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RESUMO



O tabagismo, o diabete melito e a hipertensdo arterial sdo reconhecidos como
importantes fatores de risco para aterosclerose e doenga cardiovascular precoce. Tabagistas
de grau importante, diabéticos ndo-compensados e hipertensos ndo-controlados, neste

estudo, mostraram reduzida vasodilatagio arterial como resultado de disfung@o endotelial.

Avaliou-se o diametro e o fluxo da artéria braquial em resposta ao estimulo
mecénico (dependente do endotélio) e farmacol6gico, pés-nitroglicerina (ndo- dependente
do endotélio), em individuos saudaveis, tabagistas, diabéticos nfo- insulino-dependentes
(tipo 2) ndo-compensados € hipertensos essenciais nao- controlados. Niveis plasmaticos de

nitritos/nitratos, GMPc e tromboxano B, foram quantificados.

Sessenta pacientes (34M e 26F), com idade entre 22 e 65 anos (x=48.3) foram
alocados em quatro grupos: 1) Controle: n=15; 2) Tabagistas de grau importante (maior que
20 cigarros por dia): n=15; 3) Diabéticos ndo-insulino-dependentes ndo-compensados
(glicemia>140mg/dl e hemoglobina glicosilada maior que 8.0%): n=15; 4) Hipertensos

essenciais nio-controlados: n=15.

O didmetro da artéria braquial foi mensurado pela técnica de ultra-sonografia de
alta resolugdo antes e apos hiperemia reativa e administragéo de nitroglicerina sublingual.

Tabagistas de grau importante, diabéticos tipo 2 n3o-compensados €
hipertensos essenciais nfo-controlados mostraram reduzida vasodilatagido dependente do
endotélio (8.042.5%, 5.742.5% e 7.243.3%, respectivamente) comparados ao
grupo-controle (12.043.3%) (P<0.001). Tabagistas tiveram uma resposta ndo-dependente
do endotélio normal comparada ao grupo controle (25.0+78.3% vs 25.5+9.2%). Diabéticos
tipo 2 nio-compensados e hipertensos essenciais pdo-controlados tiveram reduzida resposta
ndo-dependente do endotélio (17.216.8% e 16.9+6.9%, respectivamente) comparados ao
grupo controle (25.59.2%) (P<0.005). Os niveis de GMPc e tromboxano B; ndo mostraram
diferenca nos quatro grupos, mas as concentragdes de nitritos/nitratos estavam aumentadas

em diabéticos, se comparados ao grupo-controle (266+47uM vs 125+22uM) (P<0.005).
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Diminui¢do da resposta vasodilatadora dependente do endotélio foi semelhante
em tabagistas, diabéticos tipo 2 nio-compensados e hipertensos essenciais ndo-controlados,
mas somente os tabagistas tiveram resposta ndo- dependente endotélio normal.
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1. INTRODUCAO



As doengas cardiovasculares passaram a ser reconhecidas como principal causa
de morbidade e mortalidade nos paises ocidentais a partir da década de 40. Atualmente,
nos Estados Unidos, aproximadamente um milhdo de mortes por ano sfo atribuidas a
doengas cardiovasculares (NATIONAL CENTER FOR HEALTH STATISTICS, 1995).
Dessas, 51% s@o provocadas por doenga arterial coronariana (DAC), 27% sdo devido a
outras doengas cardiacas, incluindo a insuficiéncia cardiaca (ICC), 16% ocasionadas por
acidente vascular cerebral (AVC), 4% por doengas vasculares periféricas e os 2% restantes

por outras situagdes morbidas associadas 4 doenga cardiovascular.
1.1. FATORES DE RISCO PARA DOENCA CARDIOVASCULAR

Os estudos epidemiologicos prospectivos, realizados nas décadas de 40 e 50, na
Europa e nos Estados Unidos, desenvolveram o conceito de fatores de risco e suas relagdes
com a incidéncia de doen¢a arterial coronariana (DAC) aterosclerdtica (KANNEL,
MCGEE, GORDON, 1976; KANNEL, CASTELLI, GORDON, 1979; CARLSON &
BOTTINGER, 1985).

Esses estudos demonstraram, em individuos aparentemente saudaveis, a
associa¢do entre as caracteristicas observadas, em dado momento, e a incidéncia futura de
doenca arterial coronariana (DAC) aterosclerdtica. As caracteristicas encontradas foram
divididas em fatores de risco ndo-modificaveis, tais como: idade, sexo e antecedente
familiar de doenga arterial coronariana; e modificavéis, como: tabagismo, diabete melito,
hipertensdo arterial, hipercolesterolemia, obesidade, e sedentarismo; outros como aumento
de Lp(a), hiperhomocisteinemia, aumento de fibrinogénio plasmatico, menopausa e estresse
também estdo associados a incidéncia futura de DAC (AUERBACH, HAMMOND,
GARFINKEL, 1965; HJERMAN ef al, 1981; KANNEL, 1981; RUDERMAN &
HAUNDENSCHILD, 1984; KANNEL,1987; DZAU, 1990; GIANINI, 1992).

Introdugdo
27



1.2. PRINCIPAIS FATORES DE RISCO MODIFICAVEIS PARA DOENCA
ARTERIAL CORONARIANA

1.2.1. Tabagismo

As relagcdes entre tabagismo e aumento da mortalidade por doenga
cardiovascular sdo consistentes e inequivocamente demonstradas (SHERMAN, 1991;
FIORE, 1992; PETO et al., 1992). Sendo a incidéncia de eventos cardiovasculares 1,36 a
2,76 vezes maior entre fumantes (Mc BRIDE, 1992), sabe-se, ainda, que o risco para
doenca aterosclerdtica cardiovascular entre fumantes se relaciona com o numero de

cigarros consumidos por dia (MILEI & GRANA., 1998).

O aumento da mortalidade entre tabagistas correlaciona-se ao inicio do habito,
sendo maior quanto mais precocemente se come¢a a fumar (GOTTLIEB ef al., 1994). A
incidéncia de infarto do miocardio ndo fatal é cinco vezes mais freqiiente entre tabagistas
na faixa etaria de 30 a 49 anos, trés vezes mais freqiliente na faixa etédria de 50 a 69 anos e
duas vezes maior na faixa etaria de 60 a 79 anos quando comparada aos ndo tabagistas.
Entre os tabagistas, 80% dos infartos do miocardio, na faixa etaria de 30 a 49 anos, foram
relacionados ao tabagismo; aproximadamente, 66%, na faixa etaria de 50 a 69 anos, e 50%.
nos individuos entre 60 e 79 anos, também o foram (PARISH et al., 1995).

O tabagismo também exerce efeitos adversos sobre o metabolismo lipidico,
principalmente nos tabagistas de grau importante (>25 cigarros por dia), diminuindo o0 HDL
colesterol e aumentando o LDL colesterol e triglicérides, além de promover aumento do
fibrinogénio e do tromboxano A; (NOWAK ez al., 1987; MEADE, IMESON, STIRLING,
1987; MJOS, 1988).

Estudos epidemiolégicos indicam que o tabagismo aumenta o risco de infarto
do miocardio ¢ de morte subita mais do que de angina, observagdo atribuida a
predisposicdo a trombose ¢ ndo a gravidade hemodinidmica da lesdo aterosclerdtica
(KANNEL, D’AGOSTINO, BELANGER, 1987). As mulheres tabagistas, quando
comparadas as ndo tabagistas, na faixa etaria de 30 a 49 anos, também sdo mais suscetiveis

aos efeitos deletérios do tabagismo, alcan¢ando indices de risco relativo para infarto do
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miocardio, 1,8 vezes maiores entre fumantes de até 15 cigarros por dia e 6,9 vezes maiores
em tabagistas de grau importante (> 35 cigarros por dia). Por outro lado, a gravidade das
lesdes coronarianas estendticas ¢ a incidéncia de infarto sdo discrepantes, sugerindo
mecanismos ndo aterogénicos, envolvidos na etiologia do infarto agudo do miocérdio de
mulheres tabagistas de grau importante (ROSENBERG et al., 1980; FREEDMAN et al.,
1989; DUNN et al., 1999).

Ha evidéncias incontestaveis de que a exposi¢do ambiental passiva a fumaga do
tabaco promove discreto aumento da mortalidade por doenga cardiovascular em individuos
ndo tabagistas (STEENLAND, 1992; STANTON, GANTZ, PARMLEY, 1995; KRITZ,
SCHMID, SINZINGER, 1995; HE et al., 1999).

1.2.2. Diabete melito

O diabete melito ¢ um fator de risco independente para doenga aterosclerética
cardiovascular, aumentando em duas vezes o risco de doen¢a coronariana entre homens e
trés vezes entre mulheres com maior incidéncia de insuficiéncia cardiaca e alta mortalidade
neste grupo. Enquanto isso, em homens, hd maior ocorréncia de infarto silencioso
(KANNEL, 1985; BARRET-CONNOR, 1997; ECKERL, 1999). Adultos diabéticos tipo 2
tém também niveis baixos de HDL colesterol e taxas altas de VLDL colesterol e
triglicérides com LDL colesterol normal ou discretamente aumentados. Também a
coexisténcia de hipertensdo arterial agrava a exposigdo aos fatores de risco, e a
hiperinsulinemia endégena presente entre diabéticos do tipo 2 potencializa o risco de
doenga vascular aterosclerética (KANNEL & MC GEE, 1979; EASTMAN & KEEN, 1997;
TURNER et al, 1998; STERN, 1999; STEINER, 1999; SOWERS & LESTER, 1999).
Virias publicagdes e estudos epidemiologicos e clinicos atribuem & hiperinsulinemia e a
resisténcia a insulina uma maior incidéncia de coronariopatia € acometimento grave e
difuso das artérias corondrias envolvidas (REAVEN, 1988; DESPRES er al, 1996;
COUTINHO et al., 1999; BRUNZELL & HOKANSON, 1999).
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A fisiopatologia da aterogénese no diabete melito e os efeitos deletérios da
hiperglicemia associada a dislipidemia ndo estdo completamente esclarecidos; uma vez que
ambas sdo doengas multifatoriais, mais estudos sdo necessarios para identificar os fatores

que levam a doenga vascular acelerada em diabéticos.

1.2.3. Hipertensao arterial

A hipertensdo arterial ¢ o maior fator de risco independente relacionado a
doenca cardiovascular (MULTIPLE RISK FACTOR INTERVENTION TRIAL
RESEARCH GROUP, 1990; KANNEL, 1993) por promover complicagdes diretas, as
chamadas complicagGes mecanicas, que incluem o acidente vascular cerebral hemorragico,
a hipertrofia ventricular esquerda, a nefroesclerose e o aneurisma dissecante de aorta
toracica além de promover também complicagles indiretas relacionadas a aterosclerose
responsavel pela doen¢a arterial coronariana obstrutiva, pela doeng¢a vascular cerebral
isquémica e pela doenga arterial obstrutiva de car6tidas e extremidades, responsdveis pela
alta morbidade e mortalidade cardiovascular delas decorrentes. Tanto a hipertensdo arterial
sistolica como a diastdlica, 1abil ou fixa em qualquer faixa etaria de ambos os sexos, esta
associada a elevada incidéncia de doenga arterial coronariana: trés vezes maior do que em
adultos normotensos da mesma faixa etaria (KANNEL, 1999).

1.3. ATEROSCLEROSE - TEORIA DA LESAO ENDOTELIAL

A aterosclerose € uma doenga das artérias elasticas (aorta, cardtidas e iliacas) e
das artérias musculares calibrosas e médias (corondrias, popliteas, etc.). A lesdo basica — o
ateroma ou placa fibro-gordurosa — consiste em uma placa focal elevada no interior da
intima que possui um nucleo lipidico (principalmente €steres de colesterol) e uma capa
fibrosa que o recobre. Este processo patolégico e progressivo inicia-se geralmente na

infancia e produz manifestacdes clinicas na vida adulta.
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As publicagdes iniciais de ROSS E GLOMSET (1976a, b) ja formulavam a
hipétese da teoria da lesdo intimal da aterosclerose, propondo que, de alguma forma a lesdo
cronica levaria a desnudagdo repetitiva, ou a ulcerag@io da intima pela exposi¢do a fatores
de risco, como a hipercolesterolemia, o tabagismo e outros. Esses tltimos seriam
responsaveis pela ativagdo de plaquetas e liberagdo de fatores de crescimento que
finalmente resultariam em hiperplasia intimal, acumulo lipidico e formagdo de lesdes
ateroscleréticas (ROSS, 1981; ROSS ez al., 1984; ROSS, 1993).

