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RESUMO

ISAAC, Etienne, M.Sc, Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de 2019. Estresse
oxidativo em pacientes com neuropatia diabética. Orientadora: Luciana Moreira Lima.
Coorientadores: Lucas Vilas Boas Magalhaes e Silvia Almeida Cardoso.

A polineuropatia diabética (PD) ¢ uma das complicagdes microvasculares mais comuns do
diabetes mellitus tipo 2 (DM2). Evidéncias indicam que o estresse oxidativo ¢ um dos fatores
cruciais para o desenvolvimento do DM e suas complicagdes. O objetivo deste presente
estudo foi avaliar o perfil de estresse oxidativo em pacientes com DM2 e PD, relacionando-os
a fatores associados ao desenvolvimento de PD. O estudo contou com a participacdo de 42
voluntarios, que foram distribuidos em trés grupos: um grupo com pacientes com DM2 sem
PD (n = 15); um grupo com DM2 e PD (n = 14); um grupo controle (n = 13). Foram avaliados
os seguintes parametros: indice de massa corporal (IMC), hdbito de vida, estresse percebido,
oxido nitrico (NO), malondialdeido (MDA), capacidade antioxidante total (FRAP) e
glutationa S transferase (GST). Nao foram encontradas diferencas significativas entre os trés
grupos estudados para os marcadores NO e GST. Para FRAP, o nivel foi significativamente
maior no grupo controle quando comparado aos grupos DM2 e DM2 + PD. Os niveis de
MDA foram significativamente menor no grupo DM2 + PD (0,30 + 0,08), comparado aos
grupos DM2 sem DP (1,06 + 0,16) e controle (1,04 = 0,15), p <0,0001. Os voluntarios com
DM2, com ou sem polineuropatia diabética, apresentam um nivel reduzido de capacidade
antioxidante total, em relacdo aos participantes do grupo controle. Esses resultados sugerem
que pacientes diabéticos com ou sem polineuropatia periférica apresentam alteragdes no
sistema de defesa antioxidante e que o MDA reduzido observado no grupo diabético com
polineuropatia pode estar ligado ao efeito de medicagdes e a suplementagdo de vitaminas A e

E.
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ABSTRACT

ISAAC, Etienne, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February, 2019. Oxidative stress in
patients with diabetic neuropathy. Advisor: Luciana Moreira Lima. Co-advisors: Lucas
Vilas Boas Magalhaes and Silvia Almeida Cardoso.

Diabetic polyneuropathy (PD) is one of the most common microvascular complications of
type 2 diabetes mellitus (DM2). Evidence indicates oxidative stress as one of the crucial
factors for the development of DM and its complications. the objective of this present study
was to evaluate the profile of oxidative stress in patients with DM2 and PD, relating them to
factors associated with the development of PD. The study included the participation of 42
volunteers, who were distributed into three groups: one group with patients with DM2 without
PD (n = 15); a group with DM2 and PD (n = 14); a control group (n = 13). The following
parameters were evaluated: body mass index (BMI), life habit, perceived stress, nitric oxide
(NO), malondialdehyde (MDA), total antioxidant capacity (FRAP) and glutathione S
transferase (GST). No significant differences were found between the three groups studied for
the NO and GST markers. For FRAP, the level was significantly higher in the control group
compared to the DM2 and DM2 + PD groups. MDA was significantly lower in the DM2 + PD
group (0.30 + 0.08), compared to the DM2 group without PD (1.06 + 0.16) and control (1.04
+ 0.15), p<0.0001. The volunteers with DM2, with or without diabetic polyneuropathy,
present a reduced level of total antioxidant capacity, in relation to the participants in the
control group. These results suggest that diabetic patients with or without peripheral
polyneuropathy present alterations in the antioxidant defense system and that the reduced
MDA observed in the diabetic group with polyneuropathy may be linked to the effect of

medications and supplementation of vitamins A and E.
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1 APRESENTACAO

A presente dissertacdo foi elaborada de acordo com as normas estabelecidas pela Pro-
Reitoria de Pesquisa e Pos-Graduagao da Universidade Federal de Vigosa — UFV. O corpo do
trabalho compreende uma introdugdo geral, objetivos geral e especificos, um artigo cientifico,
um folder educativo para profissionais de satide e uma conclusdo geral. O artigo intitulado
“Oxidative stress markers in patients with diabetic neuropathy” foi formatado de acordo
com as normas da revista Oxidative Medicine and Cellular Longevity (Online — ISSN 1942-
0994), para a qual o artigo foi submetido.



2 INTRODUCAO GERAL

O Diabetes mellitus (DM) tornou-se nos ultimos anos um dos grandes problemas de
saude no mundo. Apesar das melhorias no tratamento e cuidados fornecidos aos pacientes
diabéticos, a doenga representa ainda uma das principais causas da morbidade e mortalidade
(Aoucheri et al., 2015). Segundo dados publicados em 2017, o numero de pacientes
portadores de DM era aproximadamente de 425 milhdes no mundo (Igbal et al., 2018).
Devido a seu cardter cronico, o DM normalmente acompanha varias complicacdes
microvasculares e macrovasculares. Dentre elas, encontram-se a retinopatia, a nefropatia, as
doengas cardiovasculares e a polineuropatia (Oyenihi et al, 2015). A polineuropatia diabética
(PD) afeta cerca de 50% dos portadores de DM e assim esta ¢ considerada uma das
complicagdes mais comuns nos individuos com DM tipo 1 (DM1) e DM tipo 2 (DM2)
(Giriraja et al., 2017).

Atualmente, apesar do grande numero de pesquisas realizadas, as causas da
polineuropatia diabética (PD) ainda ndo sdo bem definidas (Giriraja et al., 2017). Contudo,
alguns estudos apontam a hiperglicemia cronica, idade, duracio do DM, hipertensao,
dislipidemia, tabagismo, consumo excessivo de alcool como os principais fatores envolvidos
no desenvolvimento da PD (Roméan-Pintos et al., 2016; Cohen et al., 2015). Segundo
evidéncias a hiperglicemia dos portadores de DM representa o fator primordial no
desenvolvimento da PD. Esta pode levar o paciente a desenvolver a PD através do aumento
do fluxo da via dos poliois, dos produtos finais de glicagcdo avangada (AGEs), da ativacao da
proteina quinase C (PKC) e do aumento do fluxo da via hexosamina (Aoucheri et al., 2015).
O estresse oxidativo definido como o processo de desequilibrio entre as espécies reativas
(radicais livres) e os antioxidantes em favor de uma producdo excessiva de radicais livres €

considerado como o elemento subjacente as vias citadas anteriormente (Shakeel, 2015).

