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METODO NAO-INVASIVO PARA A CARACTERIZACAO DA MECANICA
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Programa: Engenharia Biomédica

O presente trabalho apresenta um novo modelo de mecanica vascular na
pletismografia por oclusdo venosa composto pelas resisténcias e complacéncias dos
sistemas arterial (Ra ¢ C) e venoso (Rv e Cv). Usando-se tal modelo um sistema de
estimacdo de parametros foi desenvolvido, mantendo-se fixo o valor de C; A
mecanica vascular, na pletismografia basal e pds-hiperemia, foi analisada em dez
individuos saudaveis em condi¢gdes normais, de alteragdo induzida por ibuprofeno e
pos-exercicio. Os resultados indicaram que na pletismografia basal, houve diminuigéo
significativa de Ra (132,1 para 95,4 mmHg s/ ml) e Rv (11,6 para 8,8 mmHg s/ ml) com
0 exercicio. Em hiperemia reativa os grupos apresentaram diminuicdo de Ra e Rv e
aumento de Cv, com gradual retorno dos parametros, as condi¢des prévias. O modelo
pdde detectar diferengas entre os grupos na condigdo de hiperemia, havendo
significativa diminuigdo de Rv (3,2 para 0,3 mmHg s/ ml) e Ra (69,6 para 26,1 mmHg s/
ml) com ibuprofeno e aumento Cv com o exercicio (de 0,51 para 0,81 ml/ mmHg). Em
etapa paralela do trabalho, foram estimados valores de fluxo normalizado a partir do
sinal de pletismografia pds-hiperemia, sendo sua evolugao temporal modelada por
uma fungdo matematica contendo um termo exponencial, um termo oscilatério e um
termo constante. A estimagéo dos parametros da fungéo para o seu ajuste aos dados

experimentais ndo mostrou diferenga entre os grupos.
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NON-INVASIVE METHOD FOR THE CHARACTERIZATION OF THE
VASCULAR MECHANICS IN VENOUS OCCLUSION PLETHYSMOGRAPHY AND
PARAMETRIC EVALUATION OF THE VASCULAR BEHAVIOR IN REACTIVE
HYPEREMIA
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The present study presents a novel model for the vascular mechanics in venous
occlusion plethysmography composed by arterial and venous resistances (Ra and Rv)
and compliances (C3 and Cv). Using the model, a system for parametric estimation was
developed, maintaining C; value fixed. The vascular mechanics, in basal and post-
hyperemia plethysmography, was analyzed in ten healthy subjects in normal condition,
in post-exercise condition and after ibuprofen administration. The results show that, in
basal plethysmography, there was significant reduction of Ra (132.1 to 95.4 mmHg s/
ml) and Rv (11.6 to 8.8 mmHg s/ ml) with exercise. In reactive hyperemia, the
experimental groups show Ra e Rv reduction and Cv rise, then, a gradual parameters
return, to previous conditions, with time. The model had detected differences among
groups in hyperemia condition. There was Rv (3.2 to 0.3 mmHg s/ ml) and Ra
(69.6 to 26.1 mmHg s/ ml) reduction with ibuprofen and Cv augment with exercise
(0.51 to 0.81 ml/ mmHg). In a parallel study, normalized flow values were estimated
from the post-hyperemia plethysmographic signals. A math function presenting three
terms, an exponential, an oscillatory and a constant one, modeled flow temporal
evolution. The parameters estimated of such function, aimed to fit experimental data,

did not show difference among groups.
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Capitulo |

INTRODUGAO

As doengas cardiovasculares sao a principal causa de morbidade (LUZ e
CESENA, 2001) e mortalidade no mundo ocidental (LUZ et al., 2003; NIEMAN, 1999).
Existem evidéncias de que a disfuncdo do endotélio vascular preceda alteragdes na
estrutura do vaso, assim como os sinais e sintomas das doencas cardiovasculares,
sendo um indicativo precoce de comprometimento vascular (PULLIN et al., 2002).
Adicionalmente, as alteragdes da funcdo endotelial sdo consideradas importantes
fatores contribuintes para o desenvolvimento e a progressédo da aterosclerose e das
doencas cardiovasculares (LUSCHER e BARTON, 1997). Por conseqiiéncia, busca-se
atualmente, no estudo do endotélio vascular, o conhecimento e o desenvolvimento de
métodos que possibilitem diagndstico e tratamento precoces de disfungédo endotelial, a
estratificacdo de risco cardiovascular, a identificagdo dos fatores de risco para a
instalacdo e progressdo das doengas cardiovasculares e o direcionamento de
estratégias de prevencao e tratamento (VALLANCE e CHAN, 2001).

O endotélio vascular atua na regulagao do fluxo sanglineo através da liberagao
de substancias que estimulam a contracdo ou o relaxamento da musculatura lisa
vascular, controlando o ténus e didmetro do vaso (LUSCHER e BARTON, 1997), em
associacdo com outros mecanismos de manutencdo da homeostasia vascular. Sendo
assim, o estudo da mecénica vascular permite inferir sobre a integridade funcional do
vaso. A avaliagdo ndo-invasiva da mecanica vascular vem tendo importancia cada vez
maior na investigagdo da normalidade ou disfungao endotelial por proporcionar maior
praticidade, conforto e seguranga ao paciente e também pela possibilidade de
emprego das técnicas visando diagnostico e tratamento precoces (BRANDS et al.,
1998; LUSCHER e BARTON, 1997).

O emprego de ferramentas que possibilitem maior conhecimento do
comportamento vascular e maior capacidade de controle das doencas
cardiovasculares resulta no aumento da capacidade de diagnostico e intervencao
precoce e especifica. Os métodos atualmente empregados no estudo do
comportamento vascular usam a magnitude ou o aumento do didmetro ou do fluxo
sangliineo vascular, entre outras variaveis, para inferir sobre a normalidade funcional
do sistema vascular (GREEN et al., 2005; ALOMARI et al., 2004; GOTO et al., 2003;
MYERS et al., 2002; CARDILLO et al., 1998; CABALLERO et al., 1999; ANASTASIOU



et al., 1998; FONTANA et al., 1997). Tais métodos nao avaliam o comportamento
dindmico do didmetro ou do fluxo sangiineo (MOYNA e THOMPSON, 2004). As
propriedades mecénicas do vaso, como complacéncia e resisténcia, entre outras,
também s&o analisadas em um unico instante de tempo ou a partir do valor médio de
algumas observagdes (MYERS et al., 2002; HILTAWSKY e ERMERT, 2002; SELZER
et al.,, 2001; GRAF et al., 1999; BRANDS et al., 1998; HOEKS et al., 1997), logo, néo &
feita a avaliacdo do comportamento desses parametros durante um processo dinamico

de busca pela homeostasia do sistema.

1.1 Objetivo Geral

O presente trabalho teve como objetivo geral desenvolver técnicas nao-invasivas
para avaliagdo da mecéanica vascular e da dindmica da reatividade vascular em
resposta a estimulos perturbadores do equilibrio do sistema vascular.

Pretendeu ainda que as técnicas desenvolvidas tivessem potencial para
aplicagao no auxilio ao diagndstico de alteragbes da fungao vascular e na identificagao

do grau de comprometimento vascular.

1.2 Objetivos Especificos

Os seguintes objetivos especificos foram estabelecidos visando atender ao
objetivo geral:

» Caracterizar a mecanica arterio-venosa durante a pletismografia por
oclusao venosa (POV) através de um modelo eletro-hidraulico;

* Analisar a dindmica vascular na busca da homeostasia do sistema poés-
hiperemia reativa, através da analise dos parametros do modelo eletro-
hidraulico com o tempo pds-hiperemia;

« Desenvolver um modelo matematico que auxilie na compreensdo da
dindmica de restauragdo do fluxo sangiineo apds um estimulo
perturbador dos niveis basais de fluxo;

o Estimar parametros dos modelos propostos e investigar suas
capacidades em caracterizar alteragdes do comportamento vascular
induzidas em individuos normais;

* Desenvolver um sistema para a monitoragdo da forma de onda de

didmetro arterial.



No trabalho foram processados sinais de pletismografia para a obtengédo de
valores de fluxo sanguineo. O processo de obtengédo dos sinais de pletismografia por
oclusdo venosa (POV) foi considerado para o desenvolvimento do modelo eletro-
hidraulico. A isquemia prolongada foi utilizada como estimulo perturbador do fluxo
sanguineo basal. A fungdo vascular de individuos normais foi alterada por
administracdo de ibuprofeno por via oral e pela pratica de exercicio, visando a
extracdo de parametros do modelo descritores das alteragdes do comportamento
vascular determinadas por uma tendéncia supostamente vasoconstritora no primeiro
caso e vasodilatadora no segundo.

Na divisao do texto, o préximo capitulo apresenta um resumo da importancia do
endotélio vascular, da relagao entre sua disfungao e as doencgas cardiovasculares, dos
métodos e técnicas empregados no estudo endotelial e de outros mecanismos
fisioldgicos de controle da dindmica vascular.

O terceiro capitulo enfatiza o sistema vascular e os métodos e técnicas
empregados investigacdo ndo-invasiva da mecéanica vascular.

Como o presente trabalho possui algumas etapas distintas, a se¢ao de materiais
e métodos foi dividida em trés capitulos. Os resultados e a discussdo de cada etapa
do trabalho é feita, também de forma segmentada, em subseg¢des dentro de cada
capitulo.

No Capitulo quatro sdo apresentados os materiais e métodos utilizados no
desenvolvimento do modelo eletro-hidraulico para o estudo da mecanica arterio-
venosa na POV basal e pés-hiperemia reativa e o protocolo experimental para a coleta
dos sinais de pletismografia por oclusao venosa. Neste mesmo capitulo, os resultados
desta etapa do trabalho séo apresentados e discutidos.

No Capitulo cinco é proposta uma fungdo matematica de restauracédo do fluxo
sangliineo pos-hiperemia reativa e feita a analise do comportamento do fluxo. Os
resultados e a discussao sao feitos em subsecgdes dentro do préprio capitulo.

O Capitulo seis apresenta o sistema desenvolvido para monitorizagdo da forma
de onda de didmetro arterial e os resultados desta etapa.

No Capitulo sete é feita uma discusséo geral de todo o trabalho e o Capitulo oito

apresenta as conclusdes do estudo.



Capitulo 2

FISIOLOGIA DO CONTROLE DA
MECANICA VASCULAR

As doengas cardiovasculares sao a principal causa de morbidade (LUZ e
CESENA, 2001) e mortalidade no mundo ocidental, apesar de sua incidéncia estar em
declinio (LUZ et al., 2003; NIEMAN, 1999) devido a intervengdes farmacologicas e a
cuidados relativos ao estilo de vida (SCHELL e MYERS, 1997). Segundo Nieman
(1999), com excecgéo do ano de 1918, desde 1900 as doencas cardiovasculares tém
sido a principal causa de morte entre os norte-americanos.

A etiologia das doencas cardiovasculares é multifatorial. Engloba fatores
genéticos e ambientais (PULLIN et al, 2002). Atualmente reconhece-se
hipercolesterolemia, hipertensdo artetial, sedentarismo, diabetes melito, obesidade,
sobrepeso, tabagismo, histéria familiar de doengas cardiovasculares e envelhecimento
(LUZ et al., 2003; PULLIN et al., 2002; LUZ e CESENA, 2001; GEBARA et al., 19973;
GEBARA et al., 1997b; LUSCHER e BARTON, 1997) como alguns dos fatores
envolvidos ou que predispdem a patogénese vascular e a eventos agudos
(VALLANCE e CHAN, 2001).

A aterosclerose é apontada como o principal fator envolvido na causa desse
grupo de doengas. A aterosclerose consiste em uma enfermidade inflamatéria
caracterizada por resposta inflamatéria, imunolégica e proliferativa local, acumulo de
LDLs oxidadas e redugao da biodisponibilidade do 6xido nitrico (NO) na parede arterial
(LUZ et al., 2003) e apresenta como caracteristica a alteracdo da fungéo endotelial
(LUZ et al., 2003; LUZ e CESENA, 2001; VALLANCE e CHAN, 2001;
CABALLERO et al., 1999; ANASTASIOU et al., 1998; LUSCHER e BARTON, 1997).

O endotélio vascular consiste na camada mais interna do vaso. Através da
atividade de suas células, o endotélio modula o ténus vascular, o crescimento da
musculatura lisa vascular, a trombogénese e a adesdo de moléculas ao endotélio, a
coagulagéo e as respostas inflamatéria e imune, o transporte de substancias, o
equilibrio entre substancias oxidantes e antioxidantes e o remodelamento vascular.

A disfuncdo endotelial esta presente em individuos com doencas
cardiovasculares e também naqueles que apresentam fatores de risco para
desenvolvé-las (LUZ et al., 2003; VAPAATALO e MERVAALA, 2001;LUZ e CESENA,



2001; VALLANCE e CHAN, 2001; SCHACHINGER e ZEIHER, 2000; CABALLERO
et al., 1999; MANDINOV et al., 1998; ANASTASIOU et al., 1998; LUSCHER e
BARTON, 1997), mesmo que nao apresentem sinais de aterosclerose (LUZ et al.,
2003).

A disfungdo endotelial representa um indicio precoce de comprometimento
vascular, pois precede a manifestacdo de alteragbes na estrutura vascular e o
aparecimento de sinais e sintomas clinicos evidentes de doencgas cardiovasculares
(PULLIN et al., 2002; KUVIN et al., 2001; ANASTASIOU et al., 1998; LUSCHER e
BARTON, 1997). Acredita-se que a alteragao da fungéo endotelial possa predispor a
aterosclerose (VALLANCE e CHAN, 2001) e ser uma das causas das doencas
vasculares (LUSCHER e BARTON, 1997). Acredita-se ainda que esta disfungéo
desencadeie alteragdes vasculares mais importantes, contribuindo substancialmente
para progressdo das doencas cardiovasculares (LUZ e CESENA, 2001; LUSCHER e
BARTON, 1997).

Esse capitulo aborda a estrutura e funcido do endotélio vascular. Aborda também
relacdo da disfungdo endotelial com algumas doengas ligadas ao sistema
cardiovascular e os materiais e métodos usados na investigacdo do endotélio vascular.
Por ultimo, faz uma revisdao de outros sistemas, além do endotélio, envolvidos no

controle da mecanica vascular.

2.1 O Endotélio Vascular

O endotélio consiste na porgdo mais interna da parede vascular (LUSCHER e
BARTON, 1997). E formado por uma unica camada celular e faz a interface entre o
sangue e a musculatura lisa vascular (VALLANCE e CHAN, 2001), possuindo posigao
estratégica na manutengdo da homeostase circulatéria (LUSCHER e BARTON, 1997).
Durante muito tempo, acreditou-se que o endotélio desempenhasse apenas funcao de
revestimento, pois recobre todos os vasos sanguineos e linfaticos, independentemente
do calibre.

A primeira comprovagao da necessidade de endotélio na modulagdo da resposta
vascular veio através de Furchgott e Zawadzki (1980), citados por varios autores (LUZ
et al., 2003; STEER, 2003; VALLANCE e CHAN, 2001; LUSCHER e BARTON, 1997)
como os pioneiros em desconsiderar o endotélio como uma camada inerte. Esse
trabalho demonstrou que a vasodilatacdo causada por acetilcolina em anéis de aorta
de coelho vasoconstritos por noradrenalina s6 ocorre na presenca de endotélio integro
(LUZ et al., 2003; VALLANCE e CHAN, 2001).



Atualmente sabe-se que o endotélio atua dinamicamente na manutencdo da
homeostasia corporal e, pela extensa rede de informagdes que forma, € hoje

considerado o maior 6rgao sensorial do corpo humano (LUZ et al., 2003).

2.1.1 Estrutura e Funcoes do Endotélio Vascular

O endotélio secreta mediadores soluveis difusiveis, capazes de agir em células
fisicamente contiguas como as da musculatura lisa vascular, sendo considerado um
orgéo paracrino. Adicionalmente, responde a estimulos humorais, neurais, mecéanicos
e quimicos com a sintese e liberacdo de substancias para o controle da homeostase
corporal, sendo considerado também um érgdo enddcrino (STEER, 2003; LUZ et al.,
2003; LUSCHER e BARTON, 1997). Os mediadores e/ou fatores envolvidos na
dindmica endotelial podem ser desativados dentro da prépria célula endotelial,
difundirem-se para o sangue ou atravessar a membrana muscular e agir sobre a
musculatura lisa vascular. Através de sua extensa rede sensorial de células, o
endotélio pode emitir respostas locais ou sistémicas, dependendo da necessidade
corporal. Em caso de morte de uma célula endotelial, outra célula mais proxima entra
em processo de replicagdo e migragdo. Para manter a integracdo endotelial, os
fendbmenos de replicagdo e migragdo ocorrem inclusive em casos de implante de vaso
sintético (LUZ et al., 2003).

A célula endotelial possui forma alongada, nucleo proeminente e é repleta de
organelas intracelulares. Quando adulta, possui invaginagbes na porg¢ao luminal da
membrana citoplasmatica, denominadas cavéolas e apresenta-se mais fenestrada em
locais onde o transporte de substancia é alto, como no intestino e no glomérulo.
Acredita-se que as cavéolas aumentem a eficiéncia de moléculas que, quando
estimuladas, produzem substancias biologicamente ativas, denominadas moléculas
efetoras. Adicionalmente, acredita-se que tais invaginagbes favorecam a atuagao de
outros sinalizadores, bombas ibnicas e de receptores nelas localizados (LUZ et al.,
2003).

A membrana endotelial em contato com o lumen vascular encontra-se exposta a
leucdcitos, plaquetas, citocinas, hormdnios, lipideos, moléculas sinalizadoras,
concentracdo de oxigénio e proteinas, entre outras substancias, também circulantes
no sangue, que podem servir de estimulo a atividade endotelial. O endotélio
apresenta-se sensivel a variagdo de pressao e do fluxo sanglineo, a sinais de
inflamagao ou de coagulagao, a ativagao do sistema imune e ao balango oxidativo.

Através da atividade de suas células, o endotélio modula o tébnus vascular, o



crescimento da musculatura lisa vascular, a trombogénese e a adesdo de moléculas
ao endotélio, a coagulagdo e as respostas inflamatéria e imune, pelo controle de
interacdes celulares com plaquetas e leucdcitos, o transporte de substancias, o
equilibrio entre substancias oxidantes e antioxidantes e o remodelamento vascular. O
equilibrio entre as substancias liberadas pelo endotélio com fungdes antagbnicas
resulta em resposta fisiologica adequada (LUZ et al., 2003; VAPAATALO e
MERVAALA, 2001; VALLANCE e CHAN, 2001; SCHACHINGER e ZEIHER, 2000;
MANDINOV et al., 1998; LUSCHER e BARTON, 1997). As substancias liberadas pelo

endotélio e algumas de suas fungdes serdo abordadas nas segbes seguintes.

2.1.1.1 Endotélio no Controle da Mecénica Vascular

Através da liberacdo de substancias vasoativas, o endotélio induz a contragédo ou
o relaxamento da musculatura lisa vascular, controlando alteragdes no ténus e nas
dimensbes do vaso, auxiliando na regulagdo da presséo e do fluxo sanguineo, entre
outras fungbes que lhe permitem contribuir para a homeostasia vascular (VALLANCE
e CHAN, 2001; LUSCHER e BARTON, 1997). A normalidade da fungdo endotelial é
obtida pelo equilibrio entre substancias vasodilatadoras e vasoconstritoras. Equilibrio
no qual predomina a vasodilatagdo (LUSCHER e BARTON, 1997). As substancias
vasoativas produzidas pelo endotélio sdo denominadas fatores derivados do endotélio,

que sédo divididos em relaxantes e constritores (LUZ et al., 2003).

2.1.2 Fatores Relaxantes Derivados do Endotélio (EDRFs)

Inicialmente, denominou-se fator relaxante derivado do endotélio (EDRF) o
mediador enddgeno, até aquele momento desconhecido, que induziu o relaxamento
vascular por acetilcolina no experimento conduzido por Furchgott e Zawadzki (1980).
Em seguida, o 6xido nitrico (NO) foi identificado como este mediador. Atualmente, a
lista de fatores relaxantes derivados do endotélio € composta principalmente pelo
oxido nitrico, a bradicinina, a prostaciclina, a serotonina, a histamina, a substancia P e
o fator hiperpolarizante derivado do endotélio (LUZ et al., 2003; SCHACHINGER e
ZEIHER, 2000).

O NO é considerado o principal fator relaxante derivado do endotélio (LUZ et al.,
2003; VALLANCE e CHAN, 2001; McCARTY, 2000; VERHAAR e RABELINK, 1998).
Este radical livre (LUSCHER e BARTON, 1997) participa da modulagéo de todas as



fungdes endoteliais conhecidas (LUZ et al., 2003). Qualquer alteragdo em sua sintese
ou degradagao pode comprometer a funcdo endotelial. Desta forma, a disfungéo
endotelial € sempre relacionada, ao menos parcialmente, a alteragcdo do balango na
produgédo ou a diminuicdo da atividade desse gas (LUZ et al., 2003; VALLANCE e
CHAN, 2001; McCARTY, 2000; VERHAAR e RABELINK, 1998). A vasodilatacao é
freqlientemente associada apenas ao NO, ainda que outros mediadores influenciem
no relaxamento da musculatura lisa vascular. Da mesma forma, a disfuncado endotelial
€ muitas vezes justificada somente pela diminuicdo na sua produgédo ou
biodisponibilidade (STEER, 2003; LUZ et al., 2003; LOVELL et al., 2000; VARIN et al.,
1997).

Sao destacadas como fungdes do NO a inibicdo da agregacgao plaquetaria, da
coagulagédo, da trombogénese, da migragdo de leucdcitos, da inflamagédo, da
proliferagdo, a migragao das células da musculatura lisa vascular e a promogéo da
vasodilatacéo (LUZ et al., 2003; VALLANCE e CHAN, 2001; McCARTY, 2000). O NO
interage também com enzimas da cadeia respiratéria influenciando a respiragao
mitocondrial (VALLANCE e CHAN, 2001).

A sintese de NO ocorre sob a ativagdo da enzima éxido nitrico sintase (NOS).
Essa enzima esta presente nas células endoteliais, macrofagos, plaquetas,
musculatura lisa vascular, nervos e no cérebro (LUSCHER e BARTON, 1997). Existem
trés isoformas conhecidas dessa enzima: a endotelial, a neural e a indutivel (LUZ et
al., 2003; STEER, 2003; VALLENCE e CHAN, 2001) ou macrofagécita (VALLENCE e
CHAN, 2001). Cada uma das isoformas possui papel distinto na regulagao do ténus
vascular. As isoformas endotelial e neural estdo presentes em células saudaveis. A
indutivel se faz presente principalmente em condi¢des de infecgdo e inflamagao
(VALLENCE e CHAN, 2001).

A isoforma endotelial (eNOS ou NOS lll) € a mais importante na regulagéo
cardiovascular (STEER, 2003), estimulando constantemente a liberagao de NO (LUZ
et al., 2003; STEER, 2003; LUSCHER e BARTON, 1997) a partir de estimulos
provenientes de estrogenos e da tensdo de cisalhamento decorrente da passagem do
sangue no interior do vaso. A tensdo de cisalhamento resulta numa produgédo basal de
NO (LUZ et al.,, 2003) e na manutencdo do ténus de repouso da musculatura lisa
vascular (VALLANCE e CHAN, 2001). A eNOS é encontrada no endotélio vascular
(LUZ et al., 2003; STEER, 2003), nas células epiteliais, nos mondcitos, nos midcitos
cardiacos, nos neurdnios do hipocampo, nos macréfagos (LUZ et al., 2003), nas
plaquetas (LUZ et al, 2003; STEER, 2003) e no endocardio (STEER, 2003).
Entretanto, as cavéolas das células endoteliais concentram 80% da eNOS (STEER,

2003). A isoforma neural (nNOS ou NOS 1) é encontrada nos neurbnios, células



endoteliais, ilhotas pancreaticas, musculos esqueléticos, células da macula densa
glomerular, queratindcitos humanos e tecido retiniano (LUZ et al., 2003). A eNOS e a
nNOS sdo calcio-dependentes. Estas respondem prontamente aos estimulos
endoteliais e liberam NO em baixa quantidade. A isoforma indutivel (iNOS ou NOS II)
€ regulada por estimulo da transcrigdo (LUZ et al., 2003) e encontra-se presente na
musculatura lisa vascular e nos macréfagos (LUSCHER e BARTON, 1997). Requer
horas para ser expressa, é calcio-independente e produz altos niveis de NO por tempo
prolongado (LUZ et al., 2003; LUSCHER e BARTON, 1997).

O oxido nitrico possui meia-vida de poucos segundos (LUSCHER e BARTON,
1997), aproximadamente 50 s in situ (LUZ et al., 2003) meia-vida inferior a 4 s em
solugdes biolégicas (VALLANCE e CHAN, 2001). A biodisponibilidade do éxido nitrico
depende da quantidade de oxigénio no meio (LUZ et al., 2003). Como a célula
endotelial vive em ambiente rico em oxigénio, existe uma produgdo constante de
espécies reativas de oxigénio (EROx), conhecidas moduladoras de oxido nitrico. A
meia-vida do Oxido nitrico € maior que a das EROy. Entretanto, as EROx sao
fortemente reativas com proteinas, lipoproteina de baixa densidade (LDL), 6xido nitrico
e acido desoxirribonucléico (DNA) por possuirem um elétron nao-pareado na orbita
externa de seu atomo. O produto da reagéo entre essas substancias em geral é toxico
a célula endotelial e pode resultar em lesao de cadeias enzimaticas, da membrana
celular ou pode danificar o DNA (Figura 2.1). Além disso, a reagao indevida evita que o
gas, a proteina ou lipoproteina desempenhem suas fung¢des na integridade estrutural e
funcional do vaso (LUZ et al., 2003). O NO quando interage com as EROXx, ainda
dentro da célula endotelial, € convertido em, por exemplo, perdxido nitrito, tornando-se
inativo em suas fungbes e reativo e lesivo a célula endotelial, estando esse produto
envolvido na fisiopatologia da aterosclerose (LUZ et al., 2003; SCHACHINGER e
ZEIHER, 2000).

O estresse oxidativo encontra-se relacionado com a fisiopatologia da diabetes,
da hipertensdo arterial, da hiperglicemia, da resisténcia insulinica e do cancer; com
situagdes de deficiéncia de estrogeno, tabagismo e poluicdo e com o processo de
envelhecimento (LUZ et al., 2003). Segundo Vallance e Chan (2001), o aumento dos
niveis de LDL resultam na maior formagéo da LDL oxidada (oxLDL). Desta forma, o

estresse oxidativo &€ também observado na hipercolesterolemia (LUZ et al., 2003).
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Figura 2.1: Interagdo do oxido nitrico com as EROx. Conseqiente leséo
endotelial e desequilibrio de sua fungdo em situagdes de estresse oxidativo. Figura
adaptada de Luz et al. (2003).

Em condicbes normais, substancias antioxidantes como o superoxido
dismutante, a catalase, a glutationa peroxidase e as vitaminas C, A e E desativam em
parte as EROyx, dentro da célula endotelial, mantendo o balango oxidativo e a
disponibilidade do 6xido nitrico para suas fungdes. O equilibrio oxidativo é quebrado
quando ha uma maior produgdo de EROx ou menor agao dos antioxidantes (LUZ et
al., 2003).

2.1.3 Fatores Constritores Derivados do Endotélio (EDCFs)

A vasoconstricdo € causada pelo aumento da concentragdo de calcio dentro da
célula muscular lisa, o que pode ser estimulado por agéo endotelial (LUZ et al., 2003).
A concentragao intracelular de calcio em condicdo de repouso é da ordem de 107 M.
Durante a despolarizagéo, essa atinge ordem de 10° M. Nas células excitadas ocorre
o deslizamento dos filamentos de actina sobre os de miosina, desencadeando a
contragao. A proporgao actina/miosina € maior na musculatura lisa que na estriada. Os
filamentos de miosina, em menor niumero, sdo rodeados por um arranjo tridimensional
de filamentos de actina, o que permite a formagdo de um maior nimero de pontes
transversas e, conseqlientemente, intensa forca de contracdo. A musculatura lisa
vascular nao apresenta sarcomeros, os filamentos de actina se ancoram em
corpusculos densos que sdo funcionalmente semelhantes as linhas Z. O fim da
contracdo se da com a remocao do calcio mediada pela Ca**-ATPase (AIRES, 1999).

Dentre os fatores constritores derivados do endotélio (EDCFs) estdo a endotelina

(ET4), os prostandides constrictores, que sdo produtos da ciclooxigenase como
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endoperoxidos (PGH;) e tromboxano A, (TXA;), os componentes do sistema renina-
angiotensina como a angiotensina |, e as espécies reativas do oxigénio (EROx), como
o anion superoxido (LUZ et al., 2003; LUSCHER e BARTON, 1997).