Esse mecanismo hipotético foi reformulado pelos mesmos autores e,
atualmente, combina conhecimentos de biologia celular e molecular, convergindo para a
denominada disfungdo endotelial como a base do mecanismo fisiopatogénico da doenca
aterosclerdtica cardiovascular. Ele leva em consideragdo que a camada endotelial ndo
constitul somente uma simples barreira mecanica, mas sim uma membrana semipermeavel,
multifuncional, versatil com inimeras propriedades metabdlicas e sintéticas, participando
ativamente na homeostase da parede vascular e da fungdo circulatéria (ROSS, 1993;
BERLINER et al., 1995).

1.4. FUNCOES DO ENDOTELIO VASCULAR

Os vasos sagiiineos estdo revestidos internamente por uma camada ténue de
células denominado ‘endotélio’. Esta membrana constitui um verdadeiro 6rgéo
multifuncional, essencial para fisiologia vascular normal, pois, quando disfuncionante,
passa a ser um fator critico na fisiopatogenia da doeng¢a vascular (SIMIONESCU &
SIMIONESCU, 1986; VANE, ANGGARD, BOTTING, 1990).

Anatomicamente o endotélio delimita a é4rea de separagdo fisica do

compartimento intravascular dos demais tecidos e 6rgdos do corpo humano.

Biologicamente esta interface executa um consideravel nimero de fungdes
vitais (LAURINDO, LUZ, PILEGGI, 1994; VOGEL, 1997; LUSCHER & BARTON,
1997; GIMBRONE & TOPPER, 1999). Entre elas:
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a) Barreira de permeabilidade seletiva e regulagdo do transporte de pequenas
moléculas. Macromoléculas encontram especializagGes regionais do endotélio incluindo
glicocalix de superficie celular, complexos juncionais, microvesiculas, canais transcelulares
e matriz extracelular que aumentam ou retardam o movimento dessas moléculas por meio
do espago intravascular ou para ele. O aumento da permeabilidade de macromoléculas
plasmaticas que ocorre na inflamac¢do aguda, e o das lipoproteinas, faz parte importante do

desenvolvimento da lesdo aterosclerdtica;

b) Capacidade de monitoragdo, integragdo e tradugdo de sinaliza¢des através da
expressdo dos receptores de superficie para varias citocinas, interleucinas 1o e 1B, (IL-1a,
e IL-1pB), fator de necrose tumoral o (TNFa), interferon y (IFN v), fator transformador do
crescimento B (TGF B), fator de crescimento fibroblastico (FGF), fator endotelial de
crescimento vascular (VGEF), fator de permeabilidade vascular, e outros, como a insulina e
os fatores tipo insulina, ou ainda os produtos bacterianos como as endotoxinas e suas
proteinas de ligacdo que regulam importantes respostas teciduais. Em cada sitio do sistema
circulatéorio, ha diferente sensibilidade e diferente responsividade a estimulos
fisiopatologicos locais que podem propagar-se transmuralmente da camada intima para
outros locais como a parede das grandes artérias, ou a partir da superficie luminar capilar
diretamente para o intersticio e/ou tecidos adjacentes como o miocardio. Essa sensibilidade
e as fungdes de tradugdo estendem-se, além do classico estimulo humoral, & biotransdugio
de diferentes tipos de estimulagdo mecanica, como as forgas geradas pelo fluxo sangiiineo

pulsatil (“shear stress”, pressdo trasmural e estresse circunferencial parietal);

¢) Produ¢do de diversas substdncias biologicamente ativas, incluindo
mediadores lipidicos, citocinas, fatores de crescimento, ja citados, e outras substancias
semelhantes a hormdnios, muitas das quais servem como importantes moléculas efetoras,
pois influenciam o comportamento de multiplas células e tecidos. Algumas a¢des ocorrem
na célula de origem (regulagdo autocrina), enquanto outras agem nas células adjacentes
(regulagdo pardcrina), finalmente podem ser secretadas na circulagdo e agir & distincia

como verdadeiros hormonios (regula¢do enddcrina);
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d) Propriedade antitrombotica mediada pela sintese de 6xido nitrico, inibindo a

agregacdo, a adesdo e a ativagdo plaquetaria;

e) Interagdo com sistemas fibrinoliticos; e capacidade de produzir substancias
trombogénicas, como fatores da coagulagio, moléculas de adesio, inibidor do ativador do

plasminogénio e tromboxano A, (WU & THIAGARAJAN, 1996; WU, 1996);

f) Inibicdo da proliferagdo celular da musculatura lisa vascular impedindo a
migragdo de células musculares lisas através de mecanismos diretos, como a sintese de
0xido nitrico, que inibe a proliferagdo celular, e/ou indiretos (a¢do plaquetaria), ou ainda,
secretando fatores de crescimento e outras citocinas capazes de exercer controle autdcrino,
€ /ou paracrino da multiplicagdo celular (WU, 1996; MATTSSEN, KOHLER,
VERGIL,1996);

g) Regulador de varios fenémenos da resposta imunolégica, por meio da
contragdo ativa, atividade fagocitaria (inclusive bactérias), controle do extravasamento de
plasma, da expressio de integrinas, moléculas de adesdo e secregdo de citocinas,
permitindo a migragdo de mondcitos, linfocitos e neutréfilos. (KUBES, SUZUKI,
GRANGER, 1991; DE CATERINA, LIBBY, PENG, 1995; WALPOLA er al., 1995);

h) Participag@o na degradagdo e na transformagdo metabdlica de numerosos
farmacos end6genos, como norepinefrina, S5-hidroxitriptamina, prostaglandinas E e F,
leucotrienos, nucleotideos de adenina, adenosina e outros. A enzima conversora da
angiotensina esta presente no endotélio de varios 6rgdos, que, além de exercer atividade de
conversdo de angiotensina I em angiotensina II, atua também na degradagdo do peptideo
vasodilatador bradicinina pela cininase II, enzima idéntica & enzima conversora da
angiotensina. A bradicinina ¢ um indutor da liberagdo endotelial de 6xido nitrico e
prostaciclina; fatores hiperpolarizantes derivados do endotélio. Finalmente, a enzima
conversora da endotelina (ECE), presente na superficie endotelial, produz, principalmente,
um potente vasoconstritor, a endotelina-1(ET-1), por agdo catalitica sobre a big-
endotelina-1.
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1.5. MODULACAO DO TONO VASCULAR E PRINCIPAIS SUBSTANCIAS
VASOATIVAS

O tono vascular, além de possuir mecanismos de controle centrais e periféricos,
apresenta ainda o mecanismo endotelial, cuja poténcia € superior as anteriores
(BASSENGE & MUNZEL, 1988).

O mecanismo vasodilatador endotelial é mediado por substdncias vasoativas,
principalmente pelo o¢xido nitrico (NO, antagonista fisioldgico de substancias
vasoconstritoras endégenas como catecolaminas, angiotensina II e endotelina-1), também
pela prostaciclina, bradicinina, fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHEF),
metabdlitos das monoxigenases e outras (FURCHGOTT & ZADAWSKI, 1980; PALMER,
FERRIGE, MONCADA, 1987: MONCADA, PALMER, HIGGS, 1991; COOKE &
DZAU, 1997b e a).

1.5.1. Vasodilata¢dao dependente do endotélio

1.5.1.1. Oxido nitrico

Uma substdncia ndo prostanoide, labil e¢ difusivel, mediadora do relaxamento
dependente do endotélio, descrita por FURCHGOTT E ZAWADZKI (1980); identificada
como Oxido nitrico (NO), é formada a partir do nitrogénio-guanidino terminal do amino-
acido L-arginina, pela enzima NO sintase endotelial (eNOS) que € constitutiva (NO sintase
I1T) na célula endotelial.

A ativagdo da eNOS depende da concentragdo intracelular de ions cdlcio nas
células endoteliais € € também calmodulina-dependente requerendo nicotinamida-adenina-
dinucleotideo fosfato reduzida (NADPH) e 5.6,7,8 hidrobiopterina (HB) para Otima
atividade. A enzima pode ser inibida de forma competitiva por anilogos da L-arginina,
como L-NMMA e L-NAME. O NO difunde-se em diregdo as células musculares lisas
vasculares e as relaxa pela estimula¢do da enzima citosélica guanilato ciclase soluvel, que

leva a aumento do GMP ciclico (MURAD, 1994; IGNARRO & MURAD, 1995; MURAD,
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1996). O aumento de GMP ciclico, cuja agdo nos tecidos de mamiferos é mediada
principalmente pela ativagdo da proteina quinase G, diminui o influxo de calcio para o
citoplasma e aumenta a captagdo em nivel Ca™/ATPase pelo reticulo sarcoplasmatico ou

por interagdo direta em nivel de proteinas contrateis.

Adicionalmente, o0 NO pode causar relaxamento muscular por interagdo com
canais de potassio diretamente ou através do aumento de GMP ciclico; e também regula a
produgdo de endotelina-1 nas células endoteliais, efeito mediado pelo aumento de GMP
ciclico e também observado com 0 peptideo natriurético atrial. O NO pode, também,
regular o tono vascular através de interagdes complexas com hemoglobina proveniente dos

globulos vermelhos, glutationa € pequenos grupos tigis.

A produgdo de NO ¢ a maior contribuinte do relaxamento dependente do
endotélio, em grandes artérias isoladas, incluindo as coronarias, artérias mesentéricas,
pulmonares € cerebrais. Seu significado in vivo é sugerido pelas observagdes de que 0S
inibidores da eNOS causam vasoconstricdo em muitos leitos vasculares ¢ um aumento da

pressdo arterial sistémica em animais € humanos (DATTILO & MAKHOUL, 1997; ZATZ
& BAYLIS; 1998).

As células endoteliais liberam NO, ndo somente em dire¢do a camada de
células musculares lisas, como também, para o limen do vaso sangiiineo. O NO também
inibe a adesdo de plaquetas ¢ leucécitos ao endotélio, tem agdo inibitéria na agregagao
plaquetaria (sinergicamente com 2 prostaciclina), inibe a proliferagdo de células musculares

lisas e modula a produgdo de moléculas de adesdo € endotelina-1.

A liberagio de NO ¢ modulada por estimulos fisicos € humorais. Entre oS
estimulos fisicos cita-se a pressao hidrostatica transmural, 0 estiramento circunferencial e o
“ghear stress”, for¢a de cizalhamento produzida pelo atrito da onda de fluxo sangiiineo na
parede arterial, considerado, atualmente, um dos principais fatores reguladores da liberagdo
local de NO, indicando que 2 dilatagdo induzida pelo fluxo € dependente do endotélio in

vivo (GIMBRONE, NAGEL, TOPPER, 1997; TRAUB & BERK, 1998).
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As substéncias end6genas que estimulam a liberagio de NO sio horménios
circulantes, como catecolaminas e vasopressina, autacéides como a bradicinina e ga
histamina ou ainda, mediadores liberados pelas plaquetas (serotonina e adenosina difosfato
- ADP) ou formados durante a coagulagio (trombina) (KIELY, et al, 1995).

Os receptores para essas substancias estdo ligados a produgio de NO por
diferentes proteinas de acoplamento. Por exemplo, em células endoteliais porcinas,
receptores alfh—ad:enérgicos, serotoninérgicos e receptores de trombina estio acoplados as
proteinas G toxina pertussis-sensiveis, enquanto receptores para  ADP ou bradicinina sio
mediadores da producdo de NO via ativagdo da protefna G toxina pertussis ndo-sensivel

(FLAVAHAN & VANHOUTTE, 1995). As substancias, produzidas durante agregacio

seu relaxamento e, ocasionando, assim, dilatagdo da artéria. Desta forma essa reagso ajuda
a eliminar os microagregados (VANHOUTTE, 1999).

A liberagio de NO para o limen vascular também inibe a adesividade
plaquetdria na interface Sangue-endotélio e, em sinergismo com a prostaciclina, elimina o
iminente perigo da oclusdo vascular, Se a barreira endotelial for removida, nio hi mais

liberaggo de serotonina € tromboxano A,. Além disso, a constri¢do dos vasos sangtiineos é
constitutiva da fase vascular da hemostasia (VANHOUTTE, 1993).

NO pelas células endoteliais. Alguns horménios e drogas que alteram os niveis

intracelulares de c4lcio podem interferir na sua produgéo e liberaggo.

