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RESUMO

Disfuncdo Endotelial ocorre em Adolescentes com menos de 5 anos de
Diabetes Melitus tipo 1 e estd Associada a Microalbumindria e ao Controle
Glicémico de Longo Prazo

GISLAINE VISSOKY CE, ANTONIO MARCOS VARGAS DA SILVA, MARCIA K C
PUNALES, ANDREA CAUDURO DE CASTRO, LUIS EDUARDO ROHDE, MARCELLO
CASACCIA BERTOLUCI

O Diabetes Mellitus tipo 1 (DM1) esta associado a uma incidéncia aumentada de
doenga micro e macrovascular. Estudos sugerem que a doenga vascular no DM1
tenha como evento precursor a disfungdo endotelial (DE). A hiperglicemia parece
causar DE no DM1 através da geracéo do estresse oxidativo. O momento exato do
surgimento da DE na historia natural do DM1, assim como a influéncia do controle
glicémico de «curto e longo prazo ainda nado estdo estabelecidos.
Objetivo: O objetivo principal do presente estudo foi avaliar a fungdo endotelial
através da Dilatagao Arterial Mediada por Fluxo (DMF) em individuos com Diabetes
Mellitus tipo1. Os objetivos secundarios foram analisar os fatores que possam estar
envolvidos com a disfuncdo endotelial no DM1, como o tempo de diabetes, o
controle glicémico e a presengca de complicagbes microvasculares, como a
microalbuminuria.

Métodos: Estudo prospectivo transversal com 57 pacientes com DM1 e 10
individuos nao diabéticos, consecutivamente alocados e comparados quanto a
presenca de DE, através da DMF, aferida pela dilatacdo da artéria braquial apds
hiperemia reativa (dilatagcdo endotélio-dependente) e apds dilatagdo mediada por
uso de nitrato sublingual (dilatacdo endotélio-independente). Considerou-se como
DE quando valores de DMF foram menores ou iguais a 8% em relagdo ao valor
basal. Os pacientes foram orientados a fazer monitorizagdo glicémica capilar
intensiva nos 30 dias que antecederam a avaliagdo vascular. No 30° dia, houve
coleta de exames laboratoriais e a avaliagdo vascular foi realizada. Dados
prospectivos e historicos de hemoglobina glicosilada (HbA1c), através da técnica de
imunoturbidimetria (Cobas Integra 400; Roche), foram obtidos aos 3, 6, 9,12,15,18 e
24 meses anteriores ao teste para DMF. Os critérios de exclusao foram: tabagismo,
hipertensdo, obesidade, hipotireoidismo, uso de estatina, gestacdo, histéria de
neoplasia ou doencga vascular.

Resultados: Em 57 pacientes com DM1 estudados, 28 (49%) apresentaram DE. A
média da dilatagcdo endotélio-dependente foi significativamente menor nos pacientes
com DM1, comparados aos individuos n&o-diabéticos (9,48+6,48% vs.14,56+5,60%,
p=0,02). A dilatacdo endotélio-independente foi significativamente menor nos
pacientes com DM1 em relagdo aos controles (22,26+9,2% vs. 29,31+4,2%, p=0,02,
VR: acima de 8%), mas nao houve diferengca entre os DM1 com ou sem DE (p=
0,72). O tempo de DM1 (meses) foi maior nos pacientes com DE do que nos sem DE
(105,4+74,7 vs. 66,3+48,0, p=0.02) e houve correlagao linear negativa entre duragao
do DM e presenga de DE (r-0,28, p=0,02). A média da HbA1c (%) coletada no
momento da avaliacdo vascular foi semelhante entre pacientes com DM1 com DE e
sem DE (8,97%x1.85 vs 8,23%%1.45, p=0.10) e ndo houve correlagédo significativa
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com a DMF (r=-0,128 p=0,34). Todavia, quando as HbA1c histéricas foram
avaliadas, houve correlagdo significativa com a HbA1c aos 15 meses (r=-0,303,
p=0,02) e no periodo de 12-24 meses anteriores ao exame vascular (r=-0,289,
p=0,03), mas ndo com a HbA1c média de 0-12m (r=-0,181 p=0,18). A DMF foi menor
nos pacientes com microalbumindria em relacdo aos normoalbuminurcos
(4,83+3,81% vs 10,35%6,50%, p=0,015). A microalbuminuria também foi mais
prevalente nos DM1 com DE do que sem DE (22,2% vs 3,5%, p=0,04).
Considerando apenas os pacientes com DM1 com tempo de DM menor que 5 anos,
10/28 (35,7%) apresentaram DE. Com relagdo a dilatacdo n&o-dependente de
endotélio (%), nao houve diferengca em relagdo aos controles (p=0,16) e nem entre
os DM1 com e sem DE (p=0,27). A média da HbA1c na época do exame vascular
também nao foi diferente nos pacientes com e sem DE (8,20+0,94% vs. 7,99+1,37%,
p=0,66). As correlagbes de Pearson entre a DMF e as HbA1c historicas foram
negativas aos 12 meses (r=-0,419, p=0,03), aos 15 meses (r=-0,437, p=0,03) e com
a HbA1c média de12-24 meses (r=-0,426, p=0,027).

Conclusdes: Pacientes com DM1 apresentam prejuizo na fungao endotelial, quando
comparados a controles ndo diabéticos. A DE é um evento precoce na historia
natural do DM1, e esta presente nos pacientes antes dos 5 anos de doencga, estando
associada, ao tempo de DM1, a presenca de microalbuminuria e ao controle
metabolico de longo-prazo. A auséncia de disfungdo de musculo liso endotelial no
grupo com menos de 5 anos de DM, com valores de dilatagdo nao-endotélio-
dependente semelhantes aos controles, sugere ser a DE um fendmeno ainda
reversivel nos primeiros anos de doenca.

Palavras-chave: Diabetes Mellitus tipo1, Disfun¢gdo Endotelial, Controle Glicémico
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ABSTRACT

Endothelial Dysfunction Occurs in Type 1 Diabetes Adolescents Under 5 Years
of Disease and is Associated to Microalbuminuria and Long-Term Glycemic
Control

GISLAINE VISSOKY CE, ANTONIO MARCOS VARGAS DA SILVA, MARCIA K C
PUNALES, ANDREA CAUDURO DE CASTRO, LUIS EDUARDO ROHDE,
MARCELLO CASACCIA BERTOLUCI

Patients with Type 1 diabetes (T1DM) are at high-risk for developing micro and
macrovascular complications. Endothelial dysfunction (ED) has been suggested to
be a precursor of both complications in Type 1 diabetes. Hyperglycemia may be
associated to ED through generation of oxidative stress. The exactly moment when
ED occurs in T1DM is until not well established. Also we do not known if long-term
rather than short term metabolic control have a greater impact in ED.

Objective: The aim of this study was to assess endothelial function by Flow
Mediated Dilation (FMD) in (T1DM) patients and compare with non- diabetic controls.
Secondary objectives were to analyze factors that could be associated to ED:
duration of T1DM, glycemic control and microvascular complications like
microalbuminuria.

Research design and methods: In a cross-sectional study 57 adolescents with
T1DM and 10 non-diabetic controls, were recruited and compared for the presence
of ED by FMD with evaluation of reactive hyperemia (endothelium-dependent
dilatation) and after using sublingual nitrate spray for assessed non-endothelial-
dependent dilatation. ED was considered when FMD < 8% in relation to basal value.
Patients performed intensive self monitoring blood glucose for 30 days before
vascular studies. At day 30, blood was drawn for biochemical determinations and
endothelial function was carried out. Historical data from Glycated hemoglobin
(HbA1c), determined by immunoturbidimetry (Cobas Integra 400; Roche) were
collected at 3, 6, 9,12,15,18 and 24 months before the test for FMD. Excluding
criteria were any time tobacco use, clinical hypertension, obesity, hypothyroidism,
statin use, current pregnancy and any history of previous neoplasia or vascular
disease.

Results: Of 57 T1DM patients studied, 28 (49%) presented ED. FMD was
significantly decreased in T1DM compared to controls (9.48+6.48% vs. 14.56+5.60%,
p=0.02). Nitrate-mediated dilation (%) was decreased in T1DM compared to controls
(22.26+9.2% vs. 29.31+4.2%, p=0.02, RV= >8%), but it was not different between
T1DM with or without ED (p=0.72). The duration of T1DM was longer in ED vs. Non-
ED patients: 105.4£74.7 vs. 66.3x48.0 months, p= 0.02 and presented negative
linear correlation between duration of TIDM and FMD (r=-0.284, p=0.03). HbA1c at
the moment of the vascular analysis did not differ between ED and Non-ED patients
(8.97+£1.85% vs. 8.23+1.44%, p= 0.10) and it was not associated with FMD (r=-0.128,
p=0.34). However, we found significant negative correlation between HbA1c and
FMD at 15 months (r=-0.303, p=0.02) and at 12-24 months before vascular study, but
not with median HbA1c of 0-12m (r=-0.181 p=0.8). Microalbuminuria was more
prevalent in T1IDM patients with ED than Non-ED (22.2% vs. 3.5%, p=0.04). FMD
was decreased in microalbuminuric compared to normoalbuminuric patients
(4.831£3.81% vs 10.35+£6.50%, p=0.015).
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In T1DM patients with less than 5 years of disease, 10 of 28 (35.7%) presented ED.
Nitrate-mediated dilation, in this group, was not decreased compared to controls
(p=0.16) and it was not different in TIDM patients with or without ED (p=0.27).
HbA1c at the moment of vascular analysis did not significantly differ in ED compared
to Non-ED patients (8.20£0.94% vs.7.99%£1.37%, p=0.66). Pearson’s correlation
between FMD and historical HbA1c was negative with HbA1c at 12 (r=-0.419,
p=0.03), at 15 (r=-0.437, p=0.03) and 12-24 months before vascular analysis (r=-
0.426, p=0.02).

Conclusions: Endothelial function is impaired in T1DM patients compared to non-
diabetic controls. ED is a phenomenon that can occur quite early in the natural
history of T1DM, presented before 5 years of disease and is related to duration of
disease, long- term metabolic control and microalbuminuria. Vascular smooth muscle
was not impaired in T1DM patients with less than 5 years of disease, with values of
non-endothelial-dependent dilation similar to controls, suggesting that ED can be a
reversible event in this first years of disease.

Key words: Type 1 Diabetes, Endothelial Dysfunction, Glycemic Control
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1 INTRODUCAO

O Diabetes Mellitus tipo1 (DM1) esta associado a incidéncia aumentada de
doenga micro e macrovascular (1). Os individuos com DM1 apresentam um risco de
3-6 vezes de morte por doencga cardiovascular abaixo dos sessenta anos de idade,
se comparados a nao diabéticos (2). A doenga vascular precoce e acelerada no
DM1 pode ser atribuida, em parte, a presenca de fatores de risco classicos de
doencga cardiovascular, como hipertensdo e dislipidemia, estes, entretanto, néo
explicam completamente esse risco aumentado de comprometimento vascular (2, 3).

A hiperglicemia exerce papel importante no desenvolvimento da
macroangiopatia no DM1 (4). O aumento da glicemia, principalmente pés prandial,
parece causar disfungdo do endotélio vascular no DM1, através da geragao do
estresse oxidativo (5). Individuos com DM1 apresentam atividade inflamatéria
aumentada, demonstrada pelos niveis aumentados de proteina C reativa (PCR) (6) e
do fator de necrose tumoral alfa (TNFa) (7). A elevagdo destes marcadores
inflamatorios parece estar relacionada a hiperglicemia e a formacédo de produtos
avangados da glicacao protéica (AGEs) (8). Inflamacgao e disfungao endotelial (DE)
estdo interrelacionadas, uma contribuindo para o aparecimento da outra, sendo
responsaveis pelo comprometimento cardiovascular no DM1 (9, 10).

Estudos sugerem que a doenga vascular no DM1 tenha como evento
precursor a DE (11) e esteja associada com alteragbes estruturais ateroscleréticas
precoces, como espessamento das camadas intima e média carotideas (EIMC) (12).

O exato momento na histéria natural do Diabetes Mellitus (DM) que a DE

surge nao € conhecido, entretanto, existem evidéncias que ocorra ja na primeira
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década de diagndstico do DM1 (11, 12). A DE reflete a presenga de um fendtipo
propenso a aterogénese e pode, dessa forma, servir de marcador de risco para
aterosclerose, ja tendo sido demonstrada como fator de risco independente para
eventos cardiovasculares (13).

Os objetivos deste estudo foram avaliar a fungdo endotelial nos primeiros
anos de diagnéstico do DM1 e estudar a associagdo com o tempo de DM1, controle

glicémico e presenca de microalbuminuria.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Diabetes Mellitus tipo 1

2.1.1 Definicéo

O DM é uma doenga crbnica caracterizada por hiperglicemia secundaria a
disturbios na secreg¢do e/ou agao da insulina (14, 15). O DM1 caracteriza-se pela
deficiéncia total da secrecédo de insulina, resultante da destruicdo das células-beta
pancreaticas por processo auto-imune e € responsavel por 5 a 10% das formas de
diabetes (14-17). O DM1 & a forma mais frequente de diabetes na inféncia e
adolescéncia e a sua incidéncia vem aumentando rapidamente, afetando cada vez
mais criancas e adolescentes em idades mais precoces, provavelmente em virtude

do aparecimento de novos fatores ambientais agressores (18).