2.1 Diabetes mellitus (DM)

O DM refere-se a uma doenga metabdlica, complexa e multifatorial, que ¢
caracterizada por defeitos na secre¢ao da insulina e/ou na agdo da insulina endogena. Esta
deficiéncia leva o organismo a um estado de hiperglicemia (Almogbel e Rasheed, 2017;

Assmann, 2016; Rehman e Akash, 2017). Considerando a sua etiologia, o DM pode ser



classificada em DM1, DM2, DM gestacional e outros tipos especificos (American Diabetes
Association, 2014). O DM1 ¢ caracterizado pela destruicdo das células beta do pancreas que
consequentemente provoca uma deficiéncia na producdo da insulina. Esta destrui¢do das
células beta pancreaticas presente no DM1 pode estar ligada a um processo autoimune ou
devido a outras causas desconhecidas (Punthakee er al., 2018; American Diabetes
Association, 2017). O DM2 representa a forma mais comum da doenga e corresponde a mais
de 90% dos individuos diabéticos. Neste tipo de DM, o individuo apresenta deficiéncia de
insulina relativa e resisténcia periférica de insulina. Mas ao contrario do DM1, os individuos
com DM2 ndo apresentam destrui¢do das células beta (American Diabetes Association, 2017).
As causas do DM2 s3o multiplas e ndo sdo bem definidas ainda, mas o desenvolvimento da
doenca pode ser influenciado por fatores genéticos, pelo estilo de vida e também pelo
envelhecimento (Lee e Halter, 2017). J4 o DM gestacional (DMG) ¢ considerado como
qualquer grau de intolerancia a glicose diagnostica durante o periodo da gravidez

independentemente se permanecer ou ndo apds o parto (American Diabetes Association,

2017).

2.2 Polineuropatia diabética

A Polineuropatia diabética (PD) refere-se a um conjunto de distirbios que afetam
diferentes partes do sistema nervoso, com manifestacdes clinicas variadas, apos a exclusao de
outras causas. E considerado como uma das complicagdes mais severas do DM (Pop-Bisui et
al., 2017; Giriraja et al., 2017; Roman-Pintos et al., 2016; Papanas e Ziegler, 2015). As
polineuropatias podem ser classificadas de diversas maneiras, mas a mais usada ¢ a
classificagdo de Thomas. Segundo ele, as neuropatias diabéticas podem ser classificadas em:
neuropatia da hiperglicemia; polineuropatias simétricas generalizadas que podem ser
sensitivo-motora crdnica, sensitivo-aguda ou autonOmica; neuropatia focal e multifocal;

polineuropatia inflamatoria desmielinizante (Giriraja et al., 2017).

O desenvolvimento da PD esta associado a varios fatores, dentre eles destacam se:
hiperglicemia cronica, idade, duracdo do DM, hipertencao, dislipidemia, tabagismo, consumo
excessivo de alcool (Cohen et al., 2015). Dentre esses fatores citados anteriormente, a
hiperglicemia ¢ apontada como o principal fator na patogenia da PD (Cohen et al., 2015;

Bruschi ef al., 2017). Os mecanismos nos quais a hiperglicemia cronica causa a ND incluem o



aumento do fluxo da via dos polidis, o aumento dos produtos finais de glicagdo avancada
(AGEs), a ativacao da proteina quinase C (PKC) e o aumento do fluxo da via hexosamina
(Bruschi et al., 2017; Roman-Pintos et al., 2016). Segundo Shakeel (2015), o estresse
oxidativo, provocado pela hiperglicemia cronica, ¢ considerado como o elemento subjacente

a0s mecanismos citados anteriormente.

A via do poliol ¢ definida como o processo no qual as moléculas de glicose, catalisada
pela enzima aldose redutase, sdo reduzidas em sorbitol que apds a oxidacao se transformam
em frutose (Oyenihi ef al., 2015). A via do poliol ¢ um processo normal de toda célula, mas,
na hiperglicemia cronica, ela sofre um aumento significativo do seu fluxo (Shakeel, 2015). O
acumulo de sorbitol provoca o estresse osmotico e efluxo compensatorio de mioinositol e
taurina. Essa perda de mioinositol causa o comprometimento fisioldgico das células nervosas

(Feldman et al., 2017; Giri et al., 2018).

Os AGEs sdao grupos de compostos formados a partir da reacdo de Maillard
(Oyenihi e al., 2015). Nessa reacdo, as moléculas de glicose reagem com o grupo amino
das proteinas para formar os produtos Amadori que posteriormente se transformam em
AGEs (Feldman et al., 2017). Uma vez ligados com as proteinas, os AGEs alteram a
funcdo das proteinas provocando danos celulares. Além disso, os AGEs podem se ligar aos
receptores dos produtos finais de glicacdo avangada (RAGE) para aumentar o estresse
oxidativo por meio da ativagdo de NADPH oxidase e/ou ativar as vias de sinalizagdo pro-
inflamatoérias. Essas interagdes afetam a integridade dos neurénios (Feldman et al., 2017;

Oyenihi et al., 2015).

As PKCs podem ser definidas como uma familia de enzima que participam no
controle da funcdo de outras proteinas por meio da fosforilagdo do grupo hidroxila (OH) em
residuos de resina e treonina (Sharkeel, 2014). No caso de hiperglicemia cronica ocorre
normalmente um actimulo de dihidroxiacetona fosfato que se transforma posteriormente em
glicerol-3-fosfato. Apos sua conjugacdo, o glicerol-3-fosfato dd origem ao diacilglicerol que
tem a capacidade de ativar a PKC. Esta ativagdo provoca a ativagdo em cascata dos fatores
pro-inflamatérios e a superproducao dos radicais livres que consequentemente podem causar a

disfuncdo dos nervos (Oyenihi et al., 2014).



A via hexosamina ¢ considerada uma das vias metabdlicas da glicose celular que
geralmente utiliza cerca de 2 e 3% de toda glicose na célula (Cork et al., 2018). Nesta via, a
frutose-6-fosfato, intermediario da glicolise, ¢ convertida em glucosamina-6-fosfato que gera
posteriormente o substrato uridina 5-difosfato- N- acetilglucosamina (UDP-GIcNAc). Na
presenca de hiperglicemia a via hexosamina tende a aumentar (Cork et al., 2018; Oyenihi et
al., 2014). O aumento dos produtos UDP-GIcNAc¢ provoca a inibi¢do de enzimas tal como a
oxido nitrico-sintase endotelial (eNOS) ou pode ativar os fatores de crescimento
transformador alfa (TGF-a) e beta (TGF-) que sdo considerados fatores envolvidos na

patogenia da neuropatia diabética (Roman-Pintos et al., 2016; Oyenihi ef al., 2014).

2.3 Estresses oxidativo

Os radicais livres sdo definidos como espécies quimicas que possuem um ou mais
elétrons ndo pareados. Sdo moléculas muito instdveis e reativas (Usmat et al., 2016).
Exercem normalmente um papel importante na sinalizacdo celular e na regulacdo dos
processos bioldgicos e fisioldgicos (Schieber e Chandel, 2014). Mas, quando estes passam
seus elétrons desemparelhados, provocam oxida¢do de varios componentes celulares e
moleculares induzindo danos celulares (Usmat et al., 2016). Dentre as moléculas mais
afetadas pelos radicais livres estdo os carboidratos, as proteinas, os lipideos e os acidos
nucleicos (Roman-Pintos et al., 2016). Devido a sua grande concentra¢do no organismo, as
proteinas representam moléculas prediletas dos ataques dos radicais livres (Ahmad et al,

2017).