Existem trés isoformas de endotelina identificadas, ET,, ET, e ET; (LUZ et al.,
2003; LUSCHER e BARTON, 1997). Dessas, apenas a ET; é produzida pelas células
endoteliais. Os niveis plasmaticos de endotelina sdo baixos em condigbes normais
(AIRES, 1999), sugerindo que sua formagao ocorre em grande parte na parede
vascular (LUSCHER e BARTON, 1997). Lischer e Barton relatam que em baixas
concentragdes, a ET, promove vasodilatagdo transitéria em érgdos ou organismos
integros. Nesses casos, a ET, promove a liberagdo de 6xido nitrico e prostaciclina
pelas células endoteliais através dos receptores ETg, agindo como um sistema de
realimentacéo negativa que reduz a produgédo de ET; (LUSCHER e BARTON, 1997).

O papel vasoconstritor da ET; ocorreria em concentragcdes elevadas desse
peptideo, o que ocorre na presenga de doenga vascular (AIRES, 1999) severa (LUZ et
al., 2003) e faléncia renal (AIRES, 1999). A alta concentracdo de ET, pode levar a
isquemias, arritmias e a morte. Varios antagonistas dos receptores de endotelina vém
sendo desenvolvidos e estudados em individuos normais e em pacientes (LUSCHER e
BARTON, 1997). A sintese de endotelina e alguns fatores que a estimulam ou inibem

estdo apresentados esquematicamente na Figura 2.2.
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Figura 2.2: Fatores que estimulam ou inibem a sintese de endotelina pelo
endotélio vascular. Figura de Luz et al. (2003).
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2.1.3.1 Produtos da Ciclooxigenase (COX)

Através da via da ciclooxigenase (COX), as células endoteliais produzem
prostaglandinas a partir do acido araquidonico (AIRES, 1999). Essa via é ativada por
hipoxia, tensdo de cisalhamento (STEER, 2003; AIRES, 1999) e substancias como
acetilcolina, serotonina (STEER, 2003; AIRES, 1999; LUSCHER e BARTON, 1997),
histamina (AIRES, 1999; LUSCHER e BARTON, 1997) noradrenalina e trombina
(AIRES, 1999). A COX catalisa a conversao de acido dihomo-y -linoleico em PGE,; e
15-OH-DGLA. O primeiro produto causa vasodilatagdo, inibicdo de agregagao
plaquetaria e inibicdo de inflamagéo e o segundo leva ao aumento de agentes pro-
inflamatérios (STEER, 2003).

Das prostaglandinas produzidas no endotélio via ciclooxigenase, o tromboxane
Az (TXA;) e a prostaglandina da série H (PGH,) causam vasoconstricdo (STEER,
2003; LUSCHER e BARTON, 1997), enquanto que a prostaciclina (PGl,) causa
relaxamento vascular (STEER, 2003) e, em conjunto com o 6xido nitrico, maximiza a
vasodilatagéo e a inibicdo da agregagdo plaquelaria (LUSCHER e BARTON, 1997),
sendo esta ultima sua mais importante fungdo (STEER, 2003). O TXA,, produzido pela
célula endotelial e plaquetas, induz, além da vasoconstricdo, agregacao plaquetaria
(AIRES, 1999). O TXA; e os PGH, ativam o receptor tromboxane nas plaquetas e nas
células da musculatura vascular contrabalanceando os efeitos da prostaciclina e do
6xido nitrico em ambas as células (STEER, 2003; LUSCHER e BARTON, 1997).
Adicionalmente, a COX é uma importante fonte de superéxidos anions, capazes de
desativar rapidamente o éxido nitrico (STEER, 2003; LUSCHER e BARTON, 1997).
Outras prostaglandinas citadas por Aires (1999) com agao vasomotora sdo as da série
E (PGE), vasodilatadoras, e as da série F (PGF), potentes vasoconstritoras.

2.1.3.2 Sistema Renina-Angiotensina (SRA)

O endotélio também regula o sistema renina-angiotensina, SRA, (LUSCHER e
BARTON, 1997) localizado na cavéola. O SRA possui quatro componentes protéicos:
a renina, o angiotensinogénio, a enzima conversora da angiotensina (ECA) e o
receptor de angiotensina ll, e participa ativamente do controle da pressao arterial (LUZ
et al., 2003).

A elevagcao de renina plasmatica esta associada a um maior risco de doenca
cardiovascular. A concentragcdo de renina encontra-se elevada cerca de 30% em

pacientes hipertensos (LUZ et al., 2003). Os receptores de angiotensina Il conhecidos,
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ATl e o ATII, séo localizados no musculo liso vascular (LUZ et al., 2003). O ATII
provoca vasodilatagdo mediada pelo éxido nitrico. A angio1-7, metabdlito intermediario
da conversao da angiotensina Il, também promove vasodilatagdo mediada pelo 6xido
nitrico. O 6xido nitrico atua na diminuigéo da atividade da ECA e do receptor ATI (LUZ
et al., 2003). O ATI quando ativado estimula a produgédo de endotelina, estimulando a
proliferagéo celular (LUZ et al., 2003) e potencializando o aumento do tdnus vascular
(LUZ et al., 2003; LUSCHER e BARTON, 1997). Nesse processo ocorre a producéo
de anion superodxido através da NAD(P)H oxidase (LUZ et al., 2003; STEER, 2003;
LUSCHER e BARTON, 1997). A atuagdo da angiotensina Il em diversas estruturas é
apresentada na Figura 2.3.
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Figura 2.3: Efeitos da angiotensina sobre diferentes estruturas e sua relagdo com
a lesdo vascular. Figura de Luz et al. (2003).

citocinas citocinas
fatores de crescimento | | fatores de crescimento
metaloproteases da matriz

Formagao de placa eemm————)p Disfungsio endotelial

N r e

Ruptura de placa - trombose

Como visto anteriormente, o endotélio encontra-se envolvido ndo sé no controle
do didmetro do vaso, como também na manutencdo da estrutura da parede vascular.
A disfungao endotelial pode favorecer a proliferagado da musculatura lisa vascular e a
agregacao plaquetaria. A integridade endotelial possui um papel protetor da estrutura
e funcgdo vascular (LUSCHER e BARTON, 1997). Lischer e Barton (1997) relatam que
a remogao de células endoteliais ocasionadas por alguns meétodos invasivos leva a
imediata deposi¢do de plaquetas e células sanguineas brancas no local da leséo e
qgue a hiperplasia da camada intima do vaso ocorre dentro de dias ou semanas. Isso
ocorre porque as células endoteliais produzem fatores promotores e inibidores de
crescimento. Em condigdes fisiologicas, predomina a inibigao dos fatores promotores,
0 que resulta na auséncia de crescimento da musculatura lisa vascular. A denudacéo

endotelial e sua disfuncdo permitem a aderéncia plaquetaria a parede vascular, a
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vasoconstricao e estimulam a proliferagao e migragéo de células da musculatura lisa
vascular (LUSCHER e BARTON, 1997). Alguns dos fatores envolvidos nesses

processos serdo apresentados nas segdes seguintes.

2.1.4 Fatores Envolvidos no Crescimento da Musculatura Lisa Vascular

O fator de crescimento derivado da plaqueta (PDGF), o fator de crescimento de
fibroblasto (PGF), o fator de crescimento semelhante a insulina ou insulina-simile (I-
like-GF), a endotelina, o anion superdéxido e a angiotensina Il sao fatores liberados
pelo endotélio e envolvidos na proliferacdo da musculatura lisa vascular. O receptor do
PDGF, quando ativado, promove a mobilizagdo do calcio intracelular e a proliferacédo
das células da musculatura lisa vascular. Esse fator e a endotelina estao envolvidos na
fisiopatologia da aterosclerose e da hipertenséao arterial severa (LUZ et al., 2003).

Entre as substancias liberadas pelo endotélio que inibem o crescimento da
musculatura lisa vascular encontram-se o 6xido nitrico, a prostaciclina, a bradicinina, o
sulfato de heparina e o fator de transformagéo de crescimento-f3. O 6xido nitrico € um
importante e potente agente regulador da proliferagdo e migragdo das células
musculares e da adesao de leucdcitos. A prostaciclina auxilia a prevencédo de adeséao
e agregacao plaquetaria (LUZ et al., 2003).

2.1.5 Moléculas de Adeséao

Os leucadcitos, linfécitos e mondcitos circulantes geralmente ndo aderem na
parede dos vasos. Entretanto, estes podem se tornar aderentes e cruzar a interface
[imen-intima sob influéncia endotelial (LUZ et al., 2003). As moléculas de adesao
produzidas pelo endotélio evitam a ruptura da integridade vascular durante um
processo inflamatorio, regulam a resposta imunoldgica e a migracao de linfocitos. Na
inflamacgao, citocinas ativam a NOS indutivel no endotélio, musculatura lisa vascular e
plaquetas, causando o aumento da liberacéo de 6xido nitrico, o que contribui para uma
melhora da perfusdo local. O éxido nitrico é o principal modulador das moléculas de
adesao, que sao as moléculas de adesao intercelular (ICAM), as moléculas de adesao
de células vasculares (VCAM) e as moléculas de adesdo endotelial de leucdcitos,
ELAM, (STEER, 2003).
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2.1.6 Fatores Proé e Anti-Tromboticos

O fator tecidual ativador de plasminogénio facilita a fibrindlise. Esse fator pode
ser estimulado pela bradicinina e pelo 6xido nitrico, potente inibidor da trombogénese.
O inibidor do ativador de plasminogénio | € um fator que favorece a trombogénese.
Quando estimulado pela angiotensina Il e pela endotelina, este provoca a formagéao de
trombos intravasculares. A trombomodulina é o terceiro fator trombolitico liberado pelo

endotélio, que também modula a formacao desse trombo (LUZ et al., 2003).

2.2 Disfuncao Endotelial

Os mecanismos de disfungdo endotelial sdo varios e complexos (LUZ et al.,
2003). Além da perda do equilibrio oxidativo e da disponibilidade do NO, pode haver a
diminui¢cdo da produgao de co-fatores, o aumento de agentes inibidores da sintese de
NO, diminui¢cdo da atividade da eNOS e a diminuigao da sensibilidade da musculatura
lisa vascular ao 6xido nitrico (MAXWELL, 2002; VALLANCE e CHAN, 2001). A sintese
de NO pode ser inibida por aminoacidos circulantes e pela dimetilarginina assimétrica
(ADMA), um inibidor endégeno da NOS que se acumula em individuos com
insuficiéncia renal (VALLANCE e CHAN, 2001; LUSCHER e BARTON, 1997),
aterosclerose periférica oclusiva (LUSCHER e BARTON, 1997) e hipercolesterolemia
(VALLANCE e CHAN, 2001). A resisténcia a insulina encontra-se associada a
deficiéncia do co-fator BH,4, outro envolvido na sintese do 6xido nitrico. O tabagismo
também contribui para a deplegédo deste co-fator. Entretanto, na maioria das doengas
vasculares ocorre um aumento na producédo de desativadores de 6xido nitrico e nao a
diminuicdo em sua produgéao (LUZ et al., 2003).

A disfungéo endotelial pode ser causada por agressées mecanicas, quimicas ou
metabdlicas ao vaso. A perda da integridade endotelial expde as células da
musculatura lisa vascular a acao direta de substancias vasoconstritoras derivadas do
endotélio ou transportadas pelo sangue (LUZ et al., 2003). A denudagao endotelial &
percebida apenas em estagios avangados de aterosclerose. Entretanto, as mudancgas
na morfologia celular sdo quase invariavelmente associadas a alteragdes na fungao
endotelial (LUSCHER e BARTON, 1997). A disfungédo endotelial é caracterizada pelo
desequilibrio na producédo ou liberacdo de substadncias dependentes do endotélio,
resultando em perda do balango oxidativo com tendéncia do sistema a vasoconstrigao,
trombogénese, inflamagédo, aumento na expressao de moléculas de adesao, adesao

de plaquetas e mondcitos e proliferagao das células da musculatura lisa vascular (LUZ
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et al., 2003; LUSCHER e BARTON, 1997).

A disfuncado endotelial é atualmente apontada como um marcador de risco para
doengas cardiovasculares. A magnitude da vasodilatagdo, categorizada em normal ou
reduzida, é considerada preditora independente de eventos cardiovasculares (MOYNA
e THOMPSON, 2004; LUZ et al., 2003), assim como a presenga de aterosclerose em
leito ndo-coronario, a hipertensao arterial e o estresse oxidativo, este ultimo observado
através da resposta nula ou diminuida a administracdo de acido ascorbico intra-
arterialmente (LUZ et al., 2003).

A Figura 2.4 apresenta a associagao entre alguns fatores de risco para doengas

cardiovasculares e a disfungao endotelial.

Fatores derisco
Hipercolesterolemia Deficiéncia de estrégeno
Angiotensina Il
Receptor AT,
——
/ e \
Vasoconstrigio Espécies Reativas de Oxigénio Prolferagso |

++¢**++

Disfungao endotelial
/ " \
Hipertensao Aterosclerose

Figura 2.4: Associacdo entre alguns fatores de risco para doengas
cardiovasculares, a produgdao aumentada de angiotensina e a influéncia do
desequilibrio endotelial no comprometimento da estrutura e fungdo do vaso. Figura de
Luz et al. (2003).

A melhoria da fungdo endotelial € muitas vezes possivel com o uso de
medicamentos, mas nem todas as medicagdes apresentam efeito duradouro (LUZ et
al., 2003). A administragdo de acido ascoérbico, por exemplo, tem sido capaz de
melhorar a vasodilatagdo de diabéticos, fumantes, hipercolesterolémicos e de
pacientes com insuficiéncia cardiaca apdés duas horas, com a possibilidade de
manutengédo do efeito por dias (VALLANCE e CHAN, 2001). Por outro lado, certos
medicamentos visando melhorar a mecénica vascular, como alguns anti-hipertensivos,
aumentam o estresse oxidativo, o que aumenta o comprometimento da funcdo
endotelial. Os mecanismos de disfuncao endotelial sdo varios, complexos € ndo sdo
totalmente conhecidos, assim como as vias de atuacdo dos diferentes recursos
terapéuticos (LUZ et al., 2003).
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Uma revisdo mais detalhada do endotélio vascular e da relacdo entre sua

disfuncéo e as doencgas cardiovasculares é conduzida no ANEXO A.

2.3 Principais Linhas de Pesquisa sobre o Endotélio Vascular

Como visto anteriormente, a disfuncao endotelial esta associada nido s6 as
doencgas cardiovasculares como aos fatores de risco e parece aumentar a incidéncia
de eventos clinicos cardiovasculares (MOYNA e THOMPSON, 2004; LUZ et al., 2003;
LUZ e CESENA, 2001; CABALLERO et al., 1999; ANASTASIOU et al., 1998). A
importancia do endotélio vascular aumenta uma vez que a disfuncdo endotelial
precede sinais clinicos de alteragbes na estrutura da parede vascular (PULLIN et al.,
2002). Atualmente os estudos sobre endotélio buscam conhecimentos direcionados ao
diagndstico precoce e a determinagdo dos fatores de risco, além de ferramentas que
possibilitem intervencido terapéutica precoce e especifica sobre as doencgas
cardiovasculares.

Em termos de funcdo endotelial, tenta-se estabelecer os processos quimicos
pelos quais as substancias dependentes do endotélio sao liberadas, a fungao dessas
substancias e os fatores que estimulam ou inibem a sua liberagdo ou atuagéo.
Adicionalmente, € objeto de estudo a resposta vascular a essas substancias na
presengca de lesdo endotelial. Substancias capazes de proteger o endotélio e
influenciar a sintese de 6xido nitrico, principal vasodilatador dependente do endotélio,
também vém sendo amplamente estudadas. Outras linhas de pesquisa enfocadas na
literatura sao a influéncia da diminuicdo, supressido ou excesso de outras substancias
dependentes do endotélio sobre a resposta motora vascular e a capacidade de drogas
em restaurar a integridade do endotélio em diversas doencas cardiovasculares
(ZICCARDI et al., 2002; MAIORANA et al., 2001; BONNIN et al., 2001; Van MOURIK,
1999; MAXWELL, 2002; VALLANCE e CHAN, 2001; VAPAATALO e MERVAALA,
2001; MANDINOV et al., 1998; LUSCHER e BARTON, 1997).

O exercicio fisico é outro foco de estudos e vem sendo considerado um fator
importante na reducdo do risco de doencas cardiovasculares, na recuperacdo da
normalidade da fungéo endotelial e no tratamento ndo farmacoldgico de doengas como
hipertensdo por promover resposta adaptativa de dilatagcdo vascular, estando seus
beneficios intimamente ligados a funcdo endotelial (MOYNA e THOMPSON, 2004;
ARVOLA et al., 1999; LUSCHER e BARTON, 1997). Além do combate ao
sedentarismo, a mudancga de outros habitos como tabagismo, estresse emocional e a

adocgao de dietas equilibradas, entre outros, é apontada como adequada a restauragao
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da fungao endotelial (VERHAAR e RABELINK, 1998). O controle dos fatores de risco &
tido como medida terapéutica basica na reversédo da disfungao endotelial (LUZ et al.,
2003).

A manipulagdo genética das células endoteliais ou suas precursoras é outra
linha de pesquisa e abre amplas perspectivas no controle do envelhecimento dessas
células e na neovascularizacédo de regides isquémicas (LUZ et al., 2003).

Alguns métodos utilizados na investigacdo do endotélio vascular ser&o

abordados na préxima secéo.

2.4 Métodos no Estudo do Endotélio Vascular
Para o estudo do endotélio, cujas principais linhas de pesquisa foram

apresentadas na segao anterior, sdo utilizados diferentes métodos e técnicas. Alguns

recursos usuais no estudo da estrutura e fungéo endotelial sdo abordados a seguir.

2.4.1 Morfologia e Caracterizacdo Molecular do Endotélio

A caracterizagao molecular e celular do tecido endotelial pode ser feita através da
cultura do tecido endotelial, associada a ferramentas da biologia molecular. As células
para cultura sao retiradas, por exemplo, de veias do corddao umbilical e de safena
humanas e de artérias aorta e coronaria de animais. A cultura pode ser feita em placas
de Petri ou em objetos de teste (phantoms) que mimetizem capilares. Ainda pode
ocorrer o cultivo de células endoteliais e da musculatura lisa vascular em camadas
adjacentes, separadas por uma membrana de polimero permeavel a macromoléculas,
visando inferir sobre a interagdo entre essas camadas na parede dos vasos (LUZ et al.,
2003).

2.4.2 Estudo da Funcio Endotelial em Células Cultivadas

O estudo da vasodilatagdo pela atuagdo do endotélio pode ser realizado em
monocamadas de células endoteliais cultivadas. Sdo observadas as moléculas
produzidas pelas células em cultura e a atividade protéica em resposta a diferentes

estimulos bioquimicos, farmacoldgicos ou fisicos.
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A tensdo de cisalhamento € o principal estimulo mecanico para a vasodilatagdo
endotélio-dependente (LUZ et al., 2003). A vasodilatagdo € induzida através de um
mecanismo complexo que permite resposta rapida e de curta duragao assim como uma
vasodilatacdo sustentada em resposta as variagdes da tensdo de cisalhamento. Esse
mecanismo envolve canais ibnicos, transcrigdo genética e fosforilagdo de proteinas
(VALLANCE e CHAN, 2001).

A mimetizagdo do fluxo sangiineo atuando sobre as células cultivadas é feita
através de um sistema em placa e cone (cone plate), que permite estimar a tensao de
cisalhamento (shear stress) ao qual essas células estdo submetidas em diferentes
fluxos. Caso a cultura do tecido endotelial seja feita em capilares artificiais, pode-se
gerar variagdo nao so de fluxo sangliineo, como também de presséao, possibilitando
condicionar ambos os parametros para estimagdo do funcionamento endotelial em
veias, submetidas a menor pressao, e em artérias, submetidas a pressao maior (LUZ et
al., 2003).

2.4.3 Estudo da Funcdo Endotelial em Animais e Orgaos Isolados

Vasos de animais saudaveis ou que apresentem alguma doenca de interesse
como diabetes, hipertensdo e dislipidemia, sdo utilizados para analise da funcao
endotelial. Anéis de aorta de coelho contendo a camada intima da parede do vaso e
animais como ratos e hamsters, cujos vasos podem ser observados em microscépio
por transiluminagdo, sao bastante estudados (LUZ et al., 2003). Para avaliar a
integridade vascular, a vasodilatagdo é induzida por medicamentos ou substancias
vasodilatadoras dependentes e independentes do endotélio (LUZ et al, 2003;
VALLANCE e CHAN, 2001; LUSCHER e BARTON, 1997). A administragdo de
substancias vasoconstritoras pode preceder o estimulo vasodilatador exdégeno e este
ultimo pode ser aplicado em diferentes doses para observagdo da magnitude dos
efeitos (LUZ et al., 2003).

Os valores de didametro vascular sao obtidos por sistemas de imagem digital. O
fluxo sanguiineo pode ser estimado através da utilizagdo de sistemas laser Doppler. A
permeabilidade capilar pode ser avaliada através da marcacdo fluorescente de
moléculas a serem injetadas na circulagdo, permitindo detectar o extravasamento de
liquido para o espaco intersticial, extravasamento que, quando aumentado, representa

um fator importante na fisiopatologia do colapso vascular (LUZ et al., 2003).
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2. 4.4 Estudos da Funcio Endotelial na Dindmica Vascular em Humanos

Procedimentos invasivos sao inadequados para criangas, adolescentes e adultos
assintomaticos (MOYNA e THOMPSON, 2004). Os estudos invasivos em humanos séo,
geralmente, realizados em pacientes durante algum procedimento necessario ao seu
diagnostico ou tratamento (LUZ et al., 2003). Segundo Moyna e Thompson (2004),
avaliacdes nao-invasivas da funcdo endotelial de artérias periféricas podem ser
estendidas para as artérias coronarias. Adicionalmente, a avaliagdo funcional do
endotélio por técnicas ndo-invasivas apresenta boa reprodutibilidade (LUZ et al., 2003)
e capacidade prognostica para eventos cardiovasculares (MOYNA e THOMPSON,
2004; LUZ et al., 2003), com cerca de 90% de valor preditivo negativo, devendo ser
incluida como alvo terapéutico na prevencao e tratamento de doencgas cardiovasculares
(LUZ et al., 2003).

O estado funcional do endotélio pode ser avaliado através do estudo da resposta
vascular a determinado estimulo, devido a participacdo do endotélio no controle da
mecanica vascular. Alguns fatores que estimulam a fungdo endotelial sdo bastante
aplicados para inferir sobre a integridade vasomotora. Os recursos mais usuais sdo os
farmacoldgicos e mecanicos. Estimulos fisiologicos como o exercicio e o estresse
mental também s&o amplamente utilizados (GREEN et al., 2005, MOYNA e
THOMPSON, 2004; GOTO et al., 2003; HILTAWSKY e EMERT, 2002; MYERS et al.,
2002; CARDILLO et al., 1998; CARDILLO et al., 1997; FONTANA et al., 1997; SUNG et
al., 1997; MILLS e DIMSDALE, 1996). Os principais estimulos utilizados na literatura

est&o descritos a seguir.

2.4.4.1 Hiperemia Reativa

A hiperemia reativa consiste na elevagdao acentuada do fluxo durante o
restabelecimento da circulagdo apos oclusao temporaria (AIRES, 1999) e representa
um importante estimulo a agédo endotelial (MOYNA e THOMPSON, 2004; LUZ et al.,
2003). Para o estabelecimento do processo de hiperemia reativa, geralmente é
realizada a oclusédo do fluxo sangliineo nos segmentos brago ou antebrago por
aproximadamente cinco minutos (MOYNA e THOMPSON, 2004; ALOMARI et al.,
2004; VOGEL, 2001). A isquemia causa dilatagdo arteriolar e queda da resisténcia
vascular periférica. Apos a liberagdo do fluxo sangiineo, este apresenta-se
aumentado resultando em exposicdo da camada endotelial a grande tensdo de

cisalhamento. Ocorre entdo a hiperpolarizagdo do endotélio, o que resulta na liberacao
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de substancias vasodilatadoras, levando a chamada dilatacdo arterial mediada por
fluxo, DMF (MOYNA e THOMPSON, 2004; LUZ et al., 2003), que consiste na variagao
percentual do didmetro arterial em relagdo ao didmetro basal durante a hiperemia

reativa, e é calculada por (LUZ et al., 2003):

DMF (%) = Dun = Diusue 1 (2.1)

BASAL

onde Dygr € o diametro na hiperemia reativa e Dgasa. € 0 didmetro basal da artéria.

Em geral sdo usados aparelhos de ultra-sonografia comuns na pratica médica,
que disponibilizam Modo-B e Doppler, para observar, respectivamente, didmetro
arterial e fluxo sanguineo, o segundo estimado a partir da velocidade de fluxo (LUZ et
al., 2003; HILTAWSKY e EMERT, 2002; VOGEL et al., 1997; ANDERSON e MARK,
1989). Os resultados quanto a vasodilatagdo em protocolos de hiperemia reativa
permitem inferir sobre o progndéstico de algumas doengas cardiovasculares (MOYNA e
THOMPSON, 2004; LUZ et al., 2003). Ha evidéncias de que a vasodilatagdo mais
proxima ao normal em resposta a isquemia diminui o risco de eventos como morte,
infarto agudo do miocardio, acidente vascular encefalico, angina instavel e fibrilagao
ventricular, sendo preditora independente de eventos ao lado da idade, insuficiéncia
renal e cirurgia vascular fora do leito carotideo (LUZ et al., 2003). A variagao do
diametro vascular também resulta em menor risco de complicagdes circulatérias no
pos-operatério de cirurgias vasculares. Sendo assim, Luz et al. (2003), defendem que
a reatividade vascular por hiperemia reativa deva ser incorporada em exames de risco
cirurgico em pacientes a serem submetidos a procedimentos vasculares. Uma vez
constatada a disfungéo endotelial, que esta seja tratada com medicamentos capazes
de reverter o quadro, como as estatinas. A estabilizacdo das placas de ateroma
incorreria em menor risco de eventos no pds-operatorio.

Entretanto, ha uma divergéncia entre diversos autores quanto ao valor de
referéncia para o comportamento vascular normal. Segundo Luz et al. (2003), durante
0 processo de hiperemia reativa, o fluxo sanguineo pode alcangar valores 100 a 300%
maiores. No experimento conduzido por Anderson e Mark (1989), a hiperemia reativa
induzida por 10 min de isquemia resultou em aumento de fluxo de aproximadamente
290%. Porém, muitos protocolos utilizam tempos de oclusdo menores que 10 min.
Quanto ao didmetro vascular, uma vasodilatacdo de 10% apo6s oclusdao do fluxo
braquial é estabelecida como normal para Hiltawsky e Emert (2002). Vogel (2001)
considera valores maiores que 10% para a oclusao do fluxo feita no bracgo. Luz et al.

(2003) consideram valores acima de 8% normais para individuos do sexo masculino.
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Para Vogel (2001) na oclusdo do antebrago, o aumento de didmetro superior a 6% ¢é
considerado adequado. Segundo Betik et al. (2004) e Berry et al. (2000), os valores de
DMF considerados normais variam de 5% a 22%. Adicionalmente, o que ¢
considerado normal em um estudo é apontado em outro como indicativo de disfungao.
O protocolo utilizado para as medi¢cdes pode explicar em parte a disparidade de
resultados. Dentre os fatores pode estar o método utilizado para medigao (echo-
tracking ou velocimetria por Doppler, por exemplo), o sitio arterial sob observagao
(BETIK et al., 2004; BERRY et al., 2000), uma vez que a dilatagdo é inversamente
relacionada ao didmetro inicial da artéria (VOGEL, 2001), o local da oclusdo (mais
proximal ou distal), a duragdo da oclusao, entre outros (BETIK et al., 2004; BERRY et
al., 2000).

2.4.4.2 Utilizagdo de Substancias Vasomotoras

Procedimentos utilizando substancias vasoconstritoras e vasodilatadoras
também sdo empregados para a observacdo da variagdo de didmetro do vaso por
acao do endotélio ou de outros sistemas de controle vascular (MOYNA e THOMPSON,
2004; LUZ et al., 2003). A influéncia das substancias vasoativas no didmetro arterial
pode ser observada com ultra-sonografia (LUZ et al., 2003; JOANNIDES et al., 1997).
Uma possibilidade é utilizar inicialmente substancias vasoconstritoras para posterior
observacdo da vasodilatacdo estimulada pela administracdo de substancias
vasodilatadoras dependentes do endotélio, a fim de avaliar a normalidade ou ndo da
vasodilatagdo endotélio-dependente. Pode-se também tragar curvas de vasodilatagédo
endotélio-dependente em fungdo da dosagem dessas substancias vasodilatadoras
(LUZ et al., 2003).

A administracdo de acetilcolina estimula a liberagdo de Oxido nitrico pelo
endotélio e € comumente utilizada em experimentos (MOYNA e THOMPSON, 2004;
STEER, 2003; JOANNIDES et al., 1997). A observagao de quadros de vasoconstricao
em resposta a administracdo de acetilcolina em pessoas com doengas coronarianas
consiste em marcador prognoéstico com valor preditivo independente de eventos
cardiovasculares (LUZ et al.,, 2003). Outras substancias, como a bradicinina, a
substancia-P, a noradrenalina e a serotonina, podem ser empregadas no estudo da
vasodilatagédo endotélio-dependente (MOYNA e THOMPSON, 2004). Substancias
vasodilatadoras independentes do endotélio, como a nitroglicerina e o nitroprussiato
de soédio, podem ser usadas para descartar a hipotese de que uma possivel

diminuicdo da vasodilatagdo seja consequiéncia de disfungbes da musculatura lisa
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vascular. Essas substancias estimulam a musculatura vascular de forma direta,
contornando a necessidade de producdo de Oxido nitrico para a promocgao da
vasodilatacdo (MOYNA e THOMPSON, 2004; LUZ et al., 2003).