2.1.2. Epidemiologia

Segundo dados da International Diabetes Federation de 2007, estima-se que
existam 440.000 criangcas com DM1 de uma populagdo mundial de 1,8 bilhdes de
criangas com idades entre 0-14 anos (prevaléncia de 0,02%), e que, a cada ano,
70.000 novos casos de DM1 sejam diagnosticados (incidéncia anual de 3%) (19).
Quanto ao panorama mundial, a incidéncia de DM1 varia de 0,1/100.000 por ano na
China e Venezuela a 42 e 53,9/100.000 por ano na Finlandia e Sardenha (20-23)
(24). Os estudos epidemioldgicos de incidéncia de DM1 sdo escassos no Brasil.
Estima-se que existam 5-8 milhdes de brasileiros com diabetes, sendo que 10%
correspondam ao tipo 1 (25). Em um estudo realizado em Londrina, no Parana, a
taxa de incidéncia foi de 12,7/100.000 enquanto, em outro estudo, no estado de Sao

Paulo, envolvendo trés cidades, a incidéncia encontrada foi de 7,6/100.000 em
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jovens abaixo de 15 anos (26, 27). No Estado do Rio Grande do Sul, existe uma
estimativa de aproximadamente 8.000 criangas e adolescentes (0 a 20 anos) com
DM1 e que sejam diagnosticados, anualmente, 312 novos casos. Na cidade de
Passo Fundo, a incidéncia encontrada foi de 12,0/100.000 nessa faixa etaria (28).
Em Porto Alegre, no Instituto da Crianga com Diabetes, sdo atendidas, atualmente,
1700 criangas e adolescentes com DM1 e sao registrados, aproximadamente 100

NOVOS Ccasos ao ano.

2.1.3 Sub-Classificagédo do Diabetes Mellitus tipo 1

O DM1, atualmente, é classificado em dois subtipos: um auto-imune (DM1 A)
e outro ndo auto-imune (DM1 B). O DM1 B corresponde a 4-7% dos casos e esta
provavelmente relacionado a mutagdes do gene da insulina (29). Este pode incluir
formas nao classicas como o diabetes fulminante (30) e o DATC (Diabetes do Adulto
com Tendéncia a Cetose) (31). Ja o DM1 A pode estar associado a outras doencgas
auto-imunes como a Doenca Celiaca, a Doenca de Addison e a doengas tireoidianas
como a Tireoidite de Hashimoto e a Doenga de Graves. Ainda, a associagao de DM1
A e sinais de resisténcia a insulina tem sido denominada de Diabetes Duplo (DD),

tipo 1 e tipo 2.

2.1.4 Etiopatogenia do Diabetes Mellitus tipo 1

O DM1 tem como caracteristica uma total deficiéncia de insulina que resulta
da destruicao seletiva da célula-beta pelo sistema imune. O desencadeamento desta
auto-imunidade contra a célula beta € causado, provavelmente por agentes
ambientais que atuam quando existe uma predisposicdo genética (32). Foram
descritos mais de vinte loci que conferem suscetibilidade ao DM1, estando os mais

importantes localizados nos cromossomos 1,2,6,11 (33, 34). A regido do sistema
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antigeno leucocitario humano (HLA), localizada no complexo principal de
histocompatibilidade (MHC), situa-se no brago curto do cromossomo 6 e constitui o
principal l6cus de suscetibilidade para DM 1. Cerca de 30% da populacédo geral
apresenta algum grau de predisposi¢ao genética, mas apenas 0,5% evolui para o
DM1 A (35).

Vaérios agentes etioldgicos foram apontados como desencadeantes da auto-
imunidade: virus Coxsackie e da Rubéola; toxinas (pesticidas, nitratos); deficiéncia
na suplementacao de vitamina D e a introducéo precoce de leite de vaca ou tardia e
abrupta de cereais (36). Uma vez ativadas, células imunes (linfécitos T e B,
macrofagos e células dendriticas) invadem as ilhotas, causando insulite , com
liberagdo de citocinas (Interleucina 1, Interferon e TNF-a), provocando prejuizo

funcional e por fim, apoptose das células-beta.

2.1.5 Histdria natural do Diabetes Mellitus tipo 1

O sinal mais precoce de auto-imunidade contra as células-beta, geralmente
detectavel meses ou anos antes do aparecimento dos sintomas clinicos, é a
presenca de anticorpos circulantes contra antigenos das células beta (37). Esses
anticorpos podem ser considerados marcadores de risco para o desenvolvimento do
DM 1. Os principais auto-anticorpos presentes em individuos pré-diabéticos séo os
contra a descarboxilase do acido glutamico (GADG65), anti-insulina (IAA), anti-ilhotas
de Langerhans citoplasmatico (ICA) e anti-proteina de membrana com homologia as
tirosino-fosfatases ou antigeno 2 do insulinoma (anti-1A-2).

Ao diagndstico, restam apenas 10% das células-beta funcionantes e, com o
tempo, estas se tornam ausentes. Os auto-anticorpos também tendem a

desaparecer com a evolucio da doenca, a excecao do anti-GADGS5.
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2.1.6. Complicagdes cronicas do Diabetes:

O DM esta associado com risco aumentado de complicacbes vasculares
severas que demandam tratamento por toda a vida. Sabe-se que 80% dos pacientes
com DM1 que desenvolveram microalbuminuria evoluirdo para a nefropatia clinica
em um periodo de 6-14 anos e 75%, em 20 anos, mesmo com intervengdes
especificas. O DM é a principal causa de faléncia renal em pacientes, ingressando
em programas de dialise (38). Ainda, o DM é a principal causa de cegueira em
adultos de 24-74 anos, sendo a retinopatia diabética encontrada apos 20 anos de
DM1 em 90% dos casos. Além disso, o DM é responsavel por 60% das amputacgdes
nao traumaticas. Quanto a doenga macrovascular, os individuos com DM adoecem
2-4 vezes mais de doencas cardiacas e isquemia cerebral que individuos nao
diabéticos (39).

A natureza crbnica e a gravidade de suas complicagées tornam o DM uma
doenca muito onerosa, nao apenas para os individuos afetados e suas familias, mas
também para o sistema de saude. Inimeros individuos com DM tornam-se
incapazes de continuar trabalhando em decorréncia das complicagdes crdnicas, ou
ficam com alguma Ilimitagdo no seu desempenho profissional. Os custos
imensuraveis como a dor, ansiedade e perda de qualidade de vida também
apresentam grande impacto na vida das pessoas com DM.

Estudos como o UKPDS (United Kingdom Prospective Diabetes Study)
realizado em pacientes com DM2 e o DCCT (Diabetes Control and Complications
Trial) para o DM1 evidenciaram uma reducgao significativa das complicagdes micro
vasculares do DM, como a retinopatia e nefropatia, através do controle metabdlico
intensivo (40, 41). No estudo DCCT/ EDICT (Diabetes Control and Complications

Trial / Epidemiology of Diabetes Interventions and Complications), também o
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tratamento intensivo comparado ao convencional, reduziu significativamente a
incidéncia de doenga cardiovascular no DM1 (4). O controle adequado e precoce
dos niveis glicémicos, da pressao arterial e dislipidemia, bem como a detecgéo
precoce de alteragcdes vasculares, tornam-se medidas importantes de prevencao de
complicacées do DM.

Estudos sugerem que a doenga vascular no DM1 tenha como evento
precursor a DE (11). No endotélio vascular do DM1 ocorrem alteragdes estruturais
aterosclerdticas precoces, e a DE pode servir como marcador desse processo de
dano vascular, para que sejam tomadas medidas de prevencédo das complicagdes

vasculares.

2.2 Disfuncao Endotelial no Diabetes Mellitus tipo 1

2.2.1 O Endotélio Normal

O endotélio vascular € composto de uma mono-camada de epitélio
pavimentoso que recobre todos os vasos do organismo, como as artérias, as veias,
os capilares e os linfaticos. Este se localiza entre o sangue circulante e a camada de
musculo liso vascular. Esta localizagao estratégica permite que regule o tonus
vascular, a coagulagdo, a trombdlise, a remodelagdo vascular, a homeostase, a
resposta imune e o processo proliferativo fibroinflamatério local. A membrana luminal
da célula endotelial estda em contato direto com os componentes e constituintes do
sangue, logo é considerada o sensor da célula endotelial, capaz de detectar
variagbes de pressao e de fluxo sanglineo e alteragcbes metabdlicas que possam

ocorrer em qualquer local do organismo.
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O endotélio vascular pode ser considerado, por isso, um 6rgao enddcrino
que, em resposta a estimulos humorais, mecanicos e neurais, sintetiza e libera
substancias vasoativas, denominadas fatores relaxantes derivados do endotélio
(EDRFs) e fatores constritores derivados do endotélio (EDCFs). Dentre os fatores
relaxantes, podemos citar como os principais o 6xido nitrico (NO), a prostaciclina, a
bradicinina, a histamina e o fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF) (42).
Ja os vasoconstritores sdo: a angiotensina Il, a endotelina, a serotonina, o acido
araquidbénico, a prostaglandina H2, os produtos da ciclooxigenase, como
endoperoxidos e tromboxano e as espécies reativas derivadas de oxigénio (EROs)
como o anion superoxido e o peroxido de hidrogénio (43).

As EROs também podem estimular a proliferagcao celular e aumentar o efeito
proliferativo e vasoconstritor da angiotensina I, através da inativacdo do NO. A
principal defesa do organismo contra as EROs sé&o as enzimas também produzidas
pelo endotélio: superoxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase e catalases,. A
defesa antioxidante inativa as EROs no meio intracelular para a preservagao
endotelial (44).

Além dessas substancias, o endotélio vascular pode produzir os fatores de
crescimento das células do musculo liso vascular, como o fator de crescimento
derivado da plaqueta (PDGF), o fator de crescimento de fibroblasto (FGF) e o fator
de crescimento semelhante a insulina (I-likeGF), que juntamente com a endotelina,
angiotensina Il e o anion superéxido promovem proliferagao celular.

Durante um processo inflamatério vascular, moléculas de adeséo intercelular
(ICAM), moléculas de adeséao de células vasculares (VCAM) e moléculas de adesao

endotelial de leucdcitos (ELAM) podem ser liberadas pelo endotélio com o intuito de
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evitar a ruptura do mesmo. Estas regulam a migragdao de linfocitos, mondcitos,
leucdcitos durante uma ativagao imunolégica e sdo moduladas pelo NO.

Agentes tromboliticos como o fator tecidual ativador do plasminogénio, o
ativador do inibidor do plasminogénio | , a trombomodulina, interleucinas e o Fator
de Von Willembrand (vWf). sédo liberados pelo endotélio vascular e regulam a
formacao do trombo intravascular. O endotélio vascular, portanto, com todas essas

propriedades inibe a aterogénese e protege os vasos sanguineos.

2.2.2 O 6xido nitrico

O NO ¢é o principal mediador das atividades exercidas pelo endotélio. Este é
considerado um radical livre (apresenta um elétron desemparelhado na ultima
camada) que se apresenta em estado gasoso, sendo facilmente difusivel entre as
membranas celulares, o que |lhe confere uma capacidade de reagir com outros
radicais livres ou com o oxigénio molecular.

A producao de NO ocorre na célula edotelial com auxilio de co-fatores como
a tetra-hidro-biopterina (BH4), a nicotinamida adenosina difosfato (NADPH) e a
enzima oxido nitrico sintase endotelial (e-NOS). Esta catalisa a oxidagdo do
nitrogénio guanido-terminal da L-arginina, resultando na produgcdo do NO e do
subproduto L-citrulina. Rapidamente, o NO se difunde do endotélio para a camada
de células musculares lisas e plaquetas, onde ativa a enzima guanilato-ciclase
(GCa) com consequente produgao de GMP ciclico (GMPc). A presenga do GMPc
promove relaxamento vascular e inibicdo da agregacao plaquetaria (45) , Figura 1.
A meia-vida do NO é de apenas alguns segundos, sendo rapidamente oxidado a

nitrato antes de ser excretado na urina (46).
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Figura 1: Sintese e liberagdo de NO no endotélio vascular
Adaptado de Chan NN et al (45).

O mecanismo classico de ativacdo da e-NOS é o aumento da concentracio
de célcio intracelular. Este se liga a calmodulina, que efetua o acoplamento do
transporte de elétrons para producao de NO. Ja a ativagao ténica ou fasica da e-
NOS, em resposta ao fluxo sanguineo sobre as células endoteliais (estresse de
cisalhamento), € o principal mecanismo fisiologico de liberagcdo do NO e pode
acontecer na auséncia de alteracdo da concentragao do calcio citosélico, através da
fosforilagdo do aminiacido serina pela enzima Akt quinase (proteina quinase B) que,
por sua vez, é fosforilada pela quinase lipidica PI-3 (fosfatidil-inositol 3 quinase) (47).
O terceiro mecanismo de ativagao das e-NOS envolvido na proliferacdo e maturacéo
das células vasculares é a via de esfingolipides, que atuam em interagédo com a Akt
quinase (48).