Os ataques dos radicais livres as proteinas provocam modificacdes nas cadeias laterais
dos aminoacidos e, consequentemente, levam a alteragdes das estruturas e perda de algumas
funcdes das proteinas. Estas modificagdes geralmente comprometem o metabolismo celular
(Ahmad et al., 2017). A oxidag¢do das proteinas ¢ considerada um fator importante no
desenvolvimento do DM2 e suas complicacdes (Ahmad et al., 2017; Davies, 2016). Os
produtos gerados pela oxidagdo das proteinas incluem os grupos carbonila, aldeidos e cetonas
(Ahmad et al., 2017). Nos lipidios, o ataque dos radicais livres ¢ denominado de peroxidagao
lipidica. Neste processo, os radicais abstraem um hidrogénio alilico para formar um radical
lipidico centrado no carbono. Em seguida, esse radical lipidico reage com o oxigénio para
formar um radical perdxido lipidico que depois de abstrair um hidrogénio de outra molécula

forma um novo radical lipidico e um hidroperoxido lipidico (Ayala et al., 2014). Os



principais produtos finais desse processo incluem o malondialdeido (MDA), propanal,

hexanal e 4-hidroxinonenal (Rehman e Akash, 2017; Ayala et al., 2014).

Os radicais livres sdo classificados em trés tipos: as espécies reativas de oxigénio
(EROs), espécies reativas de nitrogénio (RNS) e as espécies de cloro (RCS), mas as EROs ¢
RNS sao os mais comuns (Rochette et al., 2014). Os EROs incluem os radicais superoxido
(O2™), Hidroxila (-OH) e o radical hidroperoxila (HO2) (Schieber e Chandel, 2014). Sao
considerados subprodutos naturais do metabolismo aerdbico e podem ser endodgenos ou
exdgenos. Os endogenos sdo produzidos pelas mitocondrias, a membrana plasmatica, o
reticulo endoplasmatico e as peroxissomas (Ayala et al., 2014). A formagdo dos EROs esta
relacionada com a radiag@o, metabolismo de hidrocarbonatos clorados, 6xidos de nitrogénio,
processo de combustdo Os RNS sdo todos os produtos das reagdes do 6xido nitrico (NO)
(Adams et al., 2015). Como os EROs, os RNS sdo altamente reativos e instaveis (Usmat et

al., 2016).

Para evitar as acOes prejudiciais dos radicais livres nas células, o organismo produz
normalmente antioxidantes que tem como papel de neutralizar os efeitos dos radicais livres
(Usmat et al., 2016). Nas doengas cronicas tal como o DM, o organismo apresenta um
excesso de radicais livres e uma diminui¢do dos antioxidantes resultando no processo

denominado de estresse oxidativo (Aouacheri ef al., 2015).

Os antioxidantes sdo substancias que servem para inibir ou reduzir a oxidagdao de um
substrato, como por exemplo, os danos provocados pelos radicais livres (Usmat ef al., 2016;
Roman-Pintos et al., 2016). Os antioxidantes, substancias enzimaticas ou nao enzimaticas,
sao normalmente enddgenos ou exogenos (Kurutas, 2016). Os principais antioxidantes
enzimaticos sdo a superoxido dismutase (SOD), a Catalase (CAT), a glutationa peroxidase
(GPx) e a glutationa S-transferase (GST) (Roman-Pintos ef al., 2016). Os antioxidantes nao
enzimdticos incluem geralmente as vitaminas A, E e C, o acido alfa lipdico (ALA), a

melatonina e os flavonoides (Oyenihi et al., 2015).

A SOD ¢ uma metaloenzima que atua como componente do sistema de defesa de
primeira linha contra os EROs (Ighodaro e Akinloye, 2018). Considerada o antioxidante mais
importante, a SOD tem a fun¢do de catalisar a dismutag¢do de anions superoxido em perdxido
de hidrogénio e oxigénio molecular, com a finalidade de amenizar os ataques do superdéxido

na célula (Ighodaro e Akinloye, 2018; Rehman e Akash, 2017). A CAT ¢ uma enzima



antioxidante que se encontra na maioria dos tecidos que utilizam oxigénio (Ighodaro e
Akinloye, 2018). Esta enzima catalisa as moléculas de peroxido de hidrogénio em agua e
oxigénio molecular (Usmat et al., 2016). GPx ¢ outra enzima importante que tem a fungao de
catalisar o peroxido de hidrogénio em agua. Além disso, a GPx reduz os perdxidos lipidicos e
seus alcodis (Ighodaro e Akinloye, 2018). As GSTs representam uma familia de enzimas cujo
papel principal ¢ de catalisar a conjugacao da glutationa redutase (GSH) a diversos substratos.
Esse processo faz com que os GSTs participem do processo de desintoxicagdo celular

(Mazzeti et al., 2015).

A vitamina A ¢ uma vitamina lipossoluvel que tem a fun¢do antioxidante. Pode ser
encontrada de duas formas: o retinol e o carotenoide. A forma retinol ¢ uma vitamina A pré-
formada encontrada em alimentos de origem animal. J& a forma carotenoide ¢ considerada
precursora de vitamina A e ¢ encontrada geralmente em vegetais (Hamishehkar et al., 2016).
A vitamina E ¢ também uma vitamina lipossoluvel que tem um papel importante no sistema
de defesa antioxidante. Pode ser apresentada sob oito formas diferentes: as classes alfa, beta,
gama ¢ delta de tocoferol e também de tocotrienol (Rizvi et al., 2014). Uma das fungdes
importantes desta vitamina ¢ a inibi¢do de produ¢do de EROs durante a peroxidagao lipidica
(Rizvi et al., 2014). A vitamina C, também chamada de acido ascorbico, ¢ uma vitamina
hidrossoliivel que tem papel variado. Como antioxidante, esta protege o grupo tiol proteico
contra a oxidagdo provocada pelos radicais livres (Kurutas, 2016). O acido alfa lipdico (ALA)
¢ um composto de dissulfeto de oito carbonos com um centro quiral (El Barky et al., 2017).
Apobs a sua absorcdo nas células, a ALA ¢ reduzida em acido dihidro-lipdico (DHLA)
(Oyenihi et al., 2015). Além de regenerar de outros antioxidantes como as vitaminas C, E e a
GSH, a ALA consegue inibir produtos finais de glicagdo avangada e hexosamina reduzindo,
consequentemente, o estresse oxidativo (Oyenihi ef al, 2014). A melatonina é o principal
produto secretado pela glandula pineal. E considerada limpadora direta de radicais livres e
tem um papel indireto de antioxidante. Além de estimular outras enzimas antioxidantes,
consegue doar elétrons a fim de remover grande quantidade de radicais livres, sobretudo a
hidroxila (Kurutas, 2016). Os flavonoides sdao produtos que pertencem a uma classe de
compostos fendlicos e sdo encontrados geralmente nas plantas. Eles podem exercer no
organismo uma grande variedade de fungdes. Podem ser usados como antioxidante, anti-

inflamatorios e anti-mutagénicos (Panch et al., 2016).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hamishehkar%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28101454

O FRAP ¢ um dos métodos mais usados para avaliar a capacidade de antioxidante no
plasma ou outros liquidos do organismo. Desenvolvido por Benzie e Strain (Lim e Lim,
2013), o FRAP consiste numa dosagem colorimétrica baseada no principio de redugdao do
complexo férrico-tripiridiltriazina (Fe**-TPTZ) em tripiridiltriazina ferrosa (Fe**-TPTZ) pelos
antioxidantes de uma amostra em pH baixo (Benzie e Strain, 1996). Na presenca da
hiperglicemia presente nos pacientes com DM2, o FRAP apresentou um valor muito baixo

comparando com os individuos com a glicemia normal (Padhy et al., 2015).

Entre os testes que permitem verificar a capacidade antioxidante, o FRAP se
diferencia devido a sua capacidade de medir ndo somente um antioxidante especifico, mas a
capacidade de antioxidante total do organismo (Lim e Lim, 2013). E considerado um teste
rapido e simples de executar. A principal desvantagem deste método reside no tempo de
reacdo. Devido a isso, 0 FRAP ndo permite de medir alguns antioxidantes que contém os

grupos tiois (Rubio et al., 2016).

