e dificuldade para andar. Vocé serda examinado pelos
pesquisadores. A participacdo no estudo consiste em responder a um questionario, ter pernas,
pés, forca e sensibilidade avaliadas no dia da consulta regular. Também sera feito pesquisa
no prontudrio médico para a coleta de informagdes relacionadas ao diabetes. Caso seja
diagnosticada neuropatia, daremos toda informacdo necessaria quanto aos cuidados.
Coletaremos amostra de saliva para analise de DNA com o objetivo de verificar a presenca
de genes relacionados & inflamacé&o dos nervos (VEGF e RAAS). A coleta é gratuita e colhida
no IPPMG e podera ser obtida a partir de bochechamento de um pequeno volume de agua
com acuUcar. Todo material coletado ser4 encaminhado ao Laboratério de Genética Molecular
Humana do UERJ e apés a analise o material coletado sera descartado. Uma vez vocé
apresentando um destes genes ndo implica, necessariamente, no desenvolvimento da lesdo
nervosa. Se futuramente as pesquisas confirmarem que este gene esta envolvido no
desenvolvimento da les&o nervosa, ainda assim ele ndo sera o fator mais importante. Hoje, o
controle glicémico € o fator mais importante para prevenir a neuropatia. Se vocé quiser solicitar
acompanhamento psicolégico apos o resultado do exame é s6 solicitar a um pesquisador.
Vocé tera acesso aos resultados de todas as avaliagdes e de todos os exames que fizer. As
informagfes obtidas, através dessa pesquisa, serdo confidenciais e asseguramos o sigilo
sobre a sua participacdo. Os dados serdo divulgados de forma a ndo possibilitar sua
identificacdo. Os resultados serdo divulgados em apresentacdes ou publicacbes com fins
cientificos ou educativos.

Participar desta pesquisa ndo implicard em nenhum custo para seus pais, e, como
voluntério, vocé ou seus pais ou responsaveis ndo receberdo qualquer valor em dinheiro como
compensacao pela participacdo. Vocé € quem decide se quer participar ou ndo deste estudo.
Se decidir participar, vocé recebera esta folha de informacdes para guardar e devera assinar
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um termo de consentimento. Vocé nao tem que estar nesta pesquisa. Ninguém estara furioso
ou desapontado com vocé disser ndo, a escolha é sua. Vocé pode pensar nisso e falar depois
se quiser. Vocé pode dizer “sim” agora e mudar de ideia depois e tudo continuara bem. Isto
nao afetara os cuidados que vocé recebe.

Este estudo foi revisado pelo seguinte Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do Instituto
de Puericultura e Pediatria Martagdo Gesteira (IPPMG/UFRJ), formado por um grupo que se
relne para avaliar 0os projetos e assegurar que 0sS mesmos nao tragam nenhum dano aos
participantes da pesquisa. Esta pesquisa recebeu parecer favoravel do CEP na reunido
realizada em 07/02/17. Se vocé tiver alguma consideracdo ou davida sobre a ética da
pesquisa, entre em contato com o CEP localizado na R. Bruno Lobo, n.° 50 — Cidade
Universitaria/llha do Fundao - 3° andar — CEP: 21941-912 ou pelo telefone 2590-3842, de
segunda a sexta-feira, das 9 as 15 horas.

Os pesquisadores estardo a disposi¢ao para qualquer esclarecimento sobre o estudo
no ambulatério de diabetes do IPPMG (3°, 5° e 6° feira das 8 as 16 horas) ou pelos contatos
anexados no final deste Termo de Assentimento (TA).

Eu, , entendi os objetivos da
pesquisa e fui suficientemente informado a respeito do estudo acima citado que li ou que
foram lidas para mim.

Eu discuti com o\a pesquisador(a), sobre a minha decisdo em aceitar participar deste estudo.
Ficaram claros para mim quais os objetivos do estudo, os procedimentos a serem realizados,
seus desconfortos e riscos, as garantias de sigilo e de esclarecimentos permanentes. Ficou
claro também que minha participacdo ndo tem custos financeiros e que tenho garantia de
acesso a tratamento hospitalar quando necessario. Concordo voluntariamente em participar
deste estudo e poderei retirar 0 meu consentimento a qualquer momento, sem penalidades
ou prejuizos e sem a perda de atendimento nesta Instituicdo ou de qualquer beneficio que eu
possa ter adquirido. Eu receberei uma copia desse TA e a outra ficard com os pesquisadores
desta pesquisa. Deverei guardar uma cépia deste TA para meu préprio registro. Dou minha
permissao a essas pessoas para que tenham acesso a meus registros.

Além disso, sei que eu e o\a pesquisador(a) deveremos rubricar todas as folhas desse TA e
assinar na ultima folha.

Data [l
Assinatura da crianca/adolescente
Nome do responsavel legal Responsavel legal pelo participante da pesquisa
Nome do pesquisador Assinatura do(a) pesquisador(a)

Pesquisadores:

Jorge Luiz Luescher (21) 99661-5537 / luescher_@hotmail.com

Ludmila Nascimento Rodrigues Campos (21) 99917-8069 / lunarcl@hotmail.com
Raquel Garcia Rocco da Silva — (21) 99196-0123 / raquel.rocco@ifrj.edu.br
Marcia Gongalves Ribeiro — (21) 2590-4891/ marciargen@yahoo.com.br

Marcelo Costa Lima (21) — 2334-0309 / marceloacostalima@gmail.com

Claudia de Melo Moura (21) 2334-0309 / claumeloura@yahoo.com.br
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APENDICE 4 — Resumo submetido ao 18° Congresso Nacional de Pediatria em
Portugal

HISTORIA FAMILIAR DE DIABETES E RISCO DE NEUROPATIA SENSORIAL

Autores: Marcia Gongalves Ribeiro (Universidade Federal do Rio de Janeiro); Raquel
Garcia Rocco da Silva (Instituto Federal do Rio de Janeiro); Marcelo A. Costa Lima
(Universidade Estadual do Rio de Janeiro); Eduardo Jorge Rosa Damaso
(Universidade Federal do Rio de Janeiro); Jorge Luiz Luescher (Universidade Federal
do Rio de Janeiro); Ludmila Nascimento Rodrigues Campos (Universidade Federal do
Rio de Janeiro); Claudia de Melo Moura (Universidade Estadual do Rio de Janeiro)