Outros estimulos para liberagao fisiolégica do NO incluem: estiramento

pulsatil da parede do vaso e baixa tensao de oxigénio arterial (49, 50) (45,46). A
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liberagao fisiologica do NO pode ser bloqueada pela Ng-monomethyl-L-arginina (L-

NMMA), um epecifico inibidor da e-NOS (51).

2.2.3 Disfuncéo Endotelial

A disfuncdo endotelial (DE) é definida pela perda das propriedades do
endotélio citadas anteriormente. Os principais determinantes sido: a diminuicdo da
disponibilidade de NO e a preponderancia de fatores vasoconstritores liberados pelo
endotélio, em detrimento aos fatores vasodilatadores (52). A DE gera, portanto,
alteracao no perfil anti-aterogénico, promovendo migracao e proliferagdo de células
musculares lisas, agregacao plaquetaria, oxidagdo do LDL, adesdo de mondcitos e
plaguetas e sintese de citocinas inflamatdrias, contribuindo para aterogénese (53).

Alteragbes na morfologia vascular no diabetes (DM) tém sido relatadas tanto
em estudos experimentais como em estudos clinicos. Em aorta de coelhos com DM
induzido por aloxana, alteragcoes endoteliais sao visiveis 2 semanas apods o inicio do
diabetes e se tornam mais severas apds 6 semanas do inicio da hiperglicemia (54).
Estas incluem a adesao de leucdcitos, plaquetas e material fibrinoso na superficie
endotelial. Em ratos, apdés 6 semanas do inicio do diabetes induzido pela
estreptozotocina (STZ), também se observa alteragbes como o aumento da
permeabilidade endotelial e aptose celular endotelial (55).

Em estudos clinicos classicos, o achado encontrado mais importante é o
espessamento da membrana basal, observado, através de microscopia eletrbnica,
em capilares da pele de pacientes com DM1 comparado a individuos nao-diabéticos
(56). Esta alteragdo parece ser reversivel, uma vez que o controle glicémico
intensivo, durante um ano, é capaz de reduzir a espessura da membrana basal em

capilares musculares de pacientes com DM1 (57). Estudos em células endoteliais
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obtidas de corddao umbilical de gestantes com DM1 comparadas a gestantes sem
diabetes, mostraram aumento da area mitocondrial (58). O significado clinico destas
alteragdes nao € claro, porém podem contribuir para a instalagdo e progressao da
doenca aterosclerética precoce no DM1.

Varios investigadores ja demonstraram a disfungdo vasomotora em modelos
experimentais (59, 60) e em estudos clinicos, tanto no DM1 (61-63)57,58) como no
Diabetes Melito tipo 2 (DM2) (64-66).

No DM pode ocorrer o desacoplamento da e-NOS, uma situacdo em que a
transferéncia de elétrons, durante a catélise enzimatica da sintese de NO, ndo se
completa adequadamente. Os elétrons “vazam” (sao liberados pelo NADPH) e séo
captados pelo oxigénio molecular, gerando radicais livres, como o superdxido. A
NOS desacoplada ndo apenas priva o ambiente celular da sintese e NO, como
também produz o principal antagonista do NO, o radical superédxido, propiciando
uma situacdo ideal para a geragdo do intermediario toxico peroxinitrito. O
desacoplamento do eNOS é, portanto, um importante mecanismo inicial de DE no
DM (67).

A funcgao endotelial no DM1 parece ser modulada pelo grau de hiperglicemia
aguda (68), pela duracédo do diabetes (11, 69, 70), pelas concentragdes séricas de
insulina (71, 72) e pela presenga de complicagdes crbénicas, especialmente a

neuropatia autonémica (73) e a microalbuminuria (74, 75).

2.2.4 Métodos de avaliacdo da funcao endotelial:

A funcéo endotelial pode ser investigada de forma invasiva ou nao-invasiva,
por varias técnicas, em diferentes leitos vasculares e por diversos estimulos

farmacolégicos ou mecanicos.
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Em pacientes submetidos a cineangiocoronariografia diagndstica, a utilizagao
de ultra-som doppler intra-coronario para a medida do fluxo coronario, permite
avaliar a vasodilatagcdo coronaria antes e apds a injegao intra-coronaria de
acetilcolina e bradicinina (vasodilatadores dependentes do endotélio) e a hiperemia
reativa (aumento de fluxo apés um periodo de isquemia) (76). Os pacientes com
doengas coronarias ou portadores de DM, hipertensao arterial sistémica (HAS) ou
tabagistas possuem resposta vasodilatadora reduzida ou até mesmo
vasoconstritora. Esta abordagem invasiva pode contribuir para o entendimento dos
efeitos das diversas drogas usadas para o tratamento da aterosclerose coronaria
sobre a fungdo endotelial, além de demonstrar que o grau de DE apresenta
correlagado com risco de eventos coronarios adversos futuros (77).

No entanto, a utilizagdo de técnicas invasivas, envolvendo a canulagao de
uma artéria e a infusdo de drogas vasoativas podem tornar-se inviaveis na pratica
clinica. Assim, as técnicas que envolvem procedimentos nao-invasivos ou com
infusdes de drogas a baixas concentracées e com efeitos somente em pequenos
segmentos vém sendo cada vez mais utilizadas. As principais técnicas sao:
Dilatagcao Arterial Mediada por Fluxo (DMF) (78), Tonometria de artéria periférica
(79), Fluxometria com laser Doppler (80), Dorsal Hand Vein (81) e Pletismografia de
oclusdo venosa (82).

A avaliagao da funcao endotelial de forma nao-invasiva pode ser feita através
da captacdo de imagens da artéria braquial por ultrassonografia de alta resolugéo
(83). A técnica mais comumente utilizada envolve a hiperemia reativa e o estresse
de cisalhamento os quais sdo os estimulos para a ocorréncia da DMF, ou seja, a

vasodilatagao dependente do endotélio (78).
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A hiperemia reativa ocorre apo6s um periodo de isquemia induzido por oclusao
da artéria braquial com um manguito aneréide insuflado, onde ha liberagéo
progressiva de mediadores vasodilatadores como a adenosina, ions H+, EDHF entre
outros pelo tecido isquémico. Ao ocorrer a liberacdo do fluxo arterial, ocorre a
hiperemia reativa, com o fluxo sanglineo aumentando 100% a 300% superior ao
fluxo basal e, consequentemente, promovendo shear stress na parede arterial. As
células endoteliais, por sua vez, ativam os canais de potassio que levam a hiper-
polarizacdo do endotélio com aumento da entrada de calcio intracelular. Este ativa a
e-NOS, liberando NO e promovendo relaxamento do musculo liso vascular
subjacente, com aumento do didmetro arterial (84). Este mecanismo de dilatagéao
arterial mediada por fluxo depende da presenga do NO e da integridade funcional do
endotélio.

O procedimento técnico consiste na medida do diametro longitudinal da
artéria braquial na condi¢cdo basal, seguida pela oclusdo da artéria durante 5 min e
medida do didmetro arterial apds 45 e 60 segundos da liberagdo da ocluséo (78). O
dado obtido é o percentual de dilatacdo apds a hiperemia reativa em relacdo ao
basal. Considera-se disfungao endotelial quando o aumento da dilatacao € inferior a
8,1% (85). Alguns autores consideram como DE um valor de dilatacdo arterial
inferior a 10% (86).

Avaliacao de disfuncdo de musculo liso vascular

Para verificar a presenca de disfungdo do musculo liso vascular, € necessario
avaliar a vasodilatagao independente do endotélio. Apdés 10 a 20 minutos de repouso
para o restabelecimento das condigdes iniciais pds hiperemia reativa, realizam-se
novas medidas basais, e administra-se um spray de nitroglicerina sublingual (0,3-

0,5mg). Apdés 4 min, mede-se o didmetro da artéria. Esta diferengca representa a
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vasodilatagdo independente do endotélio, ou seja, mediada pelo musculo liso
vascular, e considera-se normal uma dilatagdo acima de 8% em relagdo ao basal
(85).

Outra técnica que vem sendo cada vez mais utilizada € a medida da
espessura da camada intima-média da carétida comum (EIMC) por ultrassonografia,
a qual representa um marcador estrutural de aterosclerose e se correlaciona
inversamente com a FMD na artéria braquial (13). Estudos recentes demonstraram
que criangas com DM1 ja apresentam nos primeiros anos de doenga EIMC em

relacdo a controles saudaveis (87, 88).

2.3. Mecanismos de Disfungao Endotelial no Diabetes tipo 1

Os mecanismos pelos quais o DM1 esta associado a DE sdo complexos e
nao completamente compreendidos. Embora, a presenca de fatores de risco como
hipertenséo e dislipidemia possa contribuir diretamente para a DE, a combinacgao de
diversos mecanismos relacionados ao aumento dos niveis glicémicos séao

determinantes para o desenvolvimento desta alteracéao.

2.3.1 O estresse oxidativo

O estresse oxidativo ocorre quando os mecanismos de defesa vasculares séo
esgotados pelo excesso de produgao de radicais livres ou quando tais mecanismos
nao estdo eficientes para combater o efeito desses. Estudos tém sugerido que o
estresse oxidativo seja a chave-mestra na patogénese das complicagbes micro e
macrovasculares nos individuos com DM e que, a disfungdo endotelial seja um

marcador precoce do processo de agressado (89, 90). No entanto, o papel do
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estresse oxidativo no DM é questionado por alguns autores pelos resultados obtidos
com estudos de intervengdo com anti-oxidantes (87).

Ja foi demonstrado que em células endoteliais da aorta humana, a exposi¢ao
prolongada a altas concentragdes de glicose aumenta a expressao génica da e-NOS
e a liberacdao de NO (91). No entanto, ocorre aumento concomitante do radical
superoéxido, que é um potente oxidante. O anion superoxido pode ser gerado, na
célula endotelial através da angiotensina Il, do LDL oxidado, da cadeia de transporte
de elétrons da mitocondria e das oxidases vasculares, como a NADPH oxidase (92).
O anion superéxido liga-se ao NO, prejudicando a sua agao no endotélio (93).

Nas células endoteliais, a glicose pode atravessar livremente a membrana
basal via um transportador de glicose ndo dependente de insulina denominado
Facilitador do transporte de glicose 1 (GLUT1). A hiperglicemia intracelular provoca
superproducao de superoxido a nivel mitocondrial, levando a ativacao de outras vias

metabdlicas (94) (Figura 2).
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Figura 2: Superproducdo de super6xido na mitocdndria e ativagcdo de vias alternativas de
metabolismo da glicose

Adaptado de Ceriello A (94).

2.3.2 Ativacao da via dos polidis

A hiperglicemia crénica leva a ativagao da via dos polidis pela enzima aldose

redutase, com transformagdo da glicose em sorbitol e subsequentemente em

frutose, promovendo consumo de NADPH, co-fator importante para sintese de NO

(95, 96), Figura 3.
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Figura 3: A via dos poliéis
Adaptado de Chan NN et al (45).

2.3.3. Ativacdo da proteina c quinase

A ativacdo da proteina quinase C (PKC) pelo aumento de diacil-glicerol,
induzido pela hiperglicemia, também tem sido sugerido como mecanismo para DE e
alteragbes vasculares relacionadas ao DM como aumento da permeabilidade

vascular, de citocinas, contratilidade e proliferagao celular (97).

2.3.4. Formacao de produtos finais de glicacado avancada

Na presenga de hiperglicemia sustentada, proteinas teciduais como o
colageno da parede arterial e proteinas da membrana basal sofrem glicagdo nao
enzimatica, resultando na formagao de produtos finais de glicacdo avancada (AGEs)
(98). Estes provavelmente promovem DE e complicagbes vasculares no DM por
modificagdes quimicas permanentes em células e proteinas e, indiretamente,
estimulando respostas celulares por receptores especificos (99). O acumulo de
AGEs com o tempo parece reduzir a disponibilidade do NO, uma vez que os

intermediarios reativos formados na via de glicagdo podem fixar o NO e
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comprometer seu efeito anti-proliferativo. A producdo aumentada de superéxido
ativa a proteina quinase C, que por sua vez induz a sintese da enzima NADPH
oxidase, que também contribui para produg¢ao de superdxido (100, 101).

A hiperglicemia também favorece, através da ativagédo do fator de transcricao
celular que regula a resposta inflamatéria (NF-kB), um aumento da expresséo da
eNOS com geracédo de NO (100). A superproducéo de superédxido e de NO favorece
a formacao de peroxinitrito (ONOO-), um ativador da catalase da ciclooxigenase, da
peroxidagao lipidica e da produgao de prostandides (94), Figura 4. Este, além de
apresentar acgao citotoxica, interfere no cofator para producdo de NO,
tetrahidrobiopterina, promovendo também produg¢ao de superdxido, ao invés de NO

(100).

ONOO-

Nitrotirosina T

T Peroxidagao lipidica

1 Bioatividade HO

Figura 4: Formacao de peroxinitrito através da superproducéo de NO e superoxido
Adaptado de Ceriello A (94).