A vasodilatacido endotélio-dependente induzida pelo oxido nitrico pode ser
farmacologicamente inibida por analogos da L-arginina como L-N®-monometil arginina
(L-NMMA) e L-nitroarginina metil-ester (L-NAME). Essas substancias competem com a
L-arginina na interagdo com a enzima NOS, resultando em constricdo vascular sem
oposigao do sistema simpatico ou endotelial (STEER, 2003; JOANNIDES et al., 1997).
Sua agao pode ser revertida pela administragao intravenosa de L-arginina (VALLANCE
e CHAN, 2001).

Através da utilizagdo de substancias vasoativas, foi possivel estabelecer a
importancia do éxido nitrico na manutengdo da mecanica vascular em diversos sitios
vasculares como braquial, radial, cerebral, pulmonar, renal e coronario. Tanto em
artérias condutoras quanto nas de resisténcia e nas veias, a administracdo de L-
NMMA resulta em inibicdo da vasodilatacdo endotélio-dependente induzida por
agonistas do 6xido nitrico como acetilcolina, bradicinina, serotonina e substancia P. O
grau de inibicdo varia com o sitio vascular. Os vasos condutores parecem ter menor
quantidade de oxido nitrico basal que os vasos de resisténcia. O Ténus basal no
sistema venoso de animais e humanos parece nao ser alterado pela inibicdo da NOS
(VALLANCE e CHAN, 2001). A infusao local de L-NMMA na circulacdo do antebraco
humano provoca vasoconstricdo e aumento da resisténcia vascular periférica e,
infundida intravenosamente, resulta no aumento da pressao sanguinea, indicando que
a musculatura vascular encontra-se em constante estado de vasodilatagdo devido a
liberacdo constante de Oxido nitrico pelo endotélio, o que mantém as condigbes
hemodinamicas basais do vaso (VALLANCE e CHAN, 2001; LUSCHER e BARTON,
1997). Clinicamente, drogas que mimetizam o 6xido nitrico e/ou melhoram a sintese
ou disponibilidade dessa substancia ja sdo administradas com efeitos positivos em
animais e humanos no controle da aterosclerose, na diminuicdo da resisténcia
vascular periférica, na melhoria do fluxo sanglineo e na redugdo dos niveis
pressoricos e em afecgdes pulmonares como hipertensdo pulmonar e algumas
sindromes respiratorias, visando reduzir a pressado arterial pulmonar e aumentar a
oxigenagao (VALLANCE e CHAN, 2001).

2.4.4.3 Estresse Mental

O endotélio participa da modulagdo vasomotora em resposta a uma variedade
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de estimulos psicolégicos e pode estar envolvido no mecanismo fisiopatoldgico no
qual ocorre lesao cardiovascular em situacdes de estresse (CARDILLO et al., 1998).

A reacédo cardiovascular ao estresse mental é atribuida principalmente a ativagao
do sistema nervoso simpatico, que resulta no aumento da pressao sanguinea através
de variagdes no débito cardiaco e na resisténcia periférica. Nesse processo, ocorre a
diminuicdo do fluxo sanguineo renal e esplénico e o aumento do fluxo na musculatura
esquelética. O endotélio vascular contribui para o aumento do fluxo muscular. Neste
caso, especula-se que o aumento da tensdo de cisalhamento sobre o endotélio,
decorrente do aumento do fluxo sanglineo, desencadeie maior produgao de oxido
nitrico, auxiliando a vasodilatagdo. Outras teorias relacionam a maior atividade
endotelial com estimulos colinérgicos e com a estimulagdo de adrenoceptores atuando
sobre as células endoteliais (CARDILLO et al., 1997).

A participagcdo do endotélio no controle da vasodilatagdo durante o estresse
mental foi demonstrada por Cardillo et al. (1997). Os autores observaram a redugéo da
vasodilatacdo em resposta a um protocolo de estresse mental apds a aplicagao de L-
NMMA. Nao houve alteragdo significativa das respostas de pressao sanguinea e
freqliéncia cardiaca ao estresse mental apdés a administracdo da substancia. A
vasodilatagdo em resposta a administragdo de nitroprussiato de sédio, vasodilatador
independente do endotélio, ndo foi reduzida por L-NMMA. Os autores atribuiram a
diminuicdo da vasodilatacdo durante o protocolo de estresse mental a inibicdo da
producao de oxido nitrico.

Alguns protocolos séo utilizados para causar estresse psicolégico. O teste
aritmético € um recurso bastante utilizado para promocédo de estresse mental com
respostas cardiovasculares confiaveis (FONTANA et al., 1997; CARDILLO et al., 1998;
SUNG et al., 1997). No protocolo de Cardillo et al. (1997) foram utilizados niumeros de
trés digitos destes foram subtraidos o numero sete por trés minutos. O voluntario
deveria fazer a subtracdo da forma mais rapida e acurada possivel. Os participantes
eram incomodados intencionalmente para fazerem os calculos mais rapidamente e
corrigidos quando os resultados ditos eram incorretos. No protocolo de SUNG et al.
(1997) os numeros de trés algarismos foram subtraidos de trés ou sete unidades
durante periodos de cinco minutos. Neste caso o voluntario era forcado a refazer a
subtracdo em caso de erro. Mills e Dimsdale (1996) adotaram um protocolo de
estresse mental diferente do teste aritmético. Cada voluntario era orientado a
defender-se de uma falsa acusacgdo de roubo, durante trés minutos, em frente a uma
camera de video. Estes deveriam falar de forma légica e sem pausas durante o

decorrer do teste.
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2.4.4.4 Exercicios

O exercicio tem importancia destacada na andlise do comportamento mecanico
do vaso por apresentar-se como um estimulo fisioldgico, real e envolvido na dinamica
vascular (MYERS et al., 2002).

E sabido que exercicios intensos podem oferecer risco vascular (GOTO et al.,
2003). Contudo, a pratica de exercicios leva a importante resposta adaptativa da
musculatura vascular ao exercicio (LUSCHER e BARTON, 1997), diminuindo a
morbidade e mortalidade por eventos cardiovasculares (GOTO et al., 2003).

Ha evidéncias do envolvimento do endotélio na hiperemia decorrente do
exercicio (GOTO et al., 2003; GREEN et al., 2002; MAIONARA et al., 2001; TUNE et
al., 2000). A atuagédo endotelial é estimulada pelo aumento do fluxo sangliineo. O
exercicio provoca o incremento do fluxo nos musculos dos segmentos em atividade,
no miocardio (MOYNA e THOMPSON, 2004) e também nos segmentos nao
exercitados (GREEN et al., 2005). Esse incremento resulta em maior tensdo de
cisalhamento sobre as paredes dos vasos, 0 que estimula a vasodilatagdo endotélio-
dependente (MOYNA e THOMPSON, 2004). A tensao de cisalhamento sobre os vasos
varia com o tipo e com a intensidade dos exercicios (GREEN et al., 2005; GOTO et al.,
2003), assim como com a posigdo do individuo durante a execugao do exercicio
(SORENSEN et al., 2000), resultando em diferentes respostas vasculares.

O oxido nitrico encontra-se envolvido na modulagdo da resposta vascular ao
exercicio estatico (CARDILLO et al, 1997) e dinamico. Green et al. (2005),
compararam o fluxo sangliineo do antebrago, estimado a partir de informagdes de
velocidade de fluxo obtidas com ultra-som Doppler, em dois exercicios dindmicos
diferentes. Usaram L-NMMA como antagonista do 6xido nitrico para caracterizar que a
vasodilatagdo durante os exercicios sofre influéncia endotelial. No exercicio de
handgrip com contrag¢des isotdnicas a cada dois segundos, iniciadas com carga de
1,25 Kg, incrementada com 1,25 Kg a cada trés minutos, até a carga maxima de 4,75
Kg, a resposta endotelial foi menor que a obtida no exercicio com cicloergbmetro com
cargas de 60, 80 e 120 W, cujo incremento também acontecia a cada 3 minutos. A
coleta de dados foi realizada no ultimo minuto de trabalho para cada carga no brago
contralateral ao membro em atividade no handgrip. Este estudo e o de 2002,
conduzido pelo mesmo grupo de pesquisa, mostram que a ativagdo endotelial pode
ser observada mesmo quando o local de medicdo ndo corresponde ao segmento em

exercicio.
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2.4.4.5 Cold Test

Luz et al. (2003) citam o cold test como um dos métodos usados na investigacao
do endotélio vascular. Entretanto, os préprios autores afirmam que a vasoconstricdo
ocorre predominantemente por ativagdo simpatica. Na técnica descrita, o membro
superior do individuo € submerso em agua a 0 °C e sédo observadas as variagdes de

fluxo e calibre nas artérias coronarias.

2.4.4.6 Ingestdo de Alimentos Hipercaloricos

A manutencao de uma dieta rica em gorduras encontra-se associada ao aumento
dos niveis plasmaticos de triglicerideos e colesterol e pode contribuir para um quadro de
disfungao endotelial e aterosclerose (BAE et al., 2003; BAE et al., 2001; VOGEL et al.,
1997), havendo uma relagao direta entre os niveis de colesterol e triglicerideos e o risco
de doengas coronarianas (BAE et al., 2003; VOGEL et al., 1997). A ingestao continuada
de alimentos ricos em gordura é responsavel também pelo aumento da magnitude e da
duracao da lipidemia pés-prandial. Inversamente, uma dieta equilibrada contribui para o
controle e reversao da aterosclerose (CHUNG et al., 1998).

Uma unica refeigdo rica em gorduras pode causar alteragbes transitérias na
mecanica vascular. Tais alteragdes vém sendo estudadas por diversos autores (BAE et
al., 2003; BAE et al., 2001; GOKCE et al., 2001; MARCHESI et al., 2001; RAITAKARI et
al., 2000; WILLIAMS et al., 1999; CHUNG et al., 1998; VOGEL et al., 1997). O achado
mais frequente é a diminui¢cdo da dilatagdo mediada por fluxo (BAE et al., 2003; BAE et
al., 2001; WILLIAMS et al., 1999; VOGEL et al., 1997), comumente justificada pelos
niveis aumentados de triglicerideos na fase pds-prandial e pelo estresse oxidativo
decorrente de produtos da oxidagdo de lipideos. Bae et al. (2003) constataram o
aumento do fluxo durante a hiperemia reativa na fase pds-prandial. Em contrapartida,
muitos estudos encontram picos de fluxo pré e pos-prandial semelhantes (RAITAKARI
et al., 2000; WILLIAMS et al., 1999; MARCHESI et al., 2001; VOGEL et al., 1997). O
aumento do didmetro basal também é observado (RAITAKARI et al., 2000) e
relacionado ao aumento da liberagcdo de insulina. Porém, a maioria dos estudos néao
encontra diferenga estatistica no fluxo sanglineo basal pré e pds-prandial (BAE et al.,
2003; WILLIAMS et al., 1999; MARCHESI et al., 2001; VOGEL et al., 1997), apesar de
observarem o aumento dos valores médios na fase pds-prandial (BAE et al., 2003; BAE
etal.,, 2001; MARCHESI et al., 2001; VOGEL et al., 1997).

26



2.5 Outros Mecanismos Envolvidos no Controle da Mecanica Vascular

Além do endotelial, existem outros sistemas de controle da resposta vascular em
repouso, durante estimulos fisioldgicos ou exdgenos e em situagbes de doenga. Assim,
muitos fatores que servem de estimulo a atividade endotelial acionam outras vias de
controle do sistema cardiovascular. Esta se¢do tem por objetivo apontar outros
mecanismos importantes envolvidos no controle da resposta vascular.

A circulacao periférica é controlada tanto por fatores teciduais locais quanto pelo
sistema nervoso (BERNE e LEVY, 1996). O sistema vascular & controlado pelo
endotélio vascular e por atividade miogénica a nivel local. E submetido também a
influéncia bulbar que, através de barorreceptores e quimiorreceptores, realiza o controle
neuro-humoral do sistema cardiovascular. Por ultimo, envolve os centros neurais
superiores, incluindo estruturas neocorticais, limbicas e hipotaldmicas, que geram
respostas coerentes com estimulos comportamentais, viscerais e hormonais (TIBIRICA,
2001), conforme o esquema apresentado na Figura 2.5. A importancia relativa dos
mecanismos de regulacdo ndo € a mesma em todos os tecidos. Na pele e regido
esplénica predomina a regulagdo neural, enquanto que no coragdo e ceérebro, a
regulagdo neural €& secundaria. Nas estruturas vitais e no musculo esquelético,
predominam os fatores metabdlicos (BERNE e LEVY, 1996).

Controle cortical
Sistemas
Cognitivos

Sistema Limbico
Memoria
Sistemas Hipotalamicos
V¢ ¢ ¢ ¢ ¢ v Geradores de Respostas

Geradores de Tonus
Simpatico
Reflexos Bulboespinhais

Controle do Toénus
Cardiaco e Vascular

Figura 2.5: Vias de regulagdo extrinseca do coragdo e da circulagdo e intrinseca
do coracdo. Figura adaptada de Tibirica (2001).
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2.5.1 Auto-requlacio do Fluxo Sangliineo

Em muitos tecidos, o ajuste do fluxo sangiineo parece estar relacionado a
atividade metabdlica local. As variacdes de pressao arterial com niveis constantes de
metabolismo tecidual promovem alteragbes na resisténcia vascular de forma a manter o
patamar do fluxo sangliineo na regido. Este mecanismo é denominado de auto-
regulagéo do fluxo sangliineo. O mecanismo responsavel pela manutengdo de niveis
adequados de fluxo sangliineo em condigbes de metabolismo estavel é desconhecido,
mas considera-se que haja atuacdo endotelial e a existéncia de um mecanismo
miogénico de controle (BERNE e LEVY, 1996).

O mecanismo miogénico propde que o estiramento da musculatura lisa vascular
seja responsavel por sua contragdo e que a diminuicdo da tensdo sob os musculos
vasculares resulte no relaxamento muscular. Assim, o acréscimo de pressao,
acompanhado do aumento do fluxo sangliineo, levaria ao aumento da distenséo
tecidual e da tensdo sobre a parede vascular e a constricdo vascular, que regularia o
fluxo no sentido oposto (BERNE e LEVY, 1996). Os vasos de resisténcia mostram
contracéo e relaxamento intermitentes, ndao havendo uma simples contracéo sustentada
em resposta ao estiramento. Contudo, acredita-se que a elevagdo da pressao de
perfusdo resulte em contragdes mais freqlientes e duradouras, controladas pelos
potenciais de acdo na musculatura lisa vascular (BERNE e LEVY, 1996).

Em condicbes normais, a pressdo arterial € mantida em niveis constantes.
Entretanto, o fluxo sanguineo encontra-se diretamente relacionado as demandas
metabdlicas teciduais, havendo a influéncia de um mecanismo metabdlico na regulagéo
do fluxo sanglineo. Nesse mecanismo, uma oferta de oxigénio inferior a demanda
tecidual levaria ao aumento da quantidade de metabdlitos vasodilatadores e a dilatagdo
dos vasos de resisténcia. Condigdes metabdlicas contrarias levariam a elevacao da
resisténcia pré-capilar (BERNE e LEVY, 1996). Varias substancias vém sendo
propostas como mediadoras da vasodilatagdo metabdlica. Os topicos seguintes
abordam as substancias apontadas como vasodilatadoras metabdlicas e outros

mecanismos de controle intrinseco e extrinseco do vaso.

2.5.1.1 Fator Metabdlico Local
Entre as principais substancias mediadoras da vasodilatagcdo metabdlica estariam

0 acido latico, o gas carbénico e ions hidrogénio. A tensdo de oxigénio também é um

fator responsavel pela modificacdo do ténus basal da musculatura lisa vascular. A
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tensdo de oxigénio diminuida promove o relaxamento vascular, enquanto que
aumentada, leva a contragdo da musculatura lisa vascular. Entretanto, Berne e Levy
(1996) afirmam nao haver correlacdo entre a tensdo de oxigénio nos vasos de
resisténcia e o didmetro a nivel arteriolar. ons potassio, fosfato inorganico e o aumento
da osmolaridade do liquido intersticial também s&o sugeridos como vasodilatadores de
acao transitéria e menos importante. Adicionalmente, quimioceptores periféricos,
localizados nos corpos carotideos e no arco adrtico, e quimioceptores centrais no bulbo
sdo sensiveis a diminuicdo da tensdo de oxigénio e ao aumento da tensdo de didxido de
carbono no sangue e, quando estimulados, produzem primariamente aumento da
frequéncia cardiaca e da profundidade da respiragéo e, de maneira menos significativa,
levam a vasoconstri¢cdo periférica (BERNE e LEVY, 1996).

2.5.1.2 Fator Miogénico no Controle Vascular

Certas células da musculatura lisa vascular possuem automatismo, ou seja,
sofrem despolarizagdo espontanea. Essa despolarizagao pode propagar-se as células
vizinhas num raio de um a varios milimetros formando uma unidade funcional. Varias
unidades funcionais agindo assincronicamente auxiliam no controle do ténus basal do
vaso. O controle miogénico é local, nao se propagando para outras regides. Em teoria, o
fator miogénico também seria responsavel pela auto-regulagdo do fluxo a nivel pré-
capilar. A distensdo do vaso poderia levar ao aumento da freqiiéncia de despolarizagao
dessas ceélulas, causando contragédo transitoria do vaso. Em presenga de menor
deformacdo, ocorreria a vasodilatacdo pela reducdo da atividade dessas células.
Orgdos como rins, cérebro e baco e a musculatura esquelética possuem elevado
automatismo da musculatura lisa vascular, logo, elevado tdnus basal, importante para a
auto-regulacao, principalmente em situagdes de redugcédo das necessidades nutricionais
(AIRES, 1999).

2.5.2 Sistema Nervoso no Controle Vascular

O envolvimento do sistema nervoso central na modulagdo do ténus vascular e na
manutencao de niveis normais de pressao arterial € conhecido ha mais de um século
(TIBIRICA, 2001). O sistema nervoso central governa a contragdo da musculatura lisa
vascular e a atividade cardiaca por via enddcrina e através do sistema autonémico, por

ativacao principalmente simpatica (AIRES, 1999).
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2.5.2.1 Sistema Nervoso Autbnomo

Varias regides do bulbo influenciam a atividade cardiovascular. A estimulacdo da
regido dorso-lateral, denominada regido pressora, ocasiona vasoconstricdo, aceleragao
cardiaca e aumento da contratilidade miocardica. A regido caudal e ventromedial a
regido pressora induz a queda da pressao arterial por inibicdo da regido pressora e por
inibicdo medular direta. As regides vasoconstritoras sdo permanentemente ativas. Sua
atividade pode ser aumentada por estimulos humorais e reflexos, desencadeando maior
frequéncia dos impulsos nervosos (BERNE e LEVY, 1996). A sintese das catecolaminas
adrenalina e noradrenalina, hormdnios neurais responsaveis pela aceleracdo da
frequéncia cardiaca e o aumento do volume sistdlico estimula a vasoconstricao. A
adrenalina é produzida pela regido medular da glandula supra-renal e liberada na
corrente sanguinea. A supra-renal libera também noradrenalina, mas em quantidades
muito pequenas. As fibras vasoconstritoras do sistema simpatico, denominadas
adrenérgicas, também sintetizam noradrenalina, liberadas por vesiculas das
terminagdes nervosas, auxiliando a vasoconstricdo (McARDLE, 1998; BERNE e LEVY,
1996).

A inibicdo da area pressora do bulbo resulta em menor atividade desta
(McARDLE, 1998). O sistema nervoso simpatico, através de suas fibras colinérgicas,
sintetizam acetilcolina, auxiliando a vasodilatagdo (McARDLE, 1998). As fibras
simpaticas colinérgicas representam apenas 10% das fibras simpaticas e parecem ser
controladas por nucleos hipotalamicos. Tém sido relacionadas a vasodilatacédo
moderada que precede o0 exercicio, com o0 corpo ainda em repouso e determinam
também o estado de alerta e defesa. Nos 6rgéos genitais, auxiliariam a vasodilatagao
parassimpatica (AIRES, 1999).

O sistema simpatico vasoconstritor atua sobre todos os territorios vasculares.
Inerva os vasos de resisténcia e capacitancia, promovendo contracdo arterial e venosa
(AIRES, 1999). Porém, a influéncia neural sobre os vasos maiores tem importancia
funcional muito menor que sobre os vasos de resisténcia. Ainda assim, os vasos de
capacitancia atingem contracdo maxima em atividade neural mais baixa que a
necessaria aos vasos de resisténcia (BERNE e LEVY, 1996). O sistema simpatico
consiste no controle mais importante do sistema nervoso central sobre a resisténcia

vascular periférica, a perfuséo tecidual e o retorno venoso (AIRES, 1999).
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O sistema simpatico s6 disponibiliza uma agao global, em bloco, em situagbes de
emergéncia. Em condi¢cdes normais, ha uma regulacéo regional do vaso que pode ser
diferente em regides distintas (AIRES, 1999).

As fibras adrenérgicas sao responsaveis pela manutengdo do ténus vasomotor
basal. Sendo assim, a vasodilatagdo é mais influenciada pela diminuigdo da descarga
adrenérgica que pelo aumento da agao colinérgica (McARDLE, 1998). As terminagdes
nervosas desse sistema nos vasos séo difusas e se concentram na interface média-
adventicia do vaso. Estas terminacbes raramente penetram a camada média. A
ativagdo das camadas mais profundas deve se dar pela conducgdo do potencial de acéo
por propagacgdo célula a célula, proveniente das camadas proximas a adventicia, ou
pela difusdo hormonal (AIRES, 1999).

Os neurbnios do sistema parassimpatico, por sua vez, quando estimulados,
liberam acetilcolina, responsavel pela bradicardia no coragao e pela dilatacdo vascular
(McARDLE, 1998). Aproximadamente 80% das fibras parassimpaticas sdo conduzidas
pelo par de nervos vagos. Deixando o tronco cerebral e a medula espinhal, essas fibras
vao atuar sobre o corpo. A inervagdo vascular parassimpatica € restrita a algumas
regidbes como genitalia externa, bexiga, reto, glandulas salivares e sudoriparas, vasos
cerebrais (AIRES, 1999), pele, esfincteres e peristalse intestinais, musculo ciliar da iris,
vesicula e ductos biliares, brénquios e artérias coronarias (McARDLE, 1998). Desta
forma, a inervagdo parassimpatica colinérgica é pequena quando comparada a
inervagao simpatica (AIRES, 1999).

A vasodilatacdo decorrente de acdo colinérgica parassimpatica € auxiliada por
outros fatores promotores de vasodilatagdo. A acetilcolina, entretanto, produz
vasodilatagdo marcante quando administrada endovenosamente. Esta é mediada por
receptores muscarinicos presentes no endotélio, que induzem a liberagdo de o6xido
nitrico (AIRES, 1999).

2.5.2.1.1 Regulagéo Reflexa

As areas do bulbo que auxiliam no controle vascular sdo influenciadas por
impulsos neurais com origem nos barorreceptores. Os barorreceptores localizam-se nos
grandes vasos do tronco e do pescogo (TIBIRICA, 2001), mais especificamente nos
seios carotideos e na crossa da aorta (BERNE e LEVY, 1996). Sao inervados por ramos
dos pares cranianos IX e X, glossofaringeo e vago, respectivamente, conforme ilustra a
Figura 2.6. Esses receptores sdo sensiveis a distensdo das paredes das artérias aorta e

carotidas, induzida por variagdo de pressdo, e promovem a regulagao reflexa ou
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autondmica da pressdo arterial (TIBIRICA, 2001). A ativagdo dos barorreceptores
resulta no aumento da atividade vagal, ocorrendo a diminuigdo da atividade simpatica e,
consequientemente, a diminuicdo da pressdo arterial e da freqléncia cardiaca. A
desativacdo dos barorreceptores por diminuicdo da pressdo causa aumento da
atividade simpatica, da press&o arterial e da freqiiéncia cardiaca (TIBIRICA, 2001).

Nervo sinusal para o
Glossofaringeo (1X)

Artéria carétida
interna

Artéria cardtida
interna
Artéria carétida

externa ~a Artéria cardtida

externa

Nervo Vago
(X)

do seio
carotideo

Aorta ascendente
A

Barorreceptores
do arco adrtico

Figura 2.6: Localizagdo dos barorreceptores arteriais. Figura adaptada de Klabunde
(2004).

Existem também receptores localizados nas cdmaras cadiacas e nos grandes
vasos dos pulmbes (barorreceptores cardiopulmonares). Estes apresentam menor
influéncia sobre a pressao arterial. Contudo, participam da regulagdo do volume
sanguineo (BERNE e LEVY, 1996).

A atividade tbénica basal simpatica € modificada por estimulos neurais aferentes,
estimulos hormonais e cognitivos, esses ultimos envolvendo o nivel cortical (TIBIRICA,
2001). Exercicio, estresse mental, e hipoglicemia sdo exemplos de fatores que

estimulam a produgéo das catecolaminas (AIRES, 1999).

2.5.2.2 Regulacdo Hormonal
Alguns outros hormdnios circulantes possuem agéo vasomotora, dentre eles:

* Angiotensina Il - horménio mais importante do sistema renina-

angiotensina. Envolve o endotélio vascular e possui agado vasoconstritora
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(AIRES, 1999). No terminal simpatico, estimula a sintese de noradrenalina,
potencializa sua liberacdo e bloqueia sua recaptagdo neural, aumentando
a resposta simpatica. No endotélio, induz a sintese de endotelina (AIRES,
1999). Nos pré-capilares, provoca aumento de resisténcia. Possui também
efeito tréfico sobre a musculatura lisa (AIRES, 1999).

* Vasopressina - hormoénio liberado pela neuro-hipdfise, € um potente
vasoconstritor de vasos de resisténcia, determinando, via receptores V4,
aumento da resisténcia vascular local e reducao do fluxo. Essa substancia
também induz a liberagdo de endotelina pelo endotélio (AIRES, 1999).

» Fator natriurético atrial - horménio sintetizado e langado a circulacéo pelos
midcitos atriais, quando distendidos. Possui agdo vasodilatadora,

causando queda da resisténcia e aumento de fluxo local (AIRES, 1999).

Alguns dos estimulos, citados neste capitulo, que permitem observar o
comportamento vascular, como a hiperemia reativa e a hiperemia ativa, causada pelo
exercicio, serdo utilizados neste estudo para a analise das resposta mecanica do vaso a
estes.

O comportamento vasomotor sera alterado pela administragdo de ibuprofeno, que
possui agao antiinflamatéria, analgésica e antipirética. O Ibuprofeno atua sobre a via
ciclooxigenase, inibindo a sintese de prostaglandinas. Espera-se assim, um efeito
vasoconstritor com a sua administracdo. As alteracbes da mecénica vascular e do
comportamento vascular pés isquemia prolongada, que tem como resultado a hiperemia

reativa, com a administragdo de ibuprofeno serdo analisadas.
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Capitulo 3

METODOS E TECNICAS NA AVALIACAO
DA MECANICA E DA REATIVIDADE
VASCULAR

Em estudos clinicos, a fungdo endotelial € avaliada geralmente através da
magnitude da dilatagdo do vaso ou do incremento do fluxo sangliineo em resposta a
diferentes estimulos abordados na secao anterior. Entretanto, pardmetros de mecanica
vascular séo bastante utilizados no meio cientifico para a investigagdo da integridade
endotelial. A atribuigdo da regulacdo da mecanica do vaso ao endotélio desconsidera os
outros mecanismos de controle. Todavia, resposta vascular adequada indica integridade
funcional das vias de controle da mecéanica vascular, inclusive do endotélio vascular.

O comportamento cardiaco e dos vasos é influenciado por diversos fatores na
dindmica cardiovascular. Os vasos sanguineos possuem tanto caracteristicas elasticas,
como diametros diferentes. Adicionalmente, esses se ramificam e se anastomosam,
tornando dificil o total entendimento do funcionamento do sistema vascular. Contudo,
consideravel grau de conhecimento se faz possivel através de principios da mecanica
dos fluidos (BERNE e LEVY, 1996). Este capitulo apresenta alguns conceitos basicos
da hemodindmica, os métodos mais usuais e algumas técnicas utilizadas na avaliagédo

da mecanica vascular e da reatividade vascular.

3.1 Caracteristicas Mecanicas Estimadas a Partir de Valores de Diametro,

Volume ou Area e Valores de Pressio Sanguinea.

