Universidade Federal do Rio Grande do Sul
Curso de Pos-Graduacao em Medicina - Clinica Médica

Marcadores nao-invasivos da disfuncio endotelial em pacientes com
diabete melito tipo 2 e em dislipidémicos - estudo transversal

Dissertacio de Mestrado

Autora: Dra. Beatriz Graeff Santos Seligman
Professora Orientadora: Dra. Nadine Clausell

Marg¢o,1998



S465m Seligman, Beatriz Graeff Santos
Marcadores nfo invasivos da disfungdo endotelial em
pacientes com diabete melito tipo 2 e em dislipidémicos :
estudo transversal / Beatriz Graeff Santos Seligman ; orient.
Nadine Clausell. — Porto Alegre : UFRGS, 1998.
70 f.: 03 il.

Dissertagdo (Mestrado) — Universidade Federal do Rio
Grande do Sul. Faculdade de Medicina. Curso de Pos-
Graduagdo em Medicina: Clinica Médica.

1. Diabetes mellitus nfo insulino-dependente. 2.
Disfungfio endotelial. 3. Hiperlipidemia. 4. Endotelina-1. 5.
Fator de von Willebrand. L. Clausell, Nadine. II. Titulo.

NLM: WK 810
Catalogagio na fonte Biblioteca FAMED/HCPA



Memoria

Aos meus queridos pais, Leda e
Glauco, por tudo.



AGRADECIMENTOS

Ao longo deste trabalho, eu tive muita sorte em contar com o auxilio de varias
pessoas, a quem desejo neste momento agradecer.

Aos estudantes de Medicina Mariana Dagnino Araujo. Carlos Eduardo
Niederauer e Leticia Perondi Luz, pelo auxilio na fase de entrevistas e coletas de
sangue e urina. Ao Dr. André Luiz Souza e a coletadora Maria Luiza Rodrigues
Moura, do Setor de Coleta do HCPA.

Ao Professor Amaldo Zaha, do Centro de Biotecnologia da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, agradeco a confianga e o empréstimo da centrifuga de
evaporag¢do, que possibilitou a extragdo da Endotelina-1 em Porto Alegre.

Em especial aos professores do Curso de Pos-Graduagdo em Medicina-Clinica
Médica Maria Inés Schmidt, Bruce Duncan, Carlos Fernando Francisconi e José
Roberto Goldim, pelo aprendizado prazeiroso.

A Dra. Sandra Silveiro e colegas do Servigo de Endocrinologia do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre, pelo apoio na fase de delineamento do projeto.

A minha orientadora, Professora Nadine Clausell, que em todas as fases deste
trabalho esteve junto de forma entusiastica, agradego por sua competéncia, pela
grande capacidade profissional, pela confianga, pelo estimulo (e pressdo) e, sobretudo,
por ter permitido que este trabalho pudesse ser concluido em tempo habil sem deixar
de respeitar as fases em que o mesmo precisou ser relegado a um segundo plano. Com
certeza saio enriquecida deste convivio, e aprendi o modelo de orientagd@o por
exceléncia de um trabalho cientifico.

Ao Dr. Jarbas Oliveira e aos colegas dos Setores de Bioquimica, Imunologia e
Banco de Sangue do Hospital de Clinicas de Porto Alegre,e ao Laboratério Weinmann
pela execugdo da glicohemoglobina.

A estaticista Luciana Nucci, pela competéncia, profissionalismo e paciéncia
durante as interminaveis analises dos resultados. Ao Dr. Murilo Foppa, pela amizade e
auxilio na limpeza dos dados. A Lena, pela confianga serena, sempre.

Finalmente, o agradecimento especial a académica de Medicina Andréia
Biolo, que participou de todas as suas fases com maturidade, companheirismo e
competéncia. Tenho certeza que sem ela, esse trabalho ndo teria saido.

Sobretudo, ao meu marido, Renato e ao nosso filho, Gustavo, por estarem ao
meu lado no tempo compartilhado ou ndo, e pela sorte de ter com quem contar.



SINOPSE

Introducio

A disfungdo endotelial é uma alteragdo presente no processo aterosclerotico.
Entretanto, nfio esta claro se a associagdo do diabete com a dislipidemia configura um
estado mais agressivo ao endotélio vascular do que cada um destes fatores de risco
isoladamente. As investiga¢des que tém sido realizadas avaliando esta questdo em
geral tém utilizado estudos invasivos comparando a resposta do endotélio a infusdo de
acetilcolina e nitratos, de dificil aplicabilidade clinica. Outros estudos tém envolvido o
uso de marcadores ndo-invasivos de disfung@o endotelial, como a dosagem da
Endotelina-1 (Et-1) e do Fator de von Willebrand (FvW), em grupos isolados -
diabéticos ou dislipidémicos - sem compara-los, € em amostras com potenciais fatores

de confusdo, como a presenga de hipertensdo, obesidade, fumo e uso de insulina.

Objetivos

Este trabalho teve por objetivo avaliar se pacientes com diabete tipo 2
portadores de dislipidemia apresentam maior disfun¢@o endotelial, caracterizada por
niveis mais elevados de Et-1 e FvW, quando comparados a pacientes dislipidémicos e

a controles normais.



Pacientes e Métodos

Realizamos um estudo transversal controlado, em que os fatores avaliados sdo
o diabete melito tipo 2 e a dislipidemia, sendo o desfecho a disfungio endotelial,
representada por concentragdes mais elevadas do FvW e da Et-1. Foram comparados
trés grupos: individuos dislipidémicos com diabete melito tipo 2 sem uso de insulina,
pacientes ndo diabéticos com dislipidemia e individuos sadios. Todos eram ndo
fumantes e normoalbumintiricos, com indice de massa corporal (IMC) inferior a 32.
Aceitaram participar do trabalho através de consentimento informado por escrito, e o
projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre.

Os individuos foram submetidos a um questiondrio padrdo avaliando farmacos
em uso, tempo de duragdo do diabete e histéria familiar, histéria de retinopatia,
questionario Rose para avaliagdo de cardiopatia isquémica e doenga vascular
periférica, questiondrio para avaliagdo de neuropatia e exame fisico que avaliou peso,
altura e calculo do IMC, pressdo arterial, pulsos, reflexos tendinosos e sensibilidade
vibratéria. Aqueles que ndo se sabiam diabéticos realizaram teste oral de tolerancia a
glicose, sendo excluidos os que apresentavam tolerdncia diminuida a glicose. Todos
submeteram-se a avaliagdo laboratorial que constou de medida da glicemia,
glicohemoglobina, colesterol e fragdes, triglicérides, uréia, creatinina, insulina,
peptideo C, fibrinogénio, e excre¢do urindria da albumina (EUA)/creatinina na urina,
em urina estéril. Os individuos eram normotensos, sem perda de fungéo renal, evento
vascular recente ou doengas concomitantes, sem uso de farmacos hipolipemiantes,
bloqueadores do célcio ou da enzima de conversdo da angiotensina. O sangue foi

centrifugado e o plasma mantido estocado a -70 °C, com analise posterior, em tempo



tnico, da Endotelina-1 e do Fator de von Willebrand (ELISA) , com examinadores

sob mascaramento.

Resultados

Foram incluidos 75 individuos, divididos nos trés grupos: a)35 pacientes com
dislipidemia e diabete melito tipo 2 (idade 57£7 anos, colesterol total (CT)225 mg/dl,
LDL-colesterol (LDL-C) 15046 mg/dl; HDL colesterol (HDL-C) 44 mg/dl;
triglicérides (TG) 179 mg/dl e IMC=28,4+3,6) ; b)21 pacientes com dislipidemia
(idade 52+7 anos, CT 247 mg/dl; HDL-C 47 mg/dl, LDL-C 200£43 mg/dl; TG 128
mg/dl e IMC=27,2£3,2); ¢) 19 controles normais (idade 45+4 anos; CT 167 mg/dl;
LDL 98430 mg/dl; HDL-C 48 mg/dl; TG 75 mg/dl e IMC=24,2+2.2).

Os pacientes com dislipidemia e diabete melito tipo 2 apresentaram niveis de
FvW de 185,9%, enquanto os dislipidémicos apresentaram niveis de 169,2% e os
controles de 129,6%. Esta diferenca foi significativa (Kruskall-Wallis, p=0,02) entre
diabéticos e controles. Nao houve diferenga entre os dislipidémicos e controles
normais, nem entre os diabéticos e os dislipidémicos ndo diabéticos.

Quanto a Endotelina-1, os diabéticos apresentaram niveis de 1,61 pg/ml,
enquanto os dislipidémicos tiveram 0,91 pg/ml e os controles 0,68 pg/ml. Esta
diferenca foi significativa tanto comparada a dislipidémicos como contra controles
normais (Kruskall-Wallis, p=0,00008). Ndo houve diferenga entre dislipidémicos e
controles normais na corregao post-hoc.

Uma vez que houve diferenga entre os grupos com relag¢@o ao indice de massa

corporal, idade, pressdo arterial sistolica, peptideo C, triglicérides e fibrinogénio, foi



realizada regressdo logistica, para controle das variaveis de confusdo. A anilise
multivariada mostrou que apenas o peptideo C e os triglicérides representaram risco
significativo (p=0,01 e p=0,03, respectivamente) para os niveis de Endotelina-1 entre
os grupos. Ja para os niveis do Fator de von Willebrand, nenhuma variavel alcangou

significancia.

Conclusio

A avali¢do ndo-invasiva da fun¢do endotelial através da medida do FvW,
mostrou diferenga apenas entre diabéticos e controles. Ndo houve diferenga
significativa entre os niveis da Et-1 e FvW dos dislipidémicos em relagdo aos
controles normais.

Nossos dados demonstram que os pacientes com diabete melito tipo 2
associado a dislipidemia tém maior grau de disfungdo endotelial, representada por
niveis mais elevados de Et-1, quando comparados a dislipidémicos e a controles
normais. Estes resultados se mantém mesmo quando controlados para a idade, indice
de massa corporal e fibrinogénio. Os triglicérides e o peptideo C representam fator de
risco para a diferen¢a nos niveis da Endotelina-1 entre os grupos, mas ndo para o Fator

de von Willebrand.



ABSTRACT

Background

Endothelial dysfunction is an important feature of atherosclerosis. However, it
1s unclear whether the association of the diabetic state and dyslipidaemia configures a
more agressive threat to the vascular endothelium as compared to each state
individually. There are no data using non-invasive studies assessing these different
populations with comparable risk factors for atherosclerosis, without confounding

factors, such as insulin use, smoking, obesity or high blood pressure.

Objectives

We undertook a cross-sectional study to address the question whether type 2
diabetics with dyslipidemia have more pronounced endothelial dysfunction, assessed
by higher levels of Endothelin-1 (Et-1) and von Willebrand Factor (vWF), as

compared to dyslipidemic non-diabetic patients and normal subjects.

Patients and methods

Seventy-five nonsmokers, normotensive and normoalbuminuric subjects,
divided in three groups were studied: dyslipidemic type 2 diabetics, non-diabetics with
dyslipidemia and normal controls. All gave informed written consent, and the study
was aproved by the Institutional Review Board of Hospital de Clinicas de Porto

Alegre. All subjects filled a standard questionnaire to evaluate drugs in use, known
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duration of diabetes and family history , a WHO questionnaire to assess
cardiovascular status and a standard questionnaire to assess symptoms of neuropathy.
All subjects underwent physical examination. Peripheral pulses and reflexes were
evaluated. OGTT were done to exclude diabetes and impaired glucose tolerance. BMI
> 32, insulin and vastatin users were excluded. Laboratory tests were performed,
including fasting glucose, C-peptide, insulin, fibrinogen, total cholesterol and
fractions, creatinin, HbAlc and urinary measurement of albumin excretion/urinary
creatinine on a random sterile specimen. Blood was centrifugated and plasma frozen
at -70°C to posterior simultaneous analysis by blinded examinators for Et-1 and vWF

(ELISA).