Diante das evidéncias apresentadas anteriormente sobre o papel do estresse oxidativo
no desenvolvimento do DM2 e suas principais complicagdes, a avaliagdo dos marcadores do
estresse oxidativo, 6xido nitrito e antioxidantes torna-se importante na avaliacdo do nivel de
protecdo dos pacientes em relacdio a DM2 e suas complicagdes, além da possibilidade de
fornecer informagdes valiosas sobre o sistema antioxidante dos pacientes diabéticos com ou

sem neuropatia.
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4 OBJETIVO

4.1 Objetivo Geral

Avaliar os niveis séricos dos marcadores do estresse oxidativo em pacientes com
diabetes mellitus tipo 2 com e sem polineuropatia.

3.2 Objetivos Especificos

- Caracterizar o perfil antropométrico dos participantes;

- Estabelecer a relagdo entre o nivel do estresse oxidativo, idade, género, IMC e o estresse
percebido;

- Quantificar os niveis de 6xido nitrico e da superdxido dismutase (SOD) em amostra de
sangue periférico dos participantes;

- Determinar os niveis plasmaticos de malonildialdeido (MDA);

- Verificar a capacidade antioxidante total dos participantes, por meio do método da
capacidade de reducao férrica (FRAP);

- Quantificar a glutationa s-transferase (GST);
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ABSTRACT

Introduction: Diabetic polyneuropathy (PD) is one of the most common microvascular
complications of type 2 diabetes mellitus (DM2). Evidence indicates oxidative stress as one of
the crucial factors for the development of DM and its complications. Objective: To evaluate
the profile of oxidative stress in patients with DM2 and PD, relating them to factors
associated with the development of PD Methods: the study included the participation of 42
volunteers, who were distributed into three groups: one group with patients with DM2 without
PD (n = 15); a group with DM2 and PD (n = 14); a control group (n = 13). The following
parameters were evaluated: body mass index (BMI), life habit, perceived stress, nitric oxide
(NO), malondialdehyde (MDA), total antioxidant capacity (FRAP) and glutathione S
transferase (GST). Results: No significant differences were found between the three groups
studied for the NO and GST markers. For FRAP, the level was significantly higher in the
control group compared to the DM2 and DM2 + PD groups. MDA was significantly lower in
the DM2 + PD group (0.30 £ 0.08), compared to the DM2 group without PD (1.06 £+ 0.16)
and control (1.04 £ 0.15), p <0.0001. Conclusion: The volunteers with DM2, with or without
diabetic polyneuropathy, present a reduced level of total antioxidant capacity, in relation to
the participants in the control group. These results suggest that diabetic patients with or
without peripheral polyneuropathy present alterations in the antioxidant defense system and
that the reduced MDA observed in the diabetic group with polyneuropathy may be linked to
the effect of medications and supplementation of vitamins A and E.

Keywords: Type 2 diabetes mellitus, diabetic polyneuropathy, oxidative stress, nitric oxide.
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INTRODUCTION

Among the severe complications of type 2 diabetes mellitus (DM2), diabetic polyneuropathy
(PD) is considered one of the most common [1, 2]. PD affects about one-third of the diabetic
population. It causes a great impact on patients' quality of life and increases the rate of
morbidity and mortality [1, 3]. According to the literature, oxidative stress is considered as

one of the main factors in the development of DM2 and its complications [4].

Oxidative stress is usually defined as the process of imbalance between free radicals and
antioxidants that favors the increase of free radicals [5]. The main free radicals are reactive
oxygen species (ROS) and reactive nitrogen species (RNS). ROS includes radicals such as
superoxide, hydroxyl, peroxyl and hydroperoxyl. RNS includes nitrite oxide [6]. Due to its
great participation in the development of DM2 and its likely role in the pathogenesis of PD,

the oxidative stress profile must be investigated [2].

DM?2 and its complications are considered multifactorial. Thus, the pathogenesis of PD is
quite complex. It has not been well defined yet, but some studies point to several pathways
that may lead a diabetic individual to develop PD, including hyperglycemia, dyslipidemia
and impaired insulin signaling [8]. Currently, hyperglycemia is considered as one of the most
described mechanisms. There is evidence that chronic hyperglycemia can cause cell damage
through several pathways. First, excess glycolysis leads to mitochondrial electron transport
chain overload and increased ROS and RNS [8]. Through the polyol pathway, hyperglycemia
increases cellular osmolarity by reducing the nicotinamide adenine phosphate dinucleotide
NADPH, which, consequently, leads to oxidative stress [4, 8]. Through the hexosamine
pathway, hyperglycemia can cause inflammatory injury [8]. In addition, increased blood
glucose may generate advanced late glycation end products (AGEs). In general, the latter
causes the oxidation of biomolecules and irreversible tissue damage, including peripheral
nerve damage [4, 9]. Recent studies have been conducted to verify the association between
oxidative stress and the development of type 2 diabetes mellitus (DM2) or PD [2]. Many of

these studies evidence a relationship between oxidative stress and DM2.
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In light of such evidence on the role of oxidative stress in the development of DM2 and its
complications, the present study aims to evaluate the profile of oxidative stress in patients

with DM2 and PD and relate them to factors associated with the development of PD.

MATERIALS AND METHODS

Study design
This is a cross-sectional study, with descriptive and inferential statistical analysis.

Patients and control subjects

The study protocol was approved by the Committee for Ethics in Research of the Federal
University of Vicosa (CAAE 59855516.0.0000.5153). All subjects signed legal consent
forms. Information on demographic characteristics, lifestyle habits and perceived stress level

(Annex C) was also assessed.

We assessed a total of 42 male and female subjects at the ages ranging from 40 to 72 years.
DM?2 patients were selected in the Centro Estadual de Atencdo Especializada in Vigosa,
Minas Gerais, Brazil. DM2 + DP patients were selected in a Neurology Clinic in Vigosa.The
diagnosis was confirmed by nerve conduction studies and the presence of peripheral
neurological symptoms. The control group was composed of healthy subjects with no
previous history of DM and complications or any type of chronic illness. They were through
dissemination of the research in the electronic news system of the Federal University of
Vicosa. On the basis of clinical criteria, the subjects were distributed into three groups:

control (n = 13), DM2 (n = 15) and DM2+DP (n = 14).

Subjects with renal, hepatic, autoimmune, and mieloproliferative diseases, coagulation
disorders and cancer, and those in a post-operative period or immobilized during a long time
were excluded from the study. All participants with Type 1 diabetes mellitus were also
excluded. The individuals were classified as having DM2 if plasma glucose was equal to or
superior than 126 mg/dL, under fasting conditions, or if they were receiving oral anti-

diabetics or insulin.
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Sample collection

Venous blood samples were taken from all subjects after fasting for 12 hours. Five milliliters
of venous blood without anticoagulant were collected from each participant using
Vacutainer® System tubes (Becton-Dickinson). The samples were centrifuged at 1.100 g for

15 minutes, for rapid serum separation. the serum aliquots were stored at -70°C.

Laboratory measurements
The tissue damage marker Malondialdehyde (MDA), nitric oxide (NO), antioxidant mediators
GlutathioneS-transferase (GST) and total antioxidant capacity were measured, to evaluate the

oxidative stress.