Varias caracteristicas mecanicas dos vasos sdo avaliadas a partir do
comprimento desses vasos em uma, duas ou trés dimensdes. Um desses parametros
em conjunto com valores de pressdo arterial permite estimar a elasticidade,
complacéncia, resisténcia e distensibilidade dos vasos sob observagédo. A maioria das
pesquisas utiliza o diametro em vez da area ou do volume interno do vaso para inferir
sobre a mecanica vascular, devido a maior facilidade em realizar a aquisicdo de

informagbes sobre o movimento vascular em apenas um plano. Graf et al. (1999)

34



consideram importante a aquisicdo de informagbes sobre a espessura da parede
vascular, uma vez que o aumento dessa espessura € um fator de risco estabelecido
para doencas arteriais cardiovasculares. Assim, os autores acreditam que um estudo
mais cuidadoso da mecanica vascular requer a determinagéo da relagédo entre carga e
deformacao na parede do vaso, estudo que necessita do conhecimento da espessura
da camada intima-média vascular na diastole. Algumas das propriedades mecanicas,
obtidas a partir de valores de pressao e didmetro, area ou volume, levando ou ndo em
consideracdo a espessura das camadas vasculares intima e média, s&o listadas a
seguir, onde considera-se:

AD a diferenga de didmetro entre os pontos de maximo (D,_. ) e minimo (D

max min )

didmetro;
AP a diferenca entre as pressoes arteriais sistolica (PAS ) e a diastdlica (PAD );
AA a diferenca entre os pontos de drea maxima (4_. ) e minima ( 4

max min )’

AV adiferenga de volume interno do vaso entre os pontos de maximo e minimo;
0 a densidade do sangue Tabelada em 1000 Kg/m® (BRANDS et al., 1998);
n é a viscosidade do sangue em mmHg.s;

IMT,, a espessura da camada intima-média na diastole.

3.1.1 Complacéncia

A complacéncia vascular é definida como a relagdo entre a variacdo de volume
interno do vaso e a variagao de pressao (Equagao 3.1), e é expressa em unidade de
volume por unidade de pressao (MEKKAOUI et al., 2001; BERNE e LEVY, 1996).

AV
C =—— (ml/mmHg), 3.1
- (mimmHg) 3.1)

Contudo, muitos trabalhos consideram a area de seccgao transversa do vaso em
vez do volume para o calculo da complacéncia (SELZER et al., 2001; JOANNIDES et

al., 1997), estimando uma complacéncia seccional (Equagéao 3.2).

D
C = max min , (3 i 2)
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3.1.2 Distensibilidade

Esse parametro carrega informagéo sobre a distensdo do vaso com o aumento
da pressao interna neste (NICHOLS e O'ROURKE, 1990) e é dado em unidade de
area por unidade de forga. Nos trabalhos cientificos, este pardmetro é estimado a
partir da variagéo relativa de volume, area ou didmetro (SMULYAN e SAFAR, 1997).
Estimativas de distensibilidade a partir de informacdes de didametro sdo obtidas pela
Equagdo 3.3. Brands et al. (1998) consideram a variagdo relativa de area pela
variagao de pressao (Equagado 3.4) e denominam essa relagdo como coeficiente de

distensibilidade.

AD
b [ ij, (SMULYAN e SAFAR, 1997) (3.3)
1§ =———
Dis = \Auin ), (SMULYAN e SAFAR, 1997; BRANDS et al., 1998) (3.4)
AP

3.1.3 Mddulo de elasticidade de Peterson

O mddulo de elasticidade de Peterson é o inverso da distensibilidade (SMULYAN
e SAFAR, 1997), sendo dado em unidade de forga por unidade de area (MEKKAOUI
et al., 2001) e calculado pela Equagédo 3.5 (SELZER et al., 2001; BERNE e LEVY,
1996).

AP
E,=——

AD - (3.5)
2

min

Segundo Mekkaoui et al. (2001), o modulo de elasticidade de Peterson pode
também ser calculado a partir da variacdo de pressdo pela variagdo relativa da

resisténcia vascular.
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3.1.4 Mddulo de Young

O moédulo de Young considera o médulo de elasticidade apenas na diregao
longitudinal (NICHOLS e O’'ROURKE, 1990), sendo também expresso em unidade de
forga por unidade de area (BRANDS et al., 1998). O médulo de elasticidade descreve
a variacao de pressao incidente sobre um plano do vaso e a deformacéo deste. Assim,
considera a espessura da parede vascular, diferentemente do médulo de elasticidade
de Peterson. Todavia, este ultimo é mais utilizado no estudo da mecénica vascular
(NICHOLS e O'ROURKE, 1990). O médulo de Young é calculado por Selzer et al.
(2001) a partir da Equacgao 3.6:

Y :0’5 XEP XA

IMT,

D,

min

(3.6)

b

3.1.5 Resisténcia

A resisténcia hemodinamica ou resisténcia periférica € a oposicdo imposta pelos
vasos ao fluxo sanguineo. A resisténcia vascular é determinada pelas dimensbes do
vaso e pela viscosidade sanguinea, atrito interno das camadas do sangue. A dimenséao
é o fator mais importante, segundo a Equacao de Poiseuille (3.7), extraida de Anderson
et al. (1986), valida para liquidos Newtonianos, aqueles cujas variagdes de velocidade
de escoamento nao alteram seu valor de viscosidade. Para liquidos ndo-Newtonianos, o
fluxo é inversamente proporcional a viscosidade (BERNE e LEVY, 1996). A resisténcia é
expressa em unidade de pressao por unidade de fluxo (GUYTON e HALL, 2002).
_128nL
2

onde L é o comprimento vascular.

R (3.7)

3.1.6 indice de dureza 8

O indice de dureza £ é adimensional. Este considera a raz&o entre o logaritmo
da relagdo entre as pressdes maxima e minima e a variacdo relativa de didmetro
(SELZER et al., 2001):
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3.1.7 Velocidade de onda de pulso

A propagacao da forma de onda de pressado sanguinea ao longo do segmento
arterial pode ser descrita pela Equacado 3.9, onde a velocidade de onda do pulso de
presséo é dada pela distancia entre dois pontos ao longo de um segmento vascular (L)
e pelo intervalo de tempo (Af) que o pulso leva do primeiro ao segundo ponto. Esta
distancia € assumida constante e igual & distancia entre os dois pontos de medicéo
determinados sobre a pele (PANNIER et al., 2002; BRANDS et al., 1998).

¢, == (PANNIER et al., 2002) (3.9)

Pannier et al. (2002) e Brands et al. (1998) apresentam outras equagbes (3.10 e

3.11) para a determinagéo da velocidade de onda de pulso.

o = |Yx&P (PANNIER et al., 2002) (3.10)
" AV xp

(MJ (BRANDS et al., 1998) (3.11)
X

A
AP

min

0

3.1.8 Tensao de Cisalhamento

Tensbes de compressdo e cisalhamento agem sobre a parede dos vasos,
decorrentes, respectivamente, da pressdo sanguinea sobre a parede do vaso e do
atrito entre a parede do vaso e o sangue em movimento (AIRES, 1999). A tenséo de
cisalhamento ou tensao tangencial é considerada o fator mecanico mais importante de

estimulo a produgdo de fatores de relaxamento derivados do endotélio (LUZ et al.,

38



2003; BRANDS et al., 1995). Como a velocidade de fluxo varia com o fluxo sangtineo,
que é pulsatil, a tensédo tangencial varia durante o ciclo cardiaco (AIRES, 1999). A
tensdo de cisalhamento na parede do vaso pode ser estimada com ultra-som Doppler

(SMULYAN e SAFAR, 1997) e é dada pela Equagao 3.12.
_ 470

e

T (AIRES, 1999; BERNE e LEVY, 1996) (3.12)

onde Q é o fluxo sangliineo e r € o raio do vaso.

3.2 Caracteristicas dos Vasos e Mecanica Vascular

A parede vascular é composta por trés camadas: a camada intima, que limita a luz
do vaso, seguida pelas camadas média e adventicia (HOEKS et al., 1997). A proporgao
de cada camada na estrutura da parede vascular varia com o tipo de vaso sangtineo,
conforme ilustra a Figura 3.1. Assim como a estrutura dos vasos, as propriedades
mecanicas destes também variam (BERNE e LEVY, 1996). Algumas das caracteristicas

dos vasos sanglineos da circulagao sistémica serao discutidas nessa secéo.

Macrovasos ———— 10 mm Microvasos +—— 20 um
Arteriola

i Aorta Artéria Veia Veiacava Arteriola terminal  Capilar Vénula
Diametro 25 mm 4 mm 5 mm 30mm § 30um 10 pm 8 um 20 um

O O ) e

Espessura da ./ s 1,5 ; o §
parede 2 mm 1 mm 0,5mm mm 6 um 2 um 0,5 um 1 um

M"x

Endotélio L E’
PRI

W

Figura 3.1: Didmetro interno, espessura e quantidade relativa dos componentes da
parede vascular em diferentes tipos de vasos sanguineos. Figura extraida de Berne e
Levy (1996).

Tecido elastico

Musculo liso

Tecido fibroso

Os vasos considerados elasticos possuem paredes distensiveis e elasticas, pois
apresentam grande quantidade de elastina em suas tunicas médias. Séo artérias como
a aorta e seus ramos maiores, as artérias iliacas e artéria pulmonar. Permitem a
expansao das paredes vasculares, a acomodacido do volume sistdlico e o retorno ao
calibre normal apds a passagem daquele volume maior. Seu movimento durante o ciclo
cardiaco resulta em fluxo continuo nos vasos sanguineos, apesar da ejecao do sangue

se processar de forma intermitente (AIRES, 1999).
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Os vasos condutores sdo vasos de baixa resisténcia. Estes sdo representados por
artérias submetidas a forte influéncia da camada muscular, cujo desempenho do papel
contratil depende de influéncia endotelial e autonémica. A importante contribuicdo da
camada muscular no controle da vasodilatacdo € decorrente da maior relacado tunica
média/ diametro vascular. Os vasos condutores sdo também denominados vasos
musculares e sdo exemplos desse grupo de vasos a artéria poplitea, a radial, a cerebral
e as coronarias (AIRES, 1999).

Os vasos de resisténcia, compostos pelas artérias menores e arteriolas. Esses
vasos apresentam maior resisténcia a passagem do fluxo sangliineo e consistem em
regides de alta pressao. Exercem papel importante no controle do fluxo regional, através
da vasodilatagao ou constrigdo (AIRES, 1999). Cada arteriola da origem a varios
capilares. Assim, apesar do menor calibre dos capilares sanglineos, sua area de
secgao transversa total € grande, conforme ilustra a Tabela 3.1, 0 que resulta em
velocidade de fluxo bastante reduzida e facilita a troca de substancias difusiveis entre o
sangue e os tecidos (BERNE e LEVY, 1996).

Os vasos capilares sdo considerados vasos de troca. Estes apresentam paredes
finas, o que permite rapida transferéncia de substancias entre o sangue e os tecidos
(AIRES, 1999). Nao possuem musculatura lisa vascular em sua parede, ndo se
submetendo a influéncia vasomotora endotelial importante (LUZ et al., 2003). As trocas
entre o0 vaso e os tecidos podem ocorrer também nos vasos poés-capilares ou em
pequenas arteriolas (AIRES, 1999).

Ha também a presenca de anastomoses arteriovenosas, jun¢des entre arteriolas e
vénulas, sem a presencga de capilares. Nao ocorrem em todos os tecidos, mas em
alguns como a pele e a mucosa nasal (AIRES, 1999).

Os vasos de capacitancia sido representados pelas veias e vénulas. Recebem
esse nome por conterem cerca de dois tercos do sangue circulante, o que é possivel
devido ao grande numero e tamanho desses vasos no corpo (AIRES, 1999). S&o cerca
de oito vezes mais distensiveis e tem volume trés vezes maior que as artérias
correspondentes, sendo 24 vezes mais complacentes do que essas artérias (GUYTON
e HALL, 2002). Séo facilmente distendidos ou colapsados, agindo como reservatorios
de sangue. Esses vasos sdo compostos pela camada endotelial, seguida por uma fina
camada de musculo e colageno e, por fim, a camada adventicia. A diferenga entre veias
e vénulas reside principalmente no didmetro que apresentam. As veias dos membros
possuem valvulas semilunares que impedem o fluxo retrogrado. As grandes veias
centrais e aquelas da cabeca e pescogo nao possuem valvulas. Muitas vénulas sao
inervadas por fibras vasoconstritoras, permitindo o controle ativo do volume de sangue
nos reservatorios (AIRES, 1999).
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Tabela 3.1: Analise de vasos em cédo de 20 Kg

Vasos Numero de Vasos Area total de Volume total
Seccédo Transversa de sangue (%)
(cm?)
Sistémicos
Aorta 1 2,8
Artérias 40 a 110.000 40 11
Arteriolas 2.800.000 55
Capilares 2.700.000.000 1.357 5
Vénulas 10.000.000 785
Veias 660.000 a 110 631 67
Veias cavas 2 3,1
Pulmonares
Artérias e arteriolas 1 a 1.500.000 137
Capilares 2.700.000.000 1.357
Veias e vénulas 2.000.000 a 4 210
Coracéao
Atrios 2
Ventriculos 2 5

Os parametros que possuem faixas de variacao, sao apresentados na dire¢cdo do
fluxo sanguineo. Tabela adaptada de Berne e Levy (1996).

Como visto na seg¢ado 3.1, ha uma dependéncia entre a estrutura vascular e o
comportamento mecanico deste vaso. Existe uma relagéo inversa entre o didmetro e a
resisténcia vascular, conforme a Equagéo de Poiseuille (3.7). A velocidade de fluxo
tem relagao direta com o fluxo e inversa com a area de secgéao transversa do vaso, de

acordo com a Equacgéo 3.13.
0
y==, 3.13
y (3.13)

onde Q é o fluxo em ml/ min, v é a velocidade do fluxo em cm/s e 4 é a area de

secgao transversa do vaso em cm? (BERNE e LEVY, 1996).

A velocidade decresce progressivamente da aorta aos capilares, onde atinge
valores minimos. No sistema venoso, a velocidade do fluxo aumenta
progressivamente em dire¢do as veias cavas (BERNE e LEVY, 1996). A pressao

arterial, considerada na estimativa de diversos pardmetros de mecéanica vascular,
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decresce a nivel arteriolar e a area de seccao transversa total € maxima a nivel
capilar. A Figura 3.2 apresenta uma estimativa da area de secdo transversa, da
velocidade de fluxo, da propor¢do de volume de sangue e do comportamento da

pressao nos diferentes compartimentos vasculares.
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Figura 3.2: Comportamento da pressao sanguinea, da velocidade de fluxo, da
distribuicdo do volume sangiineo e da area de secgdo transversa na circulagado
sistémica. Figura adaptada de Berne e Levy (1996).

3.3 Ferramentas Utilizadas no Estudo da Mecanica Vascular

Para avaliar a motricidade do vaso de interesse e analisar o comportamento
mecanico do vaso, geralmente s&o utilizados valores de didmetro vascular, pressao
arterial, espessura da camada intima-média, velocidade de fluxo sanguineo, fluxo
sanguineo e velocidade de onda de pulso, como visto anteriormente. Essa secao
relata alguns métodos ndo-invasivos bastante utilizados para a obtencdo desses

parametros em humanos.
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3.3.1 Pressao arterial

A presséao arterial consiste na forga por unidade de area exercida pelo sangue
sobre a parede vascular (GUYTON e HALL, 2002). Essa pressado é gerada e mantida
pela interacdo entre a forca propulsora cardiaca, a capacidade de dilatacdo elastica da
aorta e a resisténcia ao fluxo exercida principalmente pelas arteriolas e artérias de
calibre inferior a 200 um de diametro (AIRES, 1999; SMULYAN e SAFAR, 1997).

Ao deixar o ventriculo esquerdo rumo a circulagao sistémica e encontrar a
resisténcia da parede vascular da artéria aorta, oitenta e cinco a noventa por cento do
sangue ejetado segue seu trajeto através da rede vascular sistémica e os 10 a 15%
restantes sdo acomodados no proprio segmento adrtico (AIRES, 1999; SMULYAN e
SAFAR, 1997). A caracteristica complacente da artéria aorta permite a acomodagéo do
volume sistolico com uma presséo sistolica relativamente baixa. Parte da energia gasta
para distender a parede arterial, durante a sistole, retorna a circulagcdo na diastole
(SMULYAN e SAFAR, 1997), havendo um retorno gradual do vaso ao seu calibre
anterior. Se nao houvesse a distensibilidade do sistema arterial, o fluxo sangulineo
ocorreria somente durante a sistole ventricular (GUYTON e HALL, 2002). A elasticidade
arterial faz com que a pressdo assuma natureza pulsatil, oscilando durante o ciclo
cardiaco (AIRES, 1999).

A pressao arterial deve manter-se em niveis adequados a perfusdo dos tecidos
(TIBIRICA, 2001). O valor maximo de presséo (PAS) é alcangado durante a sistole e o
minimo (PAD), durante a diastole. A pressao arterial média (PAM), por vezes é usada
como valor representativo da pressdo no sistema arterial. A pressao arterial média é
dada pela razao entre a area sob o pulso de pressao (P) e a duragao do pulso (AIRES,
1999):

"Pdt

PAM =% , (3.14)
L=

A PAM pode ser estimada pela Equagéo 3.15 (McARDLE et al., 1998) a partir da

aproximacgao da forma do pulso de pressao por um triangulo retangulo (AIRES, 1999):

PAM = D + P EE0), (3.15)
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O pulso de pressao arterial originado na aorta ascendente propaga-se pelo
sistema arterial (AIRES, 1999). A presséo de pulso (Figura 3.3) decorre do incremento
de volume arterial proveniente do volume de sangue ejetado pelo ventriculo esquerdo
subtraido do volume que escoou para a periferia durante a fase de ejegao ventricular
rapida (BERNE e LEVY, 1996).

1213’. ........... e Pressio sistdlica -1
? Presséo de
pulso Pressio média
.E. 80 lichwavuns Pressdo diastdlica
:

Tempo

Figura 3.3: Forma de onda de pressdo. Indicacbes das pressdes arteriais
sistélica, diastélica, média e da pressdo de pulso em um ciclo cardiaco. Figura de
Berne e Levy (1996).

Como os vasos arteriais tornam-se mais rigidos no sentido do fluxo sanguineo,
as formas de onda de pressdo vao se modificando. A pressao sistdlica aumenta
progressivamente (AIRES, 1999; SMULYAN e SAFAR, 1997). A resisténcia periférica
faz com que parte da energia pulsatil retorne sob forma de onda refletida. Desta forma,
a pressdo em qualquer ponto da arvore arterial € a soma algébrica das ondas
anterogradas incidentes e retrogradas refletidas (AIRES, 1999). A onda refletida
influencia na pressao arterial diastdlica (SMULYAN e SAFAR, 1997), que tende a
diminuir ao longo do trajeto. A pressao de pulso aumenta (AIRES, 1999) e a incisura
dicrética diminui. Uma depressao e uma elevagdo secundarias desenvolvem-se na

diastole nos segmentos mais distais, conforme ilustra a Figura 3.4.
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Figura 3.4: Forma de onda de pressao do sistema arterial de cao em diferentes
regides. Figura de Aires (1999). A linha tracejada indica a posterior diminuigdo da
pressdo em direcdo ao sistema venoso. As diminuicdes da pressao e da pulsatilidade
podem ser melhor observadas nas Figuras 3.2 e 3.5.

Em individuos jovens, a onda refletida pode atingir a aorta, aumentando a
pressdo diastélica. Nas artérias mais periféricas, mais proximas aos sitios onde a
reflexao ocorre, o pulso retrégrado influencia no aumento da pressao arterial sistolica,
pois a velocidade da onda retrégrada € maior no inicio e depois diminui (SMULYAN e
SAFAR, 1997). Quando ocorre a diminuigao da distensibilidade adrtica, ha mudangas
nas caracteristicas das ondas incidentes e retrogradas. As ondas incidentes percorrem
os vasos mais rapidamente. Desta maneira, as ondas refletidas retornam mais
rapidamente podendo chegar a aorta durante ou proxima a fase de sistole,
aumentando a pressdo arterial sistdlica ou produzindo um segundo pico sistdlico.
Adicionalmente, ocorre um aumento da duragdo da pressao de pulso, o que aumenta
o trabalho cardiaco (SMULYAN e SAFAR, 1997).

Como consequéncia da distensibilidade das grandes artérias e da resisténcia da
parede arteriolar (BERNE e LEVY, 1996), ocorre o amortecimento do pulso de fluxo
através da resisténcia periférica conduzindo ao fluxo constante (SMULYAN e SAFAR,
1997) atingido a nivel capilar (BERNE e LEVY, 1996). As complacéncias e resisténcias
da arvore arterial amortecem os pulsos de pressdo levando quase a auséncia de
pulsagéo a nivel capilar, conforme ilustra a Figura 3.5. O grau de amortecimento é
diretamente proporcional ao produto da resisténcia pela complacéncia (GUYTON e

HALL, 2002).
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Figura 3.5: Variagbes na forma de onda do pulso de pressao em diregdo aos
vasos menos calibrosos. Figura adaptada de Guyton e Hall (2002).

3.3.1.1 Medigcédo Néo-invasiva da Pressdo Arterial

A pressdo arterial pode ser obtida continua e ndo-invasivamente com
fotopletismografia infravermelha digital ou com tonometria (PANNIER et al., 2002).

A técnica de fotopletismografia infravermelha foi comercialmente disponibilizada
pela Ohmeda (EUA) num aparelho denominado Finapres ou finbmetro. O método de
medigao de pressdo consiste em ajustar um pequeno cuff no quirodactilo e infla-lo
numa faixa normal de pressdo sanguinea. O cuff apresenta um transmissor de
infravermelho em um lado e um receptor do lado oposto. A luz infravermelha
transmitida oscila durante o ciclo cardiaco. A pressao de cuff na maxima oscilagdo
durante o ciclo corresponde a pressao meédia arterial digital. O valor médio da
intensidade de luz transmitida nesta pressdo é usado como ponto de ajuste de
calibracdo. Uma vez calibrado, ocorrem varias e continuas inflagbes de deflagbes do
cuff num sistema realimentado, de forma a manter a luz transmitida constante. A
pressao de cuff requerida para manter a luz emitida constante da o registro da forma
de onda de presséo (Figura 3.6) de forma continua e nao-invasiva (BIRCH e MORRIS,
2003).
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Figura 3.6:Sinal de pressao proveniente da fotopletismografia digital, contendo o
registro do sinal de pressdo ao longo do tempo, intercalado por dois periodos de
calibracao proximos a 30 e a 80,5 s.

A tonometria, por sua vez, utiliza um transdutor de pressdo sobre a pele, na
direcdo de localizacdo do vaso de interesse. O transdutor deve pressionar
parcialmente a artéria contra um anteparo 6sseo, com pressao menor que a pressao
arterial, de forma a nao perder esta informagao. A forma de onda de pressao é entao
transmitida diretamente para o transdutor. Aponta-se a artéria radial como um local
ideal para a tonometria, uma vez que a artéria € superficial e que, no seu trajeto,
passa ao lado do osso radio no antebrago (BIRCH e MORRIS, 2003).

3.3.2 Espessura da parede arterial

A espessura da parede do vaso pode ser observada por ultra-som, pois a
amplitude do pulso de eco de ultra-som refletido na parede do vaso é cerca de 40 dB
superior a do refletido no sangue (RABBEN et al., 2002a; BRANDS et al., 1995). No
entanto, lesdes iniciais na parede do vaso sdo da ordem de 5 a 10 vezes inferiores a
resolucdo axial conseguida com ultra-som entre 5 e 10 MHz, geralmente entre 0,2 e
0,4 mm (GRAF et al., 1999). Mesmo assim, o sistema de ultra-som em Modo-B (ultra-
som de imagem) é usualmente utilizado para estimar a espessura da parede e esta
informagéo pode ser incorporada na avaliagdo da mecéanica arterial (HOEKS et al.,
1997).

A interface entre o sangue e a camada intima apresenta baixa reflexdo ao ultra-
som. Ainda assim, é possivel detecta-la uma vez que a reflexdo na interface é superior
a do sangue. A camada meédia também apresenta muito baixa ecogenicidade, sendo a
amplitude do sinal de eco ultra-sénico baixa na interface intima-média. A reflexdo na

interface média-adventicia € maior e a porcdo mais externa da adventicia ndo é
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detectada. Desta forma, é considerada a espessura do composto intima-média para
estimar parametros de mecanica vascular. Na parede anterior do vaso, mais proxima
ao transdutor de ultra-som, a reflexdo da interface adventicia-média pode dificultar a
visualizagao da interface média-intima. Logo, a acuracia na determinagdo do diametro
na parede posterior da artéria € maior. O valor médio da espessura intima-média em
alguns pontos discretos ao longo do segmento arterial na interface € usado para os
calculos (HOEKS et al., 1997). E usado o valor médio obtido no final da diastole,
quando a espessura da parede arterial € maxima. Porém esta pode ser monitorizada
em seus extremos (SELZER et al., 2001).

Métodos de interpolacdo de subpixel podem ser usados para estimar
automaticamente a espessura requerida (GRAF et al., 1999).

A Figura 3.7 ilustra as paredes vasculares e suas camadas, o posicionamento do
transdutor de ultra-som em relacdo ao vaso e os parametros didmetro e espessura,

utilizados para analise da fungao vasomotora.

l Transdutor

Parede Ad?ef‘ltlﬂa
Anterior Média
Intima
Lidmen Didgmetro
Arterial
Intima _Espessura
Parede' Madia Intima-media
Posterior (IMT)
Adventicia

Figura 3.7: Esquema ilustrativo das camadas do vaso e dos parametros diametro
e espessura utilizados para a extragdo de informagdes sobre a mecanica vascular.
Figura adaptada de Hiltawsky e Ermert (2002).

3.3.3 Didmetro Arterial e Forma de Onda de Distensao

O didametro arterial € definido como a distancia entre as interfaces lumen-intima
das paredes anterior e posterior do vaso (HILTAWSKY e ERMERT, 2002), conforme
ilustrado na Figura 3.7. O didmetro, assim como a forma de onda de distensao arterial,
geralmente é observado com ultra-som. A ressonancia magnética € um recurso
também capaz de fornecer tais informagbes de forma nao-invasiva (PANNIER et al.,
2002). Esta possui maior acuracia e € menos dependente do observador (SILBER et
al., 2001). Todavia, possui aplicagao clinica limitada (PANNIER et al., 2002).
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3.3.3.1 Diametro arterial

O diametro pode ser acessado pelos sistemas de ultra-som Pulso-eco, Modo-A,
Modo-M, Modo-B, e Doppler (HILTAWSKY e ERMERT, 2002; STADLER et al., 1996a;
HOEKS et al., 1990; GROVES et al., 1982). A medi¢cao do didmetro a partir do ultra-
som Doppler é baseada em informagdes diferentes das utilizadas para medigdo com
Pulso-eco, Modo-A, Modo-M e Modo-B (STANDLER et al., 1997; STANDLER et al.,
1996; HOEKS et al., 1990). O principio de medigdo usado nos dois casos €

sumarizado nas préoximas duas subsecoes.

3.3.3.1.1 Obtengao de Diametro por Ultra-som Doppler

O diametro arterial é obtido por Doppler a partir de informacdes sobre a
velocidade de movimento das paredes arteriais. A sistematica baseia-se no principio
Doppler, que descreve a mudanca da frequiéncia emitida devido ao movimento relativo
entre a fonte emissora e o objeto atingido.

A variagao na frequéncia emitida (desvio do Doppler) é proporcional a velocidade
do movimento relativo entre a fonte e o objeto, de acordo com a equagéo (FISH,
1990):

_ 2vf,cos(8)

C

Ja (3.16)

onde f, é a freqliiéncia emitida pela fonte, ¢ é a velocidade do ultra-som no meio, v é

a velocidade de movimento do objeto e & é o angulo entre o feixe emitido pelo

transdutor e a diregdo do movimento do objeto.

Conhecendo a freqiiéncia central do espectro de desvio do Doppler decorrente
do movimento de cada parede, que é diferente da proveniente da velocidade do fluxo
sangulineo (Figura 3.8), pode-se obter a forma de onda de velocidade das paredes. A
integral do registro das velocidades no tempo fornece a distensdo das paredes do
vaso (RABBEN et al., 2002a). A diferenga entre os deslocamentos das duas paredes

estima a variacao de didmetro arterial em fungéo do tempo (HOEKS et al., 1990).
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Figura 3.8: Desvio Doppler obtido a partir das velocidades de movimento das
particulas do sangue e da parede do vaso. O espectro de frequéncia esta normalizado
pela freqiéncia de repeticao de pulso (FRP) e a linha pontilhada indica a frequéncia
central do desvio Doppler devido ao movimento do vaso e do sangue. Figura adaptada
de Brands et al. (1995).

3.3.3.1.2 Obtengéao de Diametro através do Tempo de V6o do Sinal de Eco Ultra-

sonico

Através do tempo de véo (At), tempo entre a emisséo do pulso de ultra-som e
recepgao do eco da interface, é possivel estimar a posigdo absoluta (S) das paredes
arteriais (STANDLER et al., 1996), o que, baseado na Figura 3.7 seria a profundidade
das estruturas da parede vascular em relacdo ao transdutor. A posicdo de cada
parede da artéria, anterior e posterior (Figura 3.9a), é estimada com base na Equagao
3.17 (FISH, 1990):

2xS c Xl

At = = S§=
; 5 (3.17)

onde S é a profundidade das paredes anterior e posterior do vaso e ¢ é a velocidade

de propagagao média do som nos tecidos moles, 1540 m/s.