Results

Seventy-five subjects were included, and they were divided in three groups: a)
type-2 diabetics with dyslipidemia (n=35, age 57+7, total cholesterol (T chol) 225
mg/dl, LDL 150446 mg/dl, HDL 44 mg/dl, tryglicerides 179 mg/dl, BMI=28,4+3.6);
b) dyslipidemic patients (n=21, age 5247 years, T chol 247 mg/dl, LDL 200443
mg/dl, HDL 47 mg/dl, tryglicerides 128 mg/dl, BMI=27,243,2); ¢) normal controls
(n=19, age 45+4 years, T chol 167 mg/dl, LDL 98+30 mg/dl, HDL 48 mg/dl
tryglicerides 75 mg/dl, BMI=24,2+2.2). All subjects were normotensive, non-smokers
and normoalbuminurics.
Diabetics had higher levels of vIWF (185.9%; 168.2%; 129.6%)) as compared with
controls(p=0.02). On the other hand, they had also more pronounced differences

assessed by levels of ET-1 (1.61; 0.91; 0.68 pg/ml)) as compared to both other groups
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(»=0,0008). These values are mantained after multivariate analysis and control for
age, BMI, and fibrinogen levels. However, C-peptide (p=0,01) and tryglicerides

(p=0,03) were important for endothelin-1 values.

Conclusions

Diabetics had higher vWF levels as compared to normal controls. We found no
difference on Et-1 and vWF levels between dyslipidemic and controls. Our data
suggests that the association between the diabetic millieu and dyslipidaemia represents
a higher threat to the vascular endothelium when compared to each state individually,

as assessed by non-invasive evaluation measuring Et-1.
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ABREVIATURAS

CI 95% - intervalo de confian¢a de 95%

CT - Colesterol total

DM 2 - Diabete melito tipo 2

EDRF - “Fator de Relaxamento Derivado do Endotélio”
ELISA - Enzima imuno-ensaio

Et-1 - Endotelina-1

EUA - Excre¢do urinaria de albumina

FvW - Fator de von Willebrand

HbAIC - Glicohemoglobina

HDL-C - Colesterol HDL, ou lipoproteina de alta densidade
IMC - Indice de massa corporal

LDL-C - Colesterol LDL, ou lipoproteina de baixa densidade
LDL-Ox - Particulas LDL-oxidado

NO - Oxido nitrico

NS - Nao-significativo (p>0,05)

OGTT- Oral glucose tolerance test: teste oral de tolerancia a glicose
PAD - Pressio arterial diastolica

PAS - Pressio arterial sistolica

RC - Razido de chances

TG - Triglicérides

VLDL - Colesterol VLDL, ou Lipoproteina de muito baixa densidade
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INTRODUCAO

Diabete melito e aterosclerose

O diabete melito ¢ fator de risco para aterosclerose, aumentando em trés a
cinco vezes o risco para cardiopatia isquémica(l). O diabete melito tipo 2 (DM 2) esté
associado a aumento da incidéncia de doenga cardiovascular total em duas a trés
vezes, além de consideravel redugdo na expectativa de vida, mesmo quando esta
andlise € controlada para outros fatores de risco(2-4). Entretanto, os mecanismos para
uma presumivel aceleragdo do processo aterosclerdtico ndo sd@o bem elucidados, e
envolvem varias teorias. Atribui-se papel importante a hiperglicemia em si, a insulina
e ao estado de resisténcia a insulina, bem como a alteragdes mais complexas nos
lipides, na oxidag@o do LDL colesterol e nos triglicérides, ou a altera¢des estruturais
na parede dos vasos, e disfun¢do primaria nas respostas do endotélio em pacientes

com diabete (5,6).

Estudos clinicos demonstram que os grandes vasos de pacientes diabéticos sdo
mais rigidos em relagdo a controles, sendo este achado correlacionado com a duragdo
da doenga. Da mesma forma, maior espessamento vascular foi demonstrado mesmo
na auséncia de placa aterosclerdtica em diabéticos, assim como alteragbes in vitro
mostrando mudangas na tinica média e na matriz dos vasos de diabéticos (7.8).
Também s3o descritos outros possiveis mecanismos, desde um perfil lipidico
aterogénico, alteragdes qualitativas nas lipoproteinas, maior agregabilidade
plaquetaria, liberagao de tromboxane e PAI-1 (inibidor do ativador do plasminogénio

-1) - 0 que, em suma, promoveria um estado pro-coagulante acompanhando o meio
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diabético (9-11). E possivel que haja na realidade uma interagdo entre varios fatores
de risco ao longo dos anos, além da presenga do diabete em si, para promover

trombose e aterosclerose nestes pacientes.

A maior parte dos individuos com diabete melito tipo 2 morre devido a
complicagdes macrovasculares da doenga, embora a patogénese de tal processo ndo
esteja completamente elucidada. Pode-se crer que, além dos mecanismos
anteriormente citados, uma doenga vascular mais acelerada seja resultante de
interagdes complexas entre distirbios metabdlicos como a hiperglicemia, mutagdes
nos genes que controlam o metabolismo lipidico e mecanismos de defesa

antioxidantes, além de respostas alteradas por parte do endotélio (12).

Um maior risco cardiovascular parece ndo depender apenas da presenga do
diabete em si. A “Sindrome metabolica” ou “Sindrome X - associagdo entre
obesidade, hipertensdo arterial, dislipidemia, alteragdo no metabolismo dos
carboidratos e hiperinsulinismo - é uma condi¢do que se acompanha por risco
cardiovascular significativo mesmo antes de um diagnéstico clinico de DM 2. Deve-
se mencionar também que hiperglicemia assintomdtica determina risco cardiovascular
maior que o da populagdo em geral, independente dos demais fatores de risco, e
pacientes com diminuigé@o da tolerdncia a glicose t€ém risco cardiovascular equivalente

ao de diabéticos (13).

Uma forma de explorar um papel causal para a hiperglicemia seria
correlacionar os niveis glicémicos com o desenvolvimento de cardiopatia isquémica
em estudos observacionais a longo prazo. Embora esta observagdo possa apenas
sugerir uma relagdo causa-efeito, permite estabelecer uma base para intervengio e
para um possivel papel da glicose elevada na promogdo de eventos ateroesclerdticos.
No que tange a doenga microvascular, no diabete tipo 1, pode-se aceitar que a

hiperglicemia é o fator de risco mais identificavel, e inimeros pequenos estudos
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especulam o quanto um adequado controle glicémico possa reduzir as complicacdes

macrovasculares da doenga(11).

S@o conhecidos vérios trabalhos correlacionando hiperglicemia em jejum ou
resisténcia a insulina com cardiopatia isquémica em diferentes populagdes (11,12). As
teorias que buscam avaliar os efeitos adversos da hiperglicemia no tecido vascular
envolvem a glicagdo ndo-enzimatica de proteinas intra e extra celulares, o aumento da
oxidagdo dos lipides e mudangas na concentra¢do de sorbitol-mioinositol levando a

alteragc@o no metabolismo da glicose (14) .

Ha diferengca na evolugdo da doenga ateroesclerdtica em individuos com
diabete em relagdo a ndo-diabéticos, mesmo apos doenga coronariana estabelecida e
resposta a intervengdo mecénica. Diabéticos tem maiores taxas de reestenose pos
angioplastia, dobram a taxa de eventos recorrentes apos aterectomia coronariana e
apresentam mais reestenose também apds colocagdo de protese vascular

endocoronariana ou angioplastia por laser (15-18).

Endotélio ¢ aterosclerose

O endotélio pode ser entendido como uma estrutura vascular crucial, ndo
apenas por se interpor entre o fluxo sangiiineo e a parede dos vasos, mas também pela
produgdo de mediadores regulando fungdo plaquetdria, crescimento vascular e
coagulagdo. O endotélio altera diretamente o tonus vasomotor, a partir da sintese e
metabolismo de substincias vasoativas como a prostaciclina, o “Fator de
Hiperpolariza¢do Derivado do Endotélio” e o “Fator de Relaxamento Derivado do

Endotélio” (EDRF), identificado como sendo o oxido nitrico (NO). O NO esta



envolvido em eventos maiores do processo aterogé€nico: inibe a agrega¢do ¢ adesdo
plaquetaria, modula a proliferagdo de células musculares lisas, atenua a produgio de
endotelina e modula a adesdo de mondcitos e leucocitos ao endotélio. Assim, pode se
considerar que apresente fun¢des antiaterosclerdticas potentes, além de seus efeitos
vasodilatadores, via produgdo de guanilato-ciclase para aumentar o GMP ciclico na

musculatura lisa dos vasos (19).

Uma vez que o oxido nitrico ¢ um potente vasodilatador liberado pelo
endotélio, com papel pivotal na manuten¢do da homeostase vascular, diminuigdo da
sua disponibilidade poderia contribuir para a doenga vascular do diabete melito.
Multiplas investiga¢Ges, tanto em modelos experimentais como em pacientes, tém
demonstrado alteragdo na vasodilatagdo endotélio-dependente acompanhando o
diabete melito embora o mecanismo exato destas disfun¢des vasculares ainda
permanega obscuro (20-26). No diabete tipo 1 (em estudo com controle para niveis de
glicose e insulina, potenciais fatores de confusdo), a alteragdo das respostas endotélio-
dependentes tem sua magnitude diretamente relacionada a disfungdo autondmica e a
presen¢a de macroalbuminuria (27). Esse achado permite especular o papel do sistema

nervoso autonomo na fun¢io endotelial (23).

O processo aterosclerdtico ¢ considerado atualmente como uma doenca
inflamatoria, pelo menos parcialmente. A presenga de fatores de risco determina
estresse ao endotélio, levando a produgdo de radicais oxigenados e ao recrutamento de
células inflamatérias para a parede vascular. Tal processo é mediado pela estimulagao
de genes redox-sensiveis (28,29). Assim, o endotélio ndo ¢ apenas um alvo, como

também um mediador da aterosclerose.

Dano ou ativag¢do do endotélio altera suas fung¢des regulatorias e resulta em
disfungd@o endotelial. Podemos definir disfungdo do endotélio como um descontrole no

balango entre fatores que promovem relaxamento e os que promovem contragdo, entre



mediadores pré ou anticoagulantes ou entre substdncias que induzem ou inibem
crescimento celular. A disfungdo endotelial pode ser considerada uma condi¢do sine
qua non para aterogénese, ¢ tem sido estudada em muitos modelos animais, seja
através de exposi¢do a niveis elevados de colesterol, a dano direto nas camadas da
parede vascular (com um catéter baldo de angioplastia, por exemplo) ou manipulagdo

perivascular (21,23-26,30-35).

Insulina e aterosclerose

Quando o papel da insulina € investigado na patogénese da aterosclerose, as
evidéncias que fortalecem essa associagdo derivam de estudos epidemiolégicos que
demonstram hiperinsulinemia como fator de risco para o desenvolvimento de doenga

cardiovascular.

Também na sindrome metabdlica (36) e em estudos experimentais, demonstra-
se que a insulina pode desenvolver ou acelerar o desenvolvimento da aterosclerose,

agindo em varias vias bioquimicas que sdo aterogénicas (37,38).

Varios estudos prospectivos sugerem que a hiperinsulinemia, avaliada em seus
niveis basais, seja um fator de risco importante para cardiopatia isquémica (36),
embora outros ndo tenham confirmado tais achados (39-41). Se o hiperinsulinismo é
um fator de risco independente de outros, como redugdo do HDL colesterol,

hipertensdo, fumo e elevagao dos triglicérides, ainda néo esta definido.