INTRODUCAOQ: Fatores familiares podem aumentar a susceptibilidade a
complicagbes em pessoas com diabetes mellitus tipo 1 (DM1), como o risco de
neuropatia. OBJETIVO: Analisar a historia familiar (HF) e variaveis clinicas versus a
neuropatia  sensorial (NS). METODOS: Estudo seccional com 167
criancas/adolescentes com DM1 acompanhados na UFRJ, de marco a julho/2017.
Uso do Escore de Sintomas Neuropéticos (NSS) para diagnosticar a neuropatia
sensorial (NS) e a analise de variancia para comparar as médias. A significancia
estatistica foi avaliada com o teste quiquadrado para propor¢des e Kruskal Wallis para
médias. Os dados foram analisados através do pacote estatistico EPI-Info.
RESULTADOS: A NS foi prevalente em 42,5% da populacéo de estudo e associada
ao sexo feminino (OR=2,4; p=0,00). Em relacdo a HF materna, ter uma mae
(OR=9,25; p=0,02), bisavé (OR=3,01; p=0,00) e tios (OR=3,68; p=0,01) com diabetes
tipo 1 ou 2 aumentam o risco de NS. Ter tios paternos com diabetes aumenta o risco
em 5,43 vezes de ter NS (p=0,00). As médias da hemoglobina glicada foram maiores
na populacdo com NS (p=0,01). A dislipidemia também se mostrou associada a NS
(p<0,01). Peso, altura e idade ndo apresentaram associacdo com NS. A caimbra
(37,3%) e o formigamento (31,7%) foram os sintomas mais frequentes.
CONCLUSAOQO: Os sintomas neuropaticos podem ser percebidos desde os estagios
iniciais da lesdo nervosa, o que permite o uso da NSS na populacao pediatrica no
diagnéstico da NS. O controle glicémico e a duracédo do diabetes sao considerados
fatores importantes para o desenvolvimento da neuropatia, todavia, observa-se que a
velocidade de progressdo dos danos no tecido nervoso apresenta diferencas
individuais possivelmente relacionados a HF e epigenética.
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APENDICE 5 — Resumo submetido ao 18° Congresso Nacional de Pediatria em
Portugal

VARIAVEIS CLINICAS ASSOCIADAS A POLINEUROPATIA SIMETRICA DISTAL
EM CRIANCAS E ADOLESCENTES DIABETICAS

Autores: Marcia Goncalves Ribeiro (Universidade Federal do Rio de Janeiro); Raquel
Garcia Rocco da Silva (Instituto Federal do Rio de Janeiro); Marcelo A. Costa Lima
(Universidade Estadual do Rio de Janeiro); Eduardo Jorge Rosa Damaso
(Universidade Federal do Rio de Janeiro); Jorge Luiz Luescher (Universidade Federal
do Rio de Janeiro); Ludmila Nascimento Rodrigues Campos (Universidade Federal do
Rio de Janeiro); Claudia de Melo Moura (Universidade Estadual do Rio de Janeiro).

INTRODUGCAOQ: A polineuropatia simétrica distal (PSD) é uma complicac&o importante
e contribui para a morbidade no diabetes mellitus tipo 1 (DM1) e o inicio na infancia
determina maior exposicéo aos disturbios metabdlicos, quando comparado ao adulto.
OBJETIVO: Analisar a associacédo entre variaveis clinicas e a PSD. METODOLOGIA:
Estudo seccional com 167 criangas e adolescentes com DM1, de margo a julho/2017.
Foi utilizado questionario estruturado com informacdes clinicas e dois protocolos de
avaliacdo da neuropatia diabética: Escore de Sintomas Neuropéticos e Diabetic
Neuropathy Examination. Analise de variancia para comparar meédias. Significancia
estatistica avaliada pelo teste quiquadrado para proporcdes e Kruskal Wallis para
meédias. Dados analisados através do pacote estatistico EPI-Info. RESULTADOS: A
PSD foi prevalente em 46,2% e associada a hipoglicemia grave (OR=3,19; p=0,00) e
cetoacidose (OR=8,09; p=0,00) no ultimo ano. O risco de ter PSD foi maior na
presenca de emagrecimento (OR=2,74; p=0,03), polidipsia (OR=2,03; p=0,04),
politria (OR=2,13; p=0,01) e polifagia (OR=4,80; P=0,01) entre consultas. Nao houve
associacdo com peso, altura, idade e indice de massa corporal mesmo depois de
ajustado por género. A hemoglobina glicada apresentou médias maiores nos
participantes com PSD (p=0,00) e o tempo de diagndstico do DM1 foi associado a
PSD apds o ajuste por género (p=0,03). A albuminuria foi maior nos participantes com
PSD, sem significancia estatistica. CONCLUSAOQ: A identificacdo de variaveis clinicas
associadas ao maior risco para PSD podem ajudar na identificacdo de individuos
suscetiveis e permitir a implementacao de estratégias preventivas e terapéuticas mais
eficazes na reducéo de seu desenvolvimento e/ou progressao.
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APENDICE 6 — Resumo apresentado no XXX Congresso Brasileiro de Genética
Médica

VARIAVEIS CLINICAS E MTHFR ASSOCIADAS A NEUROPATIA DIABETICA EM
CRIANCAS E ADOLESCENTES

Autores: Marcelo A. Costa Lima (Universidade Estadual do Rio de Janeiro); Marcia
Goncalves Ribeiro (Universidade Federal do Rio de Janeiro); Raquel Garcia Rocco da
Silva (Instituto Federal do Rio de Janeiro); Claudia de Melo Moura (Universidade
Estadual do Rio de Janeiro); Jorge Luiz Luescher (Universidade Federal do Rio de
Janeiro); Ludmila Nascimento Rodrigues Campos (Universidade Federal do Rio de
Janeiro); Eduardo Jorge Rosa Damaso (Universidade Federal do Rio de Janeiro).