Concluindo, a producdo de superdxido nas células endoteliais a nivel
mitocondrial, devido a hiperglicemia, estd implicada na DE e na génese das

complicagées do DM (5).
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2.3.5 O tempo de Diabetes tipol e a funcao endotelial

O tempo de DM é um determinante importante para a presenca de DE no
DM1. Em pacientes com mais de 10 anos de doenca é um achado relativamente
comum (74, 102). Entre 5-10 anos de DM1, a DE ocorre ocasionalmente. No estudo
de Sigh e cols, 31 adolescentes com 6,8 anos em média de DM1 e mau controle
glicémico (HbA1c média de 8,6%), comparados a n&o-diabéticos, apresentaram DE,
entretanto, ndo houve diferenca na dilatagcao endotélio-independente e nem aumento
da EIMC. Houve também correlagdo inversa significativa da dilatagdo endotélio-
dependente com o tempo de DM (r=-0,39, p= 0,02) (11).

A DE no DM1, entretanto, parece ocorrer mais precocemente, antes dos 5
anos de DM, inclusive podendo preceder a microalbuminuria (74).

Jarvisalo e cols. compararam criancas com média de 11 anos de idade, com
DM1 h& 4 anos e com controle glicémico inadequado (HbA1c 8,9%), a criangas sem
DM e evidenciaram DE em 36% dos casos. A DMF mostrou-se significativamente
alterada em relacao aos controles (4,4% 3,4% vs 8,71 3,6% p<0,001). Neste estudo a
EIMC foi maior no DM1 (0,58+0,5 vs 0,54+0,04 mm, p=0,01) (12). Os autores
concluiram que a DE pode existir nos primeiros 5 anos de DM1 e pode ser um
importante preditor de aterosclerose prematura nesses pacientes.

Por outro lado, Ladeia e cols. avaliaram adolescentes com 3 anos de DM1,
com HbA1c média de 9,35% e nado encontraram diferenga na DMF entre DM1 e

controles 10,9+ 2 vs 11,2 £2,4%, p=0,34, respectivamente (75).
2.3.6 O controle glicémico recente e histérico na funcao endotelial
Sabe-se que a hiperglicemia aguda e, principalmente a oscilagao glicémica,

podem ser tdo deletérias para o endotélio quanto a hiperglicemia sustentada. Ambas
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levam as complicagbes micro e macrovasculares do DM, através da excessiva
glicagao de proteinas e da ativagao do estresse oxidativo (103).

A hiperglicemia aguda pode causar atenuagao da DMF mesmo em individuos
sem DM (68), mas esse fendmeno parece ser reversivel. Em um estudo realizado
apos sobrecarga oral de glicose (75g) em individuos com tolerancia normal a
glicose, com pré-diabetes e com DM2 a hiperglicemia aguda causou prejuizo na
DMF em todos os grupos (DMF em jejum: 7,531£0,40%; 6,50+0,48%; 4,77+0,37%,
respectivamente, e apds sobrecarga oral de glicose: 6,35+0,40%; 4,00+0,47%;
1,29+0,29%, respectivamente, p<0,005). Os autores concluiram que este fenémeno,
ocorrendo de maneira sustentada estaria implicado com a DE no DM (104).

Sorensen estudou o impacto da deteriorizagdo aguda do controle metabdlico
na fungdo endotelial em individuos com DM1 normoalbuminuricos. Os pacientes
foram avaliados através da DMF e marcadores soroldgicos de funcéo endotelial
apos 48 horas de bom ou mau controle metabdlico (redugdo das doses de insulina
em 20-30% e liberagcéo de dieta). A média da glicemia plasmatica foi de 113,4 mg/dl
vs 286,2 mg/dl para bom e mau controle glicémico, repectivamente. Houve piora
significativa da DMF (102,7% vs 104,0%, p<0,05) e da dilatacédo pds nitrato (114,5%
vs 120,2%, p<0,05) e aumento do vWf apds a deteriorizagdo do controle glicémico
(105).

O efeito da hiperglicemia pés prandial na fungao endotelial tem sido pouco
estudado no DM1. Ceriello e cols. estudaram o impacto da glicemia e da
hipertrigliceridemia pds prandiais na fungdo endotelial no DM2 e observaram que
marcadores soroldgicos de DE como a concentragéo sérica de moléculas de adesao
ICAM-1, E-selectina, VCAM-1 e marcadores do estresse oxidativo , como a

nitrosamina , aumentavam agudamente apds a ingestdo de 75 gramas de glicose
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oral. Este efeito era ainda maior, quando adicionava-se a sobrecarga lipidica e seria
mediado pelo estresse oxidativo (106). A hiperglicemia aguda no DM1,
principalmente pds prandial, poderia também ser um mecanismo importante de DE.

A associagao entre o valor da Hba1lc, que representa a média das glicemias
de 2 a 3 meses, e a DMF mostra-se bastante heterogénea nos diferentes estudos.
No estudo de Lekakis e cols, os individuos com DM1 sem microalbuminuria e com
HbA1c maior que 6% apresentaram menor DMF em comparagdo com o0s que
apresentavam HbA1c menor que 6% (102). No estudo de Kadono e cols, os
pacientes com DM1 e HbA1c menor que 7% tinham valores de DMF melhores do
que os com HbA1c maior que 7% (11,4+8,7% vs 4,848,1%, p < 0,05) (107). No
estudo de Ladeia e cols em pacientes com DM1 ha menos de 5 anos, normo e
microalbuminuricos, houve correlagao inversa positiva da DMF com HbA1c (r=0,53,
p=0,002) (75). Ja no estudo de Dogra e cols, que comparou a DMF em controles nao
diabéticos a individuos com DM1, em situagdo de normoglicemia, utilizando clamp
euglicémico de insulina para o DM, nao houve correlagéo significativa entre HbA1c e
DMF (74). Em todos esses estudos, entretanto, houve andlise apenas da HbA1c
coletada no momento do estudo, ndo sendo avaliadas as HbA1c historicas dos
meses ou anos anteriores.

O conceito de memdéria metabdlica em que o ambiente glicémico no inicio do
DM é relembrado em orgaos alvos como olhos, rins, coragao e extremidades iniciou
com estudos em animais. Kern estudou a retina de cachorros diabéticos, durante o
periodo de 5 anos, em que um grupo manteve 2,5 anos de mau controle glicémico e
outro grupo iniciou com bom controle a partir de 2 meses do inicio do estudo e
verificou que aqueles que tinham iniciado precocemente bom controle tiveram

pequena evidéncia de retinopatia, semelhante ao grupo com bom controle durante
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todo o estudo. Ja, o grupo que iniciou com bom controle s6 a partir da metade do
estudo teve similar incidéncia de retinopatia que o grupo com mau controle durante o
5 anos de acompanhamento (108).

O conceito de que a hiperglicemia sustentada,teria um efeito deletério que se
perpetuaria por muitos anos e que, se o controle glicémico adequado nao iniciasse
precocemente, este nao seria suficiente para prevenir complicagdes futuras,
clinicamente foi confirmado com os resultados de grandes estudos prospectivos. O
DCCT (The Diabetes Control and Complications Trial) demonstrou os beneficios do
tratamento intensivo do DM, reduzindo os valores glicémicos e diminuindo a
progressao das complicagdes microvasculares, se comparado ao tratamento
convencional no DM1 (41). Durante o EDIC (Epidemiology of Diabetes Interventions
and Complications Study) (109), mesmo a HbA1c n&o diferindo significantemente
entre os grupos no final do estudo, houve um beneficio importante no risco de
desenvolver complicacbes daqueles individuos que tinham um melhor controle
glicémico no DCCT, sugerindo que o controle intensivo precoce do DM,
provavelmente teve um impacto no risco a longo prazo de desenvolver complicagdes
microvasculares.

Recentemente, em analise posterior ao EDIC, um estudo avaliou o risco de
desenvolver retinopatia em pacientes com extremos de controle metabdlico: HbA1c
média <6,87% vs 29,49%, no inicio do DCCT. Naqueles com mau controle glicémico,
a retinopatia desenvolveu-se em 57% vs 9,8% no grupo com bom controle (110). No
estudo de Nathan e cols, também os pacientes que tinham melhor controle
metabdlico no DCCT e foram seguidos no EDIC apresentaram menos complicacoes
macrovasculares sob a forma de espessamento da intima-média carotidea e doenca

cardiovascular (4, 67).

41



Segundo Ceriello, os mecanismos de propagacao desta memadria metabdlica
originariam-se da glicosilagdo de proteinas com formacao de AGEs e lipidios a nivel
mitocondrial e na producdo de EROs e do estresse oxidativo, em um ciclo vicioso
que um contribuiria para a perpetuagao do outro. A modificagao de acidos nucléicos,
proteinas e lipidios pelas EROs poderiam exercer uma atividade celular alterada por

muitos anos, independente dos niveis glicémicos (111), Figura 4.
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Figura 5: O ciclo vicioso da memadria metabdlica
Adaptado de Ceriello A (111).

A reducdo da producdo de radicais livres a nivel mitocondrial das células
endoteliais, entretanto, parece ser capaz de bloquear a memadria metabdlica (112).
Em um estudo publicado por Ceriello em pacientes com DM, a DE persiste, mesmo
apo6s normalizada a glicemia. Mas, a combinagao de um anti-oxidante (vitamina C)

com a normalizagéo glicEmica pode ser utilizada para interromper a DE (113).
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2.4 Complicacdes microvasculares no Diabetes tipo1 e a disfuncédo endotelial

A doencga aterosclerética no DM1 esta diretamente relacionada a presenca
de microangiopatia, principalmente a nefropatia diabética. Esta associagao ja pode
existir nos estagios iniciais de nefropatia, como nos pacientes com microalbuminuria
(74). A DE, como evento inicial no processo aterosclerético, gera alteragbes na
permeabilidade vascular, na coagulagao e fibrindlise, que ocorrem também no
endotélio vascular renal. Tanto a DE (13) como a microalbuminuria (114) constituem
fatores de risco independentes de doenca cardiovascular no DM1. Nao se sabe ao
certo se, a DE seria um evento ainda mais precoce do que a microalbuminuria no
DM1, uma vez que pode ou nao estar presente em pacientes normoalbuminuricos
(74, 75).

No estudo de Dogra e cols, pacientes com 25 anos de DM1 e
microalbuminuria, em condi¢gées de normoglicemia, foram comparados a pacientes
sem microalbuminuria e a controles sem DM. A DMF estava comprometida nos DM1
em relacédo aos controles (3,2t 0,3% vs 7,940,6%), e foi mais importante nos
microalbuminuricos em relagdo aos normoalbuminuricos (3,2+0,3% vs 5,4+0,6%,
p<0,001). Neste estudo, a albuminuria foi um preditor independente de DE (74).

No estudo de Ladeia e cols em criangas e adolescentes com menos de 5
anos de DM1 houve correlagdo negativa entre DM1 e microalbuminuaria (r=-0,50,
p=0,049) (75).

Outro estudo que comparou a DMF e marcadores sorolégicos de DE, em

pacientes com DM1 em diferentes estagios de nefropatia diabética, evidenciou que
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ha relagdo importante da progressdo da ND com o desenvolvimento de doenca
cardiovascular e que a DE seria um forte preditor (115).

Segundo Stehouver, a excreg¢ao urinaria de albumina (EUA) em pacientes
com DM1 ndo seria apenas um marcador de nefropatia diabética, mas também
consequéncia da DE, devido ao aumento da permeabilidade dos vasos pelo dano
endotelial (116).

Ja em individuos com DM1 e normoalbuminuria, a associagdo com DE nao é
bem definida. Lekakis e cols. observaram comprometimento da DMF em individuos
com DM1, com média de 13 anos de DM, normoalbuminuricos e com bom controle
glicémico (HbA1c 6,5%) em relacéo a controles sem DM (5,8+7,0% vs 11,0+7,0%
p=0,01) e a individuos com microalbuminuria (5,8+7,0% vs 0,75%+2,55%,p=0,003) ,
sugerindo a DE ser um evento ainda mais precoce do que a microalbuminuria na
histéria natural do DM1 (102).

No estudo de Enderle e cols em pacientes com DM1 ha 14,9+7,9 anos,
normoalbuminuricos, com HbA1c de 7,9+1,2%, a DMF ,entretanto, n&o mostrou-se
alterada em relacao aos nao-diabéticos (12,949,8% vs 17,319,9%, p=0,07) (117).

Os estudos que avaliaram retinopatia diabética (RD) e DE sao ainda mais
escassos. Em um estudo que avaliou a associacdo de aterosclerose precoce e
retinopatia ndo-proliferativa em 28 adolescentes com DM1, através da DMF, EIMC e
niveis seéricos de moléculas de adesdo como: ICAM-1, VCAM-1 e e-selectina
constatou que tanto os individuos com RD quanto os sem RD tinham valores de
DMF menores que os controles (7,8+4,1% vs 12,1 +5,1%, p=0,04 e 7,645,5% vs
12,1 £5,1%, p=0,04), respectivamente. Com relagdo a EIMC esta também mostrou-
se aumentada nos DM1 em relagao aos controles (0,49+0,06 mm vs 0,42+0,03 mm,

p=0,001) e nos DM1 com RD em comparagédo aos sem RD (0,56+0,06 mm vs
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0,47+0,03 mm, p=0,0001). Os niveis das moléculas de adesdao ndo estavam
alterados nos DM1 com retinopatia Os dados sugerem que as alteragdes
macrovasculares sdo mais prevalentes na presenca de RD (118).