Assumindo-se que a insulina seja um fator predisponente direto para
aterosclerose, 0 mecanismo pelo qual isto ocorre ndo estda bem elucidado. Sdo

explanagoes possiveis:



1.Elevagdo dos niveis de insulina e seu papel no aumento de lipides circulantes e na
promogdo de sua deposigdo (elevagdo dos triglicérides, redu¢do do HDL colesterol,

aumento da oxidagdo do LDL);

2.Efeito estimulador de proliferagdo das células musculares lisas ¢ maior sintese de

proteinas da matriz extracelular;
3.Alteragéo dos fatores de coagulagdo sangiiinea;
4. Hiperinsulinemia levando a hipertenséo;

5.Alterag@o nas respostas vasculares do endotélio e estimulagdo da liberacio de

Endotelina-1 (42,43).

Acredita-se que a hiperinsulinemia promova a aterogénese via estimulo da
hiperplasia e hipertrofia das células musculares lisas e aumento da sintese das
proteinas da matriz extracelular. Esta teoria é baseada em estudos com culturas de
c€lulas, mas ¢ questionada pelo fato da insulina ser um agonista leve para as agdes de
crescimento propostas, e de terem sido utilizadas concentragdes suprafisiolégicas da
insulina na maior parte dos estudos. Por outro lado, agdes vasodilatadoras da insulina
sdo bem reconhecidas, além de sua capacidade de aumentar os niveis do NO,
claramente antiaterogénico. Talvez o balango alterado entre as a¢des aterogénicas e
antiaterogénicas seja o fator mais importante para um maior risco cardiovascular nos

estados de resisténcia a insulina e no diabete (14,44 .45).

Alguns autores sugerem que a capacidade da insulina de promover
vasodilatagdo estd diminuida no diabete e nos estados de resisténcia a insulina.
Especula-se que isso ocorra por diminui¢do da produgdo endotelial de NO ou por
inativagdo do endotélio, ou ainda por alterag¢Ges diretamente relacionadas ao estado de

resisténeia a insulina. Essa teoria pressupde que, acompanhando o diabete ou a



resisténcia a insulina, ao nivel da vasculatura, haveria uma diminuicio seletiva das
agbes antiaterogénicas da insulina. A relagdo entre a acdo da insulina e a
vasodilatag@o parece ser mediada pelo NO, que, nos estados de resisténcia a insulina.
estaria defeituosa. Este defeito na vasodilatagdo insulino-mediada pode contribuir
para uma maior resposta pressorica e menor captagio da glicose. Ou seja, a insulina
em concentragdes fisiolégicas e nos estados ndo diabéticos poderia ter agdes
antiaterogénicas, que seriam perdidas nos estados de resisténcia & insulina e no
diabete (34,46). Uma vez que tais alteragbes estdo relacionadas a uma menor
liberagao de NO, pode-se aceitar que o 6rgdo alvo nos estados de resisténcia a insulina

seja o endotélio vascular (44).

Baron e colaboradores (44,45,47) demonstraram que a insulina causa uma
resposta alterada na vasodilatagdo endotélio-dependente, sem que efeito semelhante
fosse encontrado na vasodilatagio produzida por nitroprussiato, endotélio-
independente. Com estes estudos, sugere-se que o endotélio seja um verdadeiro tecido
alvo da agdo da insulina, e ndo apenas o palco para seus efeitos. A partir dai, aceita-se
que a modulagdo do NO seria alterada nos estados de resisténcia a insulina, com perda
das agdes vasodilatadoras e antiaterogénicas do endotélio. Aceitando-se tal proposta,
fica mais facil entender o risco cardiovascular associado a tais condi¢des clinicas.
Quando Steinberg e colaboradores compararam pacientes obesos e diabéticos (ambos
com resisténcia a insulina verificada por clamp euglicémico hiperinsulinémico),
houve uma diferenga nitida na vasodilatagdo endotélio-dependente nos dois primeiros
em relagdo a controles, ndo sendo notada qualquer diferenga na vasodilatagdo
endotélio-independente (45). A habilidade da insulina em aumentar o fluxo foi
diretamente relacionada com a sensibilidade a insulina e de forma inversa com a
pressdo arterial (mesmo em faixa de normotens@o) e com o indice de massa corporal.

E importante mencionar que a resposta maxima a infusdo de acetilcolina (endotélio-



dependente) neste trabalho, teve uma correlagdo positiva com os niveis de HDL

colesterol, e negativa com o LDL-colesterol.

Os resultados deste estudo sugerem que a agdio da insulina ao nivel da célula
endotelial seja de modulagdo da produg@do/liberacdo de NO, e que este efeito seja
bloqueado na presenga de obesidade ou diabete melito. O fato de ndo haver aumento
do fluxo sangiiineo dependente do endotélio na presenca de grande captagdo da
glicose (estimulada com niveis muito elevados de insulina) no grupo dos diabéticos e
obesos sugere que o efeito da insulina na célula endotelial seja independente de seu
efeito na captagdo de glicose, e que o endotélio nas situagdes de menor sensibilidade a

insulina perca o efeito modulador na liberagdo de NO (45).

Hipercolesterolemia e disfun¢iio endotelial

Morfologicamente, o endotélio se mantém intacto nos estdgios iniciais da

aterosclerose; funcionalmente, entretanto, ocorrem alteragdes pronunciadas.

Um modelo animal utilizado para avaliar dislipidemia e disfung@o endotelial
tem sido o de alimentar coelhos com dietas ricas em colesterol (0,3 a 2,5%),
acarretando  hipercolesterolemia e a formagdo de lesdes aterosclerdticas
experimentais. Esse modelo tem limitagdes pela diferente fisiologia e metabolismo
dos lipides em roedores quando comparados com humanos, mas tem servido para
demonstrar alteragdo nas respostas vasodilatadoras do endotélio quando exposto a
hipercolesterolemia (30,48). Técnicas utilizando pletismografia no antebrago e
cateterismo coronariano em humanos tém confirmado que a hipercolesterolemia ¢

associada a alteragdo na resisténcia vascular (49,50).



De forma especial as particulas LDL-oxidadas (LDL-Ox) estdo presentes nas
lesGes ateroscleréticas em humanos. Na artéria coronariana porcina, o0 LDL-Ox inibe
a vasodilatagdo endotélio-dependente e a sintese de NO induzida por plaquetas,
serotonina e trombina, e esta inibi¢éo ¢é especifica para o LDL-oxidado, ndo sendo

induzida por concentragdes comparaveis do LDL nativo (51,52).

Em humanos, uma das marcas registradas de alteragdo no toénus vasomotor
associada a hipercolesterolemia ¢ disfun¢do na vasodilatagdo endotélio-dependente.
Estudos avaliando medidas de fluxo com doppler nas artérias braquiais e femorais de
criangas e adultos com diferentes perfis lipidicos mostraram que criangas com
hipercolesterolemia familiar apresentavam dano na vasodilatagdo endotélio-
dependente, contra resposta preservada a nitroglicerina, que ¢ endotélio independente
(53). Além disso, foi encontrada uma correlagdio significativa entre a vasodilatagdo
fluxo-mediada e endotélio-mediada e escores para fatores de risco coronarianos
(31,54). Tais resultados confirmam a relagdo entre niveis de colesterol e disfuncdo

endotelial (32,49).

Mesmo individuos hipercolesterolémicos assintomaticos tém alteragdo na
vasodilata¢do endotélio-dependente, precedendo alteragdes morfolégicas, em estudos
que analisaram a resposta a infusdo de acetilcolina intra-arterial e diametro intra-
arterial (33). Avaliando disfun¢@o do endotélio, Baron e colaboradores (45) sugerem
que houve correlagdo inversa entre os niveis de LDL colesterol e a indugdo de
vasodilatagdo com infusdo de metacolina (endotélio-dependente), sugerindo-se

inclusive que esta relagio seja continua, mesmo em limites normais do colesterol.

Em relagdo a dislipidemia, sabe-se que o LDL colesterol altera in vitro a
produgdo de NO, e especula-se que particulas menores e mais densas de LDL, mais
comuns nos estados de resisténcia a insulina e mais suscetiveis de oxidagéo, poderiam

revelar uma associagio mais forte com disfungéo endotelial (45).
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Endotelina-1 e Fator de von Willebrand

A endotelina ¢ um peptideo isolado originalmente a partir de células
endoteliais cultivadas, e apresenta trés isoformas - Endotelina-1, Endotelina-2 e
Endotelina-3 - as quais sdo expressas em varios tecidos e células, tanto em leitos
vasculares como em outros tecidos. Destes, a Endotelina-1 (Et-1) é a unica produzida
pelas células endoteliais, bem como pelas células da musculatura lisa dos vasos, sendo
o mais potente vasoconstritor endégeno identificado. A Et-1 nfo ¢é estocada nos
granulos secretorios no interior das células endoteliais, e estimulos especificos
(hipoxia, isquemia, estiramento) induzem a transcrissdo do seu RNA mensageiro,
sintese e secre¢do em minutos. Da produgdo de Et-1 pelas células endoteliais, 75% se
direciona para a margem da musculatura lisa das células, onde se liga a receptores
especificos, causando vasoconstri¢do. Esta concentragdo provavelmente ndo contribui
para os niveis de Et-1 no plasma. Assim, a a¢do da Et-1 pode ser vista mais como
pardcrina do que como enddcrina. Entretanto, a determinagdo de seus niveis
plasmaticos € util, ja que tém correlagdo com severidade de doencas (insuficiéncia
cardiaca, por exemplo), ou podem ter valor progndstico, como no infarto do

miocardio (35).

Evidéncias de disfungdo endotelial no diabete melito derivam também de
estudos que avaliaram a presenca de mediadores endoteliais da fibrindlise e
coagulagdo. Tanto no diabete melito tipo 1 quanto no 2, a atividade fibrinolitica esta
diminuida e a atividade do “Fator Inibidor do Plasminogénio” aumentada (35,55). Ha
inimeros trabalhos mostrando vasodilatagdo endotélio-dependente alterada no
diabete, mas os resultados sdo discrepantes, possivelmente devido a fatores de
confusdo, como hipertensio e dislipidemia, ou diferengas entre os pacientes dos

diversos trabalhos.



O fato de niveis elevados de Et-1 terem sido observados em presenca de
aterosclerose e infarto ou mesmo em pacientes com angina instavel sugere que o
peptideo possa representar um marcador plasmatico da disfungio endotelial associada
a essas condigdes (56-63). Ha indicios de que seus niveis tenham correlagdo com a

severidade de lesdes coronarianas e apresentagdo clinica da cardiopatia isquémica

(62-64).

A diminuigdo dos niveis circulantes de Endotelina-1 ap6s a redug@o do peso
em individuos obesos parece ter relagdo com a queda nos niveis de insulina, sugerindo
que esta possa exercer um papel fisiolégico na regulagdo da Et-1 (64). A associagdo
entre insulina, niveis de Et-1 e pressdo arterial ainda ¢ controversa: a pressio arterial
elevada seria predisponente para disfungdo do endotélio (e niveis mais altos de Et-1)
ou conseqiiente a disfungdo endotelial? A insulina parece ser um estimulo para a
liberag@o da Et-1, mas a defini¢do desta relagdo ainda nio esta clara (65,66). Ferri e
colaboradores (67) encontraram niveis mais elevados de Et-1 em pacientes
hipertensos com tolerdncia diminuida a glicose, havendo correlagdo direta com os

niveis de insulina no jejum.