H4 mais de um século, doadores de NO, como a nitroglicerina e nitratos de
acdo prolongada, tém sido usados como vasodilatadores coronarianos, para o tratamento de
angina do peito. A nitroglicerina foi descoberta por Ascanio Sobrero, em 1847, sendo a
primeira publicagio do uso da nitroglicerina feita por Willilam Murrel, em 1876




utilizada por Alfred Nobel na fabricagdo de municdo ao final do século dezenove
(ABRAMS, 1999).

Recentes estudos mostraram que doadores de NO possuem agbes in vivo e in
vitro semelhantes aquelas do NO enddgeno. Entretanto, a concentragdo necessaria para
obter inbicdo da agregagacdo plaquetaria com nitroglicerina in vitro é muitas vezes, maior
do que aquela necessiria para obter o efeito farmacoldgico in vivo (FUNG, CHUNG,
BAUER, 1992).

Os doadores de NO em sistemas bioldgicos podem ser divididos em trés
grupos, a saber: 1) nitratos organicos, como trinitrato de glicerol; 2) nitritos organicos,
como nitrito de amilo e 3) compostos nitrosos inorgénicos, como nitroprussiato de sodio,
sidnoniminas, mosildominas, nitrosotidis e nitroglutationas. Todos esses compostos

diferem em suas necessidades de cofatores especificos requeridos para liberar NO.

Os nitratos organicos sdo metabolizados por via enzimética e nfo enzimatica. A
atividade da glutationa-S-transferase e as enzimas relacionadas ao citocromo P450 parecem
estar envolvidas. Nitratos organicos tém mostrado baixa poténcia na inibigdo da agregagdo
plaquetaria in vifro, possivelmente, devido a auséncia de metabolizagdo enzimatica nas
plaquetas, entretanto, apresentam boa poténcia relaxante da musculatura lisa vascular
(LOSCALZO, 1992). Nitritos inorgédnicos reagem com grupos tidis disponiveis, formando
nitrosotiéis que, quando decompostos, liberam NO. Nitroprussiato de sédio libera,
espontaneamente, NO por mecanismo desconhecido e €, portanto, um potente
vasodilatador com uma meia vida biolégica bastante curta (2 min). O principal
inconveniente do nitroprussiato de sodio é a formagdo de tiocianato que parece ser

obrigatdria para libera¢do de NO.

Os efeitos biolégicos da maioria dos doadores de NO sd3o amplamente
conhecidos. Dessa forma, as diferengas estruturais e de metabolismo entre os diferentes
doadores de NO explicariam os diferentes efeitos farmacoldgicos observados com estas
drogas, por exemplo, nitratos sdo predominantemente venodilatadores e reduzem
seletivamente a pré-carga, enquanto o nitroprussiato de sodio é um vasodilatador

balanceado.
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1.5.1.2. Prostaciclina

A prostaciclina, substancia vasodilatadora, ¢ um produto da ciclooxigenase € o
mais potente inibidor endégeno da agregagdo plaquetaria, além de exercer outras fungoes
sobre a a¢do dos polimorfonucleares e a agdo moduladora das reagdes imunologicas e da
proliferacdo celular. (WU, 1996; WU & THIAGARAJAN, 1996). Ela interfere também no
metabolismo lipidico, mais notoriamente, no metabolismo do colesterol (SCHROR, 1997).

Essa substdncia € sintetizada primariamente nas células endoteliais, em resposta

ao “shear stress”, hipoxia e outras condi¢des que também liberam NO.

Prostaciclina causa relaxamento das células musculares lisas, pela ativagdo da
adenilciclase e aumento da produgdo de AMP ciclico. Em muitos vasos sangiiineos, o
relaxamento promovido pela prostaciclina é negligenciavel e seu efeito € essencialmente

adicional ao do NO. Todavia, as duas substdncias agem sinergicamente para inibir
agregacao plaquetaria (MONCADA & VANE, 1979).

1.5.1.3. Fator hiperpolarizante derivado do endotélio

Estudos eletrofisiologicos, em diversas artérias. incluindo artérias coronarias,
demonstraram que acetilcolina (Ach) e outros dilatadores dependentes do endotélio
provocam hiperpolarizacdo e relaxamento das fibras musculares lisas, os quais s@o
causados por um fator difusivel hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF) diferente
do NO e da prostaciclina, apesar destas poderem hiperpolarizar células musculares lisas
(KOMOZI & VANHOUTTE, 1990; VANHOUTTE, 1996b). A natureza do EDHF
permanece especulativa. Em alguns vasos sangiiineos, acidos epoxieicosatriendicos
( EETs), formados a partir de 4cido araquidonico pela ag¢do do citocromo P 450, podem
responder como EDHF. A hiperpolarizag¢do induzida pela EDHF é mediada pelo aumento
do movimento de idns potassio. Os tipos de canais de potassi envolvidos ndo estdo
definitivamente estabelecidos, parecendo ser dependentes de calcio, tais como os canais de

potassio ATP.
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A contribui¢do da hiperpolariza¢do para o relaxamento dependente do endotélio
varia com a fungdo e o tamanho das artérias, sendo predominante em vasos de resisténcia.
Nas grandes artérias, ambos podem contribuir para o relaxamento dependente do endotélio,
mas o papel do NO predomina em circunstincias normais. Com a participagdo do EHDF,
pode haver relaxamento dependente do endotélio quando a sintese de NO est4 inibida. Em

certos casos, o 0xido nitrico exerce um efeito inibitorio da hiperpolarizagio dependente do
endotélio (COHEN & VANHOUTTE, 1995).

Outros fatores, tais como estrégenos, exercicio fisico e acidos graxos presentes
na dieta também podem modular a liberagdo de fatores relaxantes pelas células endoteliais
(MOMBOULI & VANHOUTTE, 1997).

1.5.2. Vasoconstri¢ao dependente do endotélio

Células endoteliais também podem iniciar a contragio da camada de células
musculares lisas pela liberagdo de substdncias vasoconstritoras (EDCF). Os EDCFs
incluem o peptideo endotelina-1, prostandides vasoconstritores, como tromboxano A, e
prostaglandina H,, ou ainda anions superoxidos € componentes do sistema renina-

angiotensina.

1.5.2.1. Tromboxano A,

Um grupo de fatores constritores derivados do endotélio é gerado pelo
metabolismo do &cido araquidonico (AA), envolvendo as ciclooxigenases (HAMBERG,
SVENSSON, SAMUELSSON, 1975). Nas veias periféricas, na circulagdo cerebral e em
algumas artérias de animais hipertensos, a constri¢do dependente do endotélio é mediada
pelo tromboxano A, pela ativagdo do receptor tromboxano-endoperéxido (MEHTA &
ROBERTS 1983). Entre os estimulos que causam vasoconstri¢do dependente do endotélio,
sensiveis aos inibidores da ciclooxigenase; cita-se a resposta fisiologica ao estiramento

circunferencial, iniciada pela distensdo sibita da parede vascular, em resposta a um
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aumento da pressdo sangiiinea, e a liberagdo de fatores vasoconstritores derivados do
endotélio. Esses fatores promovem ativagdo da camada de células musculares lisas para
restaurar a relacdo de fluxo normal (AUCH-SCHWELK KATUSIC, VANHOUTTE, 1990;
GE, HUGHES, JUNQUERO, 1995). Além disso, a ciclooxigenase ¢ uma fonte de anions
superéxidos, os quais podem causar vasoconstricdo, direta ou indiretamente, pela

inativagdo do NO.

1.5.2.2. Endotelina-1

As células endoteliais também podem iniciar contragdo da musculatura lisa
através do mecanismo vasoconstritor mediado pela endotelina-1 (ET-1), o mais potente
vasoconstritor enddgeno ja identificado, sendo 100 vezes mais potente que a norepinefrina
em base molar (YANASIGAWA ef al, 1988; RUBANYI & POLOKOFF 1994;
GOLIKORSKY et al., 1994). Ela age sobre os receptores ET-A, ativa a proteina G, que
estimula a hidrolise da fosfolipase C, dando origem ao diacilglicerol e ao inositol 1,4,5

trifosfato que mobiliza o célcio intracelular para vasoconstrigdo.

Células endoteliais produzem ET-1 através da tradugdo do mRNA gerando
pré-pro-endotelina, a qual € convertida em “big” endotelina. A “big” endotelina €
convertida em peptideo maduro ET-1 pela a¢do da enzima conversora da endotelina (ECE).
Endotelina-1 causa vasodilatagdo em baixas concentragdes, pela ativagdo do receptor ET-B
acoplado a liberagdo de NO, prostaciclina e EDHF. Altas concentragdes de ET-1 causam
marcada e sustentada contragdo, pela ativagdo dos receptores ET-A, em alguns vasos
sangiiineos, e dos receptores ET-B das células musculares lisas. Os niveis circulantes de
ET-1 s3o baixos, sugerindo alguma ou discreta producdo endégena sob condigdes

fisiologicas e/ou liberagdo sub-luminal do peptideo para células musculares lisas.

Vasodilatadores, como NO e prostaciclina, podem inibir a produgdo de ET-1
através de mecanismos envolvendo GMP ciclico e AMP ciclico respectivamente. Outras
substancias e hormdnios, como o hormdnio antidiurético, a ET-3 e a prostaglandina A,,
estdo relacionados a inibi¢do da liberagdo e da a¢ao da ET-1.
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Entre os fatores estimulantes, deve-se citar: angiotensina II, catecolaminas,
fatores de crescimento, hipéxia, “shear stress”, insulina, LDL colesterol oxidada,
diminuicdo de HDL colesterol e trombina (LEVIN, 1995).

1.6. VASODILATACAO MEDIADA PELO FLUXO

As células endoteliais tém papel importante na homeostase vascular, sdo
responsdveis por varias fungdes sensoras e de integragdo de estimulos bioguimicos e
biomecanicos, alteram a fungdo vascular através da secre¢io de mediadores proteicos e

moleculares, similarmente a outros tecidos.

O endotélio possui a capacidade de detectar mudangas das condigdes
fisiologicas, as quais € exposto e responde ndo somente a fatores humorais circulantes
como também a condigdes mecdnicas criadas pelo fluxo sangiiineo. Trés forcas mecénicas
primérias s3o importantes para a ativagdo das células endoteliais: 1) a presséo intravascular
criada pelas forcas de pressdo hidrostatica dentro do vaso; 2) a tensdo circunferencial,
criada pelo estiramento das jungGes intercelulares exercidas sobre as células endoteliais e 3)
0 “shear stress” ou for¢a de cisalhamento, criada durante o contato da coluna sangiiinea
sobre a superficie endotelial. Esta tltima, particularmente, é a mais importante, por
estimular a liberagdo de substincias vasoativas e promover alteragdes de expressio de
genes envolvidos no metabolismo celular e nas alteragdes morfolégicas (GIMBRONE,
NAGEL, TOPPER, 1997: TRAUB & BERK, 1997; GIMBRONE & TOPPER, 1999; DE
CATERINA, 2000). O “shear stress” ¢ o mais potente estimulo fisiolégico para producio
de NO na célula endotelial. Incrementos rapidos e agudos da produgio de NO sdo
secundarios a ativagdio pos-traducional da éxido-nitrico sintase constitutiva endotelial
(eNOS), enquanto alteragdes cronicas estdo relacionadas a alteragdes da expressdo génica
da eNOS (Figura 1).
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Figura 1: Esquema representativo da ativacdo endotelial por estimulos bioquimicos e
biomecinicos. A figura mostra a ativagdo endotelial mediada por estimulos
bioquimicos (catecolaminas, vasopressina, bradicinina, histamina, serotonina,
adenosina difosfato [ADP] e trombina) e estimulos biomecénicos (pressao

hidrostatica, estiramento ciclico e “shear stress”).
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A dilatagdo, mediada pelo fluxo, pode ser induzida através de hiperemia reativa
pés-compressdo e descompressdo vascular. O aumento de fluxo dessa manobra promove
aumento do “shear stress” na parede vascular, detectado por mecano-sensores endoteliais
que, em artérias normais, levam a producfo e a liberacdo de substancias vasodilatadoras,
como NO, pelo endotélio. Dessa forma, o aumento de fluxo, pos-hiperemia reativa,
promove dilatagdo da artéria em estudo (aumento do didmetro, por exemplo, artéria
braquial, variagdo esta expressa em % de incremento do didmetro em relagdo ao didmetro
basal), mediada pelo 6xido nitrico, denominada dilatagio dependente do endotélio
(SINOWAY ez al.,1989). A diminui¢ao da dilatagdo dependente do endotélio é interpretada
como alteragdo funcional da célula endotelial mediada pela via NO-GMP ciclico (Figura
2; Figura 3). Em contrapartida, doadores de 6xido nitrico, como nitroglicerina (NTG),
agindo diretamente sobre a musculatura lisa vascular, promovem dilatagio no- dependente

do endotélio.
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Figura 2:

Vasodilatagdo mediada pelo fluxo com resposta normal. Esquema

representativo da vasodilatagdo mediada pelo fluxo com resposta normal,
promovida pelo aumento da sintese, liberagdo e biodisponibilidade do 6xido
nitrico (NO) na camada muscular lisa vascular. E, endotélio; CMLV, célula

muscular lisa vascular; LEI, ldmina elastica interna.