Lz _ j—‘]
_ Parede _ Parede
E— =[N | Posterior
Excitagdo
Mentagem experimental (a)
At “ | li’
Ar, i i
Eco da Eco da
Parede anterior Parede posterior

Sinal de RF - base de tempo (b)

Figura 3.9: Esquema do posicionamento do transdutor e irradiagdo do vaso (a) e
do sinal de eco posicionado na tela de acordo com o tempo de véo do sinal, tempo
entre a emissao do pulso de ultra-som e recepg¢ao do eco da interface.
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A partir da posigao absoluta de cada parede da artéria (S), o didmetro arterial &
dado pela diferenca entre a profundidade da parede anterior e posterior da artéria em
observacao (STANDLER et al., 1997).

A partir da captagéo do sinal de eco, dependendo do modo de trabalho do ultra-
som, esse sinal é processado de maneira diferente para a obtengdo do didmetro
arterial.

Dentre os sistemas que utilizam o tempo de vbo para estimar o diametro, o
pulso-eco informa apenas tempo de v6o e amplitude do sinal de eco, sendo
necessario calcular os valores de profundidade e posteriormente o didmetro. O
sistema Modo-A fornece além da amplitude, uma escala de tempo de vbo e outra de
profundidade da interface. Porém, Groves et al. (1982) usaram o Modo-A para obter
informagbes de tempo e estimaram a posicdo das interfaces através de
processamento do sinal.

No sistema Modo-B o sinal de eco é convertido em imagem onde o brilho é
proporcional a amplitude do eco refletido e a posigao na tela proporcional ao tempo de
vbo dos refletores. O didmetro é obtido através de processamento de imagem (BEUX
et al., 2001; MEINDERS et al., 2001; STADLER et al., 1996a). O sistema Modo-M

fornece apenas um registro da posi¢ao dos ecos ao longo do tempo (FISH, 1990).

3.3.3.2 Forma de Onda de Diametro Arterial Obtida Através de Informacao de

Posicdo Absoluta das Paredes do Vaso

A partir da diferenca entre as posi¢cdes dos ecos das paredes arteriais anterior e
posterior ao longo do tempo (Figura 3.10a), é obtida a forma de onda de diametro
(Figura 3.10b), também chamada de forma de onda de distenséo arterial, definida
como a variagdo do didmetro arterial durante o ciclo cardiaco (STANDLER et al.,
1997).

O acesso a forma de onda de didmetro requer informacoes sucessivas sobre o
deslocamento das interfaces no tempo. Algoritmos de rastreamento das paredes
arteriais, denominados algoritmos de echo-tracking, sao utilizados para fornecer estas
informacdes através de medigoes repetidas da posi¢cdo absoluta dos ecos das paredes
do vaso ou da velocidade de movimento destes (PANNIER et al., 2002; STANDLER et
al., 1996). Sistemas baseados em imagem também possibilitam obter a forma de onda
de didametro (PANNIER et al., 2002).
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Figura 3.10: Deslocamento das paredes anterior (ant) e posterior (post) da
artéria carétida comum de um individuo saudavel (a) e a forma de onda de distenséo
desta mesma artéria. Figura adaptada de Hoeks et al. (1990).

Os algoritmos de echo-tracking séo aplicados ao sinal de radiofreqiéncia (RF)
processado ou ndo. Tais algoritmos podem ser baseados na detec¢do de cruzamentos
dos sinais de eco por um limiar estabelecido. Esse limiar é determinado de forma que
o ruido seja desprezado pelo algoritmo e que a posigdo absoluta de cada parede
arterial seja detectada (Figura 3.11a) quando os sinais provenientes dos ecos das
paredes cruzam esse limite (RABBEN et al., 2002a; RABBEN et al., 2002b;
STANDLER et al., 1996). A posigao pode ser também detectada através da procura
pela maxima amplitude do envelope do sinal de RF (STANDLER et al., 1996), como

demonstrado na Figura 3.11b.

Amplitude do
| sinal de eco :
Limiar para deteccao :
. : do eco das paredes g :
. Y o o Profundidade
- ' =1
P: Xy X! p2
Amplitude do . Disténcia via limiar :
sinal de eco Bk B (- *

-

| ‘ Profundidade

Disténcia via maxima amplitude do sinal

— - — ek

Figura 3.11: Sistemas de echo-tracking baseados em cruzamento de limiar (a) e
detecgdo de maxima amplitude do envelope do sinal de RF (b) para o rastreamento
das paredes arteriais. Figura adaptada de Willink e Evans (1995).

Métodos de echo-tracking baseados na correlagdo do sinal de RF também
podem ser utilizados para detectar a posi¢gdo dos ecos das paredes (RABBEN et al.,
2002a; RABBEN et al., 2002b; STANDLER et al., 1996a; HOEKS et al., 1990). O
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maximo da funcdo de correlagdo nem sempre coincide com o ponto de maxima
correlagéo real do sinal, devido a amostragem do sinal no tempo. Para maior precisdo
na localizagdo, alguns autores reportam a utilizagdo de interpolagdo associada ao
método de correlagédo (RABBEN et al., 2002a; RABBEN et al., 2002b; STANDLER et
al., 1996a).

Todos os métodos echo-tracking incorrem no acumulo de erro com o tempo,
tornando-se menos robustos a medida em que o tempo evolui. O acumulo de erro se
da pelo movimento do transdutor ou do individuo sob exame e pelo movimento da
artéria em diregdes que nao a de insonagado (STANDLER et al., 1996a). Os algoritmos
que utilizam a integral da velocidade de movimento arterial, obtida por ultra-som
Doppler, para localizar as paredes arteriais também sao influenciados pelo acimulo de
erro inerente ao método de medicdo indireta da posicdo da parede vascular
(STANDLER et al., 1996a).

3.3.3.3 Forma de Onda de Didmetro Arterial Obtida Através do Processamento

de Imagens de Ultra-sonografia

No ultra-som em Modo-B, os algoritmos baseiam-se em processamento de
imagem (Figura 3.12). A forma de onda de didmetro pode ser determinada por
interpolagdo de subpixel da imagem e informagdes de gradiente a partir do centro do
vaso, na direcdo das paredes. O Ilumen do vaso pode ser determinado
automaticamente como a regido de menor valor da fungdo de intensidade de cinza e o
limite lumen-intima como a maxima variagdo de intensidade de pixel,
aproximadamente 100 na escala de 0 a 255 tons de cinza (HILTAWSKY e ERMERT,
2002; BRUSSEAU et al., 2002; BEUX et al., 2001).

Outro método também apresentado na literatura é baseado no contorno ativo ou
snakes. A partir do contorno definido a priori, automatica ou manualmente através da
utilizagdo dos cursores do aparelho, sdo observadas as propriedades (forma,
continuidade, intensidade) da regido préoxima a marcagdo. O contorno inicial é
deformado de acordo com as caracteristicas da imagem nessa regido, separando
regides de diferentes textura e propriedades estatisticas. Os snakes dao o alisamento
final do contorno, ignorando pontos extremos isolados, diminuindo problemas
decorrentes de baixo contraste e ruido na imagem (BRUSSEAU et al., 2002; BEUX et
al., 2001). A utilizagéo do filtro de Kalman e da transformada de Hilbert como recursos
para deteccdo das paredes do vaso e de seu contorno interno também sao
apresentados em alguns trabalhos da literatura (HILTAWSKY e ERMERT, 2002;
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MEINDERS et al., 2001). A utilizagdo de minimo erro quadratico para ajuste do
contorno é proposta por Stadler et al. (1997).

A maioria dos trabalhos com Modo-B requer a sele¢cdo manual da regido de
interesse ao menos no primeiro quadro da série, para posteriormente fazer a detecgao
automatica de bordas, ndo sendo possivel a observacdo em tempo-real da forma de
onda de distensao arterial (BEUX et al., 2001; SELZER et al., 2001; STADLER et al.,
1996b).

Figura 3.12: Resultado do sistema desenvolvido por Hiltawsky e Ermert (2002)
para deteccdo automatica do contorno do vaso e obtengao de diametro a partir da
imagem da artéria em Modo-B.

3.3.4 Velocidade de Fluxo Sangiiineo

A velocidade de fluxo sangiineo é obtida com ultra-som Doppler, utilizando o
mesmo principio de medi¢cdo de velocidade de movimento das paredes arteriais. A
velocidade de fluxo é obtida a partir do desvio do Doppler referente ao movimento das
particulas sanguineas (Figura 3.8). Assumindo que cada particula do sangue contribui
igualmente para o sinal Doppler recebido, o espectro de freqiéncia do desvio do
Doppler fornece a distribuicdo de velocidade das particulas na amostra de volume
considerada, permitindo uma estimativa da velocidade média (WILLINK e EVANS,
1995). A ressonancia magnética € um recurso capaz de estimar tanto a velocidade
média de fluxo sangliineo (SILBER et al., 2001) como a velocidade de onda de pulso.
Porém, possui aplicabilidade clinica limitada (PANNIER et al., 2002).

3.3.5 Velocidade de Onda de Pulso

A velocidade de onda de pulso é convencionalmente medida através da

diferenca de tempo de captacdo da forma de onda de pressado, de diametro ou de
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velocidade de fluxo em dois diferentes pontos e da distancia entre esses pontos de
medicdo (PANNIER et al., 2002; BRANDS et al., 1998). Assim, ultra-som (PANNIER et
al., 2002; BRANDS et al., 1998), ressonancia magnética (BRANDS et al., 1998) e
medidores de pressdo (PANNIER et al., 2002; FERREIRA, 2002) podem ser utilizados
para tal finalidade. Quanto mais rigido o vaso, maior sera a velocidade da onda de
pulso (SMULYAN e SAFAR, 1997).

3.3.6 Fluxo Sangliineo

O fluxo sanguineo possui unidade de volume por tempo. O fluxo apresenta
caracteristica pulsatil no sistema arterial, devido a acdo intermitente da bomba
cardiaca. Essa caracteristica pulsatil € amortecida com a queda da presséo a nivel
arteriolar e capilar e pela maior resisténcia arteriolar a passagem do sangue (BERNE e
LEVY, 1996).

O fluxo sanguineo pode ser estimado a partir da integral da velocidade de fluxo,
obtida com ultra-som Doppler ou através das variagdes de volume de um segmento

com o método de pletismografia.

3.3.6.1 Estimativa de Fluxo no Segmento por Pletismografia

A pletismografia vem sendo usada ha cerca de um século na avaliagédo do fluxo
sangliineo periférico (ALAM et al., 2005). E utilizada para a avaliacdo da reposta ao
exercicio, a hiperemia reativa, ao aquecimento corporal, ao estresse mental e a
administracdo de substancias vasomotoras (JOYNER et al., 2001). Esse recurso
permite estimar o aumento de fluxo sangiineo em um determinado segmento a partir
do aumento de volume nesse segmento. Nos membros isso é mais viavel uma vez
que a variagdo de volume decorre basicamente da variagédo de fluxo sangliineo na

regiao.

Para a pletismografia, um sensor de estiramento (strain-gauge) contendo
mercurio é colocado ao redor do segmento, permitindo a mensuragédo da variacdo de

volume local (LUZ et al., 2003). Os protocolos geralmente utilizam o antebrago para
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analise, mas as medicdes de influxo arterial podem ser realizadas também nas pernas
e nos dedos (HOKANSON, 1998).

A variagao de volume dada pelo pletismografo € uma variagéo relativa ao volume
inicial do segmento, assim, é necessario que o tdbnus vasomotor basal seja mantido
constante. Desta maneira, deve haver um controle da temperatura ambiente e a
aquisicdo dos dados deve ser realizada em ambiente silencioso, com o individuo
relaxado e reclinado. Os individuos ndo devem ingerir alimentos gordurosos, bebidas
alcodlicas ou com cafeina e ndo devem fumar pelo menos nas 6 horas que antecedem
o exame (ALAM et al., 2005).

Para a avaliagdo do fluxo no antebrago (Figura 3.13), o strain-gauge pode ser
posicionado cinco centimetros abaixo da prega cubital (LUZ et al., 2003), na maior
circunferéncia do antebrago (HOKANSON, 1998) ou a 10 cm do olecrano, com o
antebrago em supinagédo (ALOMARI et al., 2004). O brago deve estar elevado acima
da linha do coragdo (ALOMARI et al., 2004), cerca de 10 cm, e apoiado (LUZ et al.,
2003). Antes da colocagdo do strain-gauge, dois manguitos de pressao sao

posicionados ao redor do punho e do brago, respectivamente.

Figura 3.13: Montagem experimental num protocolo utilizando pletismografia
para estimagao de fluxo sangliineo do antebrago. Dois manguitos sdo posicionados,
um no punho e outro no brago e o strain gauge é colocado ao redor do antebraco.
Figura de Luz et al. (2003).

O manguito localizado ao redor do punho é ajustado a uma pressédo acima da
sistdlica, que pode ser de 200 (BETIK et al., 2004; LUZ et al., 2003) ou 240 mmHg

(ALOMARI et al., 2004). Este é acionado um minuto antes do inicio das medi¢des de
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fluxo (ALOMARI et al., 2004) para excluir a mao do sistema. O isolamento da méo é
necessario, pois o fluxo sangliineo nas extremidades é altamente sensivel a variagbes
de temperatura e contém uma grande proporgao de shunts arterio-venosos. O periodo

de aquisi¢ao nao deve passar de 10 min devido a isquemia ocasionada na méo.

O manguito localizado no brago tem por objetivo obstruir seletivamente o retorno
venoso da regido. Por isso, € ajustado para 35-40 (LUZ et al., 2003) ou 50 mmHg
(ALOMARI et al., 2004; LUZ et al., 2003). A pressao usada na literatura excede a
pressdo venosa, mas nao a pressao arterial, permitindo o influxo arterial e bloqueando

o retorno venoso no segmento.

A oclusao venosa no brago é feita de forma intermitente. Esta é realizada de
forma rapida e sustentada por 7 a 10 s. Posteriormente, ocorre a liberacao rapida do
fluxo e o esvaziamento venoso é permitido por 7 a 10 s. No momento da obstrugio,
ocorre um represamento de sangue no antebragco e o aumento do seu volume. A
pressdo venosa aumenta com a insuflagdo do cuff de pressao e a taxa de influxo
arterial decresce (HOKANSON, 1998). Quando ocorre a desobstru¢do, o sangue é
rapidamente escoado e o antebraco retorna ao volume original (MOYNA e
THOMPSON, 2004; LUZ et al., 2003).

O registro da variagdo de volume no tempo (Figura 3.14) é feito em variagao

percentual de volume ou em variagao de volume por 100 ml de tecido (HOKANSON,

1998). As inclinagbes das retas nas fases de aumento do volume (Figura 17b) déo
uma estimativa de fluxo (HOKANSON, 1998; LUZ et al., 2003). Os valores de fluxo
obtidos por pletismografia geralmente sdo documentados em unidades de mililitros por
100 ml de antebrago por minuto (LUZ et al., 2003; HOKANSON, 1998; HOKANSON et
al., 1975).

oclusao retorno venoso o

Figura 3.14: Sinais de variagédo relativa de volume do segmento corporal no
tempo. A inclinagdo da reta representa uma estimativa de fluxo sanguineo. Figura
adaptada de Luz et al. (2003).
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Capitulo 4

MODELO PARAMETRICO DA MECANICA
VASCULAR NA PLETISMOGRAFIA POR
OCLUSAO VENOSA

Este capitulo abordara a parte do trabalho relacionada ao desenvolvimento de
um modelo da mecénica vascular, usado para a interpretagdo de dados de POV, que
incorpora caracteristicas arteriais e venosas. De modo a facilitar a leitura do trabalho,
serdo apresentados nas varias segbes deste capitulo os aspectos metodoloégicos, 0s
resultados e as conclusées relativas a esta etapa do estudo.

Como mencionado no Capitulo |, os objetivos do presente trabalho relacionaram-
se ao desenvolvimento de uma técnica nado-invasiva para a caracterizacdo da
mecanica arteriovenosa na pletismografia por oclusdo venosa (POV). Tal técnica foi
baseada num modelo eletro-hidraulico representativo do sistema arteriovenoso no
antebraco durante a POV. De modo a avaliar a dindmica vascular, a técnica deveria
utilizar dados de POV obtidos em resposta a um estimulo perturbador do equilibrio do
sistema vascular e estimar parametros do modelo capazes de caracterizar alteragdes
do comportamento vascular induzidas em individuos normais.

Os dados experimentais utilizados para a avaliagdo do modelo foram sinais de
variagao de volume do antebrago decorrentes do influxo arterial no segmento cedidos
pelo Laboratdrio de ciéncias do Exercicio (LACE) da Universidade Federal Fluminense
(UFF). Tais sinais foram coletados, para a dissertagdo de mestrado de Figueiredo
(2006), pelo proprio autor, em condi¢cdes de repouso do sistema arterial, sendo
observadas apenas as alteragbes causadas pelo protocolo de pletismografia, e apos a
realizacdo de um protocolo de isquemia prolongada. A partir dos dados originais, o
fluxo sangliineo no segmento foi estimado seguindo-se procedimentos descritos pelo
proprio fabricante do pletismégrafo usado para coletar os dados e que sao
amplamente utilizados por varios autores.

Os materiais e métodos empregados neta parte do trabalho estdo descritos a

seqguir.
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4.1 Materiais

Para aquisi¢éo de sinais de fluxo sanguineo foi utilizado um pletismografo EC
(Hokanson, Bellevue, EUA) em associagdo com um sistema de aquisicdo e
processamento do sinal proveniente do equipamento citado, tendo sido tal sistema
desenvolvido no decorrer do presente trabalho.

O pletismografo fornece um sinal analdgico proporcional a variagéo relativa de
volume do segmento dada em percentual ou em mililitros por 100 ml de tecido
(HOKANSON, 1998). O sinal de saida do pletismégrafo foi coletado por uma placa de
aquisigao AT-MIO 16 (National Instruments, Austin, USA), controlada por um programa
desenvolvido em LabView® (National Instruments, Austin, EUA) que permite o
monitoramento, a gravagdo e o processamento desse sinal, conforme mostra o

esquema simplificado da Figura 4.1.

Sinal do Pletismografo

v

Placa de Aquisicao < >
(AT-MIO 16, National Instruments, USA) Labview
Gravagéo Monitoramento Leitura dos Processamento do
PE— _Arguwos de Sinal de
Variacéo de Volume Variacdo de Volume

Figura 4.1: Sistema em Labview para monitoramento, leitura e gravagao do sinal
de variagao de volume proveniente do pletismografo.

O processamento do sinal de volume relativo fornecido pelo pletismografo teve
por objetivo a obtengédo do influxo arterial no segmento. Apesar de o programa
desenvolvido em LabView® permitir a obtengéo de informagdes de fluxo sangtiineo na
regido para cada ciclo pletismografico, foi utilizado o programa Matlab® versédo 5.3

para o processamento offline de todo o sinal de pletismografia.
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4.2 Procedimentos para a Pletismografia

Apds um registro do sinal de pletismografia por oclusao venosa (POV) em
condigbes basais, foi realizado uma coletada apds a hiperemia reativa, induzida por 5
min de isquemia. A isquemia prolongada foi utilizada como recurso para promover a
perturbagédo do equilibrio do sistema vascular, permitindo assim o estudo da dindmica
vasomotora durante o processo de retorno do sistema vascular as condi¢cdes basais.
Os protocolos para a indugdo da hiperemia reativa e para a aquisicdo dos sinais de

interesse durante o processo de busca pela homeostasia estdo descritos a seguir.

4 .2.1 Protocolo de Aquisicdo dos Dados de Pletismografia

O voluntario foi conduzido a uma sala de coleta, provida de isolamento acustico
e mantida a uma temperatura controlada entre 22 e 25° C. O voluntario se acomodava
confortavelmente em decubito dorsal, estando o seu membro superior direito
posicionado sobre um suporte de modo que permanecesse acima do nivel cardiaco
(ALOMARI et al., 2004) durante a coleta (FIGURA 4.3). Dois manguitos pneumaticos,
acessorios do pletismografo, foram utilizados para variagdo das pressdes sobre o
membro superior estudado: um foi posicionado ao redor do brago e outro ao redor do
punho direito do voluntario. O manguito do brago foi conectado ao sistema de
insuflagdo do pletismégrafo Hokanson (Hokanson, Bellevue, USA), sendo 0 mesmo
capaz de alterar rapidamente a pressdo do manguito em no maximo 0,3 s
(HOKANSON, 1998). O manguito do punho foi controlado por um esfigmomandmetro.
Um extensdbmetro (strain gauge) de mercurio foi utilizado para a avaliagao indireta de
volume, sendo posicionado sobre a pele na maior circunferéncia do antebraco direito
do voluntario. Ap6s o adequado posicionamento do voluntario e da colocagdo dos
manguitos e do strain gauge, e respeitado um periodo de adaptagédo de 30 min, foi
feito um registro de POV basal (Figura 4.4). Em seguida, foi conduzido o protocolo de

hiperemia reativa.
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Figura 4.3: Aparato experimental para a pletismografia. Fotografia cedida pelo
LACE/ UFF.

1

Variacdo de volume
[}
Y
|

DJD_F 1 1 1 1 ! I 1
o0 20,0 40,0 60,0 80,0  100,0 120,0 140,0
tempo (s)

Figura 4.4: Registro do sinal basal de POV.

A Figura 4.5 esquematiza as etapas de isquemia e de registro do sinal de
pletismografia. Para estabelecer a isquemia prolongada, o manguito do brago foi
insuflado a 200 mmHg por cinco minutos (BETIK et al., 2004). No quarto minuto de
isquemia, o manguito do punho foi insuflado para uma pressao supra-sistdlica de
forma a impedir a interferéncia de alteragdes de fluxo da extremidade nas medigoes
(ALOMARI et al., 2004).

Decorridos os cinco minutos de isquemia, a circulagdo do braco foi liberada
(Figura 4.5a) e ap6s 10 s a pressado do manguito localizado no brago foi elevada para
50 mmHg (ALOMARI et al., 2004). Esta pressdo possui magnitude superior a da
pressdo venosa e inferior a da pressao arterial diastolica, ocasionando assim uma
interrupcao seletiva do retorno venoso (HOKANSON, 1998); resultando num

represamento de sangue no antebraco e, consequentemente, no aumento de volume
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do segmento em decorréncia do influxo arterial. Essa pressédo foi mantida por 10
segundos e removida rapidamente, permitindo igual tempo de esvaziamento venoso,
antes da préxima oclusdo venosa, concluindo desta forma um ciclo pletismografico.
Cada ciclo gera uma forma de onda como aquela apresentada anteriormente na
Figura 4.4.

O registro do sinal pletismografico de cada voluntario teve duragédo de 3 min,
considerando 10 s de influxo arterial e 10 s de efluxo venoso (Figura 4.5b), o que
resultou em arquivos com 9 ciclos pletismograficos (Figura 4.6), que registram a
variagao de volume na hiperemia reativa e durante o processo de retorno do fluxo as
condigbes basais, e que, em tese, carregam informagao sobre comportamento do

sistema vascular na busca da homeostasia local.

Protocolo de Isquemia Prolongada (5 min)

Manguto do Punho

Manguito Braquial i
Elevacio rapida

Elevagio rapida

Manguito Braquial
Remogiio da pressio

" 200 mmH
(200 mmHg) (2 g
| | | | T
| I | | I |
0 60 120 180 240 300
Tempo (s)
(a)
Pletismografia
1 cicdo pletism ogrético 2°ciclo pletism ografico Ultin o cicla pletism ogréfico
-, A
Oclusdo Venosa Remogéo da Ocluséo Oclusfo Venosa Rem ogén da Odusdo Odusfo Yenosa + | ocusio venosa Rem ogéo da Oclusio Oclusdo Yenosa
[ I I I I T ‘
[ Fase de Infuxo I Fas de el | Fase de Influxo | Fase de efuxo ‘ | Fase de Influxo Fase de efuxo
310 Aderial s Wenoso 320 Artetial 325 Wenoso 330 540 Aerisl 570 Yenoso GO0
Tempo (s}

Figura 4.5: Representagédo do protocolo para isquemia prolongada (a) seguido
de 3 minutos de registro pletismografico considerando ciclos com duragéo de 20 s (b).

2,5
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T
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Figura 4.6: Sinal pletismografico de antebrago coletado apds-isquemia de cinco
minutos durante 3 minutos com ciclos pletismograficos de 20 s.
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4.3 Modelo Paramétrico da Mecanica Vascular na POV

Para o estudo do comportamento mecéanico do vaso durante a oclusdo venosa e
durante o processo de restauracdo das condigbes basais apos-isquemia prolongada o
sinal de pletismografia por oclusao venosa (POV) foi inicialmente simulado.

A circulacdo no antebrago durante o protocolo de POV foi modelada pelo
sistema eletro-hidraulico apresentado na Figura 4.7b. O modelo considera a circulagéo
sanguinea em um unico segmento vascular (Figura 4.7a). Apesar de simples, por nao
representar as ramificagcbes e anastomoses dos vasos, o modelo contempla as
contribuicdes arterial e venosa para o sinal de variagdo de volume do antebraco por
POV. O presente documento apresenta voltagens e correntes elétricas como seus

analogos hidraulicos, pressoes e fluxos, respectivamente.

o®

Figura 4.7: Modelo paramétrico da circulagdo do membro superior durante a
oclusao venosa. Q é a fonte de fluxo, Cz € a complacéncia braquial, R, é a resisténcia
do sistema arteriolar, Cy € a complacéncia venosa, R, € a resisténcia ao retorno
venoso, imposta experimentalmente pelo manguito de presséo localizado no brago, e
Ry é a resisténcia venosa. P e Py sao, respectivamente, as pressdes no sistema
arterial (braquial) e venoso. Q3 € o fluxo por Cz, Oy € o fluxo por Cy, Or. € o fluxo por R,
e Or é o fluxo por Ry + R
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4.3.1 Equacionamento do modelo

O modelo paramétrico de mecanica vascular na POV proposto pode ser descrito

pelas seguintes equacdes relacionais:
1 dP .
— po —
PB _PB +C_BJQBdtDQB_ CBj;E "QB

— po 1 — dPV 5
PV _PV +C_V'[detDQV _CV?DPV_

Sendo:
0=0,+0,, U057 & O,

E sendo a diferenga de potencial:

P,-P
PB _PV :QRa xRa DQRa: =
Entao:
Q_PB _PV
s =95 _ R, _0_ 5
P, = = = +
C, C, ¢, RC, RC

Sendo ainda:

Or =0 tO, UOF O O

e R =R, + R, tem-se que:

P
PV:RXQRDQR: —
R
Logo:
P:_V_PB PV_PV_PB_
14

(4.1)

(4.2)

4.3)

(4.4)

(4.5)

(4.6)

4.7)

(4.8)

Considerando-se a forma genérica de uma equacgao de estado (QUEVEDO, 2000):

: pl . |P,
X =AX +BU onde X = e X =
v P

Vv

as equacgdes 4.1 a 4.9 levam a seguinte descricdo do modelo eletro-hidraulico:
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- 1
P RC R.C P —
B = 1 B 5 {PB} C, |x0 (4.10)
s (e el
RC, C,\R, R

Tal equacdo matricial pode ser resolvida para o tempo discreto utilizando-se a
aproximacgao de Euler (QUEVEDO, 2000):

A PBf+1 _PBf " -
AN v Y H H wi)
I3 P -p'| At F P,

At

Deste modo, o modelo eletro-hidraulico passa a ter o vetor de pressdes P; € Py

descrito como:

Y; At
p | RG, =
B = a8 ke |+ C, | %0 (4.12)
PV1+1 At A L 1 1 0
RaCV C R

4.3.2 Simulacdes

Para a simulagdo da POV baseada no modelo proposto, foram usados valores
de fluxo de entrada e de complacéncias e resisténcias arterial e venosa relatados na

literatura cientifica, conforme detalhado a seguir.

4.3.2.1 Fonte de Fluxo

Os modelos de POV utilizam, usualmente, valores médios de pressao arterial
como entrada (LEE et al., 2001, TURNER et al., 2000, SINTON e SEAGAR, 1988,
ANDERSON et al., 1986, SEAGAR et al., 1984). Visando um modelo mais realista e
que permita observar o comportamento da presséo arterial em seus extremos € na
média, foi implementada na simulagdo do modelo de POV uma fonte de fluxo pulsatil
(Equacéo 4.1) proposta por Ruchti et al. (1990).
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F(), se F(t1)=0

Q(t):{ 0, se F(1)<O0

(4.13)
F()= Asen(al) —; ml/s

onde w= 27712—5, sendo FC a freqliéncia cardiaca, e o valor de 4 foi determinado de

forma que fosse obtido como resultado o fluxo braquial médio estimado para cada

individuo, conforme detalhado a seguir.