The lipid peroxidation (MDA) was measured by reactive substances with thiobarbituric acid
(TBARS), according to the methodology proposed by Buege and Aust [10]. Thus, 200 puL of
each sample were added to 400 uL of TBARS solution (15% TCA, 0.375% TBA and 0.25M
HCI), vortexed for 10 seconds and placed in water bath, at 90°C, for 40 minutes. After
cooling, the thiobarbituric acid reactive substances were extracted with the addition of 600 pL
of n-butanol, followed by centrifugation at 3500 rpm, for 5 minutes. Finally, after
centrifugation, 200 pL of the supernatants were removed and subjected to reading at 535 nm.

TBARS values were expressed as malondialdehyde (MDA) nmols per mg protein.

Nitric oxide was evaluated by the Griess method [11]. In this method, nitric is used as an
indicator of nitric oxide synthesis and is detected by the Griess Reactive, composed of 1%
sulfanilamide and 0.1% naphthylethylene diamine in 2.5% H 3 PO 4. Based on this method,
50 pL of serum was added to 96-well microplates containing 100 uL of the Griess Reagent.
This mixture was incubated in the dark for 10 minutes, at room temperature. After incubation,
the Thermo Scientific Multiskan GO spectrophotometer , 570 nm wave, was used for
analysis. The concentration of nitric oxide was measured using the standard curve with known

concentrations (LM) of sodium nitrite.

The analysis of the enzymatic activity of GST was performed by the method described by
Habig et al. [12]. In a Quartz cuvette, 682 puL of Phosphate buffer (0.1 M and pH 7.0) was
pipetted along with 6 pL of CDNB 1-chloro-2,4-dinitrobenzene (0.1 M), 6 uL of sample and 6
pl of GSH solution (0.1 M).The reaction rate of the enzyme present in the samples was

monitored at 340 nm in a spectrophotometer for 90 seconds to monitor the enzymatic kinetics.
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A blank was also made for the experiment, which had no addition of the sample and was used
to verify the rate of non-enzymatic reactions. The enzyme activity was expressed in pmol
min-1 g -1, where one unit of activity refers to the amount of enzyme that catalyzes the
formation of 1 umol of product per minute and per gram of sample, under the conditions of

the assay.

The total antioxidant capacity (FRAP) was determined by the method described by Benzie
and Strain [13]. The reaction was performed by adding10 pL of sample or standard, and 220
uL of the FRAP solution were added to polystyrene microplates. The microplates were

incubated in the dark for 30 minutes.

Statistical analysis

The data were analyzed by the Graph Pad Prism version 7.0 software system, using one-way
analysis of variance (ANOVA), followed by the Tukey test. the categorical variables (risk
factors) were analyzed by the Chi-square contingency test. The Pearson’s correlation

coefficient was used to measure the linear association between two continuous variables.

The minimum size of the sample was defined using the coefficient of variation previously
obtained for FRAP (21.6%) and GSH (20.2%) in the literature [14], considering fifteen and
twelve percent of variation around the average, respectively, with a minimum number of nine
individuals per group. It was possible to verify statistical differences with a 5% level of

significance [15].

RESULTS

Table 1 presents the characteristics of age, sex and body mass index of the three study groups,
as well as the evaluation parameters of the oxidative stress profile and the result of the stress

perceived by the participants.
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Table 1 - Characterization of sample and evaluated parameters

Control DM2 DM2+PD
(n=13) (n=15) (n=14) d
Age (years) 61+6 60+ 6 61x5 0.6555
Male/Female 7/6 7/8 77 -
BMI (Kg/m?) 27+7 33+4 315 0.0187
Perceived stress --- 12+9 14 £8 0.6190
Nitric Oxide (uM) 19.6 £5.7 19.5+8.4 19.8 £6.1 0.9929
MDA (nmol/mg) 1.04 £0.15 1.06 +0.16 0.30 <0.0001
(.08
FRAP (uM) 332 £ 87** 278 £ 59 256 + 36 0.0236
GST (nmol g -1) 0.59 £0.27 0.74 £ 0.38 0.51+£0.23 0.1911

n = sample size, BMI = Body Mass Index, p = probability for the hypothesis tests, MDA =
malondialdehyde, FRAP = Ferric reduction capacity, GST = glutathione S transferase.
ANOVA followed by Tukey's test, data presented as mean + standard deviation. (****)
Significant difference in relation to the Control and DM2 groups. (**) Significant difference
in relation to the DM2 and DM2+PD groups.
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Table 2 presents data on medications and supplements (vitamins A, C, E) used by the

participants in the DM2 and DM2 + PD groups.

Table 2 - Distribution of frequencies of use of drugs and supplements per group

Control DM2 DM2+PD

(n=13) (n=15) (n=14) d

Simvastatin 0 (0%) 0 (0%) 6 (42.8%) -—-
Metformin 0 (0%) 1 (6.66%) 9 (64.28.8%) 0.0011*
Glimepiride 0 (0%) 1 (6.66%) 2 (14.3%) 0.5008

Insulin 0 (0%) 0 (0%) 8 (57.1%) -

Vitamin A 0 (0%) 0 (0%) 4 (28.5%) -

Vitamin C 0 (0%) 0 (0%) 4 (28.5%) -—-

Vitamin E 0 (0%) 0 (0%) 5(35.7%) -

n= sample size; p= probability for hypothesis testing, (*). significant difference between DM2
and DM2 + NP groups (chi-square test).

Figures 1 and 2 show the significant differences observed for the FRAP and MDA variables,

respectively.
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Figure 1 - Distribution of Ferric reduction capacity (FRAP) values in the three groups studied.
FRAP is expressed in micromoles uM. The control group showed significantly higher plasma

levels of FRAP than the type 2 DM and type 2 DM + PD groups (p = 0.0236).
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Figure 2. Distribution of malondialdehyde (MDA) values in the three groups studied. MDA
concentrations were expressed in nanoMol / mg proteins. The type 2 DM + PD group

presented significantly lower MDA values than the Control and type 2 DM groups (p
<0.0001).
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DISCUSSION

When uncontrolled, chronic hyperglycemia can lead to macrovascular and microvascular
complications [7]. Polyneuropathy is considered to be one of the most severe and common
microvascular complication [31]. One of the causes associated with the development of
polyneuropathy in diabetic individuals is oxidative stress, which is defined as an imbalance
process between ROS and antioxidants, with the occurrence of increased radical production
and decreased rate of antioxidants [5, 31]. In this study, we investigated the parameters
related to oxidative stress in patients with DM2 and PD. A decreased total antioxidant
capacity was observed in the serum of patients with DM2 and PD, when compared with
participants considered normal in the control group. These findings suggest that patients with
DM2 with or without PD present alterations in the antioxidant defense system in relation to
controls. Contrary to other studies, such as de Palem and Abraham (2015) and Ganjifrockwala
et al. (2017), a significantly reduced MDA level was observed in the DM2 + PD group
compared to the DM2 and control groups [16,18].