Trabalhos em animais e em humanos demonstraram que niveis de Et-1
estavam aumentados na presenc¢a de hipercolesterolemia, sem lesdes ateroscleroticas
evidentes (81). Além disso, a hipercolesterolemia in vifro aumentou a reatividade
vascular a Endotelina-1. A libera¢do da Et-1 parece ter uma relagdo mais direta com
os niveis de LDL-oxidado (82). Este aumento da Et-1, entretanto, ndo deve refletir
uma produgdo aumentada local do peptideo, ja que a maior parte de sua produgdo vai
se concentrar na célula, no lado abluminal. Assim, niveis elevados da Et-1 na
realidade evidenciam o desequilibrio dos fatores que levam a vasoconstrigio do
endotélio, que se tornam mais dominantes, em relagdo aos vasodilatadores, como o
NO (83,84). Em situagdo de hipercolesterolemia experimental, houve resposta

vasoconstritora aumentada na circulagdo coronariana em resposta a endotelina e



atenuag¢@o da atividade do NO enddgeno, sugerindo que na hipercolesterolemia

experimental haja alteragdo na reatividade vascular (85).

O Fator de von Willebrand (FvW) ¢é uma glicoproteina sintetizada
principalmente pelas células endoteliais, e representa um fator essencial na hemostasia
dependente do endotélio vascular. Estudos in vivo e in vitro identificaram que seus
niveis aumentavam na presenga de dano ao endotélio vascular, sugerindo que possa
representar um marcador da disfungdo endotelial. Entretanto, tais aumentos sdo
considerados inespecificos quanto a origem da lesdo no endotélio, ja que suas
concentragdes plasmaticas elevam-se em diferentes situagdes que afetam o endotélio
vascular, como o lupus eritematoso sistémico, fumo, dislipidemia, diabete melito,
hipertensdo arterial, doenga cerebrovascular, ativagdo da coagulagdo e liberagdo de

citoquinas (68-73).

Nos pacientes com DM 2 ha correlagfio entre a excre¢do urinaria de albumina,
doenga cardiovascular e disfun¢do endotelial, estimada por concentragdes do Fator de
von Willebrand. Sugere-se ainda que niveis mais elevados de albuminuria estariam
relacionados a novos eventos cardiovasculares somente na presenga de niveis
aumentados de FvW (74), servindo a disfun¢do endotelial como um elo entre

microalbuminuria e eventos cardiovasculares.

Em pacientes com diabete melito tipo 1 acompanhados prospectivamente por
Stehouwer e colaboradores, niveis do FvW mais elevados foram detectados cerca de
trés anos antes do surgimento da microalbumintria (75). Entretanto, um estudo
semelhante, com dez anos de observagdo em pacientes com diabete melito tipo 1
mostrou que os niveis de FvW apresentavam tendéncia (sem significancia) a ser mais
elevados nos pacientes que posteriormente desenvolveriam microalbuminuria, quando

comparados a controles. Considerou-se que ndo havia coincidéncia entre o surgimento



de microalbumintria e a disfun¢do endotelial quando avaliada pelos niveis de FvW

(76).

No DM 2, tém sido relatados niveis mais elevados de ET-1 e FvW, piorando
especificamente quando retinopatia esta presente (77). A correlagéo entre os niveis de
FvW e microalbumintria nos diabéticos tipo 2 ¢ ainda controversa, ndo tendo sido
encontrada em uma série relatada por Knobl e colaboradores, em 1993 (78). Ja em
outra série de pacientes com diabete tipo 2, o risco cardiovascular posterior teve
correlagdo com a microalbumintria e niveis iniciais elevados de FvW, sendo
magnificado se havia elevagdo concomitante do LDL-colesterol (74). Talvez no DM 2
a microalbuminuria possa representar na realidade um marcador bioldgico de outro
elemento (dislipidemia) que leva a um maior risco agregado (79). Por outro lado, o
seguimento ap6s 10 anos de uma coorte de pacientes com DM 2 revelou que os
fatores de risco para a mortalidade cardiovascular eram a idade, a glicohemoglobina e

o nivel de Fator de von Willebrand (80), quando avaliados por regressdo logistica.

Dislipidemia, diabete melito, insulina e aterogénese

Anormalidades nos lipides parecem ser parte integral da sindrome de
resisténcia a insulina, com ou sem diabete melito. Individuos com adiposidade central
tém HDL reduzido e niveis mais elevados de VLDL-colesterol e triglicérides, quando
comparados com controles normais ou obesos com distribuigdo periférica da gordura.
Além disso, apresentam aumento na propor¢do de particulas menores e mais densas
do LDL-colesterol. Hiperglicemia mais severa tende a acentuar estas anormalidades.
Virias observagdes sugerem que pacientes com diabete tipo 2 tém maior aterogénese
do que individuos ndo diabéticos com anormalidades semelhantes nos lipides (86,87).

Especula-se que isso possa ser atribuido a diferenga nas particulas do LDL colesterol.



Tais pacientes apresentam concentragdes mais elevadas do LDL3 (menor e mais
denso) associado a niveis maiores de triglicérides e apoB, ¢ menores do HDL
colesterol. Estas modificagdes nas particulas t€m sido atribuidas a formacio de

produtos de glicagdo avangada, agregagdo e oxidagdo associadas ao diabete (86-88).

A redugdo do colesterol com vastatinas mostrou melhora da fung¢éo endotelial
coronariana em pacientes com cardiopatia isquémica (89-91). Além disso, esta
intervengdo se associou a redugdo de mortalidade (92,93) ndo evidenciada com outras
redugdes nos lipides, de mesma magnitude, sugerindo que de fato o 6rgdo alvo para

intervengdo seja o endotélio vascular.

Estudos epidemioldgicos, pés-morte e angiograficos sugerem de forma clara
uma relagdo causal entre os niveis de colesterol e a génese da aterosclerose e
cardiopatia isquémica. Estudos experimentais mostram que este processo envolve
disfungdo endotelial ja na fase inicial da aterogénese, e mostram que ocorre tanto no
diabete como na hipercolesterolemia. Evidéncias sugerem que a insulina seja a
mediadora das alteragdes na vasodilatagdo endotélio-dependente. Este poderia ser o

evento aterogénico inicial nas situagdes de resisténcia a insulina (47).

Em suma, a Et-1 e o FvW so marcadores ndo-invasivos de disfun¢do do
endotélio vascular. No entanto, ndo ha estudos avaliando ou comparando estes
marcadores em populagdes de risco similar (pacientes hipercolesterolémicos e
individuos com DM 2 associado a dislipidemia) sem que potenciais fatores de
confusdo, como fumo, micro ou macroalbuminria e hipertensio estejam envolvidos.
O presente estudo visa investigar a fun¢do endotelial nestes grupos de individuos. o
que, além de proporcionar maior conhecimento sobre a evolugdo da doenga
aterosclerética, pode eventualmente indicar que tais ferramentas sejam futeis para
acompanhamento e monitorizagdo da disfun¢do endotelial associada a0 DM 2 e a

dislipidemia.



HIPOTESE

O grau de disfuncdo endotelial identificado nos pacientes diabéticos tipo 2
portadores de dislipidemia é maior do que nos dislipidémicos ndo diabéticos,
caracterizando-se por concentragdes mais elevadas de Fator de von Willebrand e
Endotelina-1. Ambos os grupos apresentam niveis superiores aos de controles

normais.



OBJETIVOS

Objetivo geral

Comparar o grau de disfungdo endotelial entre pacientes diabéticos tipo 2 com
dislipidemia e pacientes com dislipidemia ndo diabéticos, ambos comparados a

controles normais.

Objetivos especificos

1. Determinar o grau de disfun¢do endotelial, avaliada através dos niveis plasmaticos
do FvW, em pacientes com diabete melito tipo 2 portadores de dislipidemia e em

pacientes dislipidémicos ndo diabéticos, comparando com controles normais.

2. Determinar o grau de disfungdo endotelial, avaliada através dos niveis plasmaticos
de Et-1, em pacientes com diabete melito tipo 2 portadores de dislipidemia e em

pacientes dislipidémicos sem diabete, comparando com controles normais.



PACIENTES E METODOS

DELINEAMENTO DO ESTUDO

Este € um estudo transversal controlado, em que os fatores avaliados sd@o 0 DM
2 e a dislipidemia, sendo o desfecho a disfun¢fo endotelial, representada por maiores

concentragdes do Fator de von Willebrand e da Endotelina-1.

PACIENTES

Selecao da amostra
A populacdo em estudo constou de trés grupos de pacientes:
1. Pacientes com diabete melito tipo 2 portadores de dislipidemia
2. Pacientes com dislipidemia, nio diabéticos
3. Individuos sadios.

Os grupos foram encaminhados dos ambulatérios de Medicina Interna,
Cardiologia e Endocrinologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, de acordo com
os critérios de inclusdo e exclusdo. Eram incluidos os individuos que, apds serem
esclarecidos acerca da descri¢do geral da pesquisa, seus objetivos, exames a ser
realizados e eventual necessidade de visitas mais freqiientes ao hospital, aceitassem
fazer parte do estudo, assinando Consentimento Informado (anexo 1). Foram também
incluidos individuos identificados através de anuncio em jornal de circulag¢do estadual
e noticiario local na televisio, solicitando voluntéarios para estudo na area de diabete e

colesterol, que preenchessem as condigdes descritas.
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Critérios de inclusiio na amostra

1. Pacientes com diabete melito tipo 2, com idade entre 40 e 65 anos, indice de massa
corporal menor ou igual a 32, ndo fumantes, normotensos, portadores de
dislipidemia, sem uso de farmacos hipolipemiantes ou bloqueadores da enzima de
conversdo da angiotensina. Os critérios para o diagndstico de diabete melito tipo 2
foram fundamentados nas recomendagdes da OMS (94) ou em teste de tolerdncia a
glicose diagndstico (94). Foram incluidos os diabéticos que apresentassem
colesterol total maior ou igual a 200 mg/dl, LDL colesterol maior ou igual a 160
mg/dl ou HDL colesterol inferior a 35 mg/dl e/ou triglicérides superiores a 150

mg/dl (95).

2. Pacientes dislipidémicos, definidos como portadores de colesterol total superior a
200mg/dl e LDL-colesterol superior a 160 mg/dl ou HDL inferior a 35 mg, com ou
sem triglicérides superiores a 150 mg/dl, idade entre 40 e 65 anos, normotensos,
ndo fumantes, indice de massa corporal igual ou inferior a 32, tendo realizado teste
de tolerdncia oral a glicose normal, sem uso de farmacos hipolipemiantes ou

bloqueadores da enzima de conversdo da angiotensina .

3. Controles normais: individuos sadios, normotensos, ndo fumantes, sem
dislipidemia, com indice de massa corporal inferior a 32, com teste de tolerancia oral

a glicose normal.



Critérios de exclusio da amostra

Foram excluidos pacientes com perda de fungdo renal (creatinina superior a
1.5 mg/dl), histéria de retinopatia diabética, evento vascular nos ultimos seis meses
(angina, infarto do miocérdio, acidente vascular encefalico, obstrugdo arterial aguda),
insuficiéncia cardiaca ou qualquer outra doenga associada. Foram também excluidos
pacientes que apresentassem microalbumintria, em amostra casual de urina estéril,

definida como razdo albumina/creatinina (g/g) superior a 17 (96).

METODOS

Coleta de dados e exame clinico

Apo6s a inclusdo, os pacientes responderam a um questionario (anexo 2) que
avaliou idade, farmacos em uso, historia familiar de diabete melito e tempo de
evolugdo da doenga. A pressdo arterial foi verificada em esfigmomandmetro de
mercurio com o paciente sentado, apés 15 minutos de repouso, sendo excluidos
aqueles que apresentassem niveis superiores a 140 mmHg de PA sistélica e 90 mmHg
de PA diastélica apds trés verificagdes separadas com intervalos de 5 minutos. Foram
realizadas aferi¢des do peso e altura em balanga antropométrica (Filizola), sem
sapatos € com roupas leves. O IMC foi calculado pela equagdo IMC= Peso(Kg) /

Altura® (m).