A estimativa do fluxo médio da artéria braquial para cada voluntario foi feita
utilizando o proprio sinal de pletismografia. A partir do sinal de pletismografia, dado em
variagao percentual ou em unidade de ml por 100 ml de tecido por min, é possivel
estimar o comportamento do fluxo médio do antebraco na POV. Considerando que os
segmentos brago e antebrago apresentam o mesmo fluxo por 100 ml de tecido e
sabendo o volume do bracgo, é possivel calcular o fluxo médio na artéria braquial. Um
volume do brago de 1.484 ml foi obtido a partir do volume do tronco de um cone
calculado com valores compativeis com as circunferéncias maior e menor do braco e
com o comprimento do segmento. Em sequéncia, o fluxo médio braquial para cada

voluntario foi calculado como (Equacéo 4.14):

F(t) = FPlethys x14, 84 ml/mln (414)

onde F é o fluxo na artéria braquial, F,,_, € o fluxo no antebrago dado em mi/ 100 ml

de tecido/ min, e 14,84 ml é o volume do brago (V,,, ) dividido por 100.

rago

O fluxo médio braquial estimado pela POV para 9 voluntarios em condi¢des de
reatividade vascular normal foi de 31,02 ml/min. Esse valor € inferior aos relatados na
literatura para essas condigbes, entre 65 mil/min (EIKEN e KOLEGARD, 2004) e
123 ml/ min (ANDERSON e MARK, 1989). Contudo, tais coletas foram conduzidas
sem oclusdo da circulagdo da mao. Anderson e Mark (1989) relatam a obtengao de
fluxo de 21 ml/ min quando conduzida a oclusdo do antebrago, o que torna o valor
utilizado para as simulagbes bastante razoavel.

A forma de onda de fluxo possui um periodo de sistole que corresponde a um
terco do periodo cardiaco e um padrao de velocidade de fluxo proximo do fisioldégico
(RUCHTI et al., 1990). A forma de onda obtida considerando uma freqiiéncia cardiaca

de 70 batimentos por minuto é apresentada na Figura 4.8.
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Figura 4.8: Forma de onda de fluxo simulada para uma frequéncia cardiaca de
70 batimentos por minuto.

4.3.2.2 Valores de Resisténcia Utilizados

A resisténcia venosa foi estimada a partir da Equacao de Poiseuille (4.15)
(ANDERSON et al, 1986).
_128nL
-t

onde R é a resisténcia do vaso sanglineo ao fluxo, /7 € a viscosidade do sangue, L &

R (4.15)

o comprimento e D € o didmetro vascular.

Assumiu-se que a oposicdo ao fluxo venoso no antebraco é dada pela
resisténcia de suas veias basilica e cefdlica, dispostas em paralelo, e que ambas se
opdem igualmente a passagem do fluxo. Desta forma, considerando que as veias
possuem 2,9 cm de diametro, valor relatado por Eiken e Kdlegard (2004) para a veia
cefalica, e 20 cm de comprimento, valor estimado por Anderson et al. (1986) para as
veias profundas da perna e que a viscosidade do sangue é de 2,63x10° mmHg.s
(HOEKS et al., 1995), foi calculado uma R, de 1,5 mmHg.s/ ml.

A relacdo entre as resisténcias do sistema arterial (R,) e venoso (Ry) foi
estabelecida a partir das diferengas de pressao nos dois sistemas, dada pela Equagao
(TURNER et al., 2000):

(4.16)

onde P, é a presséao arterial e Py é a pressao venosa.
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Considerando uma pressao arterial média entre 85 (SEAGAR et al., 1984) e 90
mmHg (TURNER et al., 2000) e uma pressao venosa média entre 5 (ANDERSON et
al.., 1986) e 10 mmHg para um individuo em decubito (TURNER et al., 2000; SEAGAR
et al., 1984), a resisténcia arterial poderia ficar entre 7,5 e 18 vezes maior que a
venosa. Seagar et al. (1984) usaram R, = 7,5 R, Contudo, Turner et al. (2000)
consideraram R, = 6 R,. Foi adotada nesse trabalho a relagdo R, = 16 R,.

A resisténcia do cuff (R.,) € igual a zero quando a pressdao do manguito
posicionado ao redor do brago, responsavel pela oclusdo do retorno venoso, é igual a
zero. O valor de R., quando o manguito é acionado ndo é relatado em nenhum dos
trabalhos de modelagem de POV citados. Assim, o R., foi determinado
heuristicamente através de simulagdes, uma vez que este determina a forma dos
degraus gerados pelo influxo arterial em cada batimento cardiaco e influencia também

na variagao de volume do segmento. Foi estabelecido um R = 20 R,.

4.3.2.3 Valores de Complacéncia Utilizados

Os modelos interpretativos da pletismografia por oclusdo venosa descritos na
literatura possuem como meta, em sua totalidade, a analise das caracteristicas
mecanicas de complacéncia e resisténcia das veias dos membros inferiores, visando
observar o comportamento desses pardmetros na presenca de trombose venosa
profunda (LEE et al., 2001; TUNER et al., 2000; SEAGAR et al., 1984). Desta maneira,
nenhum dos modelos de POV encontrados na literatura inclui a complacéncia do
sistema arterial. Tais modelos normalmente a desprezam por ser muito menor que a
complacéncia venosa (LEE et al., 2001; TUNER et al., 2000; SINTON e SEAGAR,
1988; ANDERSON et al., 1986; SEAGAR et al., 1984). Soma-se ainda o fato dos
autores estarem interessados no estudo seletivo do sistema venoso. Contudo, visando
monitorizar a evolugdo da pressao arterial durante a POV, o presente estudo
considerou a complacéncia da artéria braquial. Esta foi estabelecida como 24 vezes
inferior a complacéncia venosa do mesmo segmento (GUYTON e HALL, 2002).

Para o calculo da complacéncia venosa, assume-se que a variagao de volume
do segmento decorre apenas da variagdo de volume nas veias (ANDERSON et al.,
1986; SEAGAR et al., 1984) e que a pressao venosa atinge, no maximo, valores
equivalentes a 90% da presséo do cuff (ANDERSON et al., 1986), que é geralmente
ajustada em 50 mmHg (ANDERSON et al., 1986). Anderson et al. (1986) estimaram
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uma complacéncia de 1,1 mlI/mmHg para os membros inferiores. Para a estimativa, os
autores consideraram o volume da perna, obtido a partir de suas dimensdes, €
assumiram uma variagao percentual de volume de 3,2% com uma variagao de pressao
venosa de 40 mmHg. No presente trabalho, a complacéncia do antebrago foi calculada
considerando os mesmos valores de variagdo percentual de volume e de variagao de
pressao venosa utilizados por Anderson et al. (1986). Todavia, estimando o volume
inicial do antebrago a partir do volume do tronco de um cone, considerando a maior e
a menor circunferéncia e o comprimento do antebraco. Foi obtido um valor de

complacéncia venosa de 0,66 ml/ mmHg.

4.3.2.4 Variagdo de Volume do Segmento na POV

A restricdo ao retorno venoso foi considerada através do aumento do valor da
R Enquanto a R+ assume valor diferente de zero, considera-se a ocorréncia do
influxo arterial e a auséncia de retorno venoso, o que resulta no aumento de volume
do antebraco. A variagao de volume do antebraco foi estimada pelo modelo a partir do
produto entre a variacdo de pressao venosa € a complacéncia venosa. Todavia, o
sinal de saida do pletismografo fornece informagao de variagao relativa percentual de
volume. Assim, os valores de variacdo de volume obtidos pela simulagdo foram
divididos pelo volume inicial, estimado a partir das dimensdes do antebrago, e
multiplicados por 100 %, para que ficassem na mesma escala, conforme descrito pela

equacao (4.17).

AV=%X]OO% (4.17)

0

4.4 Validagao do Modelo Paramétrico da Mecanica Vascular na POV

Para avaliar o modelo proposto no presente trabalho foram utilizados os sinais
de POV do banco de dados do LACE/ UFF. Os registros sdo provenientes de coletas
realizadas para uma dissertacdo de mestrado da UFF, realizadas por Figueiredo
(2006), seguindo condutas aprovadas pelo Comité de FEtica e Pesquisa da

Universidade Federal Fluminense.
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4 4.1 Protocolo de alteracdo vasomotora utilizado pelo LACE

Foram cedidos pelo LACE dados de 10 sujeitos jovens, do sexo masculino,
sedentarios, em trés condigbes discriminadas no proximo paragrafo. Os voluntarios
eram nao-fumantes, apresentavam exames laboratoriais de glicose, colesterol e
triglicerideos normais, ndo possuiam doengas cardiovasculares, renais ou de qualquer
tipo de doenga cronica que necessitasse de tratamento, ndo faziam uso de
psicoativos, anti-hipertensivos, broncodilatadores, entre outros medicamentos. A idade
média (+ desvio padrdo) dos voluntarios era de 30,3 anos (+ 6,0), altura de 1,8 (+
0,07) m, peso de 74,7 (x 8,1 Kg) e indice de massa corporal estimado de 24,1 (+ 2,5).

A coleta foi feita apds-isquemia prolongada nas condi¢des placebo (condigdo 1)
e apos dois estimulos controlados: ibuprofeno (condigdo 2) e exercicio (condigdo 3),
de acordo com o seguinte protocolo duplo cego:

Cada voluntario ingeria duas drageas, sendo estas placebo ou contendo um total
de 1.200 mg de ibuprofeno. Duas horas apds a ingestdo, o exame pletismografico era
realizado. O voluntario era entdo submetido a exercicio aerdbico de esforgo maximo.
Foi utilizado um protocolo do teste de esforco em esteira, de intensidade progressiva,
previamente calculada para que o voluntario atingisse o pico de esforgo em 8 a 12
minutos. Ao final do esforgo, os voluntarios receberam nova dose de ibuprofeno (600
mg via oral) ou placebo e foram encaminhados a sala de experimentos para outro
registro pletismografico. O periodo de repouso em posi¢do supina antes das novas
medigdes foi de 10 min.

O voluntario retornava em outro dia, ingeria a outra dupla de drageas e repetia o
protocolo. Foram utilizados para analise nesse estudo os dados coletados duas horas
apos a administragao das drageas de placebo e ibuprofeno e os dados coletados apos

0 exercicio para a condicio placebo.

4 4.2 Ajuste dos Parametros do Modelo de POV aos dados Experimentais

Utilizando um programa desenvolvido em Matlab® 5.3 (Mathworks, Natick, MA,
EUA), as regides ascendentes de cada ciclo pletismografico eram inicialmente
delimitadas manualmente com o auxilio de cursores (Figura 4.9). Essa informagao
servia posteriormente de condigéo para que R, assumisse valor diferente de zero. A
variacdo de volume no trecho ascendente e o tempo de duracdo desse trecho foram

utilizados também para o calculo do fluxo arterial médio para cada voluntario em
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condigdes basais e do fluxo médio em cada um dos nove ciclos de cada voluntario em
condigcdes dindmicas, pds-hiperemia reativa. A linha de base dos sinais foi removida,

quando necessario, para que todos os ciclos pletismograficos comegassem em zero.

0,0+

Wariagdo de Wolume (%)

05 1 1 1 | 1 | 1 | 1
22,0 24,0 26,0 28,0 30,0 32,0 34,0 36,0 380 40,0
Tempo (s)

Figura 4.9: Selegéo da porgéo ascendente de cada ciclo pletismografico.

O fluxo sanguineo de entrada utlizado no modelo, Q(#), foi ajustado
considerando a freqliiéncia cardiaca de cada individuo. A freqiiéncia cardiaca para
cada voluntario, em cada uma das trés condi¢des, foi estimada a partir do préprio sinal
de POV, considerando-se trés degraus do sinal pletismografico, que correspondem a
trés batimentos cardiacos, e o periodo de tempo do inicio do primeiro degrau ao

término do terceiro (Figura 4.10).
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Figura 4.10: Estimativa da frequéncia cardiaca dos voluntarios em cada uma das
trés condi¢cdes experimentais: placebo (condigdo 1), pds ibuprofeno (condigcéo 2) e
pos-exercicio (condicdo 3). A estimativa é feita através da divisdo do numero de
batimentos selecionados (trés) pelo periodo de tempo delimitado pelos cursores.

Nesta etapa do trabalho foi atribuido & complacéncia arterial (Cs) um valor fixo.
Utilizando os dados experimentais e as equacdes descritivas do modelo, foi realizado
um procedimento de ajuste linear multiparamétrico (sub-rotina fmincon do Matlab®)
para a estimacéo dos parametros Cy, Ry e R, para as trés condi¢des experimentais. A

fungdo erro utilizada durante o ajuste dos parédmetros do modelo aos dados
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experimentais privilegiou em primeira instancia a forma de onda do ciclo
pletismografico. O segundo fator mais importante para o ajuste foi a manutengao da
presséo arterial média na fase de efluxo arterial (R.,; = zero) préxima ao valor médio
registrado para cada condi¢do, antes da realizacdo do experimento para o registro do
sinal de POV.

4.5 Resultados do Modelo Paramétrico da Mecanica Vascular na POV Basal

Nesta secdo serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos com o
modelo eletro-hidraulico proposto.

As etapas do trabalho apresentadas anteriormente consistiram em: (1)
processamento dos sinais de pletismografia basal e pds-hiperemia reativa (cedidos
pelo LACE) em trés condigbes experimentais distintas (placebo, ibuprofeno e pos-
exercicio); (2) no ajuste do modelo proposto aos dados experimentais e (3) na
extracdo e analise dos parametros do modelo para cada uma das trés condi¢des.

O processamento teve por objetivo remover a linha de base dos sinais de forma
que todos os ciclos de todos os sinais pletismograficos comegassem em zero. Neste
caso, o zero seria o ponto demarcador do inicio da variagdo de volume decorrente do
influxo arterial no antebrago. Foram também obtidas informagdes dos sinais, tais como
0 numero de ciclos de cada sinal e a duracdo do trecho ascendente de cada ciclo
pletismografico. Tais informagbes foram utilizadas na etapa posterior de ajuste do
modelo aos dados experimentais.

Alguns exemplos de ajustes do modelo aos dados experimentais coletados em
condigdes basais sdo apresentados na Figura 4.11. E considerada condi¢do basal
aquela na qual o sinal de pletismografia foi coletado antes de ser conduzido o
protocolo de hiperemia reativa, independente da ingestdao de ibuprofeno ou da
realizagao prévia de exercicio.

A primeira linha da Figura 4.11 mostra os ajustes dos pardmetros do modelo aos
dados experimentais de POV para o mesmo voluntario, antes da aplicagcdo do
protocolo de hiperemia reativa, nas situagdes: placebo (Figura 4.11a), apds a ingestao
de ibuprofeno (Figura 4.11b) e apds a realizagao de exercicio (Figura 4.11c). Os sinais
das condicdes placebo e exercicio foram coletados no mesmo dia e os da condigao
ibuprofeno, em dia separado. As segunda e terceira linhas da Figura 4.11,
apresentam, respectivamente, as formas de onda de pressdo arterial e venosa

estimadas pelo modelo.
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Devido a falta do arquivo de POV basal de um voluntario na condicao placebo,

um dos dez voluntarios iniciais foi excluido do estudo. Assim, foram considerados

apenas os resultados de nove individuos nas trés condicdes para a analise dos

resultados dessa etapa.
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Figura 4.11: Exemplos de ajuste do modelo paramétrico de mecéanica vascular
na POV aos dados experimentais (12 linha da Figura) e simulagdo do comportamento
da presséo arterial (22 linha da Figura) e venosa no sistema (32 linha da Figura) para
as condig¢des placebo (a), ibuprofeno (b) e exercicio (c).

A Figura 4.12 destaca a forma de onda da pressao arterial sistélica, que varia

com as fases de influxo arterial e escoamento venoso, gerando uma oscilagdo de mais

baixa freqiéncia, determinada pelo ciclo pletismografico. A pressao varia ainda,

conforme o esperado, com a freqléncia cardiaca. Desta forma, pode-se observar

oscilagdes da pressao arterial dentro do proéprio ciclo pletismografico.
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Figura 4.12: Influéncia do protoloco de pletismografia (fases de influxo arterial e
escoamento venoso) e da freqiiéncia freqiiéncia cardiaca na presséo arterial.

A Tabela 4.1 apresenta os valores brutos dos pardmetros complacéncia venosa
(C,), resisténcia arterial (R,) e resisténcia venosa (R,) estimados pelo método e modelo
propostos, para os nove individuos nos trés grupos experimentais Placebo, Ibuprofeno
e Exercicio. Os valores médios dos referidos parametros podem ser visualizados na
Tabela 4.2, para os nove individuos nos trés grupos experimentais. Para a avaliagdo
do comportamento entre os grupos, foi feita a analise de variancia com o teste de
Friedman para dados ndo-paramétricos pareados. Os pares foram comparados com o
pos-teste de Dunns. Foram considerados estatisticamente significativos valores de p <
0,05.

Tabela 4.1: Valores de Fluxo Braquial, C,, R, e R,, estimados para as condi¢des
Placebo (P), Ibuprofeno () e Exercicio (E)

Fluxo (ml/ min)  Cy(ml/ mmHg) R, (mmHg.s/ ml) Ry (mmHg.s/ ml)
P / E E P / E

Voluntérios P | E P |

1 226 200 263 023 038 033 17225 203,80 15532 15,00 1500 11,25
372 334 487 034 026 0,19 10622 118,97 78,25 8,31 10,27 8,87
304 384 398 030 029 023 127,59 100,70 99,25 11,06 10,28 8,97
30,7 383 482 032 039 0,17 12522 103,75 78,11 11,55 9,11 11,40
214 30,7 479 034 019 0,26 184,56 127,00 82,04 14,65 12,60 6,52
454 469 421 039 035 024 85,09 84,91 93,03 8,89 717 8,81
331 396 675 053 036 030 119,70 100,45 57,74 8,83 7,95 5,61
249 301 318 028 030 033 15475 132,86 12493 1500 11,20 11,41
338 282 448 035 045 0,38 113,88 142,98 89,58 10,62 11,66 6,77

O©CoO~NOOODWN

Tabela 4.2: Valores médios de Fluxo Braquial, C,, R, e R,, estimados para as
condigdes Placebo, Ibuprofeno e Exercicio

Grupos Placebo Ibuprofeno Exercicio Valor de
Parametros p
Fluxo (ml/ min) 31,02 (7,87)* 33,84 (7,87) 44,82 (11,72)* 0,01
Cy(ml/ mmHg) 0,34(0,08) 0,33 (0,07) 0,27 (0,07) 0,33
Ry (mmHg.s/ ml) 11,55 (2,57) * 10,58 (2,26) 8,84 (2,08) * 0,03
R, (mmHg.s/ml) | 132,14 (30,30) 123,93 (33,13) 95,36 (27,39)* 0,01

* Para cada parametro, os grupos que apresentaram diferenga significativa entre si.
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4.6 Discussao dos Resultados do Modelo Paramétrico da Mecanica

Vascular na POV Basal

Nesta secdo, sera conduzida a analise dos resultados de forma segmentada.
Primeiramente serao feitas consideragdes sobre o0 modelo proposto. Em seguida serédo
avaliados os valores de fluxo, complacéncia e resisténcias vasculares obtidos neste
trabalho em comparagdao a outros trabalhos cientificos. Posteriormente, sera

comparado o comportamento dos paradmetros entre os grupos de estudo.

4.6.1 O Modelo Paramétrico da Mecéanica Vascular na POV

Varios modelos eletro-hidraulicos, usados na interpretacdo de dados da
pletismografia por oclusdo venosa, vém sendo propostos ao longo dos anos para
estimar valores de complacéncia e resisténcia venosas dos membros inferiores (LEE
et al., 2001; TURNER et al., 2000; SINTON e SEAGAR, 1988; ANDERSON et al.,
1986; SEAGAR et al., 1984). Contudo, como ja mencionado, os trabalhos tém como
objeto de estudo o sistema venoso em condigdes normais e na presencga de trombose
venosa profunda. Assim, tais modelos ndo consideram a complacéncia do sistema
arterial, impossibilitando a observagdo do comportamento da pressao arterial com a
oclusdo venosa. Por estarem voltados para aplicabilidade na area de angiologia, os
trabalhos, apesar de incorporarem nos modelos a resisténcia arteriolar, ndo relatam os
valores estimados pelo modelo para este parametro.

A analise do componente arterial do modelo é importante, uma vez que a
pletismografia € amplamente utilizada no estudo do fluxo sanglineo durante o
exercicio, a hiperemia reativa, o aquecimento corporal, o estresse mental e a
administracdo de substancias vasomotoras (JOYNER et al., 2001). Tais estimulos
causam alteragdo no diametro arterial, diretamente relacionado ao fluxo direcionado as
veias.

A possibilidade de analise da mecéanica arterial e venosa simultaneamente é
um ponto bastante relevante do modelo proposto, pois os trabalhos existentes
priorizam uma ou outra abordagem. Pang (2001) destaca que a escassez de
informagbes sobre o sistema venoso, quando o sistema cardiovascular ou a
reatividade vascular sdo estudadas, ocorre apesar de o sistema venoso ser de grande

importancia para o débito cardiaco e para a manutengao e controle da pressao arterial
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média. A autora afirma que o sistema venoso, por conter aproximadamente 70% do
volume sanglineo, ao alterar sua complacéncia, afeta todos os componentes do
sistema cardiocirculatério e que o estudo da regulacdo do sistema cardiovascular
requer o conhecimento do funcionamento do sistema venoso.

A fonte de excitagdo utilizada no modelo proposto para a POV é outro
diferencial do presente trabalho. Os modelos existentes para a POV (LEE et al., 2001;
TURNER et al., 2000; SINTON e SEAGAR, 1988; ANDERSON et al., 1986; SEAGAR
et al., 1984) utilizam valores médios de pressdo arterial como entrada, o que
impossibilita observar um comportamento mais realista da pressdo venosa durante a
POV. O modelo proposto utiliza uma fonte pulsatil de fluxo, que, além de mais
realistica, permite a observagédo de um comportamento mais fidedigno da pressao
venosa, o que foi registrada invasivamente em estudos prévios.

O modelo proposto considera também os componentes de complacéncia e
resisténcia do sistema arterial, ndo apenas a resisténcia, como realizado em trabalhos
anteriores (LEE et al., 2001; TURNER et al, 2000; SINTON e SEAGAR, 1988;
ANDERSON et al, 1986; SEAGAR et al., 1984), o que permite analisar o
comportamento da pressao arterial durante o protocolo de POV. Por utilizar uma fonte
de fluxo pulsatil, 0 modelo permite monitorizar ndo apenas o comportamento médio da

pressao arterial, como também as pressoes sistélica e diastodlica.

4 .6.2 Analise dos Valores Estimados de Fluxo, Complacéncia e Resisténcias

O fluxo médio na artéria braquial foi estimado com ultra-som Doppler por Eiken e
Kolegard (2004) e Anderson e Mark (1989). Os valores relatados pelos autores séo
respectivamente 65 ml/min e 123 ml/min. Todavia, Anderson e Mark relatam que
quando a oclusao distal € conduzida, o fluxo braquial é reduzido significativamente. Os
autores observaram fluxo médio de 21 ml/min quando realizada a oclusdo da porgao
proximal do antebrago com o manguito de pressdo do pletismografo ajustado a
200 mmHg. A oclusédo conduzida no presente trabalho foi mais distal que a realizada
por Anderson e Mark, proximo a regido do punho. Contudo, os valores de fluxo
braquial estimados no presente trabalho, a partir do produto entre a variagdo de fluxo
medida pelo pletismografo e a estimativa do volume do brago (Equagao 4.2), estao
igualmente abaixo dos valores relatados por Eiken e Kolegard (2004) e Anderson e
Mark (1989) para condi¢gbes onde n&o ha restricdo do fluxo distalmente ao sitio de

medicao, além dos valores obtidos parecerem clinicamente plausiveis.
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Para as principais veias da perna, Anderson et al. (1986) estimaram uma
complacéncia de 1,1 ml/ mmHg. Catherine Pang (2001) diz que as veias do antebrago
sdo menos distensiveis que as da perna. Utilizando o método descrito por Anderson et
al. (1986) estimou-se (secdo 4.3.2.3) a complacéncia venosa do antebraco em
0,66 ml/ mmHg. Watenpaugh (1996), afirma na introdugao de seu memorando técnico,
que a diferenca entre as complacéncias das veias do brago e as da perna favorece a
manutencdo da pressdao de enchimento cardiaco e, conseqientemente, o débito
cardiaco e a perfusdo cerebral durante o ortostatismo, apesar de ter encontrado
valores maiores para a complacéncia venosa nos membros superiores que inferiores
em seus experimentos. Os valores estimados pelo procedimento de ajuste
multiparamétrico (0,27 — 0,34 ml/ mmHg) sédo proximos a estimativa inicial feita para o
antebragco, baseada no procedimento descrito por Anderson et al. (1986). O
comportamento da pressdo venosa apresentado na Figura 4.11 pode ser considerado
um indicativo da adequacdo dos valores de complacéncia obtidos, uma vez que os
valores de pressdo foram calculados considerando o volume do antebraco e os
valores de complacéncia do modelo e encontram-se dentro da faixa de normalidade,
conforme discutido a seguir.

Segundo Anderson et al. (1989) a pressao venosa atinge 90% da presséao do
cuff quando manguitos de cerca de 20 cm s&o utilizados e 50% da presséo do cuff
com manguitos entre 10 e 16 cm. Os dados experimentais utilizados no presente
trabalho foram coletados com manguito mais estreito que 20 cm, tendo sido sua
pressao ajustada para 50 mmHg. Assim, considerando que a pressao venosa fica em
torno de 50 % da pressao do cuff, quando a pressao venosa atinge seu maximo e se
estabiliza, os valores de pressdo deveriam estar em torno de 25 mmHg apés a
estabilizacdo. A estimativa de pressao obtida com o procedimento e modelo propostos
apresentou valores inferiores a 25 mmHg. Contudo, durante a fase experimental
observou-se que o tempo de insuflagao utilizado nao foi suficiente para que o sinal de
variacdo de volume e, conseqientemente, a pressdo venosa atingisse a estabilizaco.
Outra caracteristica que merece destaque é que a pressao venosa estimada quando a
pressao do cuff vale zero também assumiu valores dentro da faixa esperada, entre
5 mmHg (ANDERSON et al.,, 1986) e 10 mmHg (TURNER et al., 2000; SEAGAR,
1984).

Os valores médios de resisténcia venosa estimados pelo modelo para os trés
grupos encontram-se cerca de 59 a 7,7 vezes acima do valor esperado
(1,5 mmHg. s/ ml), calculado considerando o didmetro das veias cefélica e basilica
como 2,9 cm e calculando a resisténcia a partir da Equagao de Pouiselle (Equagao

4.3). Contudo, o valor de 2,9 cm de diametro foi obtido por Eiken e Koélegard (2004)
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para a veia cefalica com o cuff do pletismografo mantendo uma pressao de 30 mmHg
sobre a regido do brago, o que pode ter ocasionado o aumento de volume do vaso e
consequentemente de seu didmetro. Considerando que de acordo com a equagdo de
Poiseuille (Equagao 4.15) a resisténcia € inversamente proporcional a quarta poténcia
do didmetro, pequenos aumentos no diametro podem levar a importantes reducdes na
resisténcia vascular, podendo tornar o valor esperado inferior ao real. Por outro lado,
ha escassez na literatura de informagbes sobre a dimensdo das veias cefalica e
basilica, o que impossibilita a analise da pertinéncia dos valores obtidos.

Em contrapartida, na relagao estabelecida por Tuner et al. (2000), apresentada
na Secgao 4.3.2.2 deste documento, a resisténcia arteriolar poderia ficar numa faixa
entre 7,5 e 18 vezes a resisténcia venosa. A relagdo entre os valores médios de
resisténcia arterial e venosa para trés grupos experimentais ficou entre 10, 8 e 11,4,
conseqlentemente dentro da faixa esperada. Adicionalmente, os valores de
resisténcia arteriolar estimados contribuem para a manutencdo da pressdo arterial
dentro da faixa de normalidade, conforme demonstram os dados apresentados na
Figura 4.11. Estes valores tém influéncia bastante expressiva na presséao arterial, uma
vez que a complacéncia arterial assume valor constante durante o processo de

minimizacgao.

4 5.3 Analise do Comportamento dos Parametros do Modelo entre os Grupos

Experimentais

Os parametros fluxo e resisténcia arteriolar apresentaram diferenga significativa
(p 0,01) entre os grupos placebo e exercicio. O grupo exercicio apresentou valores de
fluxo maiores e de resisténcia arteriolar menores que o grupo placebo, conforme o
esperado. O exercicio provoca o incremento do fluxo nos musculos em atividade
(MOYNA e THOMPSON, 2004; PANG, 2001) e no miocardio (MOYNA e THOMPSON,
2004). O aumento do fluxo decorre da diminui¢do da resisténcia arteriolar, do aumento
do retorno venoso e do débito cardiaco (PANG, 2001).

Considerando o comportamento do sistema venoso, tanto a resisténcia quanto a
complacéncia apresentaram valores maiores no grupo placebo quando comparado ao
grupo exercicio. Contudo, a analise de varidncia, seguida do pds-teste de Dunns,
considerando os trés grupos nédo apontou a existéncia de diferenga significativa para o
parametro complacéncia venosa entre os grupos. Para uma melhor exploragdo dos
dados, usando-se o teste de Wilcoxon para dados pareados, foram verificados valores

marginais entre os grupos placebo e exercicio (p 0,098) e ibuprofeno e exercicio
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(p 0,074). Um maior numero de dados experimentais poderia favorecer a melhor
observacgdo desse parametro como descritor de diferengas na mecanica vascular em
situacdes e populacdes distintas.