The characteristics of the participants that were considered in the present study include age,
gender, BMI and perceived stress. According to some studies, these factors may directly or
indirectly affect the oxidative profile of an individual [18,19,20]. Age may alter the markers
of oxidative stress, which, in its turn, will increase the risk of developing various diseases,
including PD [3,18,19]. Regarding gender, there is still controversy, but some authors found a
significant difference in the profile of oxidative stress in female and male diabetic patients
[21], while others did not observe this difference [22]. Despite some controversies, BMI is
considered as one of the factors that may also alter the markers of oxidative stress [20]. There
is lack of very consistent studies on the processes in which psychological stress participates in
the development of DM2 and its complications, but some studies point to an association
between perceived stress and DM2 [23]. In most of these studies, a high level of perceived
stress was observed in DM2 patients when compared with non-patients. The study by
Thangavel et al. (2015) concluded that perceived stress along with BMI can be considered as
high risk factors for the development of hyperglycemia [24].
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The reaction between NO and superoxide anion forms the peroxynitrite radical, which may
damage macromolecules such as proteins and their functions [25]. In addition, the literature
indicates that high NO production is considered an underlying factor in the pathogenesis of
PD [26]. Studies that evaluated the level of NO in DM2 patients present controversial results
[27]. In some studies, the level of NO in diabetic groups increased, compared with non-
diabetic subjects [25]. However, other studies have observed a decreased NO between the
diabetic and control groups [28]. The present study was not able to establish a significant

difference between the three groups in relation to NO.

MDA is one of the end products of peroxidation of polyunsaturated fatty acids in cells [29]
and one of the biomarkers most used for the evaluation of oxidative stress in patients with
T2DM [23,30]. In chronic diseases, such as DM2 and its complications, there is usually
excessive formation of MDA [31]. However, the present study presented decreased MDA in
the DM2 + PD group in relation to the DM2 group and in the control group. No significant
difference was observed between the DM2 group and the control group. This reduced MDA
in patients with diabetes with neuropathy can be explained by some hypotheses that remain
unclear. Among them, we can point out the daily use of alpha lipoic acid, vitamin A, C and E

supplements [9].

The daily use of vitamins A, C and E supplements is one of the strategies to treat or control
DM2 + PD patients. So far, there is a dearth of information on the role of vitamin A and
vitamin C supplements, but studies have already shown some benefits of vitamin E for
diabetic patients with peripheral neuropathy [7, 32], including decreased final products of
lipid peroxidation, such as MDA [7, 32]. In addition to vitamin supplements, the study by
Villegas-Rivera et al (2015) shows the effects of the drug simvastatin, which significantly
reduces the MDA marker in patients with DM2 + PD [33]. Therefore, we can relate the results
of our study with the vitamins A, C and E supplements ingested by some participants of the
DM?2 + PD group, as well as the significantly higher use of simvastatin, oral hypoglycemic

agents and insulin [34].

A significant FRAP decrease was observed in the DM2 and DM2 + PD groups compared to
the control group. This marker is widely used for measuring total antioxidant capacity in

DM2 patients [35]. Unlike other methods, FRAP provides us information not only on a
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specific antioxidant or enzyme, but on the overall profile of all antioxidants in the body [35].
A study conducted by Dasegowda and collaborators in a diabetic population presented results
to those of the present study [36]. Another study conducted by Padel and colleagues also
obtained reduced FRAP values in patients with DM2 compared to controls [35]. The FRAP
decrease evidenced in the present study can corroborate the information about the changes in
the antioxidant defense system in patients with T2DM. However, no difference was observed
for this marker between DM2 carriers with and without diabetic neuropathy. The non-
significant difference found in the FRAP results for the DM2 and DM2 + PD groups may be
associated with the daily use of significantly higher rates of vitamin A, C and E supplements

in the DM2 + PD group [7].

Glutathione is an enzyme present in almost all cells that plays a crucial role in the metabolism
of several elements [5, 30], mainly in the detoxification, by acting in the defense and
protection of cells against free radicals [37]. In this study, no significant differences were
found between patients with DM2 or PD, compared with healthy individuals. Giriraja et al.
found significantly lower levels of GST among individuals with DM2 with neuropathy,
compared to the control group [31]. In addition, most studies evaluating GST in patients with
T2DM, with or without DN, found a significantly reduced GD [2, 31]. Decreased GST in
patients with ND seems to be associated with nerve damage and neural apoptosis [38]. The
present study did not present a significant difference between the three groups for GST, which
can be explained, in part, by the supplementation of vitamins C and E ingested by patients
with DM2 + PD, as well as the increased use of lipid-lowering and antidiabetic agents [32,
34].

The results obtained lead to the conclusion that patients with DM2 and PD presented reduced
total antioxidant capacity compared to normal individuals, which may indicate higher
oxidative stress in the diabetic subjects studied. The MDA marker in the diabetic group with
polyneuropathy may be linked to the effect of medications and supplementation of vitamins A

and E, ingested by the patients.
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5.1 Folder educativo

Este presente folder foi criado para auxiliar os profissionais da area da saude a entender
melhor os marcadores oxidantes e antioxidantes. O folder descreve inicialmente o estresse
oxidativo, depois mostra o papel do estresse oxidativo no desenvolvimento da polineuropatia,
em seguida explica a importancia da avaliagao dos marcadores do do estresse oxidativo e, por

fim, apresenta os principais marcadores utilizados.
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células
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6 CONCLUSOES GERAIS

Os pacientes portadores de Diabetes mellitus com ou sem polineuropatia diabética
apresentaram reduc¢do da capacidade antioxidante total em relacdo aos individuos higidos, o
que pode indicar maior estresse oxidativo nos pacientes estudados. A diminui¢do dos niveis
séricos do MDA no grupo de pacientes diabéticos com polineuropatia pode estar associado ao

efeito dos medicamentos e a suplementacao das vitaminas A e E, ingeridos pelos pacientes.
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ANEXO A- Parecer do Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Vicosa
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titule da Pesquisa: AVALIACAO DO ESTRESSE OXIDATIVO EM PACIENTES PORTADORES DE
DIABETES MELLITUS TIFO 2 COM NEUROPATIA PERIFERICA

Pesquisador: Luciana Moreira Lima

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: B5511617.0.0000.5153

Instituicdo Proponente: Departamento de Medicina e Enfermagem
Patrocinador Principal: Financiamento Préoprio

DADOS DO PARECER

Mumero do Parecer: 2.652.913

Apresentagao do Projeto:

Trata-se de projeto da area de Ciéncias da Saudde.

Objetive da Pesquisa:

Segundo formulario online:"Objetivo Primario: Avaliar o estresse oxidativo de portadores e ndao portadores
de DM2 e ND, relacionando-os com a composicao corporal e habitos de vida.