Os pacientes também responderam a dois questionarios: Questionario Rose

(OMS) para a avaliagdo de sintomas cardiovasculares (97) ¢  questionario



padronizado para aferir sintomas de neuropatia (anexos 3 ¢ 4). Foram avaliados pulsos
centrais e periféricos (tibiais posteriores e pediosos), sensibilidade vibratéria
(diapasd@o de 128 ciclos/s) em membros superiores e inferiores e presenga ou auséncia
de cianose, ceratose plantar e palidez na elevagdo dos membros inferiores, sempre

pelos mesmos examinadores.

Vasculopatia periférica foi definida pela diminui¢do dos pulsos periféricos
e/ou claudicag@o intermitente no Questiondrio Rose, e cardiopatia isquémica pela
historia de dor anginosa ou infarto no passado, no mesmo questionario. Neuropatia
periférica foi definida pela redugdo da sensibilidade vibratdria, testada em terceiro
digito das mdos e junto ao maléolo externo com diapasdo de 128 ciclos, e/ou auséncia

de reflexos aquileu e patelar.

Avaliagiio laboratorial

A avalia¢do laboratorial foi realizada no Laboratério de Patologia Clinica do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre, segundo as técnicas de rotina. Foram medidos

no soro ou plasma:
e glicose de jejum (método glicose-oxidase)
e creatinina (método de Jaffé)

e colesterol total e fragdes (método enzimdtico colorimétrico, soro congelado
e estocado, dosagem em tempo tnico para toda a amostra ). VLDL e LDL

calculados pela formula de Friedwald (1972). Quando os triglicérides
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apresentaram niveis maiores ou iguais a 400 mg/dl, ndo foi calculado o

LDL.
e fibrinogénio (imunoturbidimetria)
e frutosamina (método colorimétrico)

e insulina (RIE-laboratério Cis, France, C variacdo intra-ensaio

5,9%,variacdo inter- ensaio 7,9%)

e peptideo C (RIE-Laboratério DPC, coeficiente de varia¢do intra-ensaio

7,2%; inter-ensaio 7,8%)

e glicohemoglobina (cromatografiia de alta performance), realizada no

Laboratorio Weinmann, imediatamente apds a coleta.

Foi realizada tipagem ABO para posterior aferi¢do de interferéncia com o

FyW (98).

A urina foi congelada para posterior analise, sendo verificados leucocituria e
nitritos e dosadas creatinina urindria (método de Jaffé cinético) e albuminuria

(imunoturbidimetria, varia¢@o intra-ensaio 10,2% e inter-ensaio 11,8%).

Todos os pacientes que ndo se sabiam diabéticos realizaram teste oral de
tolerancia a glicose, com dosagem da glicemia em jejum e apos 120 minutos,
mantendo-se sentados, com repouso nos minutos que precederam a ingestdo e ao

longo do teste.
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Dosagem do FvyW

Os pacientes realizaram a coleta em jejum de 12 horas, apés 30 minutos em
repouso sentados, sem garroteamento, na veia antecubital. O sangue foi centrifugado e
0 plasma mantido congelado a B/ e para analise em tempo Unico, sem que 0s
examinadores identificassem as amostras em relagdo aos grupos avaliados. A
dosagem do Fator de von Willebrand foi realizada pelo método imunoenzimatico

(ELISA), Laboratério Asserachrom-Diagnostica STAGO, FRANCE.

Dosagem da Endotelina-1

A coleta foi realizada em jejum de 12 horas apds repouso com os pacientes
sentados durante 30 minutos, sem garroteamento, na veia antecubital. O sangue foi
centrifugado e mantido estocado a -70°C, para posterior anélise Ginica, sem que os

examinadores identificassem as amostras em relag@o aos grupos avaliados.

Extracdo da Endotelina-1:

O plasma foi diluido (0,5ml de plasma + 0.75 ml de solvente) em um solvente
de extragdo composto por acetona, agua e acido cloridrico, e posteriormente
centrifugado em centrifuga refrigerada a 3°C. O sobrenadante foi decantado em tubo
de polipropileno e procedida a extragdo, em centrifuga de evaporagdo - no Centro de
Biotecnologia-UFRGS - por um periodo de 4 a 5 horas, a 37° C. Os ensaios foram
realizados imediatamente pelo método imunoenzimatico (ELISA - R&D Systems,

USA - variagdo intra-ensaio 4,2%, variagdo inter-ensaio 5,1%).
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ANALISE ESTATISTICA

As varidveis continuas com distribui¢do normal foram descritas através da
média aritmética, desvio padrdo e intervalo (minimo - méaximo). As varidveis que nao
apresentaram distribuigido normal foram descritas pela mediana e intervalo (minimo -
maximo), e por graficos de caixas. Os valores foram comparados através do teste de
Kruskal-Wallis, sendo realizada posterior corre¢do post-hoc pelo método de

Bonferroni (99).

Os valores de p estdo apresentados nas tabelas, bem como o teste utilizado em

cada caso. Foram considerados significativos valores de p inferiores a 0,05.

Para controle das variaveis de confusdo foi realizada regressdo logistica com
analise bruta e multivariada, sendo expressas as categorias de referéncia
(representadas pelas medianas) e as razdes de chance nas tabelas, com seus intervalos
de confianga (100,101). O banco de dados foi elaborado no programa Epi-info 6.0 e a

analise estatistica foi realizada no programa SPSS for Windows.

ASPECTOS BIOETICOS

Todos os participantes do projeto foram entrevistados individualmente e
esclarecidos acerca da justificativa, objetivos e procedimentos envolvidos na pesquisa.
Foram incluidos aqueles que aceitaram participar do trabalho, assinando
consentimento informado, sendo garantidos sigilo e confidencialidade dos dados

obtidos.
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consentimento informado, sendo garantidos sigilo e confidencialidade dos dados

obtidos.

Os pacientes foram informados em entrevista individual sobre os resultados de
seus exames e avaliagdo metabdlica, sendo orientados e encaminhados para
tratamento no HCPA ou servigo médico em que ja mantivessem acompanhamento

prévio.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do HCPA.
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RESULTADOS

Caracteristicas clinicas da populacio estudada

Foram arrolados 99 individuos que preencheram os critérios clinicos de
inclusdo. Destes, 13 apresentaram diminuig¢@o da tolerdncia a glicose no TTG oral, e
11 tinham classificagdo ndo representativa nas dosagens dos lipides, como
hipertrigliceridemia isolada, colesterol LDL ou colesterol total limitrofes, sendo
excluidos da andlise para que os grupos ficassem claramente representados. Assim, a

popula¢do efetivamente pesquisada foi de 75 pacientes.

A tabela I descreve as caracteristicas clinicas dos grupos. Observa-se que os
grupos diferiram com relagdo a idade, indice de massa corporal e pressdo arterial

sistolica (Tabela I).

Freqliéncia das complicacdes cronicas na amostra

A figura 1 apresenta as distribuigdes de vasculopatia, cardiopatia isquémica e
neuropatia nos grupos. Dos 75 individuos, 10 apresentavam vasculopatia (13,5%),
sendo 8 no grupo dos diabéticos e 2 nos dislipidémicos. Esta diferenga foi
significativa. Em relagdo a presenga de cardiopatia isquémica, também havia 10
individuos com critérios positivos (6 diabéticos,3 dislipidémicos e 1 controle), mas
ndo houve diferenca significativa entre os trés grupos. Neuropatia periférica teve
distribui¢do exclusiva no grupo dos diabéticos, acometendo 7 dos 35 individuos, com

significincia estatistica quando comparado com os dislipidémicos e controles. Em
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relagdo a histéria familiar de diabete melito também houve maior freqiiéncia no grupo
dos pacientes diabéticos em relagdo aos controles (p<0,05), e ndo quando comparados

aos dislipidémicos (dados ndo apresentados).

Caracteristicas laboratoriais da popula¢ao estudada

A excre¢do urindria de albumina, avaliada em amostra casual de urina estéril,

nao apresentou diferenga entre os 3 grupos, mesmo quando corrigida para a excre¢io
L A A -~ + . A H as o
urinaria de creatinina. N@o houve diferenga na freqiiéncia de grupo sangiiineo O

entre diabéticos, dislipidémicos e controles.

Houve diferenga na glicemia dos diabéticos em relagdo aos demais grupos,
bem como insulina e glicohemoglobina. O peptideo C dos pacientes diabéticos e dos

dislipidémicos foi diferente dos controles, bem como o fibrinogénio (Tabela II).

Os grupos diferiram em relagdo ao perfil lipidico (Tabela III). Observa-se que
o colesterol total foi comparavel entre os pacientes com diabete melito tipo 2
dislipidémicos e os dislipidémicos ndo diabéticos, e diferente, como seria esperado
pelo delineamento, em relagao aos controles. Ndo houve diferenga entre os grupos nos
niveis do HDL-colesterol. A diferenga maior estd na expressdo da dislipidemia, que,
nos pacientes com DM 2, ocorre predominantemente as custas do VLDL-colesterol,

enquanto nos dislipidémicos as custas do LDL-colesterol.



Tabela I. Caracteristicas clinicas da amostra.

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
Diabéticos com Dislipidémicos Controles pt
dislipidemia
n=35 n=21 n=19
Idade 56 4 5%* ¥ e 45+ 4 0.01
(anos) (45-65) (41-65) (40-58)
Sexo 17/18 5/16 6/13 NS
(F/M) '
IMC 28,4 £ 3,6 2712432 242427 0.01
(Kg/mz) (23-32) (21-31) (21-29)
PAS 130,7 £ 11,2*% 121,8 + 11,2 122,5+9,3 0.04
(mmHg)  (100-140) (100-140) (104-140)
PAD 76,9+ 7.5 74,9 + 6,8 12,5% 7,1 NS
(mmHg) (54-90) (60-86) (60-82)

Os valores sdo mostrados como média + desvio padrdo, com valores minimo e maximo entre
parénteses.Os asteriscos * situam as diferengas na corregdo post-hoc.

Sexo: F=feminino; M=masculino

NS: ndo significativo (p>0,05)

PAD : Pressdo arterial diastdlica

PAS: Pressdo arterial sistolica

IMC: indice de massa corporal

§ Teste: ANOVA
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p<0,05

25-|

20+

Freqiiéncia da complicacio (%)

Vasculopatia

Coronariopatia

Neuropatia

B Grupo 1 - DM 2 e dislipidemia
E Grupo 2 - Dislipidemia
OGrupo 3 - Controles

Figura 1. Freqiiéncia das complicagdes cronicas - vasculopatia, cardiopatia
isquémica e neuropatia periférica - nos grupos estudados. O gratico mostra a
percentagem de individuos acometidos em cada grupo. NS = ndo significativo

(p>0,05). Teste: Kruskall-Wallis.