Introducao



NO NO

e T fluxo o
N 7
NO ‘ inativagao
=—0q X
| NO
| - ) E—>| |
i L=lamiogyl, wlomdiolmrippy LE| —» = = = =— e =

/'CDN%S

Resposta deprimida

CMLV

Figura 3: Vasodilatacio mediada pelo fluxo com resposta deprimida. Esquema
representativo da vasodilatagdo mediada pelo fluxo com resposta deprimida,
promovida pela diminui¢do da sintese, liberagdo e/ou biodisponibilidade
(inativagdo) do o6xido nitrico (NO) na camada muscular lisa vascular. E,

endotélio; CMLV, célula muscular lisa vascular; LEI, ldmina eldstica interna.
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1.7. DISFUNCAO ENDOTELIAL

Quando exposto a fatores de risco, como, tabagismo, diabete melito e/ou,
hipertensdo arterial, o endotélio apresenta alteragdes funcionais, denominadas
genericamente de disfuncdo endotelial (DREXLER, 1997; COOKE & DZAU, 1997, DE
ARTIMANO & GONZALES, 1999; MOMBOULI & VANHOUTTE, 1999; DREXLER
& HORNIG, 1999; SHIMOKAWA, 1999).

As células endoteliais estdo disfuncionantes em varios tipos de doenga vascular
e na hipertensdo arterial. Usualmente, essa disfungdo ¢ expressa como ‘alteragdo do
relaxamento dependente do endotélio’ causada, principalmente, por reducdo da liberagao
e/ou agdo dos fatores dilatadores derivados do endotélio, podendo também ocorrer

liberagdo de fatores constritores derivados do endotélio contribuindo dessa forma, para
disfuncdo endotelial.

A disfungdo endotelial seria um marcador precoce dessa lesdo e elemento-
chave na patogénese da aterosclerose. Mais ainda, as recentes demonstragées da
reversibilidade da disfungdo endotelial levantam a possibilidade de sua interferéncia na
progressdo da doenga e/ou no restabelecimento da fungdo endotelial normal, diminuindo o
risco de eventos cardiovasculares (VITA er al., 1990; BOULANGER, 1999; LI &
FORSTERMANN, 2000).

1.8. AVALIACAO DA DISFUNCAO ENDOTELIAL

A avaliagdo ndo invasiva da funcdo endotelial, por meio de ultra-sonografia de
alta resolu¢do e do estudo “Doppler” do fluxo arterial, vem sendo utilizada, ultimamente,
com bastante acuracia e reprodutibilidade (CELERMAJER et al, 1992, 1993, 1994;
SORENSEN et al., 1995). Ela pode ser realizada antes e apds qualquer intervencdo fisica
ou farmacolégica, otimizando a demonstracdo das alteracdes e dos efeitos da exposi¢do a
fatores de risco para doenca aterosclerdtica cardiovascular. Sobretudo, ha ainda excelente

correlacdo hemodindmica e laboratorial, como relatam os trabalhos citados anteriormente
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de Celermajer e colaboradores e de outros grupos (JOANNIDES et al.,1995; ANDERSON
et al., 1995).

Uma importante conseqiiéncia da disfun¢do endotelial é a inabilidade de
liberagdo dos fatores de relaxamento derivados do endotélio. A disfungdo endotelial pode
ser avaliada de forma ndo invasiva, quantificando-se a resposta da artéria braquial ao
estimulo mecénico, como a resposta a hiperemia reativa (aumento do fluxo provocado por
vasodilatagdo dependente do endotélio), ou ap6s estimulo farmacolégico de substancias
vasodilatadoras, como a nitroglicerina, cuja agdo ¢ direta sobre a musculatura lisa vascular.
Através do uso do ultra-som “Doppler” de alta resolugéio, o grau da disfungéo ¢ expresso
em diferenga percentual de acréscimo do didmetro e de fluxo da artéria braquial,
comparando-se os valores obtidos em repouso, durante a primeira amostragem, com o0s
registrados po6s estimulo mecénico e/ou farmacologico (CELERMAJER et al.; 1996;
CLARKSON et al., 1997).

1.9. RELACAO ENTRE ALTERACOES DA REATIVIDADE VASCULAR E
MEDIADORES VASOATIVOS

A relagdo entre os niveis circulantes de alguns mediadores, relacionados ao
endotélio (tromboxano A, NO, GMP ciclico e outros) e a disfun¢do vascular
encontrada em individuos portadores de risco cardiovascular aumentado, permanece
incerta (SUNG et al., 1997, HIGASHI er al., 1997; MORENO ef al., 1998;
ANASTASIOU. MEGAS, ATHANASIOS, 1998), nido havendo, na literatura, estudos
conclusivos relacionando alteragdes da vasodilatagdo mediada pelo fluxo, aos niveis

circulantes de substancias vasoativas.
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2. OBJETIVOS



Os objetivos, deste trabalho, sdo:

A - Avaliar o grau de disfungdo vascular (dependente e ndo-dependente do

endotélio) presente em individuos sadios, tabagistas, diabéticos e hipertensos.

B - Determinar e comparar os niveis plasmaticos de: nitritos e nitratos, GMP

ciclico e tromboxano B, nos grupos de pacientes mencionados acima.

UNICAMY
SIBLIOTECA CENTRA.
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3. CASUISTICA E
METODOS



3.1. COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de Campinas-UNICAMP (ver Anexo 1).

3.2. SELECAO DE VOLUNTARIOS

Foram estudados 60 voluntarios de ambos os sexos, com idade entre 18 e 65

anos divididos em quatro grupos (tamanho amostral estimado em 15 voluntdrios por

grupo).

3.2.1. Grupos de voluntarios:

Grupo 1 — Controle - Constituido de individuos sadios normotensos,

ndo- tabagistas, ndo-diabéticos e ndo-dislipidémicos.

Grupo 2 — Tabagistas - Composto por tabagistas habituais com consumo diario
médio > 20 cigarros por dia, por mais de 10 anos, sem evidéncias clinicas de doenca

cardiaca hipertensiva e/ou diabetes.

Grupo 3 — Diabéticos — incluindo pacientes diabéticos tipo 2 ndo- compensados
(glicemia elevada > 140 mg/dl e hemoglobina glicosilada > 8.0%) e duragdo da doenga >

3 anos, sem evidéncias de cetoacidose e/ou hiperosmolaridade.
Grupo 4 — Hipertensos — Constituido por individuos hipertensos no-

controlados, fora de situagdes de emergéncia no momento do exame (critério do
“Sixth Joint National Committee” - USA (1997) e do III Consenso Brasileiro de
Hipertensao Arterial (1998).
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Os participantes deste estudo foram selecionados entre pacientes do Instituto de
Cardiologia Rio Preto e do Centro de Endocrinologia Diabetes e Obesidade, ambos de Sao
José do Rio Preto-SP. O grupo-controle foi formado por voluntarios. Todos os voluntarios
preencheram um questionario padrio para avaliagdo de fatores de risco em relagdo a doenga
arterial coronariana e foram extensivamente informados a respeito da natureza do estudo.
Assinaram o termo de consentimento informado (Anexo 2), o qual, obrigatoriamente, foi
avaliado e aprovado, previamente, pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Ciéncias Médicas da UNICAMP.

3.2.2. Critérios de exclusao

Foram considerados critérios de exclusdo: presenga de cardiopatia isquémica,
valvulopatias, insuficiéncia cardiaca, arritmias cardiacas importantes, nefropatias,
hepatopatias, uso de drogas que afetem a fung¢do vascular, tais como: estatinas, inibidores
da sintese de prostaglandinas, vitaminas e anticoncepcionais (nos ultimos 2 meses) € uso

de 4acido acetil salicilico (nos altimos 7 dias).

3.2.3. Avaliaciao clinica

Todos os voluntirios foram submetidos a avaliagdo clinica, exame fisico
completo e investigagdo de antecedentes familiares para doenga cardiovascular. Esses
individuos foram inicialmente cadastrados através de um questionario no qual constava
idade, sexo, peso, altura e numeros de cigarros consumidos por dia, além de um
eletrocardiograma e dos resultados de exames bioquimicos de sangue. Os participantes nio
receberam qualquer medicago nos tltimos sete dias e ndo ingeriram bebidas alcodlicas nas

24 horas anteriores ao estudo.
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3.2.4. Exames laboratoriais complementares
3.2.4.1. Glicemia em jejum e hemoglobina glicosilada

Foram coletadas amostras de sangue venoso de individuos em jejum para
dosagem dos niveis séricos de glicemia e porcentagem de hemoglobina glicosilada A

total.

3.2.4.2. Perfil lipidico

Foram coletadas amostras de sangue venoso de individuos em jejum para
dosagem dos niveis séricos de colesterol total, LDL colesterol e triglicérides. O sangue
coletado, cerca de 20 ml por vez, foi distribuido em dois tubos de ensaio, sem
anticoagulante, e centrifugado, por 10 minutos a 3.000 rpm, para separagio do soro. Uma
parte do soro foi destinada & dosagem dos niveis de colesterol, LDL e triglicérides. O soro
restante foi mantido separado e congelado em tubos de Ependorff para posterior contra-

prova.

3.2.4.3. Funcio renal

A avaliagdo da fungdo renal foi realizada através da dosagem sangiiinea de

uréia e de creatinina a partir da amostra coletada previamente.

3.2.4.4. Hematocrito e hemoglobina

Foram também determinados os niveis de hematdcrito e hemoglobina.
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3.2.4.5. Transferases e fun¢io hepatica

A avaliacdo da fung@o hepatica foi realizada através da quantificagdo dos niveis

séricos de alanina e aspartato transferase.

3.3. PROTOCOLO DE PESQUISA
3.3.1. Vasodilatacio mediada pelo fluxo - hiperemia reativa

Os voluntarios de todos os grupos foram submetidos a pesquisa da reatividade
vascular dependente do endotélio de forma ndo invasiva, com ultra-som Doppler de alta
resolugdo, usando equipamento marca ATL-HDI (“Advanced Technologies Laboratories
— High Definiton Image™) e transdutor vascular linear de alta resolucdo, freqiiéncia de 7
MHz, (“Seattle, Washington, EUA”), acoplado a microcomputador para estudo dindmico

da fungdo cardiaca e vascular.

Todas as imagens armazenadas foram registradas em papel fotografico,
gravadas em videocassete Super VHS, digitalizadas e armazenadas em disco magnético

removivel para analise posterior, por dois observadores independentes.

O didmetro da artéria braquial foi medido quatro vezes consecutivamente,
usando o marcador do equipamento ultra-som “Doppler”. As medidas foram tomadas a
partir da interface limen/parede arterial, no sentido: parede anterior para posterior no final
da diastole. O diametro médio foi calculado a partir de quatro ciclos cardiacos incidentes
com a onda R do ECG. As mudangas do didmetro da artéria braquial (em percentagem)

foram comparadas ao primeiro didmetro basal (100%).

O volume de fluxo sangiiineo foi calculado multiplicando-se a integral da
velocidade no tempo (VTI) do tragado espectral de fluxo Doppler corrigido para o dngulo

pela freqliéncia cardiaca e pela drea seccional transversa da artéria braquial (3,1416 x ).
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Antes do inicio da primeira mensurac¢do, o participante teve de permanecer em
repouso absoluto, deitado em decubito dorsal horizontal, comodamente instalado por um
periodo de 10 a 15 minutos. Foram coletadas amostras de sangue venoso (20 ml cada
amostra) para quantificacdo das substancias vasoativas em estudo (nitritos/nitratos, GMP
ciclico e tromboxano B;). A seguir, foi realizado o corte ultra-sonografico longitudinal da
artéria braquial, aproximadamente 5 a 15 ¢cm acima do cotovelo até obter-se uma imagem
nitida da artéria braquial em corte longitudinal. O quadro central da artéria pode ser
identificado claramente e¢ as camadas intimas anterior e posterior puderam ser bem
delimitadas e a zona de transmissdo ou zona focal foi ajustada para a profundidade
desejada.