INTRODUCAO: A neuropatia diabética (ND) é uma complicacdo importante e
contribui para a morbidade no diabetes mellitus tipo 1 (DM1) e o inicio na infancia
determina maior exposicao aos disturbios metabdlicos, quando comparado ao adulto.
Diversos estudos sugerem o envolvimento de fatores genéticos na ND, associando
uma provavel relacdo entre polimorfismo de nucleotideos Unicos em varios genes,
incluindo a MTHFR. A enzima MTHFR € responsavel pela remetilacdo da
homocisteina a metionina e sua atividade reduzida pode Ilevar a
hiperhomocisteinemia. OBJETIVOS: Investigar o papel do polimorfismo 677 C>T do
gene MTHFR na ocorréncia de ND e analisar a associacao entre variaveis clinicas e
aND. METODOLOGIA: Estudo seccional com 198 criancas e adolescentes com DM1.
Foi utilizado questionario com informacdes clinicas e dois protocolos de avaliacao da
neuropatia diabética: Escore de Sintomas Neuropaticos e Diabetic Neuropathy
Examination. Amostras de DNA foram genotipadas através de PCR-RFLP (222
controles). Analise de variancia para comparar médias. Significancia estatistica
avaliada pelo teste quiquadrado para propor¢cbes e Kruskal Wallis para médias.
RESULTADOS: A ND foi prevalente em 11,3% da populacao e esteve associada com
idade, tempo de diagnéstico, hemoglobina glicada, peso, dislipidemia e poliaria. Nao
foram observadas associacdes estatisticamente significativas entre ND e hipoglicemia
(p=0,49), hipoglicemia grave (p=0,11), cetoacidose (p=0,55), polidipsia (p=0,59),
polifagia (p=0,08) e emagrecimento (p=0,41). Também ndo encontramos associacfes
de ND com sedentarismo (p=0,45). A neuropatia puramente sensorial foi prevalente
em 40% da populacdo e associada ao sexo feminino (OR= 1,91; p valor=0,01). A
caimbra (35%) e o formigamento (31%) foram os sintomas mais frequentes. Nao foi
observada associacéo do polimorfismo 677 C>T com a ocorréncia de ND na amostra
analisada (OR 0,87; IC 95% 0,60-1,27/ P = 0,52). CONCLUSAOQO: A identificacdo de
variaveis clinicas associadas ao maior risco para ND podem ajudar na identificacédo
de individuos suscetiveis e permitir a implementacdo de estratégias preventivas e
terapéuticas mais eficazes na reducéo de seu desenvolvimento e/ou progressao.
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POLIMORFISMOS NO GENE INTERLEUCINA 4 ASSOCIADOS A NEUROPATIA
EM CRIANCAS E ADOLESCENTES COM DIABETES TIPO 1

Raquel Garcia Rocco da Silva (Instituto Federal do Rio de Janeiro); Marcia Gongalves
Ribeiro (Universidade Federal do Rio de Janeiro); Marcelo A. Costa Lima
(Universidade Estadual do Rio de Janeiro); Claudia de Melo Moura (Universidade
Estadual do Rio de Janeiro); Jorge Luiz Luescher (Universidade Federal do Rio de
Janeiro); Ludmila Nascimento Rodrigues Campos (Universidade Federal do Rio de
Janeiro)

Introducdo: Embora a neuropatia diabética (ND) apresente a hiperglicemia como seu
principal fator de risco, fatores genéticos contribuem para a suscetibilidade da lesédo
nervosa em pessoas com diabetes tipo 1. O gene interleucina 4 (IL-4) é uma citocina
importante que regula o metabolismo lipidico e glicémico. Objetivos: Investigar a
distribuicdo do polimorfismo VNTR do intron 3 de IL-4 e sua associacdo com a ND.
Metodologia: Estudo seccional com 198 criangas e adolescentes com DM1. Utilizado
guestionario com informacdes clinicas e dois protocolos de avaliacdo da ND: Escore
de Sintomas Neuropaticos e Diabetic Neuropathy Examination. Utilizou-se o
monofilamento de 10g Semmes-Weinstein para avaliar a sensibilidade protetora dos
pés. Andlise de variancia para comparar médias, Qui-quadrado para proporcdes e
Kruskal Wallis para médias. Genotipagem IL-4 através de PCR-SSLP e avaliacdo da
distribuicdo de gendtipos (3 repeticbes de 70 pb= Al; 2 repeticdes de pb= A2; 4
repeticbes de pb=A3). Resultados: ND foi prevalente em 14,6% e a neuropatia
puramente sensorial (NS) foi observada em 44,9% da populacéo e associada ao sexo
feminino (p=0,00). A frequéncia dos polimorfismos Al, A2 e A3 foram 0,54; 0,41 e 0,05
e nao foram observadas associa¢des estatisticas com ND (p=0,09; p=0,12; p=0,42) e
com a NS (p=0,20; p=0,34 e p=0,08), respectivamente. Foram observadas
associacfes da ND com hiperglicemia (p=0,00) e dislipidemia (p=0,03).Conclusao:
Investigar a suscetibilidade genética pode ajudar na compreensdo dos mecanismos
patogenéticos para o dano neural em diabéticos tipo 1, além de identificar
biomarcadores de predi¢édo de risco e resposta a intervencéao terapéutica.

Palavras-chave: Polimorfismo genético. Neuropatias diabéticas. Avaliacdo. Criancas.
Adolescente.
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APENDICE 8 — Resumo apresentado no Ill Congresso de Neurogenética 2021

ASSOCIACAO ENTRE SINAIS E SINTOMAS DE LESAO NERVOSA PERIFERICA
EM DIABETICOS TIPO1 E O POLIMORFISMO MTHFR 677 C>T

Raquel Garcia Rocco da Silva (Instituto Federal do Rio de Janeiro); Marcia Goncgalves
Ribeiro (Universidade Federal do Rio de Janeiro); Marcelo A. Costa Lima
(Universidade Estadual do Rio de Janeiro); Claudia de Melo Moura (Universidade
Estadual do Rio de Janeiro); Jorge Luiz Luescher (Universidade Federal do Rio de
Janeiro); Ludmila Nascimento Rodrigues Campos (Universidade Federal do Rio de
Janeiro)