Tabela II. Caracteristicas laboratoriais da amostra.
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Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
Diabéticos com Dislipidémicos Controles pt
dislipidemia
n=35 n=21 n=19
Glicose em 150 88 83 <0,0001
jejum (104 - 206) (69 - 118) (60 -112)
(mg/dL)*
HbAc (%)* 7,0 4,3 4,0 <0,0001
(3,0-15,8) (2,6 - 6,6) (3,0-4,6)
Creatinina 0,86 £ 0,15 0,80 £ 0,11 0,80+ 0,14 NS
(mg/dL)F
Fibrinogénio 334 300 270 0,05
(mg/dL)* (102 - 538) (179 - 482) (123 - 403)
Insulina 14,4 7,6 7,0 0,001
(Ul/ml)* 4,9 -51,1) (2,0-19,7) (1,0-19,8)
Peptideo C 2,6 2,1 1,7 0,02
(ng/ml)* (0,6 - 6,5) (0,8 - 5,0) 0,8-3,7)
EUA (g/g)* 4,8 4,6 4,2 NS
(3,7-16) (3,8-11,2) (3,5-16,9)

* Mediana, com intervalo (minimo - maximo) entre parénteses. Teste Kruskall-Wallis

+ Média + desvio padrdo, com intervalo entre parénteses.  § Teste: ANOVA

NS: ndo significativo (p=0,03)
HbA1C: Glicohemoglobina

EUA : Excre¢do urindria de albumina



Tabela III. Descri¢do do perfil lipidico dos grupos

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 p
Diabéticos com  Dislipidémicos  Controles
dislipidemia
Colesterol total 225 ° 2478 167 <0,0001**
(mg/dl)* (154-335) (200-457) (127-199)
HDL colesterol 44 47 48 NS **
(mg/dl)* (28-60) (24-59) (36-109)
LDL colesterol 15046 ° 200443 ¥ 98430 <0,00013
(mg/dl)t (123-239) (161-357) (18-130)
Triglicérides 179 % 128°% 75 <0,0001**
(mg/dl)* (133-533) (40-260) (35-146)

* Valores sdo mostrados como mediana com intervalo minimo e méximo entre parénteses.

T Valores mostrados como média * desvio padrdo, com intervalo minimo € maximo entre parénteses.
** Teste: Kruskall-Wallis

I Teste: ANOVA.

NS: ndo significativo (p>0,05).

§ Indicaa diferenga entre os grupos na corregdo post hoc

# n= 34 pacientes
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Marcadores ndo-invasivos de disfun¢io endotelial na amostra

Fator de von Willebrand

A dosagem do Fator de von Willebrand foi realizada sob mascaramento, com
amostras em duplicata e triplicata, com o mesmo pipetador, em tempo tunico. O

controle interno do ensaio mostrou uma variagdo maxima entre as duplicatas de 20%.

No grupo dos pacientes diabéticos, os niveis do FvW apresentaram uma
mediana de 185,9%, nos dislipidémicos de 168,2% e nos controles de 129,6%. A
diferenga foi significativa apenas entre os pacientes com DM2 em relagdo aos

controles (p=0,02).

A figura 2 mostra os valores do FvW nos trés grupos avaliados.

Endotelina-1

A dosagem da endotelina-1 foi realizada sob mascaramento, com amostras em
duplicata e triplicata ,com o mesmo pipetador, em tempo tnico. O controle interno do

ensaio mostrou uma variagdo maxima entre as duplicatas de 15%.

Diferentemente do encontrado com o FvW, os valores apresentaram uma
diferenca mais pronunciada entre os grupos: a mediana nos pacientes diabéticos foi de
1,61 pg/ml, enquanto nos dislipidémicos foi de 0,91pg/ml e nos controles 0,68pg/ml
(p=0,00008).

A figura 3 mostra os valores da Et-1 nos trés grupos avaliados.
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Figura 2. Niveis de Fator de von Willebrand (%) nos trés grupos. Os valores sdo
expressos como mediana e quartis 25% e 75%. O valor de p ¢ indicado (teste

Kruskall-Wallis), com corre¢do post-hoc indicada por linha continua.
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Figura 3. Niveis de Endotelina-1 (pg/ml) nos trés grupos. Os valores sdo expressos
como mediana e quartis 25% e 75%. O valor de p € indicado (teste Kruskall-Wallis) e

a correc¢do post-hoc indicada por linha continua.



Ajuste para as varidveis de confusiio entre os grupos

Uma vez que os grupos apresentaram diferengas entre algumas caracteristicas
clinicas e laboratoriais, foi realizado controle para as variaveis de confusdo, através de
regressdo logistica multipla, tanto para a Endotelina-1 como para o Fator de von
Willebrand (tabelas IV e V). As tabelas mostram a equac¢do de regressdo, com o
coeficiente B das varidveis na equagdo, o grau de significancia p, a razdo de chances

e o intervalo de confianga para as variaveis significativas no modelo.

Para categorizagdo das variaveis idade, pressdo arterial sistolica, indice de
massa corporal e insulina, a categoria de referéncia para entrada no modelo de
regressdo utilizada foi a final. Ja para os grupos, a categoria foi inicial, categorizando-
se doenga de base em trés grupos, do mais expresso ( diabete associado a
dislipidemia) ao menos (controles normais).Observa-se que a idade, indice de massa
corporal, insulina e fibrinogénio ndo foram determinantes da diferenca entre os niveis
de Et-1 e FvW entre os grupos. Deve-se mencionar que o fibrinogénio alcangou um

grau de significancia de 0,08 na equagdo de regressao para o FvW.



Tabela IV. Fator de von Willebrand ajustado para as varidaveis clinicas e
laboratoriais entre os trés grupos

Varikvel B RC (1C95%) 2
DM2+ 2,011 7.47 (1,38 — 40.53) 0.0197
dislipidemia

Dislipidemia 1,993 734 (131 —41,16) 0,023

Variaveis incluidas no modelo: Idade, IMC, PAS, Insulina e Fibrinogénio.*

A categoria de referéncia para doenga basica foi a primeira ( DM2+ dislipidemia ), comparado com a
segunda( dislipidemia) e controles.

Os valores sdo expressos como razdo de chances (RC), com intervalo de confianga de 95% (CI 95%)
entre paréntese.

IMC = indice de massa corporal.

B = indice beta, da equagdo de regressio

Valores de p<0,05 sdo descritos.

* p=0,08
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Tabela V. Endotelina-1 ajustada para as varidveis clinicas e laboratoriais entre
os trés grupos

Varidvel B RC (IC95%) )
DM2 4 3,80 44,7 (5,56 — 353.42) 0,0003
dislipidemia

Dislipidemia 1,1 3,0 (0,53 -17,01) 0,21

Varidveis incluidas no modelo: Idade, IMC, PAS, Insulina e Fibrinogénio.

A categoria de referéncia para doenca bésica foi a primeira ( DM2+ dislipidemia ), comparado com a
segunda( dislipidemia) e controles.

Os valores sdo expressos como razio de chances (RC), com intervalo de confianga de 95% (CI 95%)
entre paréntese.

IMC = indice de massa corporal.

B = indice beta , da equagdo de regressdo

Valores de p<0,05 sdo descritos.



DISCUSSAO

Nesse estudo demonstramos que pacientes com DM 2 e dislipidemia
apresentam maior grau de disfung@o endotelial, avaliada de forma ndo-invasiva pela
aferi¢do dos niveis da Endotelina-1, comparados com pacientes dislipidémicos nio
diabéticos e controles normais. Estes dados sugerem que algum fator especifico do
meio diabético (que a Et-1 pode representar) possa contribuir para um maior grau de
disfungdo endotelial. Por outro lado, ndo encontramos diferenga significativa nos
niveis destes marcadores (tanto a Et-1 como o FvW) entre pacientes dislipidémicos e
controles normais, diferente do que presumiamos. A disfun¢do endotelial, quando
avaliada através do FvW, foi maior no grupo dos pacientes com DM 2 dislipidémicos
apenas quando comparados com os controles normais. Ndo encontramos diferengas

nos niveis do FvW entre dislipidémicos e pacientes diabéticos com dislipidemia.

Caracteristicas clinicas da amostra e possiveis vieses

Deve-se levar em consideragdo fatores de nossa amostra que possam haver
influenciado os resultados encontrados. Poderiamos lembrar potenciais vicios
associados a sele¢do da amostra, utilizagdo de questionarios, classificagdao de
cardiopatia isquémica, vasculopatia e presenga de neuropatia em alguns dos
diabéticos. Por outro lado, tivemos o cuidado de seguir um questionario objetivo ja
validado em estudos anteriores para a classificagdo de doenga vascular ¢ coronariana.

Em nosso trabalho, o diagndstico de coronariopatia pelo questionario Rose poderia ser
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questionado, mas trabalhos avaliando concentragdes da Endotelina-1 em pacientes
dislipidémicos e diabéticos tém sido realizados até mesmo sem avaliar a presen¢a ou
auséncia de coronariopatia (25), ou utilizando, como nds, apenas questionario
(108,115) e, eventualmente, eletrocardiograma em repouso (26,83,106,116).

Entretanto, uma estratificagdo mais precisa da doenga isquémica seria desejavel.

Igualmente o exame clinico foi realizado de forma padronizada sempre pelos
mesmos examinadores, com um questionario sistematizado para avaliar a presenca de

neuropatia.

Os nossos pacientes com diabete tipo 2 eram mais velhos e apresentavam
indice de massa corporal mais elevado em relag@o aos demais grupos, o que poderia
determinar por si s6 maior disfung¢io endotelial. Entretanto, na andlise multivariada, a
idade e o indice de massa corporal ndo determinaram risco para elevagéo do FvW e da
ET-1. Talvez a idade mais elevada possa se associar a maior resisténcia a insulina e
dano ao endotélio, mas o exato papel da idade neste contexto ainda é controverso
(117-119). Os pacientes diabéticos apresentaram também niveis de pressao arterial
sistlica maiores do que dislipidémicos e controles. Essa diferenca foi significativa do
ponto de vista estatistico, mas ndo parece ter relevancia clinica, uma vez que ser
normotenso era critério de inclusdo - os hipertensos eram excluidos. Por outro lado,
estudos experimentais mostram que a vasodilatagdo endotélio-dependente pode ser

modulada pelos niveis de pressao arterial sistélica (87), mas ha controvérsias (120).

Reaven e colaboradores (87) demonstraram que ha uma correlagdo negativa
entre o didmetro da particula LDL e os niveis presséricos em uma populagdo
normotensa. Assim, um maior grau de disfungdo endotelial poderia estar associado a
essa diferenga pressorica e influéncias na conformagdo dos lipides, com maior

potencial de oxidagdo e aterogénese, e nio ao diabete em si.
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O uso de terapia de reposi¢do hormonal também poderia ser um fator a alterar
os resultados (121). Entretanto, de acordo com os questiondrios, dos 99 pacientes
apenas 3 estavam em uso de estrégenos, uma paciente em cada grupo (dados nio
apresentados). O proprio delineamento garante a exclusdo de outros farmacos que
poderiam estar confundindo os resultados, como insulina, bloqueadores da enzima de

conversdo da angiotensina ou hipolipemiantes.

A presenga de cardiopatia isquémica poderia ser um fator de confuséo para os
resultados. Em nosso estudo, ndo houve diferenga estatisticamente significativa na sua
freqiiéncia entre os trés grupos, ainda que maior nos diabéticos. E esperado que
individuos ja com doenga aterosclerdtica estabelecida apresentem niveis mais
elevados de Et-1 (35,56,112,122). Encontramos apenas um estudo transversal,
comparando os niveis de Endotelina-1 entre diabéticos tipo 2 com doenca
macrovascular, cardiopatas isquémicos sem diabete e controles normais, que nao
encontrou diferenga entre os trés grupos, mas parece ser o tnico até o0 momento (123).
Talvez esse achado discrepante possa se dever a caraceristicas daquele trabalho, como
ndo realizagdo de teste de tolerdncia a glicose nos isquémicos sem diabete, por
exemplo, e um ntmero pequeno de pacientes no grupo controle. Além disso, chama a
atengdo o fato dos niveis da Endotelina-1 nos controles apresentarem uma média

superior a dos isquémicos e dos diabéticos.