A neuropatia autonbmica diabética (NAD) €& gerada por insuficiéncia
neurovascular, lesdo auto-imune, deficiéncia do fator de crescimento neuro-
hormonal que se iniciam com a hiperglicemia persistente (119). Na patogénese da
NAD ha ativacdo das vias alternativas de metabolismo da glicose (via do poliol,
ativagdo da PKC) e formacdo de produtos finais da glicagdo avancada n&o
enzimatica em nervos e proteinas da parede vascular, com hipdxia e aumento de
radicais livres, levando a DE. Por tudo isso, a NAD esta associada a DE no DM1

(119, 120).

2.5 DE como marcador de risco cardiovascular no DM1

A DE ocorre precocemente no desenvolvimento da doenga aterosclerética,
precedendo alteragdes estruturais da parede dos vasos (121). Estudos sugerem que
0 manejo dos fatores de risco de doenga cardiovascular esta associado a melhora
da DMF (121). Ainda, a preservagao da fungédo endotelial parece conferir protegcéo
para o desenvolvimento de eventos cardiovasculares futuros em individuos com
doenga aterosclerotica ja estabelecida (85). Neunteufl e col. seguiram pacientes
com suspeita de doenga coronariana por 5 anos , dos quais 40% com dor atipica e
60% com angina tipica. No grupo com DMF abaixo de 10% (anormal) a frequéncia
de eventos foi de 50% vs 15% naqueles com resposta normal. Curiosamente,
nenhum paciente com vasodilatacdo normal apresentou eventos no primeiro més
apos a avaliagao contra 13% de eventos no grupo com resposta anormal (122). O

45



status endotelial, portanto, parece servir como um marcador de risco de doencga
cardiovascular, e a presenca de DE pode refletir um fendtipo vascular com maior
predisposi¢cao para aterosclerose.

Varios estudos tém documentado que pacientes com DM1 possuem doenca
coronariana precoce e mais severa, com comprometimento de todas as artérias
coronarianas, incluindo segmentos distais (123). Os estudos de Laine e cols.
sugerem que a reducdo do oxido nitrico no DM1 possa ser o evento precursor para
DE e doencga cardiovascular precoce (124).

O valor preditivo para mortalidade cardiovascular de marcadores de DE como
o vWf foi avaliado no estudo HOORN (125). Este estudo foi uma coorte
populacional de 2484 individuos caucasianos com 50-70 anos de idade, entre 1989
e 1992 onde 27% apresentavam DM2 e 27% apresentavam intolerancia a glicose.
Apods 5 anos de acompanhamento, 58 individuos evoluiram para o 6bito. Quando se
avaliou o vWf, comparando os niveis encontrados no tercil superior (>1,56 Ul/ml) em
relacdo aos dois tercis inferiores (<1,56 Ul/ml), o risco relativo para mortalidade por
todas as causas associado ao VWf no tercil superior foi de 2,03 (IC95%: 1,19-3,47).
Estes resultados sugerem que o vWf, como marcador de disfungado endotelial, seja
um preditor independente de morte cardiovascular.

Em pacientes com DM1, o vWf esta, em geral, aumentado em comparagao
com individuos saudaveis (6). Este aumento é maior na presenga de micro e
macroalbuminuria em relacdo aos pacientes normoalbuminuricos e correlaciona-se
positivamente com a PCR (r=0,44 p<0,0005), indicando associagao entre disfungao
endotelial e inflamacédo vascular (6). Os mecanismos pelos quais 0 risco
cardiovascular esta associado a niveis elevados de vVWf ndo sdo bem conhecidos,

mas refletem disfungcédo endotelial generalizada e um estado pré-trombaético (126).
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Em individuos com DM1, marcadores inflamatérios como a PCR, interleucina-
6 (IL-6) e TNF-a também sao importantes determinantes de inflamagéo. No estudo
EURODIAB Prospective Complications Study, um estudo caso-controle aninhado de
348 pacientes obtido de 543 participantes do EURODIAB IDDM Complications Study
Group foram analisados marcadores inflamatérios como CRP, TNF-a-, IL-6 em
individuos com DM1 e individuos sem diabetes e comparados com os niveis de
marcadores de disfungdo endotelial como a E-seletina e a molécula vascular da
célula de adesao-1 (VCAM-1). As medidas de inflamagao estiveram diretamente
associadas com a duragao do DM, controle glicémico, perfil lipidico, presséao sistdlica
e com os marcadores de DE. A PCR apresentou-se como preditor de todas as
causas de mortalidade cardiovascular, estando relacionada com outros fatores de
risco (9).

Em um estudo transversal que avaliou a associagao entre PCR com fatores
de risco e complicagcdes vasculares nos individuos da coorte do DCCT/EDIC
demonstrou que a PCR estava elevada nos DM1 em relagdo aos controles e
correlacionou-se positivamente com a HbA1c, indice de massa corporal (IMC),
circunferéncia abdominal (CA), pressao arterial diastolica (PAD), trigliceridios e LDL

(p<0,0001). A PCR néo estava associada com complica¢des vasculares (127).

2.6 Manejo clinico da disfuncéo endotelial no DM1

O manejo da DE no DM1 requer bom controle glicémico, com énfase,
principalmente nas glicemias pos-prandiais (128). Niveis adequados de pressao
arterial, manejo da dislipidemia, suspensao do tabagismo, dieta pobre em lipidios e

estimulo a pratica da atividade fisica também sao importantes (129-131). O beneficio
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do uso de agentes anti-oxidantes como a vitamina C e E é controverso (129, 132).
No entanto, a associagado da vitamina C ao bom controle glicémico foi capaz de
melhorar a DE no DM (113).

As estatinas aumentam a biodisponibilidade do NO e diminuem a producao de
superoéxido, provavelmente interferindo com a atividade do NAD(P)H e melhoram a
funcao endotelial, independente do efeito de redugdo do colesterol (128). O uso da
atorvastatina em pacientes com dislipidemia, sem DM e com DE, evidenciou que a
dose de 40 mg/dia melhora a FMD (2,6% basal para 4,0% e 6% apdés o uso
respectivamente por 1 a 6 semanas), mas apds suspensdo da droga, este efeito é
revertido em 36 hs (133). Em individuos com DM1 e microalbuminuria, o uso da
estatina parece apresentar efeito na FMD endotélio-dependente e independente,
provavelmente secundario a sua agao pleiotrofica, reduzindo o estresse oxidativo e
aumentando a disponibilidade do NO (134).

O uso do inibidor da enzima conversora da angiotensina Il (IECA) enalapril,
em 91 individuos com DM 1, sem complicacdes vasculares, por um periodo de 6
meses, ndo demonstrou beneficio na melhora da fungdo endotelial (135). Ja
pacientes com DM1 normotensos, mas com microalbuminuria, os IECA parecem
melhorar a vasodilatacdo endotélio-dependente e independente (136).

O uso do antagonista do receptor da angiotensina Il, losartan 50 mg/dia, por
4 semanas no Diabetes Melito tipo 2 (DM2) também melhorou a DMF (137).

A combinacdo do uso de inibidores do receptor da enzima conversora de
angiotensina Il (irbesartan) com a estatina em individuos com DM2 parece melhorar
o estresse oxidativo, o processo inflamatério e com isso a DE (138).

As tiazodilinedionas parecem ter efeito inibitério das e-NOS, reduzindo

significativamente a produgéo de perdéxinitrito, melhorando a DE (139).
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Por ultimo, sustancias que ajam como SOD ou catalases miméticos tém sido
avaliadas, em estudos em animais, como drogas promissoras no bloqueio do
estresse oxidativo (140), entretanto, até o presente momento, o melhor modo de

reverter a DE é através do controle dos fatores de risco.
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3 JUSTIFICATIVA

Considerando-se o aumento significativo da prevaléncia de diabetes em
criancas e adolescentes e o risco aumentado de desenvolver doencga cardiovascular
precoce nesta populagao, torna-se importante avaliar a presenga de disfuncao
endotelial como marcador prognéstico para o desenvolvimento de complicagdes
vasculares e deteccdo de aterosclerose sub-clinica para que sejam realizadas
medidas de prevencgao primaria de eventos cardiovasculares no DM1.

Neste sentido, pretendemos analisar os fatores envolvidos com a disfuncéo
endotelial no DM1, como o tempo de surgimento, e o impacto do controle metabdlico
recente e histdérico bem como a associagdo com a preseng¢a de microalbuminuria,
para que possamos avaliar a melhor estratégia de prevengdo das complicagdes

vasculares do DM.
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4.0BJETIVOS

Objetivo geral:

e Avaliar a funcdo endotelial através da Dilatacdo Arterial Mediada por

Fluxo em individuos com DM1 em comparagdo a voluntarios

saudaveis.

Objetivos secundarios:

e Analisar fatores que possam estar associados com a disfungao

endotelial no DM1 como o tempo de DM1, o controle glicémico e a

presenca de microalbuminduria.
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ABSTRACT

OBJECTIVE: The aim of the study was to evaluate the prevalence of endothelial
dysfunction (ED) in young Type 1 diabetes (T1DM) patients, and its association to
disease duration, recent and long-term past metabolic control.

RESEARCH DESIGN AND METHODS: In a cross-sectional study, 57 adolescents
with T1DM and 10 non-diabetic controls were recruited. ED was evaluated by flow
mediated dilation (FMD) of the brachial artery using high-resolution ultrasound
imaging after reactive hyperemia. Patients performed intensive self monitoring blood
glucose for 30 days before vascular studies.

RESULTS: Of 57 T1DM patients studied, 28 (49%) presented ED, defined as a FMD
< 8%. FMD was significantly decreased in T1IDM compared to controls (9.48+6.48%
vs. 14.5615.60%, p=0.023). Nitrate-mediated dilation was decreased in T1DM
patients compared to controls (22.26£9.2% vs. 29.311+4.2%, p=0.02, RV= >8%), but it
was not different between T1DM with or without ED (p=0.72). The duration of T1DM
was longer in patients with ED compared to patients without ED (105+75 vs. 66148
months, respectively, p=0.02). Duration of T1IDM had a weak but statistically
significant negative correlation with FMD (r=-0.284 ; p=0.032). HbA1c was not
different in patients with or without ED (p= 0.10) and was not associated to FMD
(p=0.34). However, we observed a significant negative correlation between FMD and
HbA1c at 12-24 months before the vascular study (r=-0.289; p=0.03), particularly in
recent onset (<5 years) T1DM (r=-0.426;p=0.02). Also, FMD was decreased in
microalbuminuric  compared to normoalbuminuric  patients (4.8313.81%
vs.10.35+6.5%, p=0.015).

CONCLUSIONS: Endothelial function of young T1DM patients is significantly
impaired, even in the initial phases (< 5 years) of TIDM. ED is related to long-term
metabolic control and microalbuminuria.

74



INTRODUCTION

Patients with diabetes mellitus (DM) are at high-risk for developing micro and
macrovascular complications (1). Endothelial dysfunction (ED) has been suggested
to be a precursor of both complications in Type 1 diabetes (T1DM) (2) and is present
in patients with more than 5 years of disease associated or not to microalbuminuria
(3-5). Although ED may be a risk factor for late vascular complications, it is not clear
whether ED occurs before 5 years of T1DM or precedes the onset of
microalbuminuria. The correlation between timing of endothelial dysfunction and
duration of diabetes is until now not well established (4, 6). Indeed, it is important to
define if ED occurs early in the natural history of T1DM, because it can be clinically
useful as an early predictor of vascular diabetic complications.

The endothelium-dependent vasodilation during reactive hyperemia is predominantly
modulated by local release of nitric oxide (NO) (4, 6). Both acute and chronic high-
glucose concentrations can interfere in endothelial NO homeostasis. Acute
hyperglycemia reduces NO production through the polyol-pathway and protein kinase
C activation, while sustained chronic hyperglycemia may induce advanced
glycosylated end-stage products (AGEs) accumulation, which in turns leads to
increased oxidative stress and ED (7). Normal individuals can develop vasodilation
impairment after an oral glucose tolerance test which is rapidly overturned as soon
as blood glucose is normalized. This effect, however, is less reversible in patients
with diabetes (8, 9). Thus it is conceivable that chronic hyperglycemia may be
associated to sustained ED due to chronic structural alterations in the artery wall.
HbA1c has been largely used as a marker of chronic hyperglycemia, however the
association of an isolated measurement of HbA1c and ED seems to be weak.
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Although significant inverse correlations were observed between HbA1c and flow-
mediated vasodilation in some studies (5), not all of them have demonstrated a clear
association between HbA1c and ED in diabetes (10). Unexpectedly, a positive
correlation between HbA1c and flow-mediated vasodilation has also been found (11).
There is scarce data evaluating the effect of longer periods of exposure to
hyperglycemia assessed by serial analysis of HbA1c on endothelial function in
T1DM.