Nos casos de grande dificuldade, a zona de transmissdo focal foi modificada,
visualizando-se a parede proximal o mais nitidamente possivel. Para avaliagdo da parede
distal, foram aumentados os ganhos em profundidade, evidenciando-se a linha “m”
(interface média-adventicia). Foi entdo otimizada a imagem da interface limen/parede
arterial e a seguir a imagem magnificada e, assim, padronizados os parametros de operagéo

da maquina, que, uma vez regulados, ndo foram alterados durante todo o exame.

Quando uma posigdo satisfatoria do transdutor foi obtida, o suporte do
transdutor (“holder-probe™), criado para este estudo, foi fixado adequadamente. ao brago
que permaneceu na mesma posi¢do durante todo o estudo, apoiado numa bragadeira

confortavel especialmente desenhada para esta finalidade.

O estudo foi iniciado com a mensurag¢do, em repouso, do didmetro da artéria
braquial. A seguir, as curvas espectrais das velocidades de fluxo foram obtidas com
“Doppler pulsado” (pw), o cursor do sinal foi posicionado a um angulo de 70 graus em
relacdo a parede arterial e a amostra-volume de 1.5 cm foi direcionada a regido central da

luz do vaso para obteng@o do tragado espectral do “Doppler”.

Posteriormente, o estimulo mecénico foi provocado pela aplicagdo de um
manguito pneumdtico no brago da artéria braquial em estudo e insuflado até atingir 250-
300 mmHg, permanecendo nesta situagdo durante 4-5 minutos, quando foi desinsuflado,

promovendo entdo a dilatagdo dependente de fluxo (hiperemia reativa).
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A segunda mensuragdo foi iniciada com a desinsuflagdo do manguito.
Inicialmente o tragado espectral do “Doppler” foi registrado nos primeiros 15
segundos pos desinsuflagdo e, logo apds, a mensuragdo do didmetro da artéria braquial foi
realizada até 90 segundos apos a desinsuflagdo do manguito para avaliagdo da variagdo
percentual do didmetro da artéria braquial (SINOWAY er al, 1989).

Ap6s descanso de 15 minutos para permitir a recupera¢do vascular, foi
realizada a terceira mensuracdo, denominada fase de recupera¢do, com a técnica e os

parametros de avaliagdo descritos acima.

Finalmente, foi realizada a estimulagdo farmacolégica com nitroglicerina,
vasodilatador, que, atuando diretamente na musculatura lisa vascular, provoca dilatagdo

arterial ndo-dependente do endotélio.

A Gltima mensuragdo foi realizada 3 a 4 minutos apds a administragdo de
nitroglicerina sublingual. Foram, entdo, realizados os mesmos cortes ultra-sonograficos
bidimensionais, o estudo “Doppler” e as imagens armazenadas, como descritas

anteriormente (Figura 4).

Apos a verificagdo do estado geral do participante, este foi liberado e

posteriormente informado dos resultados de seu teste.
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PRE-TESTE BASAL HIPEREMIA RECUPERAGAO

NITROGLICERINA

Coleta de 2
Manguito
250 DESCANSO 15 min

amostras mmHg
_I, 5 min

15 min
Didmetro : 9()” ©
Fluxo A 15 A

NTG 3 min 1

A A

Figura 4: Protocolo de pesquisa. Esquema representativo do protocolo de pesquisa,

utilizado para avaliagdo da vasodilatacdo dependente (pds-estimulo mecéanico

— hiperemia reativa) e ndo-dependente do endotélio (pds-estimulo

farmacologico com nitroglicerina sublingual) da artéria braquial.

3.3.2. Coleta de amostras e métodos analiticos

Foram coletadas, durante a fase pré-teste, amostras de sangue venoso de todos

os participantes para quantificacio dos niveis plasmaticos de nitritos e nitratos,

tromboxano B; e GMP ciclico (GMPc).
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3.3.2.1. Nitritos e nitratos

O “kit” utilizado (Cayman Chemical Co., Ann Arbor, MI, EUA) foi
desenvolvido para medir a concentrag¢d@o total de nitratos e nitritos em fluidos biolégicos e,
também, em derivados da producdo de NO pela enzima NOs, sob condi¢gdes controladas no

ensaio.

Os nitritos e nitratos sdo produtos finais estaveis da reagdo de NO com oxigénio
molecular. A propor¢do de nitritos e nitratos € varidavel e ndo pode ser determinada
exatamente. Portanto, o melhor indicador da produgdo de 6xido nitrico € a soma de nitritos
e nitratos. O “kit” para determinag@o de nitritos e nitratos proporcionou um método acurado
e conveniente para a medida da concentragdo total de nitritos e nitratos por meio de um

simples processo em duas etapas:
Primeira etapa: Determinag@o de nitritos pela reacio de Griess.

Segunda etapa: Para a quantificagdo de nitratos foi necessiria a conversio
enzimatica prévia de nitratos em nitritos e a determinagdo da concentragdo total de nitritos
presentes na amostra. Subtraindo-se o valor da concentragdo de nitritos presentes na
amostra previamente quantificada obteve-se a concentragio de nitratos presentes. O
método € bastante simples: um grande numero de amostras pode ser processado em curto
espago de tempo, 0 que o torna bastante apropriado para aplica¢do de rotina em laboratérios
de pesquisa (MOSHAGE, er al., 1995).

3.3.2.2. Tromboxano B,

Amostras de sangue venoso foram coletadas em tubos de ensaio. contendo
EDTA. O plasma foi separado por centrifugagio e armazenado a -20° C até o ensaio.
Amostras de plasma foram purificadas, usando-se colunas de fase reversa: Sep-Pack Cjg
(Waters Co., Mildfor, MA, EUA) e os niveis plasmaticos de tromboxano B, (metabolito do
TX-A;) foram determinados, usando-se “kit” comercial de ensaio imunoenzimatico
(ELISA, Cayman Chemical Co.).
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Esse ensaio utilizou 500 pl de plasma de sangue venoso e foi baseado na
competi¢do entre tromboxano B; livre (TX-B;) e um rastreador de TX-B, (TX-B; ligado a
uma molécula de acetilcolinesterase), com um numero limitado de TX-B,-especifico aos
sitios de ligagdo do anti-soro de coelho. A concentragdo do rastreador permanece constante,
enquanto a de TX-B; livre varia. O complexo anti-soro TX-B; (o livre de rastreador) liga-se
ao anticorpo monoclonal de coelho previamente fixado a cuba, que ¢ lavada para remover
reagentes indesejaveis e a qual € adicionada reagente de Ellman (que contém o substrato
para a acetilcolinesterase). O produto dessa reagdo enzimatica tem coloragdo amarela e

absorve comprimentos de onda de 420 nm no espectrofotdmetro.

3.3.2.3. GMP ciclico

Amostras de sangue venoso foram coletadas em tubos de ensaio. contendo
EDTA para determinagdo dos niveis plasmaticos de GMP ciclico, usando-se “kit”

comercial de ensaio imunoenzimatico (ELISA, Cayman Chemical Co.).

O plasma foi separado por centrifugagdo a 800g por 20 minutos e armazenado a
- 20°C até ser analisado.

Inicialmente, a amostra de plasma foi extraida com etanol e o sobrenadante foi
evaporado a seco com jato de nitrogénio. A amostra seca foi reconstituida com solugdo

tampao do “kit” de ensaio ELISA e este realizado, seguindo as instrugdes do fabricante.

Esse ensaio foi baseado na competicdo entre GMPciclico (GMPc) e um
rastreador de GMPc¢ (GMPc ligado a uma molécula de acetilcolinesterase) com um numero

limitado de GMPc - especifico aos sitios de ligagdo do anti-soro de coelho.

A concentragdo do rastreador permanece constante enquanto a de GMPc livre
varia, conseqiientemente, o GMPc rastreador, que estd apto a ligar-se ao anti-soro de
coelho, € inversamente proporcional a concentragdo de GMPc completamente livre. Esse
complexo anti-soro-GMPc (o livre ou o rastreador) liga-se ao anticorpo monoclonal de

coelho, previamente fixado na placa, que foi lavada para remover reagentes indesejaveis e,
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a seguir, teve adicionado o reagente de Ellman (que contém o substrato para
acetilcolinesterase). O produto dessa reagdo enzimatica de coloragdo amarela foi lido em

absorvéncia de 420 nm.

A intensidade da coloragdo, determinada espectrofotometricamente, foi
proporcional ao resultado do GMPc rastreador, que é inversamente proporcional ao

resultado do GMPc livre, presente durante a incubagdo.

3.4. ANALISE DOS RESULTADOS

Os valores individuais do estudo ultra-som “Doppler” de cada fase do estudo
(repouso, pos-dilatagdo mediada pelo fluxo [hiperemia reativa] e pos nitroglicerina) foram
agrupados de acordo com o grupo pesquisado (controle, tabagistas, diabéticos e
hipertensos) e comparados entre si. Em seguida, foram correlacionados aos niveis
plasmaticos de nitritos e nitratos, tromboxano B, e GMP ciclico por meio de estatistica

paramétrica.

3.5. ANALISE ESTATISTICA
3.5.1. Estatistica paramétrica

A analise exploratéria dos perfis individuais e em grupo, dos niveis de
glicemia, hemoglobina glicosilada, colesterol total, LDL colesterol, hematdcrito,
hemoglobina, uréia, creatinina, transferases hepaticas, desidrogenases e  creatinina
fosfoquinase, consistiu na avaliagdo de cada um desses parametros na condi¢do em jejum.
Foi calculada a média e o desvio-padriao da média, definidos os valores maximo € minimo,
e os perfis referentes ao primeiro quartil (valor da amostra ordenada que deixa 25% dos
valores abaixo dela) e ao terceiro quartil (valor da amostra ordenada que deixa 75% dos
valores abaixo dela).
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3.5.2. Estatistica descritiva

A andlise descritiva da reatividade vascular, manifestada por meio da variagio
percentual do didmetro da artéria braquial pés-estimulo mecanico (compressdo da artéria
braquial) ou farmacolégico (nitroglicerina sublingual), bem como a variagdo do fluxo no
segmento examinado, frente aos estimulos, foi expressa em variacdo percentual média e
desvio-padrdo. A avaliagdo dos quatro grupos foi realizada pela andlise de varidncia
(ANOVA), para medidas independentes e, para medidas repetidas, o teste de comparagio
de Dunnet.

Os marcadores farmacologicos estudados: nitritos, nitratos, tromboxano B, e
GMP ciclico, foram expressos em média, considerando-se o erro padrio da média para cada

grupo e comparado-se os valores médios entre 0s grupos.
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4. RESULTADOS



4.1. PERFIL CLINICO
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Os resultados individuais detalhados (niveis pressoricos, habito e freqiiéncia de

tabagismo, perfil bioquimico), referentes ao perfil clinico e laboratorial de todos os

voluntérios estudados, podem ser encontrados no Anexo 3 (Tabelas A-H). As principais

caracteristicas de cada grupo encontram-se na Tabela 1.

Com relagdo a idade ndo houve diferenga significativa entre os grupos controle,

tabagista, diabético ndo compensado e hipertenso ndo controlado.

Nao houve diferenga significativa para peso, altura, indice de massa corporal,

niveis pressoricos (PAS — PAD) e tabagismo entre os grupos controle e diabético. Os niveis

pressoricos médios sistolico e diastélico do grupo hipertenso nio controlado foram maiores

€ compativeis com o grau de classificaggo.

Quanto ao habito de fumar, os individuos tabagistas foram caracterizados como

tabagistas de grau importante, evidenciando diferenca significativa quando comparados aos

grupos controle, diabético e hipertenso.

Tabela 1: Caracteristicas clinicas dos quatro grupos experimentais estudados.

Controle Tabagistas Diabéticos Hipertensos
Idade (a) 43,3+12,1 43,948,1 53,149,7 52,8497
Peso (kg) 76,5+18,4 75,5144 76,4117,2 88,7+20,5
Altura (cm) 168,2+7,2 163,5+11,5 163,1+10,7 169,7+6,4
IMC (kg/m’) 27+6 29+4 2845 306
PAS (mmHg) 12613 127415 133413 159+10
PAD (mmHg) 80+4 81+12 83+10 107+8
FC (bpm) 80+13 70+10 84+18 76£15
Tabagismo (cigarros/dia) 0 22,316,2 0 0
N 15 15 15 15
(10M, 5F) (7M, 8F) ("M, 8F) (10M, 5F)
Os valores sdo expressos em média = DP.
Resultados
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4.2. PERFIL BIOQUIMICO

Os niveis médios de glicemia e hemoblogina glicosilada total entre os grupos

controle, tabagista e hipertenso ndo evidenciaram diferenca estatisticamente significativa. O

grupo diabético mostrou niveis elevados e compativeis com os critérios do protocolo de

pesquisa.