Introducdo: Lesdes nervosas periféricas (LNP) sdo comuns em pessoas com
diabetes tipo 1 (DM1) e sinais e sintomas podem evidenciar o estagio e gravidade da
lesdo. Estudos recentes correlacionam polimorfismos em MTHFR com diminui¢éo da
atividade enzimatica e subsequentes alteracbes na estrutura e funcdo vascular.
Objetivos: Analisar a associacdo entre o polimorfismo MTHFR 677C>T e a ocorréncia
de LNP em 198 criancas e adolescentes com DM1. Metodologia: Informacdes
clinicas foram coletados em questionario. Estimado RR com intervalo de confianca de
95%, Qui-quadrado para proporcdes e Kruskal Wallis para médias. Genotipagem foi
realizada através de PCR-RFLP. Resultados: Foi observada associacdo entre o
gendtipo CT e alteracdo térmica dos pés (RR=2,75; p=0,01). Gendtipo CT também se
apresentou associado como fator de protecdo aos sintomas de caimbra (RR=0,62;
p=0,01) e formigamento (RR=0,67; p=0,03) bem como diminuicdo da forca dos
flexores plantares (RR=0,57; p=0,05). Alterac&o do reflexo aquileu (RR=3,16; p=0,02),
diminuicao da forca dos musculos flexores plantares (RR=1,83; p=0,04) e sintoma de
caimbra (RR=2,0; p=0,00) foram associados ao genoétipo CC como fator de risco.
Conclusao: Nosso estudo sugere que o polimorfismo MTHFR 677C>T participa do
componente genético que contribui para modular o risco de lesdo nervosa periférica
em pessoas com DM1. As explicacbes em relacdo a este efeito, invariavelmente,
estdo associadas ao aumento nos niveis de homocisteina plasmatica, ja que ha perda
de atividade da enzima tanto no estado heterozigoto quanto no homozigoto mutante.
Controvérsias nos resultados em diferentes populacdes e direcdes (prote¢ao X risco)
levantam a possibilidade de a¢cdo concomitante de fatores epigenéticos.

Palavras-chave: Polimorfismo genético. Neuropatias diabéticas. Avaliacdo. Crianca.
Adolescente.
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ABSTRACT

BACKGROUND: It is believed that genetic factors play a role in the development and
severity of neural injury among people with distal symetrical polyneuropathy (DSP),
because some genes are involved in specific biological pathways, acting in different
ways of the pathogenic process. OBJECTIVE: To identify potential associations
between the 5,10-methylene tetrahydrofolate reductase (MTHFR C677T) and
interleukin 4 (IL4 I3VNTR) polymorphisms with DSP in the scientific sample.
METHODS: Seventy children and adolescents with type 1 diabetes underwent
evaluation and nerve conduction studies (NCS) of the sural nerve. Saliva samples
were collected for DNA extraction and genotyping of the polymorphisms MTHFR
C677T and IL4 I3VNTR. RESULTS: The prevalence of DSP was 15.71%. NCS
amplitudes were lower in individuals with DSP (p=0.00). Glycated hemoglobin,
triglycerides, total cholesterol, LDL-cholesterol and HDL-cholesterol showed higher
means in participants with smaller NCS amplitudes (p>0.05). The mean NCS velocity
was lower in people with the A1Al genotype (p=0.02). Maternal and paternal history
of diabetes in great-grandparents were associated with DSP (p=0.04 and 0.02,
respectively). Glycated hemoglobin and impaired Achilles reflex were associated with
MTHFR CC genotype (p=0.04 and 0.05, respectively) and the HDL-cholesterol was
associated to MTHFR CT genotype (p=0.05). We found no association between the
investigated polymorphisms and DSP. CONCLUSIONS: In this study, we found no
association between both the MTHFR C677T and IL4 I3VNTR polymorphisms and
DSP. However, the study provides other associations and suggests possible
implications for these findings.

KEY WORDS: diabetic neuropathy, child, adolescent, genetic polymorphism,
interleukin 4 and methylenetetrahydrofolate reductase.
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RESUMO

INTRODUCAOQ: Acredita-se que fatores genéticos desempenhem um papel no
desenvolvimento e na gravidade da lesdo neural em pessoas com polineuropatia
simétrica distal (PSD), pois alguns genes estdo envolvidos em vias biologicas
especificas, atuando em diferentes formas no processo patogénico. OBJETIVO:
Identificar possiveis associagdes entre os polimorfismos 5,10-metileno tetrahidrofolato
redutase (MTHFR C677T) e a interleucina 4 (IL4 I3VNTR) com a PSD na amostra
estudada. METODOS: Setenta criancas e adolescentes com diabetes tipo 1 foram
submetidos ao estudo de conducado neural (ECN) do nervo sural. Amostras de saliva
foram coletadas para extracdo de DNA e genotipagem dos polimorfismos MTHFR
C677T e IL4 I3VNTR. RESULTADOS: A prevaléncia de PSD foi de 15,71%. As
amplitudes do ECN foram menores nos individuos com PSD (p=0,00). Hemoglobina
glicada, triglicerideos e colesterol total, LDL e HDL apresentaram médias maiores nos
participantes com menores amplitudes do ECN (p>0,05). A média da velocidade do
ECN foi menor nas pessoas com gendtipo A1A1 (p=0.02). Histéria materna e paterna
de diabetes nas bisavis esteve associada a PSD (p=0,04 e 0,02, respectivamente).
N&o encontramos associacdo entre 0s genotipos investigados com PSD. A
hemoglobina glicada e a diminuicédo do reflexo aquileu foram associados ao genaétipo
MTHFR CC (p=0,04 e 0,05, respectivamente) e o colesterol HDL foi associado ao
genétipo MTHFR CT (p=0,05). CONCLUSAO: Neste estudo, ndo encontramos
associacao entre o polimorfismo C677T do gene MTHFR e o polimorfismo I3VNTR do
gene IL4. No entanto, o estudo fornece outras associacfes e sugere possiveis

implicagdes para esses achados.

PALAVRAS-CHAVE: neuropatia diabética, crianca, adolescente,

polimorfismogenético, interleucina 4 e metilenotetrahidrofolatoredutase.
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INTRODUCTION

The clinical manifestations of type 1 diabetes (T1DM) are polymorphous and
vary considerably between individuals. The microvascular repercussions are based on
diabetic triopathy — retinopathy, nephropathy, and neuropathy — and constitute an
important health problem, resulting in morbidity and mortality and significantly
worsening the quality of life due to disability and reduced survival *.

Neuropathic involvement is usually early and encompasses a wide spectrum of
abnormalities, affecting various types of sensory, motor, and autonomic fibers,
occurring both in type 1 and type 2 diabetes, as well as in acquired forms of diabetes,
with distal symmetrical polyneuropathy (DSP) being the most common and known form
of neuropathy?.

The prevalence and incidence of DSP in individuals with T1DM vary
considerably but the estimates are that, after 20 years of disease duration, 20% of
patients develop DSP3.