Objetivo Secundario: Mensurar no soro dos pacientes os biomarcadores superdxido dismutase (SOD),
catalase (CAT), glutationa S-transferase (GST), oxido nitrico, proteinas carboniladas e produtos de
peroxidacio lipidica- Analisar o nivel de comprometimento neuropatico dos pacientes.- Avaliar as variaveis
antropomeétricas dos pacientes - Correlacionar as variaveis todas as variaveis estudadas”

Objetivo Secundario: Mensurar no soro dos pacientes os biomarcadores superoxido dismutase (SOD),
catalase (CAT), glutationa S-transferase (GST), doxido nitrico, proteinas carboniladas e produtos de
peroxidacdo lipidica- Analisar o nivel de comprometimento neuropatico dos pacientes - Avaliar as variaveis
antropométricas dos pacientes.- Correlacionar as variaveis todas as variaveis estudadas”

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Segundo formulario online: "A coleta de sangue sera realizada por profissional habilitado e serdo tomadas
todas as medidas sanitarias para que ndo ocorra risco de contaminac¢do biolégica e desconforto excessivo
ao avaliado. Os procedimentos antropométricos de mensuragdo das dobras cutaneas, poderdo gerar
minimo desconforto de compressao do aparelho, contudo serdo realizados por um profissional treinado para
minimizar o desconforto. As

medidas antropométricas e a aplicacdo dos questionarios serdo realizadas em local apropriado, sem a
presenca de estranhos, havendo somente a presenca do avaliado, avaliador & no maximo

Enderego: Universidade Federal de Vigosa, Avenida PH Rolfs s/n, Edificio Arthur Bemardes

Bairro: Campus Universitario CEP: 36.570-200
UF: MG Municipio: VICOSA
Telefone: (31)3899-2402 E-mail: cep@ufv.br
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Continuacdo do Parecer: 2.652.912

um auxiliar, diminuindo assim o risco de inibicdo. A pesquisa pode também provocar um desconforto pelo
tempo exigido ou até um constrangimento pelo teor dos questionamentos. Mo entanto, a equipe envolvida
no estudo tentara minimizar os riscos com atendimento individual e humanizado pautado no respeito e
atencdo com os pacientes. Vocé podera,

caso queira, simplesmente ndo responder determinada pergunta.

Beneficios: o participante do projeto ira receber um relatério com os resultados dos seus testes e os
resultados finais do estudo. Caso seja encontrada qualquer anormalidade, vocé sera encaminhado para um
profissional especifico para o tratamento. Os resultados do presente estudo também poderdo auxiliar nos
cuidados e tratamentos das pessoas com Diabetes tipo 2 com ou sem neuropatia periférica, bem como na
prevencio de algumas complicagdes do DM2"

Avaliacdo de riscos e beneficios: Adequadamente descritos.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
Para a pesquisa serdo realizadas aplicagcdo de questionario, coleta de sangue, antropometria

Consideragboes sobre os Termos de apresentagio obrigatéria:
Consideracdes sobre o s termos:

O pesquisador apresentou:

- Folha de rosto

- Formulario online

- Questionario_denominadO ANEXOS

- Projeta

- TCLE_modificado

- Cronograma_ modificado

- Carta-resposta

Consideractes: Adequadamente descritos

Consideragdes sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:

Consideracies sobre o s termos:

O pesquisador apresentou:

- Folha de rosto

- Formulario online

- Questionano_denominadO ANEXOS

- Projeto

- TCLE_modificado

- Cronograma_modificado

- Carta-resposta

Consideractes: Adequadamente descritos

Recomendagdes:

Cluando da coleta de dados, o TCLE deve ser elaborado em duas vias, rubricado em todas as suas paginas
e assinado, ao seu término, pelo convidado a participar da pesquisa ou responsavel legal, bem como pelo
pesquisador responsavel, ou pessoal(s) por ele delegada(s), devendo todas as assinaturas constar na
mesma folha.

Mdo € necessano apresentar os TCLEs assinados ao CEP/UFVY. Uma via deve ser mantida em arquivo pelo

pesquisador e a outra € do participante da pesquisa.

Endereco: Universidade Federal de Vigosa, Avenida PH Rolfs sin, Edificio Arthur Bemardes

Bairro: Campus Universitario CEP: 36570-900
UF: MG Municipio: WVICOSA
Telefone: (31)3590-2402 E-mail: cep@ufv.br
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Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Projeto aprovado.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Ao termino da pesquisa e necessario apresentar, via notificacao, o Relatorio Final (modelo disponivel no site
www.cep.ufv.br). Apds ser emitido o Parecer Consubstanciado de aprovagdo do Relatério Final, deve ser
encaminhado, via notificacdo, o Comunicado de Término dos Estudos para encerramento de todo o
protocolo na Plataforma Brasil.

Projeto aprovado autorizando o inicio da coleta de dados com os seres humanos a partir da data de
emissdo deste parecer.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arguivo Postagem Autor Situacaa
Informacdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 20/04/2018 Aceito
do Projeto ROJETO 1020248 pdf 20:27:54
Outros Carta_Resposta_CEP.docx 20/04/2018 [Luciana Moreira Lima| Aceito
20:26:56

Cronograma Cronograma_Madificado.docx 20/04/2018 |Luciana Moreira Lima| Aceito
20:25:52

TCLE / Termos de | TCLE_Moadificado.docx 20/04/2018 |Luciana Moreira Lima| Aceito

Assentimento / 20:25:1

Justificativa de

Auséncia

Cronograma Cronograma.docx 05/03/2018 |Luciana Moreira Lima| Aceita
18:03:37

Folha de Rosta FaolhadeRostoAssinada_ pdf 23M1/2017 |Luciana Moreira Lima| Aceita
10:53:51

Outros ANEXOS pdf 01/11/2017 |lsaac Etienne Aceito
11:45:58

Projeto Detalhado / |PROJETO pdf 01/11/2017 |lsaac Etienne Aceito

Brachura 11:34:27

Investigador

Orgamento ORCAMENTO.docx 31/10/2017 |lsaac Etienne Aceito
19:34:16

Situagdo do Parecer:
Apravada

Enderego: Universidade Federal de Vigosa, Avenida PH Rolfs s/n, Edificio Arthur Bemardes
Bairro: Campus Universitario CEP: 36.570-900

UF: MG Municipio: VICOSA

Telefone:  (31)3399-2492 E-mail: cep@ufv.br
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Necessita Apreciagdao da CONEP:
Nao

VICOSA, 14 de Maio de 2018

Assinado por:
HELEN HERMANA MIRANDA HERMSDORFF
(Coordenador)

Endereco: Universidade Federal de Vicosa, Avenida PH Relfs sin, Edificio Arthur Bemardes
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ANEXO B - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

e TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TCLE confeccionado em observdncia a Resolugdo n2 466, de 12 de dezembro de 2012, do Conselho Nacional de Saude.

TITULO DO PROJETO: AVALIACAO DO ESTRESSE OXIDATIVO EM PACIENTES PORTADORES DE DIABETES MELLITUS TIPO 2 COM
NEUROPATIA PERIFERICA.

COORDENADORES DA PESQUISA (Pesquisadores responsdveis): Profa. Dra. Luciana Moreira Lima, Departamento de Medicina e
Enfermagem/UFV, (31) 3899-3905, (31) 99470-3418, luciana.lima@ufv.br

EQUIPE PRINCIPAL DE TRABALHO.

Prof. Dr. Lucas Villas Boas Magalhaes, Dep. de | Profa. Dra Silvia Almeida Cardoso, Dep. De

Pesquisadores corresponsaveis Medicina e Enfermagem UFV, Tel. 3899 — 3905 | Medicina e Enfermagem UFV, Tel. 3899-3905 —
— lucvmag@yahoo.com.br cardososil@yahoo.com.br
Isaac Etienne — Mestrando em Ciéncias da Guilherme Pereira Oliveira — Mestrando em
Satude, (31) 99494-3449 — Educagdo Fisica, (31) 99169-1119

Pesquisadores Auxiliares
a etienneisaacl4@hotmail.com quilhermepol9@gmail.com

Vocé estd sendo convidado (a) a participar desse estudo cujo objetivo é avaliar o estresse oxidativo de portadores e ndo
portadores de DM2 e ND, relacionando-os com a composi¢do corporal, habitos de vida e nivel atividade fisica habitual.