Os niveis médios de colesterol total, LDL colesterol, triglicérides, creatinina,

uréia, hemoglobina, hematdcrito, transferases hepéticas desidrogenase latica e creatinina

fosfoquinase verificados nos grupos controle, tabagista, diabético nido compensado e

hipertenso ndo controlado ndo mostraram diferenga estatisticamente significativa entre si

(Tabela 2).

Tabela 2: Valores bioquimicos dos quatro grupos experimentais estudados.

Controle Tabagistas Diabéticos Hipertensos

Glicemia (mg/dl) 89,6+11,2 91,6+16,3 225,7+42,7 103,7£14,2
Hb glicosilada (% Hb total) 7,120,7 7,1£1,0 10,9+1,6 7,040,1
Colesterol total (mg/dl) 215,6+34,2 180,1£37,0 221,8+45.3 199,2+30,9
LDL colesterol (mg/dl) 132,6431,6 101,74354 150,0+54,9 116,8+25.0
Triglicérides (mg/dl) 168,2+71,9 183,0+71,4 185,4+82.6 162,4474,7
Creatinina (mg/dl) 0,82+ 0,08 0,8240,08 0,940,3 0,9+0,2
Uréia (mg/dl) 36,483 36,4+8,3 32,5+13.4 34,247.6
Hemoglobina (g/100 ml) 14,6+1,0 14,6+1,0 13,1£1,3 14,4+1,7
Hematéerito (%) 45,043,2 45,013,2 40,414 4 44,0444
AST (mg/dl) 27,2+6,0 27,246,0 19,5+10,0 25,313,6
ALT (mg/dl) 27,4+5,6 27,4+6,0 16,3+3,1 29,348.5
DHL (mg/dl) 257,0433,0 32724325 348,3+8,7 269,9+147.8
CPK (mg/dl) 99.4+322 79,3£15,0 109,8+62.7 139,3+76.3
N 15 15 15 15

Os valores sdo expressos em média + DP.

Resultados

70



4.3. REATIVIDADE VASCULAR

4.3.1. Variacio percentual do didmetro da artéria braquial pos-estimulo
mecinico (compressio da artéria braquial — dilatagio mediada pelo

fluxo)

Os valores da variagio percentual do didmetro da artéria braquial
pos- compressio do brago (vasodilatagdo dependente do fluxo - hiperemia reativa)
observados através de técnica Doppler-ultra-sonografica de alta resolugdo nos grupos
controle, tabagista, diabético ndo compensado e hipertenso n@o controlado  sdo

apresentados na Tabela 3 (Coluna A) e Figura 5.

A variagdo percentual média do didmetro da artéria braquial nos grupos
tabagista de grau importante, diabético tipo 2 ndo compensado e hipertenso ndo controlado

foi significativamente menor que no grupo-controle.

Ndo houve diferenga significativa entre os grupos tabagista, diabético
ndo- compensado € hipertenso néo-controlado.

4.3.2. Variagao percentual do didmetro da artéria braquial pés-estimulo

farmacolégico (nitroglicerina sublingual)

Os valores da variagio percentual do didimetro da artéria braquial pds-estimulo
farmacolégico (0,4 mg nitroglicerina sublingual), avaliados por meio da técnica
Doppler-ultra-sonografica de alta resolugdo, nos grupos controle, tabagista, diabético
ndo-compensado e hipertenso nio-controlado, sdo apresentados na Tabela 3 (Coluna B) e
Figura 6.

A variagio percentual média da artéria braquial no grupo tabagista ndo
evidenciou diferenca significativa em comparagio ao grupo controle. Os grupos diabético
ndio-compensado e hipertenso ndo-controlado, evidenciou diferenca significativa em

relacdo ao grupo controle.

A comparagio entre os grupos diabético ndo-compensado e hipertenso

ndo- controlado ndo mostrou diferenca significativa.
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4.3.3. Varia¢io percentual do fluxo da artéria braquial pés-estimulo

mecinico (compressio da artéria braquial)

Os valores da variagio percentual do fluxo da artéria braquial pés-compressdo
do brago (vasodilatagdo dependente do fluxo - hiperemia reativa), avaliados por meio da
técnica Doppler-ultra-sonografica de alta resolugdo nos grupos controle, tabagista,
diabético ndo-compensado e hipertenso ndo-controlado, sdo apresentados na Tabela 3
(Coluna C).

Nao houve diferenga significativa entre os grupos.

4.3.4. Varia¢io percentual do fluxo da artéria braquial pos-estimulo

farmacolégico (nitroglicerina sublingual)

Os valores da variagdo percentual do fluxo da artéria braquial pds-estimulo
farmacolégico (nitroglicerina sublingual), obtidos através da técnica Doppler-ultra-
sonografica de alta resolugdo nos grupos controle, tabagista, diabético ndo-compensado e

hipertenso ndocontrolado, sdo apresentados na Tabela 3 (Coluna D).

Nao houve diferenca significativa entre o grupo-controle e os grupos tabagista,

diabético ndo-compensado e hipertenso néo-controlado.

Tabela 3: Variagdo percentual do didmetro e fluxo da artéria braquial

Diametro Fluxo
(A; Hiperemia (B) NTG (C) Hiperemia (D) NTG
Grupos X DP EPM X DP EPM X pp Epm X DP EPM
CONTROLE 126 36 09 253 85 22 1226 700 18,1 498 457 118
TABAGISTAS  80* 25 06 250 73 1,9 8,7 501 129 39,1 355 92
DIABETICOS  58* 27 07 17,7%* 7,01 1,8 652 584 151 226 141 65
HIPERTENSOS 72* 373 0.9 168 69 1,8 470 272 69 302 251 65

p < 0,05 vs controle
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Diametro da artéria braquial (%variagio)

Controles Tabagistas Diabéticos Hipertensos

Figura 5: Distribuigdo da variagdo percentual do didmetro da artéria braquial pés-estimulo
mecanico (compress3o da artéria braquial — dilatacio mediada pelo fluxo). Foram
avaliados quatro grupos: Controle, n = 15; Tabagistas, n=15; Diabéticos tipo 2
ndo-compensados, n = 15 e Hipertensos ndo-controlados, n = 15, * p< 0,005 vs

controle.
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Diametro da artéria braquial% (variag&o)

Controles Tabagistas Diabéticos Hipertensos

Figura 6: Distribuigdo da variacdo percentual do didmetro da artéria braquial pds-estimulo
farmacolégico (nitroglicerina 0,4 mg sublingual). Foram avaliados quatro
grupos: Controle, n = 15; Tabagistas, n = 15; Diabéticos nao-compensados, n =
15 e Hipertensos nio-controlados.n = 15 * p < 0,05 vs controle.

Resulitados
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4.3.5. Concentracdes plasmaticas de nitritos e nitratos

A Tabela 4 mostra os niveis plasmaticos de nitritos e nitratos nos grupos
controle, tabagista, diabético e hipertenso. Apenas o grupo diabético se mostrou diferente
do grupo-controle.

Tabela 4: Concentragdes plasmaticas de nitritos e nitratos, tromboxano B, e GMP ciclico

Controle Diabéticos Tabagistas Hipertensos
Nitritos/Nitratos (uM) 08157 266*+106 12550 82+45
TromboxanoB; (pg/ml) 4224210 5504427 624+804 4561408
GMP ciclico (pg/ml) 2,140,3 1,9+0,4 1,4+0,4 1,9+0,3

Os valores sdo expresso em média = DP p < 0,05 vs controle

4.3.6. Concentracdes plasmaticas de tromboxano B,

As concentragdes plasmaticas de tromboxano B, sdo apresentadas na Tabela 4.

Nio houve diferenga significativa entre os grupos.

4.3.7. Concentragdes plasmaticas de GMP ciclico

As concentra¢des plasmaticas de GMP ciclico sdo apresentadas na Tabela 4.
Nzo houve diferenca significativa entre os grupos.
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5. DISCUSSAO



Os principais resultados do presente estudo foram: 1) Tabagistas de grau
importante, diabéticos tipo 2 nfo-compensados e hipertensos nio-controlados mostraram
grau semelhante de prejuizo na vasodilata¢cdo dependente do endotélio; 2) A vasodilatagido
ndo-dependente do endotélio estd preservada em tabagistas de grau importante, enquanto
diabéticos tipo 2 ndo-compensados e hipertensos ndo- controlados apresentam
comprometimento da vasodilatagdo induzida por nitroglicerina; 3) Somente diabéticos
tipo 2 ndo-compensados apresentaram aumento da concentragdo plasmética de nitritos e

nitratos em comparagdo ao grupo-controle.

Apesar da maior severidade dos fatores de risco presentes nos pacientes
envolvidos no presente estudo, os resultados da vasodilatacdo dependente do endotélio
foram semelhantes a estudos prévios publicados anteriormente  para diabéticos
compensados e hipertensos controlados (HIGASHI er al., 1998; GOODFELLOW er al.,
1996; IIYAMA et al., 1996; CLARKSON et al.., 1997; JIANG et al., 1997; POREDOS
et al., 1999). Entretanto, a vasodilatagcdo ndo-dependente do endotélio esta diminuida em
diabéticos nio compensadados e hipertensos ndo controlados, achado ndo relatado em

estudos publicados previamente.

O grupo de tabagistas do presente estudo demonstrou resposta anormal da
dilatagdo dependente do endotélio, mediada pelo fluxo, em concordancia com estudos
descritos previamente por CELERMAJER (1992). Por outro lado, a resposta preservada a
nitroglicerina (vasodilatagdo ndo-dependente do endotélio), encontrada no presente
estudo, esta de acordo com os resultados publicados por MOTOYAMA et al.,(1997) e
ndo demonstrados por CELERMAJER (1994). Além disso, publicagbes prévias do nosso
grupo, demonstrando venodilatagdo reduzida em resposta a bradicinina e resposta normal
ao nitroprussiato de sddio em tabagistas de grau importante, corroboram os achados

descritos para o grupo tabagista do presente estudo (CHALON et al., 1999).

A alteracdo da vasodilatacdo dependente do endotélio, induzida pelo tabagismo,
estd provavelmente relacionada a diminui¢do da biodisponibilidade de NO. As recentes
observagdes reforgcam o papel dos radicais livres de oxigénio como agentes causadores da
disfun¢do endotelial e da diminui¢do dos produtos finais no metabolismo do NO. (MC
VEIGH et al., 1996). Esta hipotése € sustentada, especialmente, pelos achados que
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mostram que a vitamina C reverte a alteragdo da vasodilatagdo dependente do endotélio em
tabagistas cronicos  MOTOYAMA et al., 1997).

A disfuncdo endotelial com reatividade normal do musculo liso vascular em
tabagistas ¢ também associada a mecanismos toxicos diretos da nicotina, mondxido de
carbono, 4nions super6xido e aumento do stresse oxidativo que diminuem a
biodisponibilidade de NO. A nicotina, por sua vez, também altera a expressdo das
moléculas de adesdo, os fatores de migragdo dos mondcitos dependentes da cicloxigenase
(COX), principalmente, tromboxano A, e a sintese de DNA, interferindo dessa forma nos

fendmenos de sintese/reparagdo, proliferagé@o celular e citotoxicidade.

Alguns trabalhos prévios relatam redugdo das concentragdes plasméticas de
NO, induzida pelo tabagismo e relacionada a severidade do habito de fumar (NODE et al.,
1997). Os achados do presente estudo ndo mostraram diferenca estatisticamente
significativa nas concentracdes plasmaticas de nitritos e nitratos quando comparadas ao
controle. Futuros estudos serdo necessarios para melhor compreensdo sobre o local € a
natureza da alterac¢do da biodisponibilidade de NO em tabagistas.