Um possivel viés para nossos resultados decorre também da maior prevaléncia
de vasculopatia no grupo dos diabéticos. Isto poderia determinar um aumento nos
marcadores de disfung¢@o endotelial atribuivel ao diabete, embora ndo haja maiores
dados sobre vasculopatia isoladamente elevando os niveis destes marcadores de
disfungdo endotelial, e até um estudo mostrando que a sua presenga ndo altera o ritmo

da secregdo de Endotelina-1 (113).
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Endotelina-1 e Fator de von Willebrand

Ao escolhermos dois marcadores nao-invasivos para aferir o grau de disfunc¢io
endotelial entre os trés grupos distintos de pacientes, desejamos observar se o
comportamento da Et-1 e do FvW move-se em uma dire¢do idéntica, ¢ se ha
caracteristicas que os diferencie. Embora nosso trabalho ndo investigue os aspectos
relacionados ao mecanismo de a¢do dos marcadores envolvidos no dano endotelial,
algumas consideragdes podem ser levantadas justificando talvez nossos achados. Em
nossos dados, houve uma expressdo bem mais clara da diferenga entre os grupos com
a Et-1 do que com o FvW. Considerando que ambos refletem disfun¢do endotelial,
cabe especular a que fatores poderia ser atribuida esta diferenca. Talvez o FvW reflita
mais os aspectos do endotélio relacionados a trombogénese, e a Endotelina-1, por sua
potente acdo vasoconstritora, represente predominantemente diferengas relacionadas
ao tonus vascular (35,102). Ou, encontramos maior expressao da Et-1 por haver, de
fato, um efeito mais claro da modulagéo que a insulina representa no endotélio, e que
nossos pacientes com DM 2 refletiriam de forma mais clara? Neste sentido, foi
demonstrado experimentalmente que a insulina estimula a produgdo e secre¢do de

Endotelina-1 pelas células endoteliais (104).

Em nosso trabalho, os pacientes portadores de diabete melito tipo 2 e
dislipidemia apresentaram niveis mais elevados de Endotelina-1, tanto quando
comparados a pacientes com dislipidemia sem diabete como quando comparados com
individuos controle. Esse achado tem paralelo com a demonstragio de alteragdo na
vasodilatagiio endotélio-dependente em pacientes com DM 2, avaliada pela resposta a
infusdo de acetilcolina (26,105). Ferri e colaboradores mostraram que individuos com
DM 2 normotensos tinham niveis mais elevados de Et-1 durante clamp euglicémico

hiperinsulinémico. Com isso, sugerem que a Endotelina-1 possa exercer efeitos
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negativos na sensibilidade a insulina nos tecidos-alvo. Assim, tanto o aumento na
secregdo de insulina como a liberagdo de Endotelina-1 associada aquela poderiam ser

agentes que favorecessem o desenvolvimento da vasculopatia diabética (106).

Em 1990, Takahashi e colaboradores ja haviam descrito niveis de Et-1 mais
elevados em pacientes diabéticos quando comparados a controles normais (58). Da
mesma forma, Morise e colaboradores mediram os niveis de Endotelina-1 e Fator de
von Willebrand em diabéticos tipo 2 comparando com controles normais.
Consideraram que havia uma correlagdo positiva entre os niveis do FvW e Et-1.

sugerindo que reflitam o dano endotelial no diabete melito (77).

Insulina, triglicérides e fibrinogénio

Niveis aumentados de Endotelina-1 tém sido relatados em varios estados de
resisténcia a insulina, como a obesidade, a hipertensio, o diabete gestacional, além do
diabete tipo 2, permitindo a especulagdo de que talvez esse peptideo seja na realidade
um fator contribuinte para a sindrome de resisténcia a insulina. Em estudos com
clamp, observou-se que o captopril reduzia os niveis da endotelina quando comparado

com placebo, e melhorava a sensibilidade a insulina (104,106).

Nossos achados poderiam ser explicados por uma maior modulagdo da
insulina para a Et-1, ja que encontramos significincia apenas para os seus niveis. ¢
ndo para os do FvW, quando comparamos os pacientes diabéticos com os
dislipidémicos. Além disso, na andlise multivariada para controle da diferenga dos
niveis de Et-1 entre os grupos, encontramos significancia para o peptideo C

(refletindo a atividade secretdria de insulina pelas células beta do pancreas)(107) e os



triglicérides (p=0,03) que, associados a insulina, sdo indutores da liberagdo de
Endotelina-1(108) .Ja para o FvW, a andlise demonstrou apenas uma tendéncia para o
fibrinogénio (p=0,06). Um estudo de Piatti e colaboradores (108) sugere que
triglicérides e insulina elevados sejam indutores diretos da libera¢do de Endotelina-1,
e poderiam inclusive ter papel na patogénese da hipertensdo e doenga cardiovascular
na sindrome metabolica. Um dado importante a ser mencionado ¢ o fato da
dislipidemia do diabete ser mais freqlientemente caracterizada por elevagdes dos
triglicérides totais e VLDL, além de HDL baixo. Os triglicérides tém associagdo com
o controle metabdlico (correlacionam-se com a glicohemoglobina), e tém sido
considerados um fator de risco independente para doenga vascular no diabete tipo 2
(105). Além disso, os triglicérides elevados tém sido associados a um menor tamanho
das particulas LDL nos diabéticos tipo 2, mais aterogénicas (105). Talvez essa possa
ser uma explicagdo concomitante para um maior nivel de Et-1, e merece ser melhor

averiguada em estudos futuros.

Quanto ao fibrinogénio, vérios estudos tém demonstrado que é um fator de
risco independente para doenga cardiovascular, tendendo a agir de forma sinérgica
com a hipercolesterolemia e hipertensao (109). Ha uma associagdo entre o
fibrinogénio, a glicohemoglobina e a excregdo urindria de albumina em pacientes com
DM 2 (110), sugerindo que seja de fato um marcador de risco cardiovascular no
diabete. A relagdo entre disfungdo endotelial e fibrinogénio elevado nos diabéticos

ainda necessita ser melhor esclarecida .

Lipides e disfun¢io endotelial

Nio encontramos diferenga nos niveis de Endotelina-1 e Fator de von

Willebrand entre pacientes dislipidémicos e controles, ao contrario dos achados nos
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pacientes com DM 2. Nosso grupo de dislipidémicos era claramente representado -
todos tinham que apresentar colesterol total superior a 200 mg/dl acompanhado por
HDL diminuido ou LDL superior a 160 mg/dl. Assim, a auséncia de diferen¢a nio
pode ser atribuida a dilui¢do da dislipidemia dentro do grupo. Os estudos invasivos
demonstram de forma clara a relag@o entre hipercolesterolemia e disfun¢do endotelial
(49), inclusive sugerindo uma relagdo inversa entre os niveis de LDLcolesterol e
vasodilatagdo endotélio-dependente (45). Ja estudos com marcadores ndo-invasivos

$40 poucos.

Arendt e colaboradores (84), encontraram niveis mais elevados de Endotelina-
1 em 43 pacientes com dislipidemia, com e sem coronariopatia, quando comparados
com 29 controles normais. Embora os niveis mais elevados fossem encontrados nos
dislipidémicos cardiopatas, ainda assim houve diferenga entre dislipidémicos sem
cardiopatia e controles normais. Também Mangiafico e colaboradores encontraram
em um grupo menor de pacientes - 8 em cada grupo - niveis mais elevados de
Endotelina-1 associada a hipercolesterolemia quando comparada a controles normais
(83,111). Nesse ultimo trabalho, a semelhanga de nossos pacientes, a diferenca

principal foi nos niveis do LDL-colesterol, ja que o HDL era idéntico nos dois grupos.

Apesar de alteragdo na vasodilatagdo dependente do endotélio estar ja definida
na presenca de hipercolesterolemia (32,48,102,112), ha poucos trabalhos avaliando
marcadores ndo-invasivos. Desta forma, acreditamos que o comportamento da
Endotelina-1 e do Fator de von Willebrand ainda precise ser melhor estudado nas
diferentes situagdes de risco. Tarquini e colaboradores dosaram a Et-1 ao longo do
tempo em 72 individuos (113), e realizaram andlise multifatorial avaliando diferentes
fatores de risco para a elevag@o circadiana de seus niveis, como diabete melito.
hipercolesterolemia, hipertensdo arterial, idade, fumo e vasculopatia. Encontraram
uma média ajustada para o ritmo de liberagdo do peptideo mais elevada no diabete e

na doenga vascular, e uma maior amplitude de variagdo circadiana apenas no
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primeiro. Ndo foram significativas as variagdes circadianas da endotelina para os
demais fatores de risco, inclusive elevagdo do colesterol total e LDL-colesterol. Ja
Haaz (81) encontrou niveis mais elevados da Endotelina-1 em pacientes com
hipercolesterolemia em relagdo a controles. Além disso, encontrou correlag@o positiva
entre a aproproteina B e a endotelina apenas nos fumantes. Nao houve correlagdo
entre a endotelina e os triglicérides, a idade ou o sexo. Com relagdo a Endotelina-1 e
lipides, Ferri e colaboradores (67) encontraram niveis mais elevados em pacientes
hipertensos com hiperlipidemia, mas associada a baixa tolerdncia a glicose. Nestes
pacientes, encontraram inclusive uma correlag@o direta entre os niveis da insulina em

jejum e a Endotelina-1.

Em relagdo a interven¢des, pode-se mencionar também a melhora da
vasodilatagdo endotélio-dependente em diabéticos tipo 2 apds a administra¢do de
vitamina C (114). Este é um trabalho que avaliou de forma invasiva a resposta do
endotélio a metacolina, e mostrou melhora com a infusdo aguda de vitamina C apenas
nos diabéticos, sem mudanga nos controles. Sugerem com isso que a reatividade
vascular alterada do diabete tenha uma relagdo com a ag@o de radicais oxidantes e

possa ser revertida.

Limitacdes do estudo

Além do que ja citamos acerca de uma melhor -caracterizagdo de
coronariopatia, uma limitagdo de nosso trabalho foi ndo ter avaliado nos pacientes a
razao cintura-quadril. Seria uma aferi¢do simples que teria acrescentado informagdes

importantes acerca das anormalidades metabdlicas que estamos estudando. Da mesma
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forma, avaliamos o insulinismo pela concentragdo basal de insulina e do peptideo-C, o
que ndo permite maiores conclusdes sobre o nivel absoluto da secregdo de insulina
nestes pacientes (124,125), embora niveis elevados de insulina no jejum tenham

apresentado, em estudos populacionais, uma correlagdo com risco cardiovascular

(40,41,125).

Consideragdes metodolégicas e outros estudos

Ao se avaliar disfun¢do endotelial, devemos ter em mente que o padrao-ouro
para sua aferi¢do ¢ a verificagdo da vasodilatagdo endotélio-dependente (pds-infusdo
de acetilcolina ou hiperemia reativa), comparada com as respostas a infusdo de
nitrato, endotélio-independente, inicialmente realizados em estudos experimentais in
vitro ¢ com animais (35,102). Estes estudos sdo realizados via de regra com
pletismografia e instilagdo de farmacos intra-arteriais ou compressdo de vasos e
administragdo de nitrato sublingual, aferindo didmetros intra-arteriais através de

doppler de alta resolugdo (103). Assim, sdo caros e tém dificil aplicabilidade clinica.