The objective of the present study was to evaluate the prevalence of ED in young
T1DM patients, particularly in short-duration disease (less than 5 years), and its

association to recent and past metabolic control.

RESEARCH DESIGN AND METHODS

Study Design and Patients. We performed a cross-sectional study, involving 57
T1DM patients, with 13 to 28 years of age and disease duration of less than 10
years. Ten non-diabetic adolescents were also enrolled as age-matched controls.
Patients were consecutively recruited from the ambulatory diabetes unit, at a public
health service for the treatment of diabetes in infancy and adolescence. Data were
collected from October 2007 to November 2008.

Type 1 diabetes was clinically defined when diagnosis was before 20 years of age
and body mass index (BMI) < 28kg/m?, in the absence of a family history of DM and if
insulin therapy was required during the first year of diagnosis. Inclusion criteria also
included BMI between 16-28 kg/m? at least a late pubertal Tanner (IV or V),
intensive insulin therapy and patients who were highly motivated and able to do

intensive self monitoring blood glucose (SMBG). Exclusion criteria were present or
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past tobacco use, clinical hypertension, known hypothyroidism, statin use, current
pregnancy and any history of previous neoplasia or vascular disease.

Diabetic nephropathy was defined as proteinuria greater than 30 mg/g of creatinine
on 3 urinary albumin excretion (UAE) (1 morning spot, corrected by creatinine, and
two 24h collection), in the absence of urinary tract infection, according to the
guidelines of the American Diabetes Association (12). All patients were evaluated by
an experienced oftalmologist for the presence of retinopathy.

The study was approved by the local ethical research committee, and all subjects

signed a written informed consent.

Research Protocol. At the first visit, patients were informed about the study and a
consent form was read, filled and signed out by patients and guardians. In a second
visit, we performed a complete clinical interview and physical exam. Anthropometric
data including BMI and waist circumference were determined. Patients were asked to
perform intensive SMBG for the 30 days before the endothelial function
determination (pre-meal [daily], 2 hours post-prandial at breakfast, lunch and dinner
[daily] and at 3 PM [weekly]).

Endothelial function study. Endothelial function test was carried out at day 30.
Blood was drawn for biochemical determinations after a 12h fasting period and the
usual insulin dosage was used. Exams were carried out in the morning, after a mild
breakfast, without caffeine and fat high foods. Endothelial function was determined
by flow mediated dilation (FMD) of the brachial artery, using a high-resolution
vascular ultrasound (EnVisor CHD, Philips, Bothell, WA, USA) and a 3-12 MHz
linear-array transducer (L12-3, Philips, Bothell, WA, USA), according to

internationally accepted guidelines (13). The validity of this method was confirmed in
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previous studies (10, 14, 15). Briefly, the patient rested in the supine position
comfortably in a controlled temperature room (at 24°C) with the left arm relaxed and
extended laterally on a soft base. Capillary glucose and systemic blood pressure
were measured by a mercury sphygmomanometer in the contra-lateral arm. With the
transducer placed 5 cm above the antecubital fossa, a rest scan was performed and
the antero-lateral diameters of the brachial artery were measured (baseline 1).
Reactive hyperemia (endothelium-dependent dilation) was induced by inflating a cuff
50 mmHg above the systolic blood pressure for 5 minutes. Brachial artery was
scanned at the same position 45-60 seconds after the cuff was deflated and the
artery diameters were again measured. Measurements were taken in ftriplicates at
end-diastole in three consecutive cycles, coincident with the R-wave on EKG. The
maximal percent dilation from baseline (peak FMD [%)] was then assessed. ED was
considered to be present if peak FMD was < 8% (16, 17). After 30 minutes of rest,
baseline measurements were repeated (baseline 2), a sub-lingual nitrate (0,3mg)
spray was administered, and the maximal non-endothelial-dependent dilation was
assessed 4 minutes later. Smooth muscle dysfunction was considered when nitrate
mediated dilation was < 8%. The images were analyzed by one investigator who was

blinded to clinical data.

Biochemical measurements. UEA and HbA1c were determined by
immunoturbidimetry (Cobas Integra 400; Roche). Plasma glucose was analyzed by
the glucose-peroxidase method, through colorimetric enzymatic reactions. Serum
total cholesterol, HDL cholesterol, LDL cholesterol and triglyceride concentrations

were also measured by the colorimetric enzymatic method (Modular; Roche).
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Creatinine was measured by Jaffe method (Modular; Roche) and high-sensitivity C-

reactive protein (hs-CRP) by nephelometry (BN II; Dade Behring).

Historical data. Historical data from HbA1c at 3, 6, 9, 12, 15, 18 and 24 months
before endothelial evaluation were obtained from routine medical records. Historical
HbA1c were obtained at the same institution, using the same analytical technique.
Quality control of HbA1c along the 24 months was carefully revised by a blind

member of the medical team and all enrolled patients had complete HBA1c data.

Statistical Analysis. Results are expressed as means and standard deviation or
absolute numbers and percentages. Normal variables were compared through the
Student’s t-test and categorical variables were compared through Chi-Squared
method. The nonparametric U-test was used to analize urinary albumin/creatinine
and CRP. Comparisons of data among groups were performed using one-way
analysis of variance (ANOVA) followed by Bonferroni multiple comparison test. For
correlation analysis, univariate Pearson’s correlation coefficients (r) were calculated.
For statistical purposes, HbA1c historical data were average and mean HbA1c 1-year
and 2-years before endothelial function evaluation were analyzed. Statistical
significance was taken as a p value of less than 0.05.

RESULTS

A total of 1.100 T1DM patients who attended the Diabetic Unit were screened, 60
T1DM fullfilled inclusion criteria and were invited to participate into the study. Of this
group, 3 patients declined written consent, and 57 patients were included. Ten non-

diabetic relatives subjects were invited as the control group.
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Clinical and biochemical characteristics of T1DM and controls are compared in Table
1. No significant differences were found between groups with respect of age, BMI,
abdominal waist, systolic and diastolic blood pressure, hs-CRP, serum creatinine,
serum total cholesterol, LDLc and HDLc levels. Mean triglyceride level was
decreased in T1DM group.

Of 57 T1DM patients studied, 28 (49%) had ED, defined as a peak FMD < 8%. Mean
FMD was significantly decreased in T1DM compared to controls (9.48+6.48% versus
14.5615.60%; p=0.023, respectively). Nitrate-induced dilation was also significantly
decreased in T1DM patients compared to controls (22.26+9.2% vs 29.31+ 4.20 %,
p=0.02; Figure 1).

Clinical differences between T1DM patients with and without ED are shown in Table
2. No differences between groups were observed for most clinical characteristics,
such as age, BMI, abdominal waist, systolic and diastolic blood pressure, fasting
blood glucose, lipid profile, hs-CRP and presence of retinopathy. Microalbuminuria,
however, was more prevalent in T1IDM patients with ED than controls (22.2% versus
3.5%, p=0.04; respectively). Also, the duration of T1DM was significantly longer in
patients with ED when compared to patients without ED (105 £ 75 months vs. 66 +
48 months, p= 0.02; respectively). A significant negative linear correlation between
duration of T1IDM and FMD was found (r=-0.284, p=0.032; Figure 2). We also did not
observed significant differences in clinical and biochemical characteristics of T1DM
with or without ED in analysis restricted to patients with less than 5 years of disease
(Table 3).

Baseline brachial artery diameter did not differ between controls and T1DM with ED
(p=0.96) and without ED patients (p=0.93). As expected, FMD (%) was significantly

decreased in T1DM with ED compared to patients without ED (p<0.0001), but nitrate-
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mediated dilation was not significantly different in T1DM patients with or without ED
(Table 4).

HbA1c at the moment of the vascular analysis was not significantly different in
patients with ED compared to those without ED (9.0+1.8% vs. 8.2+1.4%, p= 0.10),
and there was not a significant correlation between HbA1C and FMD (r=-0.128,
p=0.34). However, we found a significant negative correlation between HbA1c and
FMD at 15 months (r=-0.303, p=0.02) and at 12 to 24 months before the vascular
study (Table 5A). Also, HbA1c at 12, 15 and 24 months and mean HbA1c in the
period of 0-12 months and 12-24 months previously from the endothelial study were
significantly higher in T1DM patients when they presented ED (Table 5B).

When we specifically analyzed T1DM patients with less than 5 years of disease
duration, 10 of 28 (35.7%) presented ED. HbA1c at the moment of the vascular
analysis was similar in patients with and without ED (8.2 £ 0.9% versus 8.0 £ 1.4%,
p=0.66; respectively). We observed a moderate statistically significant negative
correlation between FMD and historical HbA1c before the endothelial evaluation (at
12 months: r=-0.419, p=0.03; at 15 months: r = -0.437, p=0.03; within 12-24 months:
= -0.426, p=0.02) (Table 5A, Figure 3). Mean HbA1c at 12 months before the
endothelial evaluation was significantly higher in T1DM patients when they presented
ED (p=0.03)(Table 5 B). Also when we analyzed SMBG of the 30 days before
vascular test it was not significantly different between T1DM, with or without ED
(Table 6).

In analysis stratified according to the presence of proteinuria, FMD was significantly
decreased in T1DM microalbuminuric patients compared to normoalbuminuric

(4.831£3.81 versus 10.35+6.50%, p=0.015, respectively), Figure 4)
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DISCUSSION

In this study we demonstrated that endothelial function in T1DM patients is
significantly impaired as seen by a decreased in percent of FMD compared to non-
diabetic controls, independently of age, smoke, hypertension and hiperlipidemia. This
was determined by a subset of 49% of patients who presented definite ED
considering the criteria of less than 8.1% of dilation from basal arterial diameter.
When considering only T1DM patients before 5 years of disease, ED occurred in
36%.

Although ED is relatively common in T1DM patients above 10 years of disease (10,
18), its presence before 5 years has not been clearly defined in current literature.
Two recent studies indicated that ED may occur before 5 years of disease (3, 11),
but other study did not confirm this observation (6).

Jarvisalo (3), studying T1DM children under 4 years of disease with poor metabolic
control (mean HbA1c 8.9%), compared ED prevalence to non-DM children and
observed that 36% of the children with DM 1 presented ED as seen by a total FMD
response in the lowest decile cutpoint for healthy children (FMD<3.3%) (19). In
addition, Dogra et al (10) examined whether endothelial function is impaired in T1DM
under conditions of near-normoglycaemia and compared with age-matched healthy
control subjects, observed that FMD was significantly lower in T1DM patients with
microalbuminuria compared to normoalbuminuric diabetic patients and controls. In
contrast, Ladeia et al (11) compared adolescents up to 3 years of T1DM with a mean
HbA1c of 9.35% against non-DM individuals, found no differences in FMD. The
present study is quite in agreement with the study of Jarvisalo, in respect to the
proportion of patients (36%) with ED before 5 years of disease, although we also

found 3 patients with ED before 2 years of TIDM. These findings seen together
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suggest that ED is a phenomenon that may occur quite early in the natural history of
adolescents with T1DM, supporting the idea that it is a precursor of microvascular
disease. By our data, we can conclude that duration of T1DM is an important risk
factor for the presence of endothelial dysfunction.

Another important determinant for the presence of ED in T1DM patients in the
present study was metabolic control, determined by HbA1c. Although no significant
correlation was found between HbA1c at the moment of vascular test versus % of
arterial dilation, we observed significant correlations with historical HbA1c and % of
dilation. Both HbA1c at 12 and 15 months, and the mean HbA1c from 12 to 24
months before the vascular test inversely correlated to % of arterial dilation. While
recent HbA1c, such those at 3, 6, 9 months and the mean of the first 12 months did
not correlate. These data suggest that long-term metabolic control may have greater
influence in ED than recent metabolic control. In agreement to this observation, we
did not find any correlation between % of arterial dilation and glucose variability, as
seen by the standart deviation of self monitoring blood glucose in the preceeding 30
days of the vascular test. This data seems to be novel in literature, being interesting
to speculate if that hystorical metabolic control may have a higher impact in ED than
recent metabolic control. Indeed, the present study had limitations due to the cross-
sectional design, and cause-effect relationship conclusions limited. Thus present
data must be confimed in future by longitudinal studies.

The mechanisms whereby T1DM is associated with ED are complex and not
completely understood. It has been reported that the disease duration and
microalbuminuria are related to ED (20), chronic hyperglycemia (10, 15, 18).
Oxidative stress, polyol pathway activation, protein kinase C activation and presence

of advanced glycation end-products are potential mechanisms involved (2, 21, 22).
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The memory of glucose control has been considered recently by Ceriello (23) who
pointed out that the mechanisms for propagating this “metabolic memory” appear to
be focused on the non-enzymatic glycation process and on the excess of cellular
reactive oxygen and nitrogen species, originating at the level of glycated
mitochondrial proteins, and acting in concert with one another to maintain stress
signaling independent of glucose levels. The Diabetes Control and Complications
Trial (DCCT) demonstrated the benefits of intensive treatment of T1IDM in reducing
glycemic levels and slowing the progression of microvascular complications as
compared with conventional therapy (24). During the Epidemiology of Diabetes
Interventions and Complications (EDIC) Study, despite HbA1c no longer differed
substantially between groups at the end of the study, sustained significant benefit in
risk reduction in those T1DM who had better control in the previous DCCT cohort,
thus suggesting that the historical intensive control, might had a significant impact in
the long-term risk for microvascular complications (25, 26).