A resposta normal (ndo-dependente do endotélio induzida pela nitroglicerina),
encontrada em tabagistas, é concordante com os achados de CHALON et al., (1999) que,
estudando venodilatagdo pos-estimulo com o agonista bradicinina € a avaliagdo da resposta
nio-dependente do endotélio com nitroprussiato de sddio em tabagistas, demonstraram
resposta normal em tabagistas de grau importante. Provavelmente essa resposta estd
associada a auséncia de alteragdes estruturais na parede vascular, ndo havendo, portanto,
uma barreira 3 penetragio e a agdo do NO sobre a célula muscular lisa, permitindo assim
acdo plena dos doadores de NO, como a nitroglicerina. Esses resultados foram também
coincidentes com outra observagdo, feita por MORENO et al., (1998), que evidenciou
normaliza¢do da alteracdo da venodilata¢do induzida por bradicinina, em tabagistas de grau

importante, 24 h apds cessagdo do tabagismo.

O grupo de pacientes diabéticos tipo 2 ndo-compensados mostrou resposta
atenuada a dilatacdo dependente e ndo-dependente do endotélio. Este resultado do presente
estudo foi concordante com o trabalho realizado por MC VEIGH, BRENNAN, JOHNSON,
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(1992), em pacientes diabéticos tipo 2 compensados, que mostrou alteragdo da
vasodilatacdo, induzida por acetilcolina (dependente do endotélio) e por nitroprussiato de

sodio (ndo-dependente do endotélio).

Esses resultados sugerem, portanto, que a alteragdo da vasodilatagdo
dependente do endotélio, em pacientes diabéticos tipo 2, pode ser secunddria ao aumento
da inativagdo do NO, ou a incapacidde do NO de atuar sobre a guanilato ciclase solivel
para promover formagdo de GMP ciclico e, conseqiientemente, relaxamento do misculo
liso vascular dependente do endotélio.

A disglicemia leva ao aumento do estresse oxidativo e da formagéo de produtos
finais da glicagdo nfio enzimadtica. Estes aumentam, por sua vez, a inativagdo do NO e
promovem modificagdo oxidativa das lipoproteinas (COSENTINO & LUSCHER 1998).
Diabetes melito também altera o metabolismo das lipoproteinas, levando a
hipertrigliceridemia associada a diminui¢do da concentragdo de HDL colesterol e ao
aumento das particulas pequenas ¢ densas de LDL colesterol com colesterol total normal ou
discretamente aumentado. (WATTS & PLAYFORD 1988; SOWERS & LESTER 1999).
Através da elevagdo do célcio intracelular, a hiperglicemia estimula a sintese de NO que, na
presenca de anions peroxido, € convertido rapidamente em peroxinitrito (potente molécula
oxidante), contribuindo para a perpetuagdo do estresse oxidativo (TESFAMARIAM &
COHEN, 1992; HOGAN, CERAMI, BUCALA 1992; GIUGLIANO, CERIELLO,
PAOLISSO, 1996; HONING et al., 1998).

Os pacientes diabéticos tipo 2, ndo-compensados, apresentaram niveis
plasmaticos de nitritos e nitratos aumentados de forma estatisticamente significativa,
enquanto o segundo mensageiro, GMP ciclico, ndo apresentou aumento correspondente,
achados estes que corroboram o conceito de aumento do estresse oxidativo para explicar a
alteragdo do relaxamento dependente do endotélio ¢ a hiporreatividade do muisculo liso
vascular evidenciados no presente estudo. Considerando que, provavelmente, os
mecanismos primarios envolvidos sejam: aumento da formacdo de radicais livres de
oxigénio; aumento da formagdo de produtos finais da glicacdo ndo enzimatica da glicose;
produgdo anormal de fatores de crescimento vascular derivados do endotélio (VEGF) e

um aumento dos fatores pro-inflamatérios como descritos anteriormente, essas
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anormalidades promoveriam alteragdes morfologicas e funcionais das células que
compdem a parede e o musculo liso vascular, com conseqiiente modificagdo da

vasodilatagdo dependente e ndo-dependente do endotélio neste grupo de pacientes.

O ultimo grupo estudado. o de pacientes hipertensos nao-controlados,
apresentou acentuada diminui¢do da vasodilatagdo dependente e ndo-dependente do
endotélio quando comparado ao controle, de forma similar as descrigbes publicadas,
previamente, por PANZA et al., (1990) em pacientes com hipertensdo arterial essencial
controlada. Por outro lado, a dilatagdo ndo-dependente do endotélio também estava
prejudicada neste grupo de pacientes, achado nio descrito anteriormente, o que pode
sugerir que a severidade dessa condigdo ndo influenciou o grau de disfun¢do endotelial.
Essa hipotese reforca a sugestdo de que a disfungdo endotelial atua isoladamente e, por si
mesma, como marcador de aumento de risco cardiovascular, € ndo como fator que cria um
aumento do risco cardiovascular (ELLIOT, 1998; TADEI ef al., 1998).

A contribuigdo do NO na regulagdio do tono vascular em humanos foi
confirmada por estudos, usando-se pletismografia para mensuragdo do fluxo sangiiineo € a
técnica da perfusdo com agonistas (PANZA et al., 1990; PANZA et al, 1993). Foi
confirmada também pela demonstragdo de que a inibicdo da sintese de NO resulta em
reducdo da resposta vasodilatadora dependente do endotélio (PANZA, 1997; FORTE et al.,
1997).

Os niveis plasmaticos de nitritos/nitratos encontrados nos grupos controle,
tabagistas de grau importante e hipertensos ndo-controlados foram semelhantes entre si.
enquanto no grupo de diabéticos tipo 2, nio-compensados esses niveis foram elevados,

como descritos anteriormente.

Os niveis plasmaticos de GMP ciclico foram similares nos quatro grupos,
reforgando, portanto, a idéia de que a diminui¢do da vasodilatagio dependente do endotélio
¢ causada pela redugdo da biodisponibilidade de NO. Por outro lado, a resposta do musculo
liso vascular a doadores de NO exdgeno encontra-se prejudicada em diabéticos tipo 2 ndo-
compensados e hipertensos ndo-controlados, sugerindo que a hiporresponsividade da
musculatura vascular lisa aos doadores de NO (TADEI er al., 1997) esta associada a
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mecanismos relacionados com o envelhecimento e com as alteragdes do padrdo de fluxo,
modificagdes do “shear stress” e as oscilagdes da pressdo de pulso, promovendo
anormalidades bioquimicas da via L-arginina-NO (principalmente em jovens) e da via
dependente da ciclooxigenase (meia-idade), com aumento do estresse oxidativo, da
atividade da ciclooxigenase, da proliferagdo das células musculares lisas e da atividade
pré-inflamatoria.

Finalmente, niveis plasmaticos similares de tromboxano B; observados nos
quatro grupos, contrastam com os estudos prévios que mostraram aumento da excre¢do
urinaria de tromboxano B,. Essas diferengas, provavelmente, refletem limitagGes

metodolégicas de dosagens simples em amostras plasmaticas (DOTEVALL et al,, 1992).

Outros estudos futuros serdo necessarios para esclarecer os mecanismos
relacionados as alteragdes da reatividade vascular dependente do endotélio em resposta a
estimulos mecanicos como, por exemplo, a dilatagdo mediada pelo fluxo, encontrada nos
trés grupos estudados, assim como, explicar as diferencas de resposta vascular a doadores
de NO observadas no presente trabalho.
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6. CONCLUSOES



A reatividade vascular dependente do endotélio estd deprimida em tabagistas de
grau importante, diabéticos tipo 2 ndo-compensados € hipertensos essenciais

ndo-controlados;

A reatividade vascular nio-dependente do endotélio estda diminuida em

diabéticos e hipertensos, mas ndo em tabagistas.

Apenas diabéticos apresentaram niveis plasmaticos aumentados de nitritos e

nitratos, avaliados como marcadores de sintese e liberagdo de NO;

Os niveis plasmaticos de GMP ciclico e tromboxano B, ndo apresentaram
diferengas significativas entre os quatro grupos, e ndo se correlacionaram com alteragdes

funcionais da reatividade vascular.
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7. SUMMARY



Cigarette smoking, non-insulin-dependent diabetes mellitus and essential
hypertension are stablished risk factors for atherosclerosis and premature cardiovascular
disease. Heavy smokers, uncompensated diabetics and patients with uncontrolled essential
hypertension show impaired arterial vasodilatation which results from endothelial
dysfunction, a key factor in early atherogenesis. We evaluated the brachial artery diameter
and flow in response to mechanical (endothelium-dependent) and pharmacological
(endothelium-independent) stimuli in healthy subjects and in groups with smoking, non-
insulin-dependent diabetes mellitus (NIDDM) and essential hypertension. Nitrite/nitrate,
c¢GMP and thromboxane B2 levels were quantified.

Sixty patients (34M and 26F) aged 22-65 years old (x =48.3) were classified
into four groups: 1) Controls-n=15, 2) Heavy smokers-n=15, 3) Uncompensated diabetics-
n=15 (glycemia>140 mg/dl and glycosylated haemoglobin >8.0 %), and 4) Patients with

uncontrolled essential hypertension - n=15.

Brachial artery diameter was measured by a high resolution ultrasound
technique before and after reactive hyperemia and glyceryl trinitrate (Nitrostat, 0.4 mg)
administration.

Heavy smokers, uncompensated diabetics and uncontrolled hypertensive
patients showed impaired flow-dependent vasodilatation (8.0+2.5%, 5.7+2.5% and
7.2+3.3%, respectively) compared to the controls (12.0£3.3%)(P<0.001). Smokers had a
normal endothelium-independent response compared to the controls (25.0+78.3% vs
25.549.2%). Uncompensated diabetics and patients with uncontrolled essential
hypertension had an impaired endothelium independent response (17.24+6.8% and
16.9+6.9%, respectively) compared to the controls (25.5 + 9.2%)(P<0.005). The levels of
c¢GMP and thromboxane B2 were not different in the four groups, but nitrite/nitrate
concentrations also were increased in diabetics compared to the controls (266+47 uM vs
125422 pM) (P<0.005).

Smokers, uncompensated diabetics and uncontrolled hypertensive patients
showed a similar endothelium-dependent response, but only smokers had unimpaired

endothelium-independent functions.

Summary
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ANEXO 1

FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

B Caixa Postal 6111

13083-970 Campinas-S.P.

= 0 XX 19 7888936

UNICAMP fax 0 XX 19 7888925
B cep@head.fcm.unicamp.br

%
&

Campinas, 03 de outubro de 2.000

PARECER CONSUBSTANCIADO
PESQUISA N° 180/99

I-IDENTIFICACAO

-TITULO: ESTUDO DA REATIVIDADE VASCULAR E MARCADORES DE
DISFUNCAO ENDOTELIAL EM HIPERTENSOS, DIABETICOS E TABAGISTAS.
-PESQUISADOR: Heitor Moreno Junior

-INSTITUICAO: Farmacologia/FCM/UNICAMP

I-OBJETIVOS

Quantificar o grau de disfungdo vascular através de um estudo de ultra-som com
Doppler de alta resolu¢ao e correlacionar este com os niveis plasmaticos de oxido nitrico,
tromboxane A2, e outros indicadores em individuos sadios, hipertensos, diabéticos e
tabagistas.

MI-SUMARIO

Cerca de 60 voluntarios, 12-15 por grupo, serdo classificados como controles,
hipertensos (graus LII e II), tabagistas habituais e diabéticos ndo euglicémicos. Em um
periodo de quatro horas, cada voluntario sera submetido a quatro testes com o ultra-som —
um inicial, um durante o estimulo mecanico, um apos a recuperagao deste € um logo apés a
administragdo de um estimulante farmacologico. Simultaneamente em cada etapa, serdao
tomados 20 ml de sangue no total para posterior avaliagdo das quantidades plasmaticas de
oxido nitrico e seus metabolitos, tromboxane A2, peroxidase lipidica, glutation redutase,
ICAM e VCAM. Os dados obtidos serao avaliados estatisticamente para a correlagdo entre
0S Vvarios grupos.
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IV-COMENTARIOS DO RELATOR

Apds os devidos esclarecimentos, o projeto atende a resolug@o 196/96, sendo que os
aspectos éticos foram inseridos no Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

V - PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP,
apos acatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente
caso e atendendo todos os dispositivos das Resolugdes 196/96 e 251/97, bem como ter
aprovado os termos do Consentimento Livre e Esclarecido, O Consentimento Informado
Adicional para Mulheres com Potencial de Engravidar, assim como todos os anexos
incluidos na Pesquisa, resolve aprovar sem restrigdes o Protocolo de Pesquisa supracitado.

VI - DATA DA REUNIAO

Homologado na I Reunido Ordinaria do CEP, em 15 de fevereiro de 2000.

%h o e
Prof. Dr. Sebastido Araiijo
PRESIDENTE DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA
o2 FCM / UNICAMP
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ANEXO 2

CONSENTIMENTO DOS VOLUNTARIOS.