Despite glycemic control and the duration of diabetes being considered
important factors for the development of DSP, it is observed that the speed of
progression and involvement of the nervous tissue present great individual
differences®. There is evidence that genetic predisposition plays a role in susceptibility
to nerve damage. With the insertion of molecular biology analysis in different areas,
some polymorphisms have been identified, possibly related to complications of TLDM
5767779_

The genes responsible for favoring an inflammatory response are important
candidates associated with neural damage®. Interleukin-4 (IL-4) is a cytokine secreted
by type 2 T cells, eosinophils, and macrophages and plays an important role in the
formation of the endothelial cell inflammatory response. Several polymorphisms have
been described, and an intronic VNTR (variable number of tandem repeats) is
associated with inflammatory diseases and a deficiency in the regulation and
production of IL-45-7,

Hyperhomocysteine is also linked to impaired nerve function due to oxidative
stress. Methylene tetrahydrofolate reductase (MTHFR) catalyzes the transformation of
homocysteine into methionine through the remethylation pathway; however, a
decrease in MTHFR activity due to mutation increases the chances of

hyperhomocysteinemia®-°-1°-11,
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Given the above, the present study aimed to identify, in the studied sample, a
potential association between C677T polymorphisms of the MTHFR gene and intron 3

VNTR polymorphisms of the IL4 gene and distal symmetrical polyneuropathy.

METHODOLOGY
Definition of the Case and Universe of the Study

This is a cross-sectional observational study of 70 children and adolescents with
T1DM. The inclusion criteria were: children and adolescents of both sexes; T1DM
diagnosis five years ago or more; ability to understand the exam; passing the
Compliance Test — identifies the tendency to agree; literate children up to 18 years old.
Exclusion criteria were: associated disease similar to neuropathic; using metformin*?;
vitamin B12 deficiency’?; hypothyroidism, all recorded in the medical records; and
asymmetric sensory and motor deficits?>. A content-structured questionnaire was
applied.

Neurological Assessment

The clinical evaluation consisted of muscle strength (quadriceps femoris and
tibialis anterior), reflex (triceps surae and patellar), and sensitivity (painful sensitivity in
these condfinger and in the hallux, sensitivity to touch in the hallux, vibratory perception
of the hallux, joint perception of the hallux, protective sensitivity, and thermal sensitivity
of the dorsum of the foot).

Samples, DNA Extraction, and Molecular Genotyping

All provided salivary material to obtain genomic DNA. The samples were
obtained by swishing 3 mL of sucrose solution at 3%, and stored at -20°C
until MTHFR C677T (rs1801133) and IL-4 13 VNTR genotyping.

The MTHFR C677T polymorphism was analyzed by Polymerase Chain
Reaction - Restriction Fragment Length Polymorphism. The amplification conditions
consisted of 5 min at 94°C; followed by 35 cycles of 30s at 94°C, 30s at 61°C, and 30s
at 72°C; with a final elongation step of 5 min at 72°C. PCR was performed in a 25 pl
reaction containing 100 ng of DNA, 2.5 pl of 10X PCR buffer, 200 uM of dNTPs, 10 pM
of each primer (5-TGAAGGAGAAGGTGTCTGCGGGA-3' and 5'-
AGGACGGTGCGGTGAGAGTG-3'), and 1 U Taq DNA polymerase. After
amplification, the PCR product was digested in 15 pl of reaction solution containing 10
pl of PCR product, 1.5 pl of 10X buffer and 2U Hinfl at 37°C, and the products were

resolved on 3% agarose gels and visualized under UV after ethidium bromide staining.
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Wild type C allele is a single 198bp fragment, while mutant T allele is cleaved into 175
and 23bp fragments.

The IL-4 intron 3 VNTR polymorphism was analyzed by Polymerase Chain
Reaction - Simple Sequence Length Polymorphism. Amplification was performed in a
25yl reaction containing 3 pl of DNA, 10 ul PCR reaction buffer, 2 ul of each primers
(5-GTAAATAGGCTGAAAGGGGGAAA-3 and 5-CATCTTTTCCTCCCCTGTATCTT-
3') primers and 1 U Taq DNA polymerase. The amplification conditions consisted of 2
min at 95°C; followed by 35 cycles of 1 min at 95°C, 1 min at 56°C, and 30s at 72°C;
with a final elongation step of 5 min at 72°C. The PCR products were electrophoresed
on 2.5% agarose gels and visualized after ethidium bromide staining under UV light.
The wild-type allele contain three VNTR repeats (3R — named Al) and appears as a
342bp fragment while the rare allele containing two VNTR repeats (2R - named A2) is
visualized as a 272bp fragment. The genotypes are represented by AlAl
(homozygous wild-type), A1A2 (heterozygous), and A2A2 (homozygous variant).

Parameters and Evaluation of Nerve Conduction

After the children and adolescents were evaluated at the diabetes clinic, they
were invited to attend the Pedro Ernesto University Hospital for nerve conduction
studies (NCS) using the Counterpoint instrument (Medtronic). Surface electrodes were
positioned on the lateral edge of the foot, close to the fifth toe, with the stimulus site
posterior to the lateral malleolus, and the cathode located approximately 100mm
proximal to the recording electrode. The evaluation occurred bilaterally, i.e., the right
and left foot. A normal reference record for the electrophysiological study was
considered: action potential amplitude (uV) >6 and conduction velocity (m/s) >391°,
Statistical analysis

The prevalence of DSP and its 95% CI (p value=0.05) were estimated, and the
odds ratio (OR) for the investigated variables. The analysis of variance was used to
compare the means. Data were analyzed using the Epi-Info statistical package, version
7.2. Statistical significance was assessed using the chi-square (y2) test for proportions;
and Student’s t or Kruskal-Wallis test for means. A logistic regression model was fitted
to identify the independent factors associated with DSP.

This project was approved by the Research Ethics Committee of IPPMG/UFRJ
under number 1.910.920 (CAAE 60302816.7.0000.5264). Written informed consent
was obtained from all the patients.
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RESULTS

Seventy children and/or adolescents underwent NCS of the sural nerve (Figure
1). The prevalence of DSP was 15.71% (27.27% girls and 72.73% boys), and the
statistical association with gender was at a significance level of 10%. (p=0.07). Table
1 shows the mean amplitudes and velocities of the NCS.