Another important issue is to determine if vascular smooth muscle impairment occurs
simultaneously or later than ED in T1DM. Singh e cols studied 31 T1DM patients with
duration of DM 6.8+£3.9 years and 35 age-matched healthy children and concluded
that ED was present in T1DM compared with controls but there was no difference in
non-endothelial dependent vasodilation between groups, suggesting that ED may
occur before smooth muscle dysfunction and increases in IMT (5).

In conclusion, endothelial function of T1DM patients is significantly impaired as seen
by a decreased in percent of flow mediated vasodilation compared to non-diabetic
controls. ED is a phenomenon that can occur before 5 years of disease and is related
to both duration of disease and long-term glycemic control. Microalbuminuria was

also associated positively to ED, indicating that the presence of ED might precedes
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microalbuminuria in the natural history of microvascular complication in type 1
diabetes. The observation that nitrate dilation was normal in patients with ED
suggests that structural damage to the artery wall might not happened to a great
extent and may be still reversible. This study reforces the need for intensive glucose

control in early years of type 1 diabetes to prevent future vascular complications.
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Table 1 - Clinical and biochemical characteristics of TLDM patients and non-

diabetic subjects

Controls T1DM p

N=10 N=57
Age (years) 20.2+3.7 17.7+£3.7 0.051
Gender (Male/Female) 5/5 26/31 NS
Duration of disease (years) NA 6.715.6 NA
BMI (kg/m?) 21.6+3.1 22.3+2.5 0.418
Abdominal Waist (cm) 73.217.8 77.746.8 0.064
SBP (mmHg) 112.0+9.2 106.3+10.9 0.12
DBP (mmHg) 72.0+6.3 67.517.4 0.077
HbA1c (%) 5.13+0.22 8.59+1.66 0.000
Fasting Blood Glucose (mg/dl) 84.8+11.3 189.4+83.0 0.000
CRP-US (mg/l) 2.49+3.01 1.95+2.46 0.53
Total Cholesterol (mg/dl) 168.5+43.2 162.7+34.8 0.64
LDLc (mg/dl) 93.6+40.7 93.0+29.3 0.95
HDLc (mg/dl) 54.1+25.3 56.3+14.0 0.69
Triglycerides (mg/dl) 118.2+46.6  77.9+46.9 0.0014
Serum Ceatinine (mg/dl) 0.78%0.16 0.77£0.17 0.85
Urinary albumin/creatinine (mg/g) 5.8+7.8 40.3+116.4 0.08
Macroalbuminuria (%) NA 3.5 NA
Microalbuminuria (%) NA 12.3 NA
Retinopathy (%) NA 5.2 NA

BMI: Bone mass index, SBP: Systolic blood pressure, DBP: Diastolic blood pressure,
CRP-US: C Reactive protein, LDLc: Low density lipoprotein cholesterol, HDLc: High
density lipoprotein cholesterol.

Data presented are mean + SD or percent as indicated, p* < 0.05. *By Student t-Test
or Chi-Squared and **by Mann-Whitney.
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Table 2 - Clinical and biochemical characteristics of TLDM patients with and
without endothelial dysfunction

T1DM p
ED N=28 N-ED N=29
Age (years) 17.413.4 18.0£3.9 0.54
Gender (Male/Female)(%) 39.3/60.7 51.3/48.7 0.33
Duration of disease (months) 105.4+74.7 66.3+48.0 0.02
Previous Confirmed Ketoacidosis (%) 15/28 (53.6) 11/29 (37.9) 0.23
BMI (kg/m?) 22.442.53 22.4+2.57 0.99
Abdominal Waist (cm) 78.317.51 77.116.31 0.50
SBP (mmHg) 106.4+11.6 106.2+10.5 0.94
DBP (mmHg) 68.2+7.72 66.9+7.12 0.51
HbA1c (%) 8.97+1.85 8.23£1.45 0.10
Fasting Blood Glucose (mg/dl) 192.4+83.8 186.5+87.5 0.80
CRP-US (mg/l) 2.16+2.98 1.74+1.85 0.52
Total Cholesterol (mg/dl) 166.9+40.9 158.6+27.9 0.37
LDLc (mg/dl) 95.4+32.4 90.84+26.4 0.56
HDLc (mg/dl) 56.8+13.5 55.7+14.7 0.79
Triglycerides (mg/dl) 83.8159.4 72.3129.7 0.34
Serum Creatinine (mg/dl) 0.761£0.14 0.79+£0.19 0.52
Urinary albumin/creatinine (mg/g) 53.0+153.0 26.0+.53.0 0.79
Microalbuminuria (%) 222 3.5 0.04
Retinopathy (%) 0.3 0.7 0.98

DKA: Diabetic ketoacidosis, BMI: Bone mass index, SBP: Systolic blood pressure,
DBP: Diastolic blood pressure, CRP-US: C Reactive protein, LDLc: Low density
lipoprotein cholesterol, HDLc: High density lipoprotein cholesterol.

Data presented are mean + SD or percent as indicated, p* < 0.05. *By Student t-Test
or Chi-Squared and **by Mann-Whitney.
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Table 3 — Clinical and biochemical characteristics of TLDM patients with less
than 5 years of disease with and without endothelial dysfunction

Age (years)

Gender (Male/Female)(%)
Duration of disease (months)
% of patients with confirmed DKA

BMI (kg/m?)

Abdominal Waist (cm)
SBP (mmHg)
DBP (mmHg)

HbA1c (%)

Fasting Blood Glucose (mg/dl)
CRP-US (mgl/l)

Total Cholesterol (mg/dl)
LDLc (mg/dl)

HDLc (mg/dl)

Triglycerides (mg/dl)

Serum Creatinine (mg/dl)

Urinary albumin/creatinine (mg/g)
Nephropathy (Micro+Macro) (%)

Microalbuminuria (%)
Macroalbuminuria (%)
Retinopathy (%)

T1DM P
ED N=10 N-ED N=18

15.6£2.0 17.5+3.62 0.14
50 50 0.99
36.2+14.9 34.0+12.6 0.69
40.0 27.7 0.50
222427 21.542.4 0.46
76.7+2.37 75.1£1.49 0.55
110.0¢11.5 103.3+10.8 0.14
70.08.2 65.015.1 0.56
8.2+0.9 8.0+1.4 0.67
185.8485.9 177.3+78.3 0.79
1.38+0.84 1.18+0.92 0.58
159.4+45.3 156.9+29.5 0.86
96.2+38.0 88.6425.5 0.53
52.1+13.0 54.6+14.2 0.64
71.2¢8.9 68.246.5 0.78
0.700.14 0.77+0.17 0.26
100%25.6 26+50.0 0.33
0.20 0.11 0.39
0.20 0.05 0.26
0 0.05 0.63
0 0.11 0.55

DKA: Diabetic ketoacidosis, BMI: Bone mass index, SBP: Systolic blood pressure,
DBP: Diastolic blood pressure, CRP-US: C Reactive protein, LDLc: Low density
lipoprotein cholesterol, HDLc: High density lipoprotein cholesterol.
Data presented are mean + SD or percent as indicated, p* < 0.05. *By Student t-Test

or Chi-Squared and **by Mann-Whitney.
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Table 4 —Flow-mediated dilation and nitrate-mediated dilation and vascular parameters in T1DM patients and non-

diabetic subjects

Vascular Parameters
Baseline Diameter; (mm) 0.312 £ 0.053
Post -Oclusion Diameter (mm 0.357 + 0.053
Flow Mediated Dilation (%) 14.56 + 5.59
Baseline Diameterz (mm) 0.315 £ 0.052
Post- Nitrate Diameter (mm) 0.406 + 0.058
Nitrate Mediated Dilation (%) 29.31 £4.20
Non-DM
(n=10)
Baseline Diameter; (mm) 0.312 £ 0.053
Post -Oclusion Diameter (mm 0.357 £ 0.053
Flow Mediated Dilation (%) 14.56 £ 5.59
Baseline Diameterz (mm) 0.315 £ 0.052

Post -Nitrate Diameter (mm) 0.406 + 0.058
Nitrate Mediated Dilation (%) 29.3 £4.2

Non-DM (n=10) All Type 1 DM

ED (n=28)

0.307 £ 0.044 0.305 + 0.052
0.321 £ 0.047 0.347 + 0.056

4.57 +2.89

0.306 + 0.045 0.311 + 0.053
0.370 + 0.043 0.381 + 0.046

21776

N-ED (n=29)

13.72 + 5.82

23.6 £ 10.6

Only Type 1 DM <5 years

ED (n=10)
0.316+0.037
0.325+0.044
3.02+2.96
0.312+0.039
0.378+0.047
21.1£5.59

N-ED (n=18)
0.300+0.054
0.343+0.058
14.3+6.30

0.307+0.058
0.384+0.048
26.6+11.2

All (n=57)
0.306+0.048
0.334% 0.053
9,22+ 6,50
0.309z 0.049
0.376+ 0,044
22,26+ 9,2

All (n=28)
0.305+0.049
0.337+0.054
10.28+7.64
0,315+0.05
0.382+0.04
24.6+9.84

P>

0.93
0.87
0.89
0.98
0.35
0.21

P>

0.82
0.81
0.99
0.92
0.54
0.73

P4

0,72
0,21
0.02%
0,69
0,06
0,02*

P4

0.72
0.31
0.11
0.73
0.19
0.16

P4: DE vs Control; P2: N-DE vs Control; P3: N-DE vs DE; P4: Control vs All Type 1 DM

Data presented are mean#SD, p < 0.05. By Anova and Scheffe.



Table 5A - Pearson’s correlation between flow- mediated dilation (FMD) and HbAlc at different moments from the
vascular test in TIDM patients.

Correlation between Flow Mediated Dilation vs HbA

T1DM<5 years n=28 All Patients n=57

HbA1c r P r P

At the vascular test -0.122 0.54 -0.128 0.34

3 months -0.104 0.62 -0.130 0.35

6 months - 0.130 0.52 -0152 0.26

9 months -0.158 0.43 -0.118 0.39

12 months -0.419 0.03* -0.239 0.08

15 months -0.437 0.03* -0.303 0.02*
18 months -0.241 0.28 -0.188 0.20

24 months -0.291 0.22 -0.168 0.26

Mean of Period 1 (0-12months) -0.286 0.15 -0.181 0.18

Mean of Period 2 (12-24months) -0.426 0.02* -0.289 0.03*

p* < 0.05



Table 5B - Historical HbAlc in T1DM patients with and without ED

Only T1DM<5 years All TDM1 patients
HbA1c ED N-ED p ED N-ED p

(n=10) (n=18) (n=28) (n=29)
0 8.20+0.94 7.99+1.37 0.66 8.97+1.85 8.23+1.44 0.10
3 mo 8.19+1.00 8.01+1.40 0.74 9.11+1.99 8.25+1.45 0.07
6 mo 8.22+1.00 8.36+1.86 0.83 9.35+2.05 8.55+1.71 0.12
9 mo 8.49+0.86 8.15+1.97 0.61 9.37+2.21 8.56+1.95 0.17
12 mo 9.55+2.59* 7.99+1.01 0.03 9.52+2.31* 8.29+1.35 0.02
15 mo 8.33+1.09 7.64+1.41 0.22 8.99+1.64* 8.03+1.47 0.03
18 mo 8.72+1.49 8.13+2.45 0.53 9.20+2.18 8.29+2.13 0.15
24 mo 9.34+1.81 7.97+1.86 0.11 9.63+2.24* 8.36+1.87 0.04
Mean HbA1c 0-12m 8.61+0.86 8.13+1.34 0.32 9.32+1.81* 8.42+1.41 0.04
Mean HbA1c 12-24m 9.57+2.42 8.08+1.36 0.05 9.53+2.09* 8.35+1.39 0.01

Data presented are mean+SD, p < 0.05. By Student t- Test
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Table 6 - Intensive self monitoring blood glucose (SMBG)

SMBG Variability T1DM
Blood Glucose (mg/dl) ED
Fasting 151.85
SD 63.74
2h breakfast 186.0
SD 57.13
Pre-Lunch 185.21
SD 70.84
2h after lunch 155.51
SD 57.88
Pre-Dinner 186.26
SD 76.54
2h after dinner 196.82
SD 72.54
3am 168.22
SD 60.07
Mean Blood Glucose (Whole period) 163.85
Mean SD (Whole period) 58.37

N-ED
140.50
52.79
179.17
53.52
151.86
62.75
166.25
58.16
171.96
76.87
165.25
79.66
144.38
49.47
160.22
46.38

0.23
0.06
0.62
0.71
0.22
0.18
0.39
0.97
0.24
0.88
0.05
0.84
0.11
0.30
0.15
0.53

Data presented are mean+SD, p < 0.05. By Student t- Test



Figure 1 - Flow- mediated dilation and nitrate-mediated dilation of typel
patients and non-diabetic subjects
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Figure 2 -

endothelial dysfunction
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Figure 3 - Pearson’s Correlation between flow- mediated dilation ( expressed
as % of dilation from baseline) and mean HbAlc obtained 12 to 24 months
before ultra-sound (long-term control) (A) and from the day of ultra-sound to
12 months before the ultrasound analysis (short-term control) (B), in
adolescents with Type 1 diabetes with less than 5 years of disease (n=28).
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Figure 4 — Flow- mediated dilatation (%) in adolescents with Type 1 diabetes
with (n=7) or without microalbuminuria (n=50) and non-diabetics controls
(n=10). Data are mean and standard deviation. ANOVA with Bonferroni.