ESTUDO DA REATIVIDADE VASCULAR EM TABAGISTAS,
DIABETICOS E HIPERTENSOS

DATA [/ /

CARTA DOS DIREITOS DO VOLUNTARIO EM PESQUISA MEDICA

Os individuos que participam da pesquisa médica adquirem certos direitos. Esses direitos

incluem:

a) Informagdes e explanagdes a respeito:

Dos procedimentos, aparelhos € drogas a serem utilizados;
Da natureza e proposta da pesquisa;

De possiveis desconfortos e riscos que possam possivelmente ocorrer ou aos quais possam

estar sujeitos;

De possiveis beneficios advindos da pesquisa;

De outras alternativas de tratamento que possam lhes ser vantajosas;

Da evolucgo da pesquisa e dos resultados referentes a si proprio.

b) Encaminhamento a tratamento médico, caso complicagdes ocorram;

¢) Fazer questdes a respeito dos experimentos ou procedimentos envolvidos;

d) Serem instruidos de que o consentimento para participar do estudo pode ser retirado a
qualquer momento, inclusive sem justificativas, sem prejuizo do tratamento/seguimento do

voluntério por parte da institui¢do de satde;

e) Receberem uma copia deste consentimento datada e assinada pelo pesquisador e/ou seus
auxiliares autorizados para tal;
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f) Consentirem ou nio em participar do estudo sem qualquer coer¢io ou outro tipo de

influéncia por parte de elementos envolvidos na pesquisa;

Assinatura do voluntario Data

Assinatura do investigador ou testemunha
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CONSENTIMENTO INFORMADO

Vocé estd convidado a participar de um estudo sobre o habito de fumar, como o diabetes
melito e a hipertensio arterial afetam a resposta dos vasos sangiiineos em humanos. Nos
estudaremos se a resposta dos vasos sangiiineos é modificada pelo tabagismo, niveis de

glicose elevados no sangue e niveis presséricos elevados nestas condicdes.

Se vocé decidir participar no estudo, o Dr. Heitor Moreno Jr. ou Dr. Juan Carlos Yugar
Toledo , ou outros médicos da equipe descreverio detalhadamente o estudo a vocé. Vocé

sera submetido a um estudo da fungdo dos vasos sangiiineos, descrito a seguir:

Exame ultra-sonografico da artéria do brago, seguido de compressdo do brago com
manguito de aparelho de pressdo convencional durante 5 minutos, liberagdo do manguito,
apds este periodo, e descanso por quinze minutos para permitir a completa recuperagio
funcional do vaso em estudo. Finalmente serd administrada nitroglicerina sublingual. A
nitroglicerina é usualmente prescrita para pacientes portadores de angina do peito, podendo

causar como efeitos colaterais a cefaléia e a hipotenso (menos freqiientemente).

Se vocé € mulher em idade reprodutiva, tem que estar usando método anticoncepcional
(pilula ou DIU) por pelo menos 3 meses antes do estudo ou ter sido submetida 4 cirurgia de
esterilizagdo. Isto ¢ para que se tenha certeza de que vocé ndo esta gravida e ndo ficara
gravida durante todo o estudo. Vocé deve também estar ciente de que mesmo o mais efetivo

dos métodos anticoncepcionais tem um pequeno risco de permitir a gravidez.

Enquanto participando deste estudo, vocé ndo deve tomar parte em outro projeto de

pesquisa sem a aprovagdo dos pesquisadores envolvidos nos estudos.

Apos o periodo de 4 horas, vocé podera alimentar-se € deambular normalmente, retornando
em seguida ao lar.

Amostras de sangue seriadas serdo coletadas durante o estudo. O volume total de sangue a

ser coletado durante o periodo total de estudo (6 meses) ndo sera superior a 400 ml.

Este estudo podera resultar em uma melhor compreensio dos efeitos do habito de fumar, do

diabetes e da hipertensdo arterial sobre os vasos sangiiineos.
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NOS NAO PODEMOS GARANTIR QUE VOCE RECEBERA QUALQUER
BENEFICIO DIRETO DESTE ESTUDO.

Qualquer dado que possa ser publicado posteriormente em revistas cientificas, ndo revelara
a sua identidade, entretanto, Orgdos governamentais ligados a saide podem solicitar

informacdes a respeito da pesquisa e da identidade dos voluntarios envolvidos nela.

Qualquer questdo a respeito do estudo ou de sua saude deve ser dirigida ao Dr. Juan Carlos
Yugar Toledo (fone: 017-227-3057).

Todos os tipos de tratamento ou diagnéstico médico, experimentais ou ndo, envolvem
algum risco de prejuizo a saide. O estudo serd realizado em ambiente ambulatorial.
portanto com os recursos disponiveis para atendimento de possiveis emergéncias. Apesar
de todas as precaugdes, complicagdes podem ocorrer decorrentes de sua participagdo no
estudo. Nesse caso, vocé serd encaminhado para assisténcia médica. A durag@o prevista do

estudo serd de 18 meses.

A SUA ASSINATURA, EM CADA PAGINA DESTE DOCUMENTO, SIGNIFICA QUE:
VOCE LEU E ENTENDEU AS INFORMACOES ACIMA; VOCE DISCUTIU O
ESTUDO COM O INVESTIGADOR PRINCIPAL E/OU SUA EQUIPE; VOCE DECIDIU
PARTICIPAR DO ESTUDO COM BASE NAS INFORMACOES FORNECIDAS; UMA
COPIA DESTE CONSENTIMENTO FOI DADA A VOCE.

Assinatura do voluntario Data

Assinatura do investigador ou testemunha
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ANEXO 3

TABELAS A-H

Tabela A — Parametros referentes as variéveis analisadas no grupo-controle

Média  Desvio-Padrio Méximo  Minimo 25% 75%
Idade 43.3 12,02 64 27 34,75 50,75
Peso 76,5 18,37 116 53 63,25 81,25
Altura 168,2 121 180 157 160,75 174,25
IMC 27 6 45 19 24 28
PAS 126.,4 12,78 150 110 120 140
PAD 80.3 4,14 90 70 80 80
FC 79,8 12,63 98 55 75 90
Cigarros/dia 0 0 0 0 0 0
Tabela B. Niveis séricos de exames bioquimicos avaliados no grupo-controle
Média  Desvio-Padrdio  Maéximo  Minimo 25% 75%
Glicemia 89.56 11,17 109 72 82,75 98.50
Hb.Glicosilada 7,05 0,68 8 6,4 6,65 7.45
Colest. Total 215,56 34,15 270 170 183,75 241,00
LDL colest. 132,63 31.60 170 91 104,00 162,50
Triglicérides 168,20 71,87 283 69 104,50 241,75
Creatinina 0,82 0,08 0,9 0,7 0,78 0,90
Uréia 36,40 8,26 47 28 29,50 44,00
Hemoglob. 14,62 0,99 15,4 13,3 13,68 15,33
Hematécrito 44,96 3,15 41,10 46,70 41,78 47,45
AST 27.20 5,97 21 26 22,50 31,50
ALT 27.40 5,59 20 30 22,25 31,50
Gama GT 24,60 8,08 15 26 18,00 29,25
DHL 257,00 33,00 234 241 23728 27125
CPK 99.40 32,20 60 114 68,50 121,50
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Tabela C - Parametros referentes as variaveis analisadas no grupo tabagistas

Média  Desvio- Padrdio Maximo Minimo 25% 75%
Idade 43,87 8,14 59 22 42 48,75
Peso 75,47 14,37 105 53 64 86,50
Altura 163,47 11,46 183 150 154,50 166,75
IMC 29 4 34 21 26 33
PAS 127,14 14,90 160 110 110 140
PAD 81,07 11,63 110 65 70 86
FC 70,60 10,18 92 58 63.25 74
Cigarros/dia 223 6,23 30 15 16,3 30
Tabela D - Niveis séricos de exames bioquimicos avaliados no grupo tabagistas.
Média Desvio- Padrdo Maximo  Minimo 25% 75%
Glicemia 91.6 16,33 124 72 77 101
Hb.Glicosilada Hl 0,99 7.8 6,0 6.4 7,6
Colest. Total 180,1 37,03 230 100 156,5 204,0
LDL colest. 101,7 35,44 136 44 65,5 134,0
Triglicérides 183 71,36 343 85 150,25 209,75
Creatinina 0.9 0,23 1,0 0,7 0,7 1,0
Uréia 30,7 4,18 35 25 26 34
Hemoglob. © 16,2 1.3 17,9 15,0 152 17,15
Hematdcrito 49.1 3.96 54,5 46,0 46,15 52,05
AST 24,7 8,52 36 12 19,50 32.50
ALT 30,6 32,91 65 17 20,25 35,50
Gama GT 40,1 58,91 114 21 23.75 32.75
DHL 3212 32,51 418 259 289,0 355,0
CPK 79,3 15,01 131 49 550 104,25
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Tabela E - Parametros referentes as variaveis analisadas no grupo diabéticos

Média  Desvio- Padrio Miximo  Minimo 25% 75%
Idade 53,08 9,73 65 41 43,00 62,75
Peso 76,39 17,18 121 55 64,75 85,25
Altura 163,08 10,67 182 150 155,00 174,25
IMC 28 5 41 22 25 30
PAS 132,69 13,33 150 110 127,50 141,25
PAD 80,2 10.10 100 70 80,00 90,00
FC 84,31 17,59 123 60 1325 96,00
Cigarros/dia 0 0 0 0 0 0
Tabela F - Niveis séricos de exames bioquimicos avaliados no grupo diabéticos

Média Desvio- Padrdo Maximo Minimo 25% 75%

Glicemia 225,67 42,73 302 172 193,00 253,75
Hb.Glicosilada 10,86 1,64 12,5 8,5 9,3 12.25
Colest. Total 221,75 45,33 291 175 181,00 263,00
LDL colest. 150,00 54,89 240 76 114,50 193,50
Triglicérides 185,38 82,53 311 59 135,00 252,00
Creatinina 0,9 0,25 1.4 0,7 0,9 5,40
Uréia 32,50 13,40 55 21 22.00 44,00
Hemoglob. 13,1 1,30 14,4 11,8 12,13 14,08
Hematocrito 40,43 4,37 45 36,3 37.23 43,76
AST 19,50 10,02 39 11 14,00 20,00
ALT 16,33 3,08 18 10 14,00 20,00
Gama GT 42,40 37,40 106 11 17,76 56,50
DHL 348,33 28,66 379 308 319,00 372,00
CPK 109.83 62,73 179 37 55,00 179,00
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Tabela G - ParAmetros referentes as variaveis analisadas no grupo hipertensos

Média Desvio- Padrdo Maximo  Minimo 25% 75%

Idade 52,8 9,70 65 40 44,5 62,75
Peso 88,67 20,47 125 57 78 109
Altura 169,7 6.40 183 160 165,50 174,25
IMC 30 06 42 21 25 35
PAS 159,33 10,10 180 140 150 170
PAD 106,67 7,48 120 90 101,25 110,0
FC 76,27 15,01 109 54 66 87
Cigarros/dia 0 0 0 0 0 0

Tabela H - Niveis séricos de exames bioquimicos avaliados no grupo hipertensos

Média Desvio- Padrao Maéaximo Minimo 25% 75%

Glicemia 103,67 14,24 127 82 94.0 117,50
Hb.Glicosilada 7,00 0,14 7,1 6.9 6,9 1
Colest. Total 199,17 30,92 240 149 172,0 22,5
LDL colest. 116,75 24,97 157 79 94,5 129.5
Triglicérides 162.36 74,64 296 74 106,25  201,5
Creatinina 0.9 0,21 1.4 0,7 0,77 0,92
Uréia 34,2 7,54 51 37 28,75 38.0
Hemoglob. 14,4 1,74 16,4 12,5 12,8 16,03
Hematocrito 44,02 4.45 48.6 38,1 41,1 48,38
AST 25,29 3,50 30,0 21,0 2225 28,5
ALT 29,29 8,48 43,0 20,0 24,0 36,25
Gama GT 45,33 42,61 130,0 17,0 23,0 46,0
DHL 269,86 147,79 463,0 58,0 143,75  381.0

CPK 139,33 76,32 2480 52,0 64,0 202,0
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ANEXO 4

FOTOGRAFIAS DE CONTROLES, TABAGISTAS,
DIABETICOS, HIPERTENSOS
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CONTROLES
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TABAGISTAS
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DIABETICOS
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HIPERTENSOS
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