Sua colaboracdo neste estudo é MUITO IMPORTANTE, mas a decisdo de participar é VOLUNTARIA, o que significa que o(a)
senhor(a) tera o direito de decidir se quer ou ndo participar, ou mesmo recusar de participar de alguma parte do estudo em especial.
Também podera desistir de participar do estudo em qualquer momento.

CONFIDENCIALIDADE DOS DADOS E ANONIMATO

Garantimos que serd mantida a CONFIDENCIALIDADE das informagées e o ANONIMATO. Ou seja, o seu nome ndo serd
mencionado em qualquer hipdtese ou circunstancia, mesmo em publicagdes cientificas. Informamos que os resultados obtidos irdo compor
uma base de dados que poderdo ser utilizados em outros estudos desenvolvidos pelo grupo responsavel de pesquisadores da Universidade
Federal de Vigosa.

PROCEDIMENTOS DA DINAMICA DO ESTUDO QUE ESTARA SENDO REALIZADO

A dindmica do estudo correspondera a uma visita no Departamento de Medicina e Enfermagem da UFV, com tempo previsto de
aproximadamente 1h30m. Vocé respondera aos questiondrios relacionados aos hdbitos de vida, comprometimento neuropatico,
depressdo e ansiedade, assim como ira realizar a avaliagdo de medidas corporais e coleta de 5mL do sangue venoso. Os participantes serdo
assistidos com transporte para os locais de coleta de dados, sem qualquer custo. Todos os procedimentos serdo totalmente gratuitos,
realizados por profissionais capacitados e por pesquisadores desse estudo. Os testes serdo realizados em sala reservada, estando somente
o avaliado, o avaliador e se caso necessédrio mais um auxiliar.

INFORMAGOES FINANCEIRAS

Os pesquisadores deixam claro que ndo havera nenhuma compensagdo financeira por participar do estudo, ou custos de
transporte, exceto o previsto entre os diferentes departamentos, e de alimentagdo. Também ndo serd exigido por parte do avaliado
nenhuma cobranga financeira por estar participando do estudo.

Sdo considerados como beneficios de sua participacdo:

Vocé ira receber um relatério com os resultados dos seus testes e os resultados finais do estudo. Caso seja encontrada qualquer
anormalidade, vocé serd encaminhado para um profissional especifico para o tratamento. Os resultados do presente estudo também
poderdo auxiliar nos cuidados e tratamentos das pessoas com Diabetes tipo 2 com ou sem neuropatia periférica, bem como na prevencdo
de algumas complicagées do DM2.

Quanto aos riscos de participa¢do do Estudo:

A coleta de sangue serd realizada por profissional habilitado e serdo tomadas todas as medidas sanitdrias para que ndo ocorra
risco de contaminagdo bioldgica e desconforto excessivo ao avaliado. Os procedimentos antropométricos de mensuragdo das dobras



mailto:lucvmag@yahoo.com.br
mailto:etienneisaac14@hotmail.com
mailto:guilhermepo19@gmail.com

39

cutdneas, poderdo gerar minimo desconforto de compressdo do aparelho, contudo serdo realizados por um profissional treinado para
minimizar o desconforto. As medidas antropométricas e a aplicagdo dos questiondrios serdo realizadas em local apropriado, sem a
presencga de estranhos, havendo somente a presenga do avaliado, avaliador e no maximo um auxiliar, diminuindo assim o risco de inibigdo.
A pesquisa pode também provocar um desconforto pelo tempo exigido ou até um constrangimento pelo teor dos questionamentos. No
entanto, a equipe envolvida no estudo tentard minimizar os riscos com atendimento individual e humanizado pautado no respeito e
atengdo com os pacientes. Vocé podera, caso queira, simplesmente ndo responder determinada pergunta.

DUVIDAS SOBRE O ESTUDO

Em caso de dudvida o senhor podera entrar em contato com a Profa. Dra. Luciana Moreira Lima (31)38993905, do Departamento
de Medicina e Enfermagem da Universidade Federal de Vigosa e coordenadora da pesquisa. e-mail: Prof. Luciana - luciana.lima@ufv.br,

Para que possamos manter contato posteriormente, mandando informagdes sobre seus resultados, gostariamos caso tenha
interesse em preencher os seguintes dados:

[ 1N3o tenho interesse de receber os resultados. [ ] Tenho interesse de ter minhas informagdes.

Nome: Data de nascimento: _ / /  Sexo: __ Nacionalidade:
Telefone: e-mail: Endereco:
Bairro: Cidade: Estado:
CEP:
Eu, , declaro estar esclarecido(a) sobre os termos apresentados quanto aos objetivos,

dindmica do estudo, confidencialidade de meus dados, beneficios e riscos, além da possibilidade de recusar minha participagdo parcial do
estudo, ou mesmo solicitar minha exclusdo posteriormente. Também fui esclarecido de todas as duvidas. Fui informado e autorizo que
meus dados registrados em meu prontudrio, ou decorrente de amostras coletadas/armazenadas sejam usados para compor futuros
estudos de levantamento estatistico de prevaléncia de certas doengas. Fui orientado também pelos pesquisadores que poderei compor um
grupo especial do estudo denominado “controle”, realizando as avaliagdes indicadas pelos pesquisadores. Desta forma, consinto por minha
livre e espontdnea vontade, em participar desta pesquisa e assino o presente documento em duas vias de igual teor e forma, ficando uma
em minha posse. Para qualquer duvida ou queixa geral sobre esse estudo poderei entrar em contato com o seguinte setor: Comité de ética
em Pesquisa com Seres Humanos da Universidade Federal de Vigosa, CEP/UFV, localizada no Prédio Arthur Bernardes, ou pelo e-mail
cep@ufv.br, pelo site www.cep.ufv.br ou ainda pelo telefone: (31) 3899-2492.

Vigosa, /__/

(Assinatura do pesquisador responsavel) (Assinatura do participante)
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ANEXO C. Escala do Estresse Percebido.

Nome

Perceived Stress Scale — PSS (10 item)
Cohen, Kamarck & Mermelstein (1983)

Data
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Instrugao: Para cada questado, pedimos que indique com que frequéncia se sentiu

ou pensou de determinada maneira, durante o ultimo més. Apesar de algumas

perguntas serem parecidas, existem diferencas entre elas e deve responder a cada

uma como perguntas separadas. Responda de forma rapida e esponténea. Para

cada questao indique, com uma cruz (X), a alternativa que melhor se ajusta a sua

situag
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1.

No dltimo més, com que frequéncia esteve
preocupado(a) por causa de alguma coisa que
aconteceu inesperadamente?

. No ultimo més, com que frequéncia se sentiu incapaz de

controlar as coisas importantes da sua vida?

. No ultimo més, com que frequéncia se sentiu nervoso(a)

e em stresse?

. No ultimo més, com que frequéncia sentiu confianga na

sua capacidade para enfrentar os seus problemas
pessoais?

. No ultimo més, com que frequéncia sentiu que as coisas

estavam a correr a sua maneira?




6. No ultimo més, com que frequéncia sentiu que nao
aguentava com as coisas todas que tinha para fazer?

7. No ultimo més, com que frequéncia foi capaz de
controlar as suas irritagbes?

8. No ultimo més, com que frequéncia sentiu ter tudo sob
controlo?

9. No ultimo més, com que frequéncia se sentiu furioso(a)
por coisas que ultrapassaram o seu controlo?

10. No ultimo més, com que frequéncia sentiu que as
dificuldades se estavam a acumular tanto que nao as
conseguia ultrapassar?
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