A complacéncia venosa local entre os grupos Placebo e Exercicio seguiu a
mesma tendéncia de comportamento relatado na literatura para a complacéncia
sistémica durante o exercicio. A diminuigdo da complacéncia venosa sistémica durante
o exercicio € relatada por Pang (2001). Segundo Sandblom et al. (2006), essa
diminuicdo, assim como o aumento do tbnus venoso, pode ser necessaria para
prevenir a congestao venosa nas veias mais flexiveis e vénulas. Congestdo essa
decorrente do aumento do fluxo capilar durante o exercicio: com o objetivo de
restringir o aumento de volume venoso passivo. Os autores apontam ainda a
diminuicdo da complacéncia venosa durante o exercicio como um dos mecanismos
responsaveis pelo aumento da pressdo venosa proximalmente, aumentando o
gradiente de pressao venoso, o fluxo venoso e favorecendo a pré-carga cardiaca.

A nivel local, Thompson et al. (1998) e Tripathi et al. (1990) observaram através
de POV a diminuicdo da complacéncia venosa do antebragco com o exercicio em
individuos normais.

A resisténcia venosa apresentou diferenga significativa (p < 0,05) quando
considerados os grupos placebo e exercicio. Porém, a tendéncia da resisténcia
venosa com a pratica do exercicio € mais dificil de ser analisada devido a sua menor
contribuicdo para a resisténcia periférica total, o que torna mais escassa a quantidade
de informagdes sobre o comportamento desse parametro durante o exercicio
(AELLING, 1994). Adicionalmente, nos estudos do comportamento venoso durante o
exercicio, os efeitos sistémicos sdo mais relatados que efeitos locais. E relatada a
ocorréncia de venoconstricdo e o aumento da pressao venosa centrais, diminuicdo da
complacéncia (PANG, 2001) e aumento do fluxo venoso (MUNNS et al., 2004).
Todavia, Munns et al. (2004) afirmam que, em mamiferos, ocorre a redugéo da
pressdo venosa intramuscular, visando aumentar o gradiente de pressao
arteriovenosa e facilitar o fluxo sanguineo durante o relaxamento muscular. Uma
possibilidade é que a reducéo da pressao venosa decorra da diminui¢cao da resisténcia
venosa a nivel local, fendmeno observado no presente trabalho.

Pang (2001), analisando o fendmeno da venoconstricdo, afirma que a constricdo
venosa causa o aumento da resisténcia e da pressao venosa e que tal efeito € um
importante determinante do retorno venoso. Afirma ainda que o aumento da
resisténcia venosa reduz o fluxo e aumenta a pressao de distensao proximalmente no
corpo, causando acumulo de sangue nas veias. O pensamento inverso corrobora os

achados do presente trabalho. Como €& possivel observar na Figura 4.11, o
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escoamento do sangue é mais rapido no grupo exercicio que no grupo placebo,
possivelmente devido a um maior fluxo venoso local.

Os resultados decorrentes da administracdo do ibuprofeno contrariaram as
expectativas iniciais deste estudo. O ibuprofeno é um medicamento antiinflamatério
que age através da inibigao de prostaglandinas (WIN e MARSHALL, 2005; NAYLOR et
al., 1999; ENGELKE et al., 1996). Assim, era esperado um efeito vasoconstritor, que
poderia ser observado através da diminuicdo do fluxo e do aumento da resisténcia
arteriolar. Entretanto, os parametros descritores da mecanica vascular seguem a
mesma tendéncia observada com o exercicio, apesar da menor magnitude dos efeitos
do ibuprofeno quando comparados aos do exercicio. Todavia, os resultados obtidos
sdo coerentes com os achados de Naylor et al. (1999). Tais autores também
observaram o aumento do fluxo com a administracédo de ibuprofeno.

Apesar de o ibuprofeno ter causado alteracbes nos parametros fluxo,
complacéncia e resisténcias vasculares nesse estudo, e de tais parametros terem a
mesma tendéncia observada no pds-exercicio, os efeitos do ibuprofeno nao foram tao
expressivos quanto os do exercicio, ndao resultando em diferenga significativa quando

comparados os grupos placebo e ibuprofeno.

4.7 Resultados do Comportamento dinamico do Sistema Cardiovascular na
POV

Para avaliar a mecanica vascular durante o processo de restabelecimento da
homeostasia do sistema cardiovascular, ajustou-se o modelo paramétrico da mecanica
vascular na POV aos dados experimentais coletados apds cinco minutos de isquemia
prolongada. O registro do sinal foi iniciado 10 s apds a liberagdo do manguito de
pressdo que bloqueava o fluxo para o antebrago e teve duragdo de 3 min, totalizando
o ajuste de nove ciclos pletismograficos por sinal registrado.

Os ajustes foram feitos para os dados dos dez individuos nas condi¢des
placebo, ibuprofeno e exercicio. Entretanto, o primeiro ciclo de todos os sinais foi
retirado da analise devido a erros no ajuste induzidos pela saturagao do sinal (Figura
4.13a). O primeiro ciclo pletismografico encontrava-se saturado em nove dos dez
sinais do grupo exercicio, trés sinais do grupo ibuprofeno e trés do grupo placebo.

Alguns sinais apresentavam saturagdo em mais de um ciclo pletismografico
(Figura 4.13b). Tais sinais foram retirados da analise. A exclusdo dos sinais resultou

numa amostra de cinco sujeitos. Para cada sujeito, os sinais coletados nas situagbes
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placebo, ibuprofeno e exercicio foram analisados, desconsiderando os resultados do
ajuste do primeiro ciclo pletismografico de cada sinal.

A Figura 4.14 apresenta os ajustes do modelo para um sujeito cujos sinais nas
trés condicdes, placebo, ibuprofeno e exercicio, ndo apresentavam saturagdo. A
primeira linha da figura mostra os ajustes do modelo aos dados experimentais de
POV, obtidos para o mesmo voluntario em periodo pds-isquemia, nas condigcbes
placebo (Figura 4.14a), apos a ingestdao de ibuprofeno (Figura 4.14b) e apds a
realizacéo de exercicio (Figura 4.14c). Os sinais das condi¢bes placebo e exercicio
foram coletados no mesmo dia e os da condi¢do ibuprofeno, em dia separado. As
segunda e terceira linhas da Figura 4.14, apresentam, respectivamente, as formas de

onda de pressédo arterial e venosa estimadas pelo modelo.
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Sinal com o primeiro ciclo saturado e Sinal com mais de um ciclo saturado e
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Figura 4.13: Sinal com o primeiro ciclo saturado e o ajuste do modelo para esse
sinal (a). Sinal com mais de um ciclo saturado e o ajuste do modelo para esse sinal
(b). Pressdes arterial (22 linha) e venosa (32 linha) estimadas pelo modelo para cada
um dos sinais.
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Figura 4.14: Ajuste do modelo paramétrico de mecanica vascular na POV aos
dados experimentais (12 linha da Figura) e simulagédo do comportamento da pressao
arterial (22 linha da Figura) e venosa no sistema (32 linha da Figura) para as
condigdes placebo (a), ibuprofeno (b) e exercicio (c) no periodo de tempo de trés
minutos subsequentes ao término da isquemia.

Na primeira linha da figura acima observa-se maior variagdo de volume nos
primeiros ciclos pletismografico, o que indica maior fluxo nestes ciclos, e gradual
retorno aos valores basais apresentados na Figura 4.11. Observa-se ainda que,
mesmo com a hiperemia reativa, os valores de pressao arterial continuam dentro de
uma faixa de normalidade.

Os valores de complacéncia venosa, resisténcia venosa e resisténcia arteriolar
atribuidos pelo modelo a cada ciclo, exceto o primeiro, representam a situagao da

mecanica vascular naquele instante de tempo (Figura 4.15).
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Figura 4.15: Valores de complacéncia venosa (12 linha), resisténcia venosa (22
linha) e resisténcia arterial (32 linha) calculados pelo modelo para cada um dos oito
ciclos pletismograficos de cada voluntario em cada uma das condigbes experimentais.
Cada simbolo representa um voluntario.

Na figura acima é observada uma tendéncia a diminuicdo das resisténcias

arteriolar e venosa e um aumento da complacéncia venosa com a hiperemia reativa e

o gradual retorno as condi¢des pré-isquemia.

4.8 Analise do Comportamento Temporal dos Parametros do Modelo Pés-

hiperemia Reativa

A hiperemia reativa consiste na elevagao acentuada do fluxo durante o

restabelecimento da circulagéo apds oclusao temporaria (AIRES, 1999). A oclusao do
fluxo causa dilatagao arteriolar e queda da resisténcia vascular periférica (MOYNA e
THOMPSON, 2004; LUZ et al., 2003). Adicionalmente, apods a liberagdo do fluxo
sanguineo, este se apresenta aumentado, resultando em exposicdo da camada

endotelial a grande tensdo de cisalhamento. Ocorre entdo a hiperpolarizagédo do
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endotélio, o que resulta na liberagdo de substancias vasodilatadoras, levando a
dilatagao arterial mediada por fluxo (MOYNA e THOMPSON, 2004; LUZ et al., 2003).
Apos a liberagéo do fluxo, o sistema deve tender a retornar aos valores basais. Como
a resisténcia diminuiu com a oclusao do fluxo e com a hiperemia reativa, é esperado
um aumento dessa resisténcia com o tempo pés-hiperemia.

A Figura 4.15 mostra o aumento das resisténcias, tanto arteriolar quanto venosa,
com o passar do tempo ap6s a liberagao da circulacdo do antebrago. O aumento da
resisténcia arteriolar € esperado, uma vez que ocorreu uma vasodilatacdo com a
hiperemia reativa.

O comportamento da resisténcia venosa a nivel local é pouco descrito na
literatura. Contudo, os resultados obtidos na analise do comportamento dinamico da
mecanica vascular sdo coerentes com os obtidos na analise da mecénica vascular em
condigdes basais (Segdo 4.6). Considerando que a hiperemia reativa provoca nos
parametros de mecénica vascular a mesma tendéncia do exercicio (Tabela 4.2), a
reducéo da resisténcia venosa estimada parece adequada.

A primeira linha da Figura 4.15 mostra a tendéncia da complacéncia com o
tempo pds-hiperemia reativa. A complacéncia venosa nas condigbes Ibuprofeno e
Exercicio parecem ter uma tendéncia descendente, apesar de pouco acentuada.
Assumindo que a resposta na hiperemia reativa deveria seguir a mesma tendéncia
encontrada para o exercicio no ajuste do modelo para os sinais coletados em
condigbes basais (Tabela 4.2), seria esperado uma diminuicdo da complacéncia,
seguida de um aumento gradativo até atingir o equilibrio. Todavia, ndo foram
encontrados estudos que avaliem a complacéncia venosa durante a hiperemia reativa
e que permitam fazer uma melhor analise dos resultados obtidos.

A comparagdo do comportamento dos pardmetros entre os grupos sera

conduzida na proxima subsegao.

4.8.1 Analise do Comportamento dos Parametros do Modelo entre os Grupos

Experimentais

A evolugdo temporal dos pardmetros estimados de mecanica vascular foi
realizada considerando dois descritores do comportamento: a estimativa de magnitude
do parametro no momento da liberagido do cuff que obstruia a circulagdo do antebraco
(tempo = zero) e a taxa de variagdo desse parametro com o tempo. Tais informagdes
foram obtidas através do ajuste de uma reta (Figura 4.16). Para o conjunto de valores

de complacéncia de cada sinal (oito pontos estimados) foi ajustada uma reta e

&5



extraidos os coeficientes angular e linear. Posteriormente esse mesmo procedimento
foi realizado para os valores de resisténcia arteriolar ajustados pelo modelo para o
mesmo sinal. O ajuste foi feito também para a resisténcia venosa. Esse procedimento
foi repetido para todos os sinais dos cinco sujeitos nas trés condigdes experimentais. A
Tabela 4.3 expde os coeficientes do ajuste das retas para cada um dos parametros de
todos os voluntarios. O resumo dos achados esta apresentado nas Tabelas 4.4 e 4.5.
Para a avaliagdo do comportamento entre os grupos, foi feita a analise de variancia
com o teste de Friedman para dados pareados. Os pares foram comparados com o
pos-teste de Dunns. Foram considerados estatisticamente significativos valores de

p <0,05.
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Figura 4.16: Evolucdo temporal dos parametros estimados de mecanica
vascular, C,, R, e R,, para um voluntario na condigdo Placebo e os ajuste de uma reta
para cada um dos parametros. O coeficiente linear da reta representa a estimativa de
magnitude do parametro no momento da liberagao do cuff que obstruia a circulagao do
antebrago (tempo = zero) e o coeficiente angular estima a taxa de variagao desse
parametro com o tempo.

Tabela 4.3: Coeficientes (a e b) das retas (ax+b) para cada um dos parametros
de todos os voluntarios nas condigbes placebo (PLA), ibuprofeno (IBU) e exercicio
(EXE)

. Grupos  Coefic. Voluntarios
Pardam. | 5 3 4 5

PIA a 0,002 0,001 -0,001 0,001 -0,002

b 0,21 0,12 0,94 0,39 0,88
1BU a -0,001 -0,004 -0,003 -0,001 -0,004

Cy b 0,72 0,90 0,95 0,58 1,01
a -0,004 0,001 -0,003 -0,003 -0,003

EXE b 0,95 0,40 0,96 0,71 1,03

a 0,23 0,21 0,21 -0,24 0,29

PLA b 66,5 133,9 22,9 94,1 30,3

1BU a 0,22 0,50 0,30 0,33 0,52

R, b 31,9 17,6 21,3 49,3 10,4

a 0,38 0,46 0,28 0,09 0,24

EXE b 18,2 34,1 22,1 50,1 22,1

a 0,02 0,01 0,03 0,02 0,01

PLA b 2,8 7,7 1,2 2,5 2,0

a 0,03 0,04 0,03 0,05 0,06

Ry BU b 0,4 0,4 0,8 1,3 -1,3

a 0,02 0,02 0,01 0,03 0,02

EXE b 0,6 1,4 1,1 1,3 1,2
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Tabela 4.4: Valores médios (desvio padrao) do coeficiente linear, ou intercepto,
da reta para cada grupo experimental

Parametros Placebo Ibuprofeno Exercicio Valor p
Cv 0,51 (0,38)* 0,83 (0,18) 0,81 (0,26) * 0,009
Rv 3,24 (2,55)* 0,31 (0,96)* 1,14 (0,29) 0,009
Ra 69,55 (46,01)* | 26,08 (15,11)* | 29,32 (13,07) 0,009

* Para cada parametro, os grupos que apresentaram diferenga significativa entre si.

Tabela 4.5: Valores médios (desvio padrao) do coeficiente angular da reta para
cada grupo experimental

Parametros Placebo Ibuprofeno Exercicio Valor p
Cv 0,0002 (0,0017) | - 0,0024 (0,0013) | - 0,0023 (0,0018) 0,12
Rv 0,019 (0,07) 0,042 (0,014) 0,020 (0,007) 0,12
Ra 0,14 (0,22) 0,37 (0,13) 0,29 (0,14) 0,18

* Para cada parametro, os grupos que apresentaram diferenga significativa entre si.

Observa-se uma auséncia de tendéncia no grupo Placebo e uma tendéncia de
diminuicdo da complacéncia nos grupos lbuprofeno e Exercicio (Figura 4.15). Essa
tendéncia é confirmada pela média dos coeficientes angulares dos grupos Ibuprofeno
e Exercicio. A menor tendéncia para o grupo Placebo também pode ser observada
pelo coeficiente angular do grupo placebo, com valor absoluto dez vezes inferior ao
dos outros dois grupos experimentais.

Foi relatado anteriormente que o primeiro ciclo pletismografico foi retirado para
todos os voluntarios. Desta forma, a andlise comeca 30 s apd6s a suspensdo da
isquemia prolongada. Como o grupo placebo caracteriza o grupo sem alteragdes
vasomotoras, € esperado que esse grupo atinja mais rapidamente o equilibrio. A
menor tendéncia da complacéncia com o tempo nesse grupo pode indicar que esta se
estabiliza em até 30 s apds a liberagdo da circulacdo do antebraco. Com a auséncia
de tendéncia do grupo Placebo, o coeficiente linear da reta (Tabela 4.4) é de 0,51 ml/
mmHg s, valor préximo ao valor de complacéncia estimado para o antebrago (0,66 ml/
mmHg) e mais proximo que o dos outros dois grupos dos valores dados pelo ajuste do
modelo aos dados experimentais em condi¢des basais (Tabela 4.2). O que pode ser
considerado outro indicativo de que 30 s ap6s a liberacao da circulagdo do antebraco,
a complacéncia ja se encontra préxima ao normal.

Considerando que a complacéncia ja retornou, ou encontra-se bastante proxima,
as condi¢cdes basais no grupo Placebo e que ha uma tendéncia decrescente da
complacéncia com o tempo pds-isquemia, é razoavel que os valores de complacéncia

estimados para os grupos Ibuprofeno e Exercicio no momento da liberagdo do cuff que
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obstrui a circulagédo do antebrago (coeficiente linear da reta) sejam maiores, devido a
inclinacdo da reta para os outros grupos, que projetam para cima o valor de
complacéncia no momento t = 0.

A analise realizada entre os grupos para condi¢des basais de mecanica vascular
(Segao 4.6) mostrou que a complacéncia média foi menor nos grupos /buprofeno e
Exercicio quando comparadas com a do grupo placebo. Esses resultados divergem
dos projetados agora através do coeficiente linear da reta para os trés grupos.
Considerando que o resultado tenha sido influenciado pela auséncia de tendéncia no
grupo placebo, torna-se necessario o ajuste do modelo a ciclos pletismograficos
coletados antes dos 30 s para uma adequada comparagdo entre grupos do
comportamento desse parametro.

No presente trabalho, as condigbes /buprofeno e o Exercicio foram utilizadas
como recursos para alterar a mecanica vascular. Esperavam-se efeitos opostos sobre
a reatividade vascular; contudo, constatou-se uma resposta vasodilatadora em ambos
os casos. Tal efeito deve perdurar, tornando mais lento o retorno da complacéncia e
das resisténcias as condigbes anteriores ao estimulo medicamentoso ou fisico. A
resposta mais lenta do sistema pode estar determinando a maior demora na
estabilizagdo da complacéncia nos grupos Ibuprofeno e Exercicio. Esse fenbmeno é
também observado para as resisténcias arteriolar e venosa (Figura 4.15).

Na verdade, a resposta mais lenta do sistema deveria ser caracterizada por
coeficientes angulares menores. Todavia, se sao utilizados para analise de ciclos
pletismograficos coletados no momento em que o sistema ja esta proximo a
homeostasia, como é o caso do grupo Placebo, serdo encontrados valores menores
de coeficiente angular (Tabela 4.5).

A auséncia de diferenga significativa entre os grupos para o coeficiente angular
descritivo da evolugio temporal pode ser caracterizada principalmente pela dispersao
dos resultados (Tabela 4.5), o que poderia ser minimizado caso ciclos pletismograficos
presentes nos 30 segundos iniciais fossem utilizados para o ajuste, caracterizando o
comportamento dindmico de cada grupo incluindo o registro da resposta do sistema no
momento em que esta é mais efetiva.

Em relagéo ao intercepto (Tabela 4.4), valores menores de resisténcia arterial e
venosa foram estimados para os grupos Ibuprofeno e Exercicio em relagdo ao grupo
Placebo no momento da liberagdo da circulagdo (t = zero). Tais resultados condizem

com o efeito vasodilatador observado na Segao 4.2.
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Capitulo 5

FUNCAO DE RESTAURAGCAO DO
FLUXO APOS-ISQUEMIA PROLONGADA

Este capitulo descreve a parte do trabalho que objetivou caracterizar o processo
de normalizagdo do fluxo sangliineo pés-isquemia prolongada em condigbes normais
e as mudangas nesse processo em individuos com alteracdo vasomotora induzida.
Novamente, de modo a facilitar a leitura, as varias se¢bes do capitulo abordam

aspectos metodoldgicos, os resultados e as conclusées desta etapa do estudo.

A descrigao temporal do perfil de fluxo sangiineo, utilizada para se investigar a
acao dos mecanismos de controle vascular, foi obtida de modo indireto, nas condi¢des
Plabebo, Ibuprofeno e Exercicio. Os procedimentos utilizados para obtencdo da série
temporal de fluxo e para a analise da dinamica de restauragdo do mesmo podem ser

resumidos em:

» Os trés primeiros degraus de cada ciclo dos 30 registros pletismograficos realizados
apos-isquemia prolongada foram selecionados conforme demonstra a Figura 5.1a.
Os 30 registros correspondem a trés sinais para cada um dos 10 voluntarios e
cada um dos trés arquivos corresponde a uma condi¢cdo experimental. Os sinais
sdo os mesmos utilizados anteriormente para o estudo da mecanica vascular na
POV. Nenhum sinal foi descartado por estar saturado, pois apenas os trés
primeiros degraus de cada ciclo pletismografico foram utilizados para analise.

» A estimativa de fluxo para cada ciclo pletismografico foi determinada pela relagao
entre variacdo de volume medida no trecho demarcado pelos cursores e o
periodo de duragéo dos degraus (Figura 5.1b). Cada um dos 30 registros geraram
nove dados de fluxo ao longo do tempo poés-isquemia, um valor de fluxo

normalizado para cada ciclo pletismografico (Figura 5.2).
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Figura 5.1: Demarcacdo com cursores de trés degraus de um ciclo
pletismografico (a) e a sistematica para o calculo do influxo arterial através do
coeficiente de inclinagdo de uma reta ajustada para trés degraus (b). Em (a), observa-
se 0s cursores nas posicoes t = 24,3 s e t = 27,6 s delimitando os trés pulsos utilizados
para o calculo em (b), onde o valor de fluxo na unidade usual é indicado no campo
inferior direito da Figura.
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Figura 5.2: Ciclos pletismograficos de um voluntario (a) e os nove pontos de
fluxo estimados a partir deste registro (b).

A hiperemia reativa é caracterizada pelo aumento acentuado de fluxo sanguineo
visando o restabelecimento da circulagado local. No processo de normalizacdo do fluxo
sanguineo, é esperado que este decresca gradualmente até atingir as condigbes
basais. Acredita-se que neste retorno aos niveis iniciais, as caracteristicas mecanicas
do vaso sejam moduladas por um mecanismo fisiolégico de feedback no qual, na
busca pelo ponto 6timo de fluxo, este oscile em torno do ponto ideal, e que essa
oscilacdo diminua gradualmente e se aproxime do limiar desejado. Espera-se que
quanto mais eficiente o sistema na retomada do ponto de equilibrio, menor a amplitude

da oscilacdo em torno deste ponto e menor o tempo necessario para atingi-lo.
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Foi proposta, entdo, uma fungdo matematica composto por dois termos: um
termo exponencial, que estabelece a variagao do fluxo com o estimulo perturbador, o
tempo que este leva para a retomada do equilibrio e o fluxo basal quando o equilibrio
do sistema é atingido; e outro oscilatério, que expressa a amplitude da oscilagdo em
torno do ponto de fluxo 6timo, a freqiiéncia desta oscilacdo e o tempo que esta
oscilacdo dura durante o processo de busca pela homeostasia. A Equagcdo 5.1
apresenta a fungdo descritora da dindmica de restauragdo do fluxo sangtiineo

proposta no presente trabalho.
y =ke ™ +k,e”™ cos(ax +th) +k, (5.1)

onde k; e a; séo, respectivamente, a amplitude e a taxa de decaimento do termo
exponencial, k,, a, we th sao, respectivamente, a amplitude, a taxa de amortecimento,
a freqléncia e a fase da funcgao oscilatéria e k; € uma estimativa do limiar basal de
fluxo. As amplitudes k;, &, e k; sdo dadas em ml/ 100 ml de tecido/ min, a; e azems™,

wem Hz e th em graus.

A fungdo matematica proposta foi ajustada aos dados experimentais através do
método Nelder Mead simplex, disponivel como uma sub-rotina do Matlab®.

Os parametros da fungéo foram extraidos para os grupos Placebo, Ibuprofeno e
Exercicio e a analise estatistica entre os grupos foi conduzida utilizando a analise de
varidncia com o teste de Friedman para dados pareados e nao paramétricos. A
comparagao entre os grupos experimentais, aos pares, foi feita utilizando o teste de
comparagao multipla de Dunn. Valores de p inferiores a 0,05 foram considerados

significativos.

5.1 Resultados

A média (= desvio padréao) dos parametros da Equacgao 5.1 estdo apresentadas

na Tabela 5.1 para k,, O, e k,, e na Tabela 5.2 para k,, O, e «, considerando os

trés grupos experimentais. Estédo incluidos nas Tabelas os valores de p resultantes da

comparagao entre grupos.
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Tabela 5.1: Ajuste dos parametros do termo exponencial da Fung¢do 5.1 para os
grupos Placebo, buprofeno e Exercicio

Grupos Amplitude (X;) Taxa de Decaimento (0;)  Estimativa de fluxo basal (K3)
(ml/ ml de tecido/min) s (ml/ ml de tecido/min)

Placebo 19,55 (% 5,78) 0,078 (£ 0,027) 2,58 (£ 1,38)

Ibuprofeno 18,69 (£ 5,51) 0,046 (£ 0,031) 2,61 (£1,22)

Exercicio 39,49 (£20,77)* 0,040 (% 0,022) 3,15(% 1,72)

Valor de p 0,008 0,07 0,97

Média (+ desvio padréo) de k,, O, e k,. * Grupo estatisticamente diferente em
relacdo aos demais.

Tabela 5.2: Ajuste dos parametros do termo oscilatério da Fungéo 5.1 para os
grupos Placebo, buprofeno e Exercicio

Grupos Amplitude (K3) Taxa de amortecimento (02) Frequencia (W)
(ml/ ml de tecido/ min) ) (rd. s
Placebo 1,90 (£ 1,67)* 0,010 (% 0,009) 0,010 (% 0,004)
Ibuprofeno 4,28 (£4,41) 0,012 (£ 0,029) 0,014 (£ 0,008)
Exercicio 17,43 (£ 13,62)* 0,028 (% 0,020) 0,009 (% 0,006)
Valor de p 0,01 0,05 0,07

Média (*desvio padrao) de k,, a, e w. A fase (th) foi usada apenas para

favorecer o ajuste da fungédo senoidal, ndo tendo sido considerada na analise entre
grupos. * Para cada parametro, os grupos que apresentaram diferenga significativa
entre si.

Um grafico contendo os pontos experimentais e o ajuste da fungéo para dois
voluntarios nas trés condigbes experimentais Placebo, Ibuprofeno e Exercicio estao

apresentados na Figura 5.3.

92



Placebo
Fluxo médio (ml/ 100 ml de tecido/ min)

o 2n 40 1] 1] 1m im 140 L] B0 2

Fluxo médio (ml/ 100 ml de tecido/ min)

Tempo (s) Tempo (s)
an .
as |
an |
FER

LN 3

Ibuprofeno

Fluxo médio (ml/ 100 ml de tecido/ min)

u i) aua Ha - Rl L pFii EL ] i1 E-1] FLil)

Fluxo médio (ml/ 100 ml de tecido/ min)

Tempo (s) Tempo (s)

Exercicio
Fluxo médio (ml/ 100 ml de tecido/ min)
Fluxo médio (ml/ 100 ml de tecido/ min)

0 @ o & B W w W 180 1| o 0 10 40 @ ® 10 1m 140 B0 B0 W
Tempo (s) Tempo (s)

(a) (b)

Figura 5.3: Ajuste do modelo aos dados de séries temporais de fluxo sanguineo
médio, estimados a partir do sinal de pletismografia para dois diferentes voluntarios
nos grupos Placebo, Ibuprofeno e Exercicio. Cada coluna apresenta os resultados do
ajuste de um voluntario nas trés condigbes experimentais.

Para uma melhor analise da capacidade da fungcdo em estimar os parametros k,
e k,, os mesmos foram comparados com os dados de fluxo diretamente do sinal de
pletismografia. O parametro k,, que representa a estimativa de fluxo basal, foi

comparado com o fluxo basal do sinal coletado antes do procedimento de isquemia
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prolongada. A amplitude da exponencial, &, , foi comparada com o incremento de fluxo

para cada registro. O incremento de fluxo consiste no valor resultante da subtragao do
pico de hiperemia, caracterizado pelo fluxo no primeiro ciclo pletismografico, do valor
minimo de fluxo do registro pletismografico conduzido apds a isquemia prolongada. A
Figura 5.4 apresenta os dados de fluxo estimados pela fungdo matematica e
calculados diretamente do sinal de pletismografia para cada um dos voluntarios. A
Tabela 5.3 apresenta a média desses valores e o resultado da analise estatistica

utilizando o teste de Wilcoxon para dados pareados e nao paramétricos.
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Figura 5.4: Dados individuais de fluxo basal (b) e incremento de fluxo (a)

estimados pela fungdo matematica através dos parametros k, e k,, respectivamente,
e a partir da analise direta do sinal de pletismografia.
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Tabela 5.3: Valores médios fluxo basal e incremento de fluxo estimados pela
fungdo matematica através dos parametros k, e k,, respectivamente, e a partir da
andlise direta do sinal de pletismografia.