Figure 1 - Children and adolescents taking part in the study

Fear of COVID-1S exposure (47)

Non-exigente registered telefone (38)

159 70
children Did not want to takethe NCS (22) children
and and
ol —rorae Logistical difficukies- time and access (19) ol

Moved to another city (3)

Table 1 — Mean of the parameters evaluated of the NCS in the sural nerve and

their associations with DSP

Parameter DSP Without DSP P value
Mean (sd) Mean (sd)

Sural —RightAmplitude (mV) 5.52 (2.99) 16.81 (5.80) 0.00

Sural — LeftAmplitude (mV) 6.26(3.23) 16.40 (6.17) 0.00

Sural — Right NCV* (m/s) 52.44 (8.06) 50.79 (4.81) 0.40

Sural — Left NCV* (m/s) 51.44 (5.41) 51.26 (5.27) 0.92

Note: *NCS - nerve conduction studies; sd (standard deviation); DSP (distal symetrical
polyneuropathy)

Many laboratory and clinical variables investigated showed higher means in
patients with smaller NCS amplitudes with a statistically significant association, p>0.05
(glycated hemoglobin, time of diagnosis, weight, height, body mass index, systolic
blood pressure, diastolic blood pressure, microalbuminuria, triglycerides and total
cholesterol, LDL-cholesterol, HDL-cholesterol and VLDL-cholesterol. The exception
was age (p=0.47). We also observed an association with gender, in this sense, boys
had smaller amplitudes than girls, both in the right and left sural (p=0.01; 0.02,
respectively).

In Table 2, we the observe statistical significance clinical and laboratory

variables and their associations with DSP, before and after stratification by sex.
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Table 2 - Clinical and Laboratory Variables and their associations with DSP

Clinical Variables and Mean (sd) P Mean (sd) p* Mean (sd) p*
Laboratories Valor girls* valor boys* value
DSP DSP DSP
(Without DSP) (Without DSP) (Without DSP)
Age (years) 15.27 (2.61) 0.70 17.33 (1.52) 0.08 14.50 (2.56) 0.19
15.57 (2.35) 15.25 (1.93) 15.92 (2.73)
Diabetes diagnostic time  11.45(2.33) 0.98 12.33 (2.08) 0.33 11.12 (2.47) 0.44
(years) 11.46 (2.68) 10.96 (2.34) 12.00 (2.95)
Glycated hemoglobin** 9.58 (3.40) 0.00 8.54 (1.12) 0.38 10.03 (4.01) 0.00
(%) 7.95 (0.68) 8.18 (0.60) 7.69 (0.68)
Weight (Kg/m?) 62.02 (17.83) 0.54 69.00 (14.42) 0.12 59.41 (19.14) 0.83
59.43 (11.86) 58.59 (10.60) 60.34 (13.21)
Height (cm) 1.65(0.15) 0.72 1.71 (0.04) 0.01 1.62 (0.16) 0.41
1.64 (0.10) 1.60 (0.06) 1.67 (0.12)
Body mass index (kg/m?) 22.26 (3.71) 0.75 23.45 (4.38) 0.69 21.82 (3.66) 0.55
21.95 (2.84) 22.67 (3.11) 21.19 (2.34)
Systolic blood pressure  105.45 (14.39) 0.99 96.66 (5.77) 0.17 108.75 (15.52) 0.93
(mmHg) 105.42 (9.89) 102.62 (7.09) 108.32 (11.56)
Diastolic blood pressure  65.45 (6.87) 0.60 63.33 (5.77) 0.63 66.25 (7.44) 0.54
(mmHg) 66.78 (8.04) 65.24 (6.62) 68.39 (9.13)
Microalbumindria (g/dl) 10.96 (8.09) 0.12 13.70 (10.55) 0.33 9.79 (7.45) 0.05
7.21 (6.73) 8.83 (7.88) 5.22 (4.35)
HDL cholesterol (mg/dl)  60.09 (15.74) 0.89 56.66 (19.50) 0.42 61.37 (15.44) 0.26
59.39 (15.68) 64.03 (14.76) 54.42 (15.35)
LDL cholesterol(mg/dl)  108.27 (47.70) 0.01 183.33(91.62) 0.03 97.00 (17.88) 0.01
84.55 (25.77) 92.96 (25.47) 75.53 (23.28)
Triglycerides(mg/dI) 94.72 (58.08) 0.03 106.66 (74.23)  0.21 90.25 (56.22) 0.04
66.82 (35.89) 74.70 (38.08) 58.39 (31.92)
Total cholesterol(mg/dl) 187.18 (62.28) 0.02 216.33 (126.15) 0.10 176.25 (22.23) 0.00
156.31 (35.71) 168.83 (35.91) 142.89 (30.78)
VLDLcholesterol (mg/dl) 22.60(11.99) 0.10 38.00 (0.00) 0.09 18.75 (9.63) 0.10
14.90 (9.11) 17.18 (10.09) 12.46 (7.53)

Note: (*) adjustedby sex; (**) means of eight measurements for each patient were analyzed; (sd)
standard deviation; DSP (distal symetrical polyneuropathy)

Regarding to maternal history, we observed a 3.26 higher risk of DSP in children
and adolescents who had great-grandparents with TIDM (95%CI 1.12-9.45; p=0.04).

Paternal history of great-grandparents with TI1DM was also associated with DSP

(OR=3.43; 95%Cl=1.22-9.60; p=0.02).

The frequency of clinical signs evaluated is shown on Figure 2. Patients with

DSP had a 4.87 times greater risk of having changes in thermal sensitivity than patients
without DSP (95%CI 1.85-12.80; p value=0.01). The associations were also for
changes in the Achilles reflex (OR=6.18; CI95%=2.61-14.64; p=0.00) and changes in
the patellar reflex (OR=5.00; CI95%= 1.87-13.32; p=0.00). With the protective
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sensitivity of the feet, despite the 95% CI being associated between 95%, the p value
was above 0.05 (OR= 3.66; CI95%=1.15-11.61; p=0.06).

Figure 2 — Frequency of alterations observed in neurological evaluation

Painful Sensitivity of Hallux 1,43%
Anterior Tibialis Strength 2,86%
Vibratory Sensitivity 4,29%
Protective Sensitivity of the Feet 5,71%

Achilles Reflex N 5,71%
Quadriceps Strength [N 7,14%
Thermal Sensitivity [INININININININININGEIEEEE 7,46%
Patellar Reflex NG 14,29%

Note: The clinical signs presented are related to the frequency of changes in normality

The IL-4 ISVNTR A1Al genotype was more frequent in the studied sample
(61.40%); followed by A1A2 (35.09%) and A2A2 (3.51%). The frequencies of the Al
and A2 alleles were 69% and 31%. NCS velocity means were lower in individuals with
the A1A1 genotype (50.01 vs 53.20), showing an association (p=0.02).