E interessante mencionar um trabalho que demonstrou alteragdo na
vasodilatagdo, tanto em resposta a infusdo de acetilcolina como de glicerilnitrato em
diabéticos. McVeigh e colaboradores (105) compararam pacientes com DM 2 ¢
controles sadios na resposta da vasculatura do antebrago a infusdo de acetilcolina e
posterior bloqueio com N-monometil-L-arginina (L-NMMA), bem como a infusdo de
glicerilnitrato  (endotélio-independente). Encontraram alteragdo nas repostas
vasodilatadoras dos diabéticos, tanto dependentes do endotélio quanto convencionais,

quando comparados com individuos normais.
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Ja Enderle ¢ colaboradores, mais recentemente, (103) avaliaram a fung¢do
endotelial através da comparagdo entre os fluxos, por doppler de alta resolucio,
aferindo a vasodilatagdo independente e dependente do endotélio. Foram estudados
diabéticos tipo 1 sem complicagdes, diabéticos tipo 2 com complicag¢des cronicas e

controles sadios. Foi encontrada disfun¢@o endotelial apenas nos diabéticos tipo 2.

Nossos dados estdo em consondncia com estudos invasivos e ndo-invasivos
que demonstram disfungdo endotelial no diabete tipo 2. Acreditamos que a
metodologia que empregamos presta-se a responder a varias indagagdes sobre o
comportamento do endotélio frente aos fatores de risco, seja em estudos
intervencionais ou observacionais, sem a necessidade de técnicas mais caras e

requintadas ou de métodos invasivos, com maior risco para os pacientes e controles.

Em conclusdo, os dados apresentados evidenciam que pacientes diabéticos tipo
2, sem uso de insulina, ndo fumantes, sem microalbumindria, tém maior grau de
disfungdo endotelial, representada pela elevagdo dos niveis de Et-1 no plasma, quando
comparados a pacientes hipercolesterolémicos e a controles normais. Essa diferenca
se mantém mesmo quando controlada para a idade e indice de massa corporal. Em
nossa amostra, os niveis de peptideo C e dos triglicérides determinam maior risco para
a diferenga na secre¢do de Endotelina-1, mas ndo do Fator de von Willebrand. Ao
contrario de nossa hipotese, ndo encontramos diferenga significativa nos niveis de
Endotelina-1 e Fator de von Willebrand entre dislipidémicos e controles normais.
Como marcador ndo invasivo de disfung@o endotelial, o FvW apresentou diferenca
significativa apenas entre os pacientes com DM 2 e dislipidemia em rela¢do aos
controles. Especula-se que a Endotelina-1 possa refletir mais os efeitos da insulina ou

de algum fator especifico do diabete tipo 2 sobre a fungéo endotelial.
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CONCLUSOES

Pacientes dislipidémicos portadores de diabete melito tipo 2 apresentam maior
grau de disfungdo endotelial quando comparados a pacientes com dislipidemia

ndo-diabéticos e a controles sadios.

O grau de disfungdo endotelial, avaliado através dos niveis plasmaticos do Fator
de von Willebrand, é maior em pacientes dislipidémicos com diabete melito tipo 2
apenas quando comparados a controles sadios. Ndo encontramos diferenga entre

diabéticos tipo 2 com dislipidemia e dislipidémicos ndo-diabéticos.

O grau de disfun¢do endotelial, avaliado através dos niveis plasmaticos de
Endotelina 1, € maior em pacientes dislipidémicos com diabete melito tipo 2 tanto
quando comparados a individuos com dislipidemia ndo-diabéticos como quando
comparados a controles sadios. Ndo houve diferenga entre dislipidémicos néo-

diabéticos e controles normais.
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ESTUDOS FUTUROS

A andlise dos resultados obtidos permite abordar algumas questdes que

mereceriam estudos futuros:

1.

Visando melhor aferir a importancia dos marcadores de disfungio endotelial nos
pacientes com diabete melito tipo 2 com dislipidemia e nos pacientes
dislipidémicos, seria desejavel um estudo longitudinal, controlado, avaliando a

presenga de desfechos clinicos e correlacionando-os temporalmente com os niveis

de Et-1 e FvW;

Para avaliar de forma mais adequada as relagdes entre a insulina e os marcadores
ndo-invasivos de disfun¢do endotelial, seriam desejaveis estudos com clamp

euglicémico hiperinsulinémico nos trés grupos;

Estudos com interven¢@ao medicamentosa e acompanhamento a longo prazo
poderiam ser realizados correlacionando desfechos clinicos e anormalidades
metabdlicas com os niveis da Et-1 e FvW longitudinalmente. Ou ainda, avaliando
outros elementos envolvidos na patogénese da doenga aterosclerdtica - moléculas
de adesdo, por exemplo - e averiguando sua interagdo com a insulina, os lipides, a

disfun¢do endotelial e os desfechos clinicos;

Da populagdo inicialmente delineada, criou-se um subgrupo de individuos. que
ndo foi avaliado no presente estudo: aqueles com tolerdncia diminuida a glicose.
Consideramos mandatorio avaliar o comportamento dos marcadores ndo-invasivos
de disfungdo endotelial neste grupo, tanto em corte transversal quanto em
acompanhamento no tempo, uma vez que tais individuos podem representar uma
condigdo potencialmente precoce no espectro do diabete melito tipo 2 ¢ da

vasculopatia diabética.
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ANEXO 1

TERMO DE CONSENTIMENTO

Prezado Sr/a.:

Estamos conduzindo um estudo que procura pesquisar alteragdes precoces no sistema
vascular (veias e artérias) de pacientes com diabete e pacientes com colesterol alto.
Gostariamos de contar com a sua participa¢do que constard da coleta de sangue
venoso - 10 ml de sangue- uma ou duas vezes quando da sua vinda para consulta no
ambulatério. Com esta amostra de sangue faremos dosagens que permitirdo
identificar alteragdes que talvez no futuro devam receber tratamento especial para
reduzir as chances das complicagdes cardiovasculares dos pacientes diabéticos e com
colesterol alto. No entanto, os resultados deste estudo ndo trardo beneficios diretos

para o Sr/a.

O Sr/a. € livre para escolher participar ou ndo deste estudo, € a sua recusa ndo
implicara em nenhum prejuizo do seu atendimento neste Hospital. Todas as
informagdes obtidas estardo a sua disposi¢do ou ao seu médico se assim o desejar.
Todos os resultados obtidos serdo utilizados para fins exclusivos de pesquisa sendo
resguardada sua total confidencialidade.

Se estiver de acordo em participar deste estudo, por favor assine na linha abaixo.

Paciente ou responsavel

Dra. Beatriz S. Seligman Dra. Nadine Clausell
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ANEXO 2

QUESTIONARIO DE IDENTIFICACAO

1.Dados pessoais
Nome:

Idade:

Registro:
Enderego:
Telefone:

2. Dados clinicos

Peso: Altura
Presséo arterial:

DM? S() N()
Farmacos:

Grupo sanguineo:
Sexo: ( )F ()M

IMC:

Tempo de Evolugdo do DM:

Historia familiar de DM?
Retinopatia S(_ ) N(_ )

Outras Patologias:

ACO ou TRH?

Controle do Diabete:

Sedentarismo S(___ ) N(_)

3. Dados laboratoriais
Uréia:

Glicose:
Glicohemoglobina:
Albuminuria:
Frutosamina:

Colesterol total:
Triglicérides:

TTG glicose 07:
Insulina:

4. Endotélio:

Fator de von Willebrand:
Endotelina:
Fibrinogénio:

Data:

Creatinina:

HDL.:
LDL:
120":

Peptideo C:
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ANEXO 3

ANAMNESE CARDIOVASCULAR- G. A. ROSE

SECAO A: DOR TORACICA AOS ESFORCOS

1. Vocé ja apresentou alguma dor ou desconforto no peito?

Sim
Nio

Se “Nio”, vi para a Secio C.

2. Vocé tem dor ao_subir lomba ou caminhar ligeiro?
Sim

Nio .

Ndao caminha ligeiro ou sobe lombas

3. Vocé tem dor ou desconforto quando caminha normal sem inclinagdo?
Sim
Nao

4. O que vocé faz se apresenta a dor ao caminhar?
Para ou reduz a marcha ou usa nitrato
Segue andando  *

5. Se vocé fica parado, o que ocorre com a dor?

Alivia

Nio alivia *

6. Em quanto tempo?

mais que 10 minutos *

7. Pode me mostrar o local da dor?
Esterno (superior ou meso)
Esterno inferior

Hemitérax anterior esquerdo
Membro superior E

Qutra

Anotar todas as dreas mencionadas

8. Sente a dor em algum outro local?
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SECAO B: POSSIVEL INFARTO

9. Vocé ja apresentou dor no peito com duragiio de meia hora ou mais?
Sim

Nio

SECAO C: CLAUDICACAO INTERMITENTE

Se uma resposta for marcada com * niio slio necessirias questdes adicionais

10. Vocé tem dor em alguma das pernas que surge ao caminhar?
Sim
Nio *

11. Esta dor alguma vez surgiu em repouso ou sentado?
Sim *
Nio

12. Em que parte da perna vocé a sente?

Inclui panturrilhas

Nio inclui panturrilhas ~ *

Se nflo menconar panturrilas, inquirir : Algum outro local?

13. Vocé tem a dor ao subir lomba ou andar depressa?
Sim

Nio s

Nunca anda depressa ou sobe lomba

14. Vocé tem a dor andando normalmente sem inclinagdo?

Sim

Niéo
15. A dor as vezes desaparece se vocé continua andando?
Sim a
Niio

16. O que vocé faz se a dor surge ao caminhar?
Para ou diminui o ritmo

Segue andando *

17. O que acontece com a dor se vocé para?
Alivia . -
Nio alivia .

18. Em quanto tempo?
10 minutos ou menos
Mais que 10 minutos




ANEXO 4

Questionario para avaliacio de neuropatia diabética
Avaliagio de sintomas

1. Avaliag@o de fraqueza muscular:

O(a) sr.(sra.) )
SIM NAO

a) Tem difiiculdade de abrir botdes ?

b) Deixa cair objetos no chdo com freqiiéncia ? |
¢) Tem dificuldade de levantar peso ? |
d) Tem dificuldade de subir escada ?
e) Tem instabilidade ao caminhar ?

2. Avaliagdo de sensibilidade:

Pense nas suas 2 pernas, pés, bragos ou maos e responda se vocé apresenta dor
ou desconforto como: dorméncia, queimagdo ou formigamento em repouso, nos
altimos 6 meses.

SIM( ) NAO( ) Se sim, responda as seguintes perguntas:
2.1. Caracterize a dor ou desconforto:

Cansaco Caimbra

Queimagio Formigamento

Dolorimento Dorméncia

Outros Nio sei

2.2. Local onde mais sente a dor ou desconforto:

Pés ou solas dos pés Maos
Pernas Bragos
Calcanhares Outros Especificar:

2.3. Estes sintomas acgrdam vocé a noite ? N
SIM( ) NAO( ) NAO SEI ()

2.4. Quando pioram estes sintomas ? )
DIA( ) NOITE ( ) DIAENOITE ( ) NAOSEI ( )

2.5. Ha quanto tempo ? dias meses anos
2.6. Freqiiéncia de apresenta¢do? (todos os dias, 3 vezes por semana, 1 vez por
mes)
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Avalia¢io de sinais e exame fisico

1. Exame geral
PESO: kg ALTURA: cm
PA: / _ mmHg FC: bpm

2. Pulsos e Reflexos:

Direito Esquerdo Escores:
Pedioso ausente 1
Tibial fraco 2
moderado 3
normal 4

3. Exame dermatolégico dos pés:

Cor: normal ( ) cianético( ) hiperemia ( ) palidez naelevagdo ( )
Temperatura: normal ( ) fria( ) quente( )

Lesdes: ceratoses ( ) alteragdes ulcerosas ( ) infecgdo ()

4. Exame neurologico:

Direito Esquerdo Escore
Reflexos profundos Normal 1
Aquileu Aumentado 2
Patelar Diminuido 3
Sensibilidade vibratdria Ausente 4
Halux
Index
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