Amplitude (k) Incremento de fluxo Valor
Grupos ] )
(ml/ ml de tecido/min) (ml/ ml de tecido/min) dep
Placebo 19,55 (% 5,78) 19,90 (% 5,33) 0,85
Ibuprofeno 18,69 (% 5,51) 21,17 (£ 4,80) 0,28
Exercicio 39,49 (£20,77)* 31,55 (£ 8,76)* 0,28
Valor de p 0,008 < 0,0001
Fluxo basal (k) Fluxo basal
(ml/ ml of tissue/min) (ml/ ml of tissuc/min)
Placebo 2,58 (£ 1,38) 2,00 (£0,71) 0,16
Ibuprofeno 2,61 (£1,22) 2,07 (£0,51) 0,05
Exercicio 3,15(%1,72) 3,51 (%2,44) 0,56
Valor de p 0,97 0,14

Média (+ desvio padrao). * Grupo que apresentou diferenga estatistica em relagdo aos
demais para o parametro analisado.

5.2 Discussao

Esta etapa do trabalho foi conduzida com trés objetivos. Propor uma fungéo
matematica representativa da dindmica do fluxo sangliineo na hiperemia reativa (1),
utilizar dados pletismograficos obtidos em diferentes condigbes vasculares
proporcionadas pela ingestdao de ibuprofeno e pela realizagdo de exercicio (2) e
identificar os parametros da funcdo capazes de discriminar diferencas no

comportamento da dindmica vascular entre os grupos (3).

5.2.1 Erro Médio Quadratico no Ajuste

O ajuste da fungédo para as diferentes condigbes experimentais indica a
existéncia de diferengas no processo de restauragéo do fluxo entre os grupos.

A fungao proposta contém dois termos, um termo exponencial acrescido de uma
funcao oscilatéria decrescente. O ajuste apresentou um erro médio quadratico de 0,19
+ 0,16 ml/ 100 ml de tecido/ min para o grupo Placebo e de 0,18 + 0,14 ml de tecido/
min para o grupo /buprofeno. Considerando que esse erro representa cerca de 7% do

valor do fluxo basal para a maioria dos voluntarios, essa funcdo parece descrever

95



adequadamente a maneira como os dados experimentais de fluxo sangiineo decaem,
assim como a tendéncia oscilatéria dos dados para esses dois grupos. O erro para o
grupo Exercicio foi de 0,32 *+ 0,27 ml de tecido/ min, o que corresponde a um

percentual de aproximadamente 10%.

6.2.2 Comportamento do Termo Exponencial da Equacio 5.1

Os valores de k; estimados pela fungdo matematica proposta sdo similares, para
os grupos Placebo e Ibuprofeno, aos valores decorrentes do calculo do incremento de
fluxo obtido a partir do préprio sinal de pletismografia, a partir da subtragdo entre o
pico de hiperemia e o fluxo basal. Contudo, para o grupo exercicio, observa-se uma
dispersao bem maior dos dados estimados pelo ajuste (Figura 5.4 e Tabela 5.3). A
maior dispersdo dos dados pode estar relacionada a maior amplitude da oscilagéo (k)
e também com a fase da funcdo oscilatéria, uma vez que o valor de fluxo resultante, a
cada instante de tempo, € um somatorio das amplitudes da exponencial e da sendide.

A amplitude da oscilagéo (k,) é cerca de 10 vezes menor que a amplitude de

fluxo estimada por k; para o grupo Placebo, quatro vezes menor para O grupo
Ibuprofeno e duas vezes menor para o grupo Exercicio. A grande amplitude da
oscilagdo no grupo Exercicio parece ter sido influenciada por uma taxa de decaimento
bem mais lenta do fluxo, que leva, muitas vezes, a um valor de fluxo calculado para
segundo ciclo pletismografico superior ao calculado para o primeiro ciclo (Figura 5.5a)
ou ainda a uma queda “em degraus” que dificultam o ajuste adequado da frequéncia

da senoide (Figura 5.5b).
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Figura 5.5: Ajustes considerados ruins para o grupo Exercicio.
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Os erros de ajuste mostrados na Figura 5.5 poderiam ser minimizados caso
houvesse um maior numero de dados experimentais, que poderiam ser obtidos
através de um maior tempo de registro do sinal ou pela diminuigdo da duragéo de cada
ciclo pletismogréfico.

O fluxo basal estimado por k; também apresenta dispersdo superior a do fluxo
basal obtido diretamentedo sinal pletismografico (Figura 5.4). Adicionalmente, houve
diferenca significativa entre os valores de fluxo basal estimados a partir do sinal
pletismografico e através do ajuste da fungdo matematica aos dados de fluxo,
mostrando uma subestimagdo do fluxo basal no ajuste, o que também pode ser

decorrente da amplitude inicial da oscilacédo e da taxa de amortecimento desta.

5.2.3 Comportamento do Termo Exponencial entre os Grupos

Considerando o termo exponencial da Equacado 5.1, ndo houve diferenca entre
os valores de fluxo basal (k;) estimados pelo ajuste da fungdo aos dados
experimentais para os trés grupos. A amplitude (k) foi o Unico parametro da
exponencial que apresentou diferenga estatistica. Essa amplitude foi
significativamente maior no grupo Exercicio que nos outros dois grupos. Esse
resultado é coerente uma vez que a vasodilatacido decorrente do exercicio promove
um aumento do fluxo sanguineo local. Nao foi encontrada diferenga significativa na
amplitude de fluxo (k) entre os grupos Placebo e Ibuprofeno.

O pico de fluxo na hiperemia e o fluxo basal sdo parametros comumente usados
para identificar diferentes populagdes ou situagdes. Entretanto, algumas vezes esses
parametros ndo sédo sensiveis (GOKCE et al., 2001; VOGEL et al., 1997; TOOKE et
al.,, 1982). No presente estudo, o fluxo basal (k) ndo se mostrou um parametro
sensivel a diferenga entre os grupos, e a amplitude do fluxo (k1) ndo discriminou os
grupos Placebo e Ibuprofeno.

Quando inibidores da ciclooxigenase, como a aspirina e o ibuprofeno sao
utilizados em protocolos experimentais, é esperada uma reduc¢ao na hiperemia reativa
devido a inibicdo de prostaglandinas que contribuem para o aumento do fluxo
(NAYLOR et al.,, 1999, ENGELKE et al., 1996). Entretanto, Naylor et al. (1999)
encontrou significante aumento do fluxo apds-isquemia prolongada apds a
combinacdo de ibuprofeno e exercicio isquémico, o que contrariou a expectativa dos

autores. Os valores de amplitude de fluxo encontrados no presente estudo também
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foram maiores para o grupo Ibuprofeno em relagéo ao grupo Placebo, apesar desse
aumento ndo ter sido significativo. Esses achados foram similares aos de Naylor et al.
(1999). Parte do protocolo conduzido pelos autores usou isquemia prolongada antes e
apo6s a administracdo de ibuprofeno, sem a execucdo de exercicio. Os autores
observaram maiores valores de fluxo para o grupo que ingeriu ibuprofeno. Contudo, a
diferenca néo foi significativa.

Quanto a taxa de decaimento da exponencial (&), observa-se um valor de p
proximo ao limiar estabelecido (p < 0,05). Caso fosse detectada diferenga, essa seria
do grupo Placebo em relagdo aos outros dois grupos experimentais. Tal afirmativa
baseia-se na analise dos dados par a par, para esse parametro, utilizando o teste de
Wilcoxon, onde obteve-se um p proximo a 0,02 para a comparagédo entre os grupos
Placebo e Ibuprofeno e Placebo e Exercicio. Uma amostra maior poderia favorecer
este parametro como diferenciador do comportamento do fluxo entre os grupos.

A taxa de decaimento do fluxo (&) foi maior para o grupo Placebo, o que parece
ser um resultado coerente. Em individuos normais, € esperado que o fluxo seja
normalizado mais rapidamente. O estudo conduzido por Engelke et al. (1996)
observou a reducao da hiperemia apdés a administracdo de ibuprofeno. Todavia, o
excesso total de fluxo apds a isquemia ndo foi reduzido com o ibuprofeno. Isso porque
no segundo minuto de hiperemia, o fluxo no grupo que havia ingerido ibuprofeno
superava o fluxo calculado para o grupo controle. Os achados de Engelke et al. (1996)
corroboram com os resultados obtidos no presente estudo, apesar de os autores nao
terem analisado os resultados como a menor capacidade de retorno do fluxo as
condigdes iniciais do grupo que ingeriu ibuprofeno. Apds o exercicio, predomina a
vasodilatagéo, o que pode também fazer com que uma taxa de decaimento menor seja
estimada devido a estabilizagdo do fluxo em um limiar basal superior ao do grupo
Placebo.

5.2.4 Comportamento do Termo Oscilatério entre os Grupos

O termo oscilatério da Equacao 5.1 representa uma caracteristica do mecanismo
fisioldgico, normalmente observado em sistemas de feedback de ordem elevada. A
importancia do fluxo e da acdo muscular sobre este mecanismo foi reportada por
Ursino et al. (1998). Através de modelos matematico e experimental com hamsters, os
autores mostraram que o mecanismo de feedback na microvasculatura do musculo
esquelético é fortemente dependente do fluxo e da taxa de resposta miogénica. Dos

parametros do termo oscilatério, a amplitude foi o Unico atributo capaz de discriminar
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grupos, e este parametro sé foi sensivel na diferenciagdo dos grupos Placebo e
Exercicio. Contudo, conforme relatado anteriormente, essa amplitude excessiva de
oscilagéo no grupo Exercicio deve ter sido influenciada pela disposi¢édo dos pontos de
fluxo obtidos para os sinais analisados de alguns sujeitos na condigao Exercicio, que
fugiram do padrdo apresentado pelos outros dois grupos. A menor amplitude de
oscilagdo no grupo Placebo em relagdo ao grupo /buprofeno é esperada, pois um
sistema vascular integro deve ser capaz de um ajuste mais fino do fluxo.

Os valores de p para os outros parametros ficaram préximos ao limiar
estabelecido. Uma amostra maior poderia favorecer esses paradmetros como
discriminadores entre os grupos, apesar de no parametro taxa de amortecimento da
sendide (a), ser o grupo Exercicio quem se diferencia, e, como visto, o ajuste ndo
ficou adequado em alguns dos sinais desse grupo. Comparando os grupos Placebo e
Ibuprofeno, observa-se uma taxa de amortecimento mais lenta e uma frequiéncia de
oscilacdo menor para o grupo Placebo, possivelmente pela menor amplitude inicial da
oscilagéo.

A maioria dos parametros da fungao 5.1 néo aponta diferengas entre os grupos.
Tais resultados podem ser conseqléncia de um pequeno numero de dados
experimentais para o ajuste da fungdo. Um maior numero de dados, obtidos através de
ciclos pletismograficos mais curtos, o que encurtaria o intervalo entre os pontos, ou de
um periodo de coleta mais longo poderiam favorecer uma menor dispersdo dos
parametros e a capacidade da fungédo proposta de distinguir diferentes condi¢des

vasculares.

5.3 Protocolo Adaptado para a Obtencdo de Maior Nimero de Pontos

Experimentais de Fluxo

Visando obter um maior nimero de pontos experimentais, foram realizados
novos experimentos nos quais o tempo de coleta foi estendido para 5 min e os tempos
de influxo arterial e efluxo venoso reduzidos para 5 s cada (Figura 5.6), gerando

arquivos com 29 ciclos pletismograficos (Figura 5.7).

99



Pletismografia

12 giclo pletismogr &fico 2% ciclo plefizmogrifice (timo cida pletismogrifico

e e,
g e -

Remogdo da Dchedo Oolusdo Venmsa Remogio da Delusa Oelus3o Venosa Remagio da Oclusdo OclusdoVenosa

Oeclusdo Venosa . DclusEoVenosa‘

[ [ [ [ [ I I
[ Faze de Influxo I Fase de efluxo I Faze de Influxo [ Fase de efluo [ | Faze de Influxo | Fase de eflw
310 Aurterial 8 “enoso 320 Auterial 326 “enose 330 590 Aurterial 595 “Wenoso GO0

Tempo em Segundos

Figura 5.6: Protocolo de pletismografia por oclusédo venosa adaptado para a
obtengcdo de um maior numero de informagdes de fluxo. O tempo de registro do sinal
foi de 5 min. O registro foi iniciado apds-isquemia de 5 min. A Figura ilustra a fase de
registro e mostra os tempos de influxo arterial e efluxo venoso, determinados pela
oclusdo e remocao da oclusdo venosa, que foram reduzidos de 10 para 5 s cada.
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Figura 5.7: Sinal coletado no protocolo desenvolvido para a aquisicdo de um
maior numero de dados de fluxo. O registro de 5 min de coleta resulta em 29 ciclos
pletismograficos.

5.3.1 Amostra

Vinte e seis individuos se propuseram a participar desta nova etapa do estudo.
Os voluntarios responderam um questionario para coleta de dados de identificacéo e
de informagbes que permitissem a sua localizagdo. Foram também coletadas
informagbes quanto a fatores de risco para doengas cardiovasculares e ao uso de
medicamentos, e realizadas algumas medidas antropométricas e hemodinamicas.
Posteriormente, os voluntarios foram submetidos ao exame de pletismografia e
encaminhados para o Centro de Estudos e Pesquisa da Mulher (CEPEM) para a
realizacao de exames laboratoriais.

Foram excluidos do estudo tabagistas, hipertensos, individuos que fizessem uso
de medicamentos psicoativos, anti-hipertensivos, broncodilatadores, portadores de
doencas cardiovasculares ou de qualquer tipo de doenga crénica que necessitasse de

tratamento, e voluntarios cujos exames laboratoriais indicassem colesterol LDL
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superior a 130 e colesterol total superior a 200. Assim, os dados de 11 individuos, dois
homens e nove mulheres, foram usados para o estudo. As caracteristicas da amostra

estdo sumarizadas na Tabela 5.1.

Tabela 5.1: Algumas caracteristicas antropométricas e hemodindmicas da
amostra.

Média

Parametros : ~ Faixa
(* Desvio padrao)

IMC (Kg/ m?) 216 (£ 2,4) 18,3-24,8
Circunf. Cintura (cm) 722 (= 7,1) 63 -85
Relagao Cintura/ Quadril 0,73 (£ 0,04) 0,69 - 0,81
Colesterol total (mg/ dl) 168 (= 18) 142 — 193
Colesterol LDL (mg/ dl) 106 (= 16) 81-124
Colesterol HDL (mg/ dl) 48 (£ 11) 35-70
Colesterol VLDL (mg/ dl) 14,4 (= 2,9) 11-18
Triglicerideos (mg/ dl) 60 (= 17) 32- 91

Glicose (mg/ dl) 85 (% 7,6) 72 -96
PAS (cmHg) 98 (= 9,9) 85-115
PAD (cmHg) 62 (= 5,9) 51-70
FC (bpm) 63 (+ 9) 49 — 82

5.3.2 Procedimentos para a Coleta dos Sinais de Pletismografia

Os voluntarios foram divididos em dois diferentes grupos experimentais. Trés
voluntarios fizeram parte dos dois grupos, tendo comparecido para as coletas em dois
dias diferentes. Assim, cada grupo foi composto por sete individuos.

Um dos grupos, Grupo Placebo, foi submetido a pletismografia antes e apos a
ingestao de comprimidos de placebo. O outro, Grupo Ibuprofeno, foi submetido a
pletismografia antes e apds a ingestao de 1800 mg de ibuprofeno, 600 mg a mais do
gue a administrada nos dados trabalhados anteriormente. As coletas realizadas antes
e depois da ingestdo dos comprimidos, para ambos os grupos, tiveram espassamento
de duas horas.

Os materiais, o posicionamento dos voluntarios e o protocolo para a realizagdo
da isquemia prolongada foram os mesmos utilizados anteriormente, descritos no item
4.2.1 deste documento. Cada um dos registros foi realizado apdés a isquemia
prolongada. Assim, ndo foi realizado um registro basal antes de ser conduzido o
protocolo de isquemia prolongada.

A fungdo matematica proposta (Equagédo 5.1) foi ajustada aos dados
experimentais através do método Nelder Mead simplex, disponivel como uma sub-
rotina do Matlab®. Os parametros da fungdo foram extraidos para os grupos Placebo,

e Ibuprofeno e a analise estatistica entre os parametros, para os dois grupos, antes e
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apos a administracdo dos comprimidos de placebo ou ibuprofeno, foi conduzida
utilizando a analise de varidncia com o teste de Kruskal-Wallis. A comparacao entre os
grupos foi feita com o pos-teste de Dunns para dados nao-paramétricos. Valores de p
inferiores a 0,05 foram considerados significativos.

Estes dados poderiam ser analisados também pelo modelo eletro-hidraulico
proposto no Capitulo anterior. Entretanto, por cada ciclo pletismografico possuir

metade dos pontos experimentais, o que diminuiria a precisdo do ajuste, tal
procedimento nao foi realizado.

5.3.3 Resultados

Um grafico contendo os pontos experimentais e o ajuste da fungédo de um
individuo nos dois grupos experimentais, nas situagées pré e pos-comprimido de
placebo ou ibuprofeno estdo apresentados na Figura 5.8.
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Figura 5.8: Ajuste do modelo aos dados de séries temporais de fluxo sanguineo

médio, estimados a partir do sinal de pletismografia para voluntario nos grupos
Placebo e Ibuprofeno.
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A média (= desvio padréao) dos parametros da Equacgao 5.1 estdo apresentadas

na Tabela 5.2 para k,, O, e k,, e na Tabela 5.3 para k,, O, e «, considerando os

dois grupos experimentais nas situagdes pré e pds ingestao de placebo ou ibuprofeno.

Estéo incluidos nas Tabelas os valores de p resultantes da comparagéo entre grupos.

Tabela 5.2: Ajuste dos parametros do termo exponencial da Fung¢do 5.1 para os
grupos Placebo e buprofeno

Amplitude (k) Taxa de decaimento (&)  Estimativa de fluxo basal (ky)
Grupos
(ml/ ml de tecido/min) (s™h (ml/ ml de tecido / min)

Pré-placebo 19,38 (£ 6,20) 0,036 (x 0,011) 2,29 (£ 0,69)
Pés-placebo 18,47 (£ 5,45) 0,040 (£ 0,025) 2,68 (£ 0,95)
Pré-ibuprofeno 21,94 (£ 16,65) 0,046 (x 0,010) 2,12 (£ 0,32)
Poés-ibuprofeno 19,01 (£ 6,14) 0,037 (£ 0,010) 2,35 (£ 0,86)

Valor de p 0,94 0,22 0,68

Média (* desvio padrao)de k,, a, e k,.

Tabela 5.3: Ajuste dos parametros do termo oscilatério da fungéo 5.1 para os
grupos Placebo e Ibuprofeno

Amplitude (k,) Taxa de amortecimento (d, ) Freqiiéncia (@)

Grupos 3
(ml/ ml of tissue/min) (s™h (rd.s™)

Pré-placebo 5,12 (% 3,49) 0,041 (£ 0,022) 0,021 (x 0,008)
Pés-placebo 3,11(% 3,48) 0,023 (£ 0,025) 0,019 (£0,006)
Pré-ibuprofeno 7,29 (x 12,64) 0,032 (£ 0,026) 0,023 (£0,007)
Pés-ibuprofeno 6,20 (£ 5,94) 0,044 (= 0,040) 0,021 (x 0,010)
Valor de p 0,51 0,44 0,55

Média (*desvio padrao) de k,, a, e w. A fase (th) foi usada apenas para

favorecer o ajuste da fungédo senoidal, ndo tendo sido considerada na analise entre
grupos.

A Figura 5.9 mostra os valores ajustados para cada parametro da fungéo

matematica, exceto a fase do termo oscilatério, para cada um dos voluntarios.
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Figura 5.9: valores ajustados para cada parémetro, sob analise, da fungéo
matematica para cada um dos voluntarios.

5.3.4 Discusséao

Nesta nova etapa do trabalho, o exercicio nao foi utilizado como recurso para a
alteracdo, no caso, com tendéncia vasodilatadora. Essa escolha levou em conta a
menor praticidade do protocolo de exercicio em relagdo a administracdo do ibuprofeno
e o tempo necessario para reunir voluntarios interessados em participar de
experimentos envolvendo exercicio fisico.

A amostra foi composta por jovens, em sua maioria mulheres, que nao se
encaixaram nos critérios de exclusdo descritos na Secao 6.3.1. Se fossem utilizados
critérios de exclusdo mais rigidos, incluindo no estudo apenas individuos com glicemia
de jejum entre 68 e 110 mg/ dl, triglicerideos com valores inferiores a 150 mg/ dl,
colesterol total <200 mg/ dl, colesterol LDL < 130 mg/ dl, colesterol VLDL < 30 mg/ dl,
colesterol HLD > 40 mg/ dl (valores de referéncia utilizados pelo CEPEM), indice de
massa corporal entre 18,5 e 25 e didametro de cintura inferior a 80 cm para mulheres e
90 cm para homens e relagdo quadril-cintura inferior a 0,8 para mulheres e 0,9 para
homens (NIEMANN, 1999), apenas seis voluntarios fariam parte do estudo. Todavia,
os parametros sob analise teriam a mesma tendéncia e também nao haveria diferenca
estatistica entre os grupos para nenhum dos parametros. Essas afirmativas séo
baseadas na analise dos dados dos seis voluntarios em seus respectivos grupos.

Os grupos foram submetidos a pletismografia antes e apds a ingestdao dos

comprimidos, fossem eles de placebo ou de ibuprofeno. O protocolo anterior, de onde
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vieram os dados fornecidos pelo LACE/ UFF, realizava a pletismografia apenas apos a
ingestao dos comprimidos e placebo e ibuprofeno, que eram administrados em dias
diferentes. O protocolo em discussao permitiu entdo a analise dos resultados para
dados de pletismografia coletados no mesmo dia, permitindo analisar a influéncia da
primeira experiéncia com a pletismografia sobre a segunda coleta, através dos
registros pré e pds placebo e a analise dos efeitos do ibuprofeno sobre os parametros
estudados, através dos registros pré e pés ibuprofeno, além de descartar a influéncia
das possiveis modificagdes fisioldgicas com a temperatura, as atividades prévias,
estado emocional, qualidade do sono na noite anterior ao exame, entre outros fatores.

Nao foi encontrada diferenga significativa entre as medigbes pré e pos placebo e
pré-ibuprofeno, o que era esperado, uma vez que em nenhuma das condigbes havia
sido administrado o ibuprofeno.

Apesar do aumento da quantidade de ibuprofeno administrada em 600 mg, em

relacdo ao estudo anterior com os dados do LACE, ndo houve diferenga entre a

situacéo pos-ibuprofeno e as outras. A amplitude da exponencial, &, e a estimativa de
fluxo basal, k,, ndo apresentaram diferengas significativas. Esses resultados sdo

similares aos obtidos com os dados cedidos pelo LACE/ UFF quando da comparagao

entre os grupos Placebo e Ibuprofeno.
A taxa de decaimento do termo exponencial, O,, ndo apresentou diferencas

significativas apds a ingestdo de ibuprofeno. No estudo anterior, com nove pontos
experimentais para o ajuste da fungdo matematica, quando foi realizada uma analise
isolada entre os grupos Placebo e Ibuprofeno esse parametro revelou diferenga
estatistica. Entretanto, um maior numero de pontos experimentais revela uma taxa de
decaimento similar entre os grupos e entre as situagdes pré e pos-comprimido.

Os parametros do termo oscilatério da fungdo matematica, k,, 0, e «, no

estudo anterior, assim como neste, ndo mostram diferenga entre os grupos placebo e
ibuprofeno. Todavia, esse novo ajuste contou com um maior niumero de pontos
experimentais, o que deveria ressaltar as diferengas entre os grupos, caso existissem.
Os dados parecem apresentar mais de uma freqiiéncia de oscilagdo. Talvez uma
analise dos dados no dominio da freqliéncia fosse mais adequada para inferir sobre o

mecanismo de feedback na busca do equilibrio do sistema apds-isquemia prolongada.
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Capitulo 6

DESENVOLVIMENTO DE SISTEMA DE
ULTRA-SOM PARA AVALIACAO |IN
VITRO DA FORMA DE ONDA DE
DIAMETRO ARTERIAL

Segundo Myers et al. (2002), a normalidade da mecénica vascular é geralmente
estimada a partir da observagédo das propriedades vasculares em um ou alguns poucos
instantes durante o processo de ajuste das condigbes otimas de fluxo sangiiineo para
cada sitio vascular. Assim, um dos objetivos do presente ftrabalho era o
desenvolvimento um sistema de ultra-som capaz de propiciar a observagdo em tempo
real das variagbes de didmetro arterial. As informagdes de didmetro seriam
correlacionadas com as estimativas de mecanica vascular obtidas pelos métodos
previamente apresentados. Apesar de tal etapa de comparacdo néo ter sido realizada,
este capitulo apresenta a parte do trabalho relacionada ao desenvolvimento do
mencionado sistema de ultra-som. As segbes deste capitulo apresentam os materiais e
meétodos utilizados para o desenvolvimento desta etapa do trabalho, os resultados

obtidos e a discusséo de tais resultados.

6.1 Medidor de Diametro Arterial

O sistema de ultra-som seria usado para a obtencao de informagdes de diametro
da artéria radial, durante todo o ciclo cardiaco em um intervalo de tempo estipulado a
priori, reunindo informagdes mais completas da dinamica vascular (MYERS et al.,
2002). A monitoragao do didmetro seria conduzido em tempo-real permitindo o ajuste
e acompanhamento da qualidade do sinal (TORTOLI et al., 2001), através do

posicionamento do transdutor e da fixagdo dos segmentos do paciente.
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6.1.1 Materiais e Métodos para a Aquisicdo da Forma de Onda de Didmetro

O sistema de captacdo da forma de onda de didmetro em tempo real foi
estruturado com os seguintes materiais:
. Um transdutor de ultra-som de acoplado a um sistema de excitagédo ja
existente no Laboratério de Ultra-Som (LUS);
. Um sistema de rastreamento simultdneo de duas interfaces
hiperecogénicas moveis, que representariam as interfaces do vaso com os
tecidos adjacentes, desenvolvido no LUS;

. Um sistema de aquisicao dos dados.

O protétipo do sistema de rastreamento das interfaces de interesse e de
obtencdo da forma de onda de diametro foi desenvolvido em duas etapas. A primeira
consistiu no processamento em hardware do sinal de ultra-som operado em modo
pulso-eco, o que reduz o custo computacional. A segunda etapa foi realizada em
software e fica incumbida da aquisicdo do sinal proveniente do hardware, do
processamento adicional desse sinal para obtencdo de valores de diametro e
visualizagao da forma de onda desejada. A logica desses sistemas integrados estéo

descritos a seguir.

6.1.1.1 Tratamento do Sinal em Hardware

Foi utilizado um transdutor de ultra-som operado em modo pulso-eco e excitado
por um pulsador SR 9000 (Matec, EUA), que consiste em uma placa instalada em um
microcomputador. Através dessa placa foram controlados alguns parametros como a
aplicacdo de filtros ao sinal, a freqiéncia de repeticdo de pulso, entre outros. O
pulsador contém um pré-amplificador cuja saida fornece os sinais de eco. Esses sinais

sdo processados em hardware seguindo o diagrama da Figura 6.1.
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Sinal de saida da placa SR 9000

v

Detector de envoltéria

v

Comparador de limiar

v

Légica combinacional

Pulso retangular com largura
proporcional ao didmetro

Figura 6.1: Diagrama de blocos do funcionamento do hardware no tratamento do
sinal do pulsador.

A seqliéncia de sinais envolvidos na obtencao do pulso final via hardware foi
simulada em Matlab® e é apresentada na Figura 6.2. O sinal de saida do pré-
amplificador da placa SR 9000 (Figura 6.2A) & proveniente da irradiagdo da artéria
radial no antebraco de um voluntario por um transdutor de ultra-som de 12 MHz. As
Figuras 6.2B e 6.2C mostram, respectivamente, a saida do filtro passa-banda,
atualmente desativado, e o sinal de energia, obtido através de um detector de
envoltoria.

O sistema requer que o usuario posicione, através de potencidbmetros, uma
janela de forma que contenha os ecos das paredes anterior e posterior da artéria
durante todo o ciclo cardiaco (Figura 6.2D). Utilizando a envoltéria do sinal foi possivel
localizar essas paredes dentro das respectivas janelas de observacdo através do
método de por cruzamento por limiar e da utilizagdo de uma légica combinacional. O
algoritmo de echo-tracking baseado em cruzamentos por limiar viabiliza a medicao
repetida da posicdo absoluta dos ecos das paredes do vaso, permitindo obter
sucessivas informacgdes de diametro.

O limiar estabelecido pelo usuario deve estar acima da amplitude do sinal de eco
do sangue, cerca de 40