Homozygous wild-type MTHFR (CC) genotype was the most prevalent in the
population (55.88%), followed by heterozygote (CT 39.71%) and homozygous variant
(TT 4.41%). The C allele was present in 68% of the patients and the T allele in 32%.
Table 3 shows the frequency of IL4 and MTHFR genotypes and alleles between

patients with and without DSP; no statistical associations were observed.
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Table 3 - IL4 and MTHFR genotypes between patients with and without DSP

Polymorphisms % Individuals % Individuals P value
with DSP without DSP
IL4
AlAl 15.00 85.00 0.42
A1A2 19.05 80.95 0.31
A2A2 14.29 85.71 0.49
Allele A1 16.39 83.61 0.38
Allele A2 17.86 82.14 0.34
MTHFR
CcC 18.42 81.58 0.29
CT 14.81 85.19 0.41
TT 0.00 100.00 Z
Allele C 16.92 83.08 0.20
Allele T 13.33 86.67 0.33

Note: IL4 (interleukin 4); MTHFR (methylene tetrahydrofolate reductase); DSP (distal symetrical
polyneuropathy); CC (homozygous wild-type individuals); CT (heterozygous individuals); TT
(homozygous individuals); A1A1 (homozygous wild-type); A1A2 (heterozygous); A2A2 (homozygous
variant)

The investigated IL4 and MTHFR genotypes were not associated with any
clinical sign. The change in the Achilles reflex was associated with the MTHFR CC

polymorphism (p value=0.04) (Table 4).
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Table 4 - Clinical variables investigated and their associations with IL4

and MTHFR genotypes

Clinical Variables* IL4 MTHFR
OR (p value) OR (p value)

AlAl A1A2 A2A2 CcC CT TT
Quadriceps femoris strength 0.68 (0.23) | 2.16 (0.09) * 1.48 (0.15) | 0.48 (0.20) *
Anterior tibialis strenght 1.78 (0.16) * * 0.89 (0.44) | 1.26 (0.39) *
Patelar reflex 1.05 (0.43) |1.41 (0.23) * 1.08 (0.39) | 0.72 (0.26) | 2.90 (0.21)
Achillesreflex 1.33 (0.26) |0.82(0.44) * 1.88 (0.04) * *
Painful sensitivity of the 2° finger * * * * * *
Painful sensation of the greattoe | 1.76 (0.28) * * * 2.57 (0.19) *
Hallux touch sensitivity * * * * * *
Hallux vibration sensitivity 1.17 (0.39) |1.11 (0.43) * 1.20 (0.37) | 0.83 (0.43) *
Hallux joint perception * * * * * *
Thermal sensitivity 1.44 (0.16) |0.72 (0.14) * 1.48 (0.15) | 0.48 (0.20) *
Protective foot sensitivity 1.33 (0.26) | 0.82 (0.44) * 0.88 (0.41) | 1.28 (0.34) *

Note: (*) Corresponds to changes in strength, reflexes and sensibilities; IL4 (interleukin 4); MTHFR
(methylene tetrahydrofolate reductase); OR (odds ratio); CC (homozygous wild-type individuals); CT
(heterozygous individuals); TT (homozygous individuals); A1Al (homozygous wild-type); Al1A2
(heterozygous); A2A2 (homozygous variant)

Means of glycated hemoglobin were higher in patients with the MTHFR CC
genotype (8.58 vs 7.78), showing a statistical association (p-value = 0.05). In the
MTHFR CT genotype, HDL cholesterol showed lower means (55.15 vs 62.75) with

statistical association (p-value= 0.05).

DISCUSSION

As far as we know, there are no studies carried out with Brazilian children and
adolescents with T1DM aimed at the genetic investigation of DSP with the
polymorphisms presented.

Knowledge of the prevalence of DSP is extremely important because it is a
multifactorial disease related to genetic, environmental and ethnic risks. Therefore, its
frequency corroborates actions related to education, promotion, and administration in
health®3. In this study, we were able to estimate the prevalence of DSP in a population
of children and adolescents who are part of an outpatient clinic at an university hospital
and are routinely followed, minimizing possible information biases. We observed that
15.71% of had DSP, and we did not find studies in Brazil that aimed to estimate this

frequency in children and adolescents with TLDM.
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In the literature, we observed a wide variation in frequency (7% to 90%), which
may be related to the characterization of nerve injury attributed in each study, as well
as to the criteria and instruments diagnoses?*“.

We use NCS to diagnose DSP. There is no consensus regarding which
peripheral nerve offers greater sensitivity and specificity for detecting DSP?. Some
studies propose evaluation of motor nerves and others recommend sensory nerves,
however, the most distal sensory fibers are often the first to be affected. Also, Balci et
al. (2005)'°> observed that the sural nerve serves as a reliable parameter for early
identification of DSP. In our study, also observed that the amplitudes were reduced
and associated with DSP. We evaluated only the sural nerve, and it was not possible
to evaluate these relationships. The predominant abnormality of the NCS is the loss of
axons, which, electrophysiologically, means a reduction in amplitudes and not in nerve
conduction velocities and, therefore, the observed alterations may not be the best
strategy to monitor the progression of neural injury®. NCS alterations are related to
age and time of diagnosis, but in the present study, we did not observe a statistical
association (p-values=0.70 and 0.84, respectively)*®.

With regard to the lipid profile, it is postulated that there is a linear relationship
between lipid concentrations and microvascular changes, and that reaching lower
serum concentrations brings clinical benefits to the population'’. We did not classify
the lipid profile in the studied sample, but we observed that the serum levels of
triglycerides, LDL and total cholesterol were higher in patients with DSP (p=0.01; 0.03;
0.02 respectively). Dyslipidemia is multifactorial, but it is related to poor glycemic
control, insulin resistance and genetic susceptibility’®. Glycated hemoglobin was
associated with DSP in boys, and its relationships have already been disseminated in
large studies on T1DM.*-*° Hyperglycemia induces two pathways responsible for
neural damage: metabolic and ischemic pathways, which are closely related. The
activation of these pathways triggers successive inflammatory and ischemic processes
that culminate in impaired nerve conduction, neurovascular dysfunction, apoptosis,
and sensory deficits?°.

Longer axons are more susceptible to cell damage?!, and we observed an
association between height and DSP in girls with DSP, age (p=0.00) and time since
diagnosis (p=0.00) were related to a NCS amplitude decrease?®.

Microvascular complications have been more prevalent in adolescent girls than

in boys??, but in this sample although there was no statistical significance, the
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association was below 10% (p=0.07). Although we did not observe an association
between DSP and gender, we observed that boys had lower means of NCS amplitude
with statistical association (p=0.01). After stratification by sex, microalbuminuria was
associated with DSP in boys (p=0.05).

Evidence indicates that genetic susceptibility influences microvascular
dysfunction'® and we observed both maternal and paternal diabetes history of great-
grandparents (p=0.04 and 0.02, respectively). We did not find any studies that had
investigated diabetes history beyond the paternal and maternal relationship.

Autoimmunity has also been proposed as a pathogenic mechanism for DSP23.
IL-4 plays a key role in autoimmunity and acts as an anti-inflammatory’. Endothelial
inflammation is a major precursor of neural injury, therefore, IL-4, as an anti-
inflammatory cytokine, may favor DSP®. We did not observe associations between IL-
4 intron 3 VNTR polymorphisms and DSP, but observed lower mean NCS velocity in
young with the A1A1 genotype (p=0.02), suggesting a possible risk fator. IL-4 regulates
lipid and glucose metabolism?*-?> and the Al allele, compared with A2, has a lesser
deleterious effect?®. However, we did not observe associations between IL-4
genotypes and risk factors related to DSP.

The association of these polymorphisms with DSP also strongly correlated them
with cardiovascular diseases, which are more frequent in adults’. This makes us think
that the fact that our sample consists of children and adolescents, perhaps, points to
the fact that the deleterious effects are related to the time of exposure, that is, to age.
We did not find any studies that analyzed children and adolescents with TIDM.

The MTHFR C677T polymorphism produces a thermolabile variant that present
a reduced activity and increases homocysteine levels. Heterozygous individuals (CT)
have approximately 60% of the enzymatic activity compared to wild-type homozygotes
(CC), while mutant homozygotes (TT) present only 30% of the enzymatic activity?’-8.
The T allele was frequent in 32% and the C allele in 68% of the studied sample. The
frequency of the T allele differs between countries and ethnicities, but in American
Indians, it was the highest observed (65%)2°.

We found studies that aimed to evaluate the association between C677T

observed that the population samples differed considerably between studies regarding
sample size, nationality, lifecycle, diagnostic criteria, and type of diabetes. In addition,

no study has analyzed children and adolescents. The association between the MTHFR
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C677T polymorphism and DSP was observed in five studies®-20-22-33_3% however,
three studies did not observe it*-3°-35 Our study found no statistically significant
association for any genotype analyzed, even after adjusting for possible confounding
variables. Wild-type homozygous individuals (CC) have better enzymatic activity than
heterozygotes (CT) and the homozygous variant (TT). However, the CC genotype was
associated as a risk factor for alteration of the Achilles reflex (p=0.04) and the CT
genotype was associated with glycated hemoglobin (p=0.05). The CT genotype was
also associated with HDL cholesterol (p=0.05).

Limitations and Suggestions

Jaiswal et al. (2017)'“ suggested that the different tonicities among young
people and adults with TLDM and their relationships with microvascular complications
need to be better understood, however, we did not assess the phenotype and its
possible relationships with DSP. Gene expression is also influenced by epigenetic
mechanisms?’. Despite having collected clinical and laboratory variables, we believe
that there may be another mechanism that sheds light on a possible functional
interference of the polymorphism.

Arruda et al. (1998)%" conducted a study to determine the prevalence of the
C677T mutation among different ethnic groups and observed that 10% of Caucasians,
1.45% of Blacks, and 1.2% of Indians were variant homozygotes. The absence of
participant with the homozygous variant, especially among with DSP, made it
impossible to analyze their associations. In our study, the frequency of double mutants
was 7.04% but we did not record ethnicity to consider this relationship. Heterozygous
children and adolescents represented 39.71% and homozygous 60.29%. In the study
by Arruda et al. (1998)%’, the frequency of homozygosity was higher among blacks and
indigenous people (62.75% and 79.7%, respectively).

The prevalence of C677 polymorphism is related to ethnicity, and in Brazil, its
origin is extremely heterogeneous?®’. We believe that the lack of information on ethnicity
may have generated a confounding factor, which could be perfectly controlled in the
statistical analysis, making it impossible to assess the relationship between allele
frequencies and polymorphisms, as well as their relationships with neural injury.

Another important point is that the genetic variant MTHFR C77T predisposes to
reduced enzymatic activity (hyperhomocysteine) and lower levels of folate, vitamins
B6 and B12%¢. Therefore, the introduction of vitamins and minerals into the dietary

routine can minimize the enzyme deficiency caused by the C677T polymorphism?°.
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Because we did not assess the intake of these components, we could not analyze the

confounding effects of this relationship. Measurement of homocysteine levels is a

strategy to analyze its effect on neural injury?.
CONCLUSION

Although we did not observe an association between the C677T polymorphism

of the MTHFR gene and the I3VNTR polymorphism of the IL4 gene, this study provides

other associations and suggests possible implications for the findings. We observed

some associations with the MTHFR CC genotype (glycated hemoglobin and Achilles

reflex impairment) and with the MTHFR CT genotype (HDL cholesterol).
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ANEXO 1 - TESTE DE AQUIESCENCIA
(Adaptado por Cummins 1997)

Procedimento:

Algumas pessoas com incapacidades podem desejar que um familiar ou um cuidador

estejam presentes na avaliacdo para oferecer auxilio (aplicacdo assistida). Se esta

pessoa estiver presente, ela deveré ser:

- Instruida a ndo responder em hipétese alguma as perguntas enquanto elas forem

sendo lidas ao participante.

- Posicionada fora do campo de visédo do participante (para evitar distracfes ou dicas

nao-verbais).

Administragéo:

Verifique se o participante esta confortavel e pronto para responder. Leia cada

pergunta em voz alta, com cuidado e devagar, e circule a resposta do participante.
Aponte para o reldgio do participante (ou para uma jéia ou outro item que com

certeza pertence a ele):

Esse (nomeie o item) pertence a vocé? Sim Nao

Entao continue:

E vocé quem faz todas as suas roupas e sapatos? Sim Nao
. Vocé ja viu seus vizinhos (de casa ou de quarto)? Sim Nao
Foi vocé quem escolheu estas pessoas para serem seus vizinhos? Sim  N&ao

Pontuacgéao:

Se o participante responder positivamente (sim) aos itens 2 e 4, ele NAO devera ser
incluido no estudo, uma vez que isto sugere que a autoavaliacdo, preconizada no
NSS, podera nao ser confiavel.

Se o participante responder negativamente (ndo) aos itens 2 e 4, a avaliagcdo podera

prosseguir.