Flow Mediated Dilatation {%)

14 1
12 1
10 1

p=0.0010

p=0.058

14 .56

p=00159

10.35

Controls Normoalbuminuria  Microalbuminuria

Tvpe 1 Diabetes

100



CONSIDERACOES GERAIS
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7.CONSIDERACOES GERAIS

O estudo realizado demonstrou que adolescentes e adultos jovens com
DM1 apresentam valores de DMF significativamente menores em relagdo a
individuos com a mesma faixa etaria e sem DM1. Ainda, nos pacientes com DM1,
49% deles apresentaram DE (DMF inferior a 8,1%) e, no sub-grupo com menos de 5
anos de DM1, 36%.

A DE mostrou-se negativamente correlacionada ao tempo de DM, o que
esta de acordo com a literatura, onde a DE é encontrada com mais frequéncia apés
a primeira década de diagndstico do DM. No presente estudo, a presenga de DE em
um grupo significativo de pacientes com diagndstico ha menos de 5 anos, reflete ser
a mesma um fendmeno precoce na histéria natural do DM1.

O controle metabdlico histérico foi outro determinante importante para a
presenca de DE, principalmente nos 12-24 meses que antecederam a avaliagao
vascular, ao contrario do controle metabdlico recente, avaliado pela medida de
HbA1c no momento da DMF. Em concorddncia com esta observacido, nao
encontramos nenhuma correlagdo com o percentual de DMF e a média das
glicemias capilares pré e p6s prandiais nos 30 dias que antecederam o exame.

A microalbuminuria também se mostrou associada a DE. A prevaléncia
maior de microalbuminuria nos pacientes com DE em relagdo aos sem DE foi um
achado significante. Além disso, os pacientes com microalbuminuria apresentaram
valores mais baixos de DMF. A presenca de DE em pacientes sem
microalbuminuria, especialmente nos pacientes com menos de 5 anos de DM, indica
que esta pode ocorrer antes do aparecimento de complicagdes crbnicas do DM,

como a nefropatia.
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Ainda, o achado de valores de Dilatagdao pds nitrato significativamente
menores nos pacientes com DM1 em relacdo aos controles ndo diabéticos, pode
refletir certo grau de disfungdo de musculo liso vascular e chamar a atengao para um
fendtipo mais propenso a aterosclerose. Estudos longitudinais s&o necessarios para

confirmar esses achados.
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8. ANEXOS
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TERMO DE CONSENTIMENTO INFORMADO - A

Vocé esta sendo convidado para participar de um projeto de pesquisa  que
visa estudar as alteragdes precoces que podem ocorrer nas artérias de individuos
com diabetes mellitus tipo 1. Sabe-se que o processo de aterosclerose pode iniciar
cedo, principalmente quando associado ao diabetes. Detectando estas alteracdes
iniciais podemos saber se adolescentes e adultos jovens com Diabetes tipo 1
apresentam maior risco de desenvolver doenca cardiovascular no futuro para que se
tome medidas preventivas para evita-las.

Se vocé foi convidado para participar € porque vocé consulta no
Instituto da Criangca com Diabetes e apresenta diagnostico de Diabetes tipo 1
em condi¢cdes para entrar no estudo.

A participagao é simples. Vocé devera comparecer ao Instituto da Crianca
com Diabetes para uma consulta médica especial, quando sera examinado para
ver sua pressao arterial, peso, altura e cintura abdominal. Neste mesmo dia,
sera feita coleta de sangue (12 ml) em jejum de 12 horas, para exames
laboratoriais de rotina anual no ICD como de glicemia e colesterol,
hemoglobina glicada e para analise de uma substancia chamada proteina c
reativa, realizada através da veia do brago e uma coleta de urina (10 ml). O
material utilizado é descartavel, portanto, ndo ha nenhum risco de transmissao de
doencas.

Em outro dia a ser agendado pelo pesquisador, o paciente devera comparecer ao
Hospital de Clinicas de Porto Alegre para fazer ecografia da artéria do braco, que
sera realizada por um profissional experiente no Hospital de Clinicas de Porto
Alegre. A ecografia ndo é um procedimento invasivo, portanto ndo Ihe causara
nenhum desconforto.

Neste exame, vocé ficara deitado, confortavelmente, durante 45 minutos.
Primeiramente, sera colocado no seu brago um manguito de pressdo e um aparelho
para medir a dilatagdo da artéria, quando esse manguito apertar, levemente o brago,
por um periodo de 5 minutos. Vocé podera sentir, neste momento, uma pequena
sensagao de “formigamento” no brago. Quando o manguito for desinsuflado essa
sensacao ira desaparecer completamente.

Logo apds sera aplicado um spray de nitroglicerina na dose de 0,3 mg em baixo
de sua lingua e novamente sera medida a dilatagao da artéria do brago. Vocé
podera sentir um gosto amargo na boca e leve e passageira dor de cabecga, logo
apos a aplicagéo do spray. Estes exames ja foram feitos muitas vezes no laboratério
do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, sendo extremamente seguros. A sua
pressao arterial também serd continuamente verificada através do aparelho de
pressédo colocado no braco contrario ao do exame.

Os exames aos quais vocé esta sendo submetido, ndo trardo beneficio imediato,
mas poderdo auxiliar a ciéncia a entender melhor como as diferentes reagbes dos
vasos sanguineos podem se relacionar com o Diabetes e doengas cardiovasculares
futuras.

Vocé podera desistir de fazer os exames a qualquer momento, mesmo apds terem
comecgado, e isso ndo vai lhe trazer nenhum prejuizo a continuidade da assisténcia
prestada pela equipe de saude deste hospital. Os resultados obtidos serdo
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divulgados, mas seu anonimato sera garantido, assim como nossa ética profissional
exige.

N&o haverdo despesas pessoais para vocé ou para seu familiar em qualquer
fase desta pesquisa, incluindo exames e consultas. Também ndo havera
compensacao financeira relacionada a sua participagéo.

A responsabilidade deste projeto € da Dra. Gislaine Vissoky Cé sob a
supervisdo do Professor Dr. Marcello Bertoluci, que desde ja coloca-se a
disposicdo para tirar todas as duvidas no ICD, situado na Rua Alvares Cabral, 529
(segundas e quartas-feiras das 8-12h e tergas,quintas e sextas-feiras das 14-
17horas no tel. 33414511) ou através do e-mail givissoky@hotmail.com. Poderei
entrar em contato com Dr Julio Baldisserotto, coordenador do Comité de Etica em
Pesquisa do GHC pelo telefone 33572407.

B s responsavel legal
PEIO PACIENTE......ieeeeeeeee e estou ciente das
caracteristicas deste estudo e autorizo meu familiar a participar desta pesquisa.
Estou ciente que deverei responder a um questionario em nome de meu familiar e
que deverei ir com o mesmo no Hospital de Clinicas de Porto Alegre para que
realize ecografia da artéria do braco.

Porto Alegre, ........ (o [T (o [T
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TERMO DE CONSENTIMENTO INFORMADO- B

Vocé estd sendo convidado para participar de um projeto de pesquisa que
visa estudar as alteragdes precoces que podem ocorrer nas artérias de individuos
com diabetes mellitus tipo 1. Sabe-se que o processo de aterosclerose pode iniciar
cedo, principalmente quando associado ao diabetes. Detectando estas alteracdes
iniciais podemos saber se adolescentes e adultos jovens com Diabetes tipo 1
apresentam maior risco de desenvolver doenca cardiovascular no futuro para que se
tome medidas preventivas para evita-las.

Se vocé foi convidado para participar € porque vocé ndo apresenta
Diabetes e estd em condi¢fes para entrar no estudo.

A participagdo é simples. Vocé devera comparecer ao Instituto da Crianga
com Diabetes para uma consulta médica especial, quando sera examinado para
ver sua pressao arterial, peso, altura e cintura abdominal. Neste mesmo dia,
sera feita coleta de sangque (12ml) em jejum de 12 horas, para exames
laboratoriais como glicemia, colesterol hemoglobina glicada e para analise de
uma substancia chamada proteina c reativa, realizada através da veia do brago e
uma coleta de urina (10 ml). O material utilizado é descartavel, portanto, ndo ha
nenhum risco de transmissao de doencas.

Em outro dia a ser agendado pelo pesquisador, vocé devera comparecer ao
Hospital de Clinicas de Porto Alegre sem necessidade de jejum para fazer ecografia
da artéria do braco, que sera realizada por um profissional experiente no Hospital

de Clinicas de Porto Alegre. A ecografia ndo é um procedimento invasivo,
portanto nao lhe causara nenhum desconforto.

Neste exame, vocé ficara deitado, confortavelmente, durante 45 minutos.
Primeiramente, sera colocado no seu brago um manguito de pressdo e um aparelho
para medir a dilatagao da artéria, quando esse manguito apertar, levemente o brago,
por um periodo de 5 minutos. Vocé podera sentir, neste momento, uma pequena
sensacao de “formigamento” no bragco. Quando o manguito for desinsuflado essa
sensacao ira desaparecer completamente.

Logo apéds sera aplicado um spray de nitroglicerina na dose de 0,3 mg em baixo
de sua lingua e novamente sera medida a dilatacdo da artéria do brago. Vocé
podera sentir um gosto amargo na boca e leve e passageira dor de cabecga, logo
apos a aplicagéo do spray. Estes exames ja foram feitos muitas vezes no laboratoério
do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, sendo extremamente seguros. A sua
pressdo arterial também sera continuamente verificada através do aparelho de
pressao colocado no braco contrario ao do exame.

Os exames aos quais vocé esta sendo submetido, ndo trardo beneficio imediato,
mas poderdo auxiliar a ciéncia a entender melhor como as diferentes reagbes dos
vasos sanguineos podem se relacionar com o Diabetes e doengas cardiovascularea
futuras.

Vocé podera desistir de fazer os exames a qualquer momento, mesmo apds terem
comecgado, e isso ndo vai lhe trazer nenhum prejuizo a continuidade da assisténcia
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prestada pela equipe de saude deste hospital. Os resultados obtidos serao
divulgados, mas seu anonimato sera garantido, assim como nossa ética profissional
exige.

N&o havera despesas pessoais para vocé ou para seu familiar em qualquer fase
desta pesquisa, incluindo exames e consultas. Também nédo havera compensacéao
financeira relacionada a sua participacao.

A responsabilidade deste projeto é da Dra. Gislaine Vissoky Cé sob a
supervisdo do Professor Dr. Marcello Bertoluci, que desde ja coloca-se a
disposicdo para tirar todas as duvidas no ICD, situado na Rua Alvares Cabral, 529
(segundas e quartas-feiras das 8-12h e tergas,quintas e sextas-feiras das 14-
17horas no tel. 33414511) ou através do e-mail givissoky@hotmail.com. Poderei
entrar em contato com Dr Julio Baldisserotto, coordenador do Comité de Etica em
Pesquisa do GHC pelo telefone 33572407.

B e ————— ou responsavel legal
(o = TSP estou ciente das caracteristicas
deste estudo e autorizo meu familiar a participar desta pesquisa. Estou ciente que
deverei responder a um questionario em nome de meu familiar e que deverei ir com
o mesmo no Hospital de Clinicas de Porto Alegre para que realize ecografia da
artéria do brago.

Porto Alegre, ........ (o [T de .o,
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FICHA CLINICA

CADASTRO

NOME:

IDADE: __ anos ENDERECO:
SEXO: ()M ()F CIDADE: TELEFONE:
DATA DE NASCIMENTO: [

DADOS ANTROPOMETRICOS ESQUEMA DE INSULINA
p. A:

IMC: C.A:

PA: mmHg TEMPO DE DM:
ESTAGIO PUBERAL: ATIVIDADE FiSICA:

COMPLICACOES DO DM

oo E
~
o
i\
N—r

CO-MORBIDADES HISTORIA FAMILIAR

UDAC UDISLIPIDEMIA

UNEFROPATIA  UHAS

Q
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AVALIACAO DA FUNGCAO ENDOTELIAL ARTERIAL

Nome:
Data:

PA inicial: FC inicial:
PA final: FC final:

Medida Basal 1 Pds-oclusag Basal 2 Pods Nitrato
(HR)

3.

Médias

Glicemias capilares
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Més:

Nome do Paciente.:

TABELA PARA PERFIL GLICEMICO

Café

Almocgo

Jantar

Dia

Pré

2 hs
Pé6s

Pré

2 hs
P6s

Pré

2 hs
Po6s

3 hs

Observacdes

a 10

a 11

a 12

a 13

a 14

a 15

a 16

a 17

a 18

a 19

a 20
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23

24

25

26

27

28

29

30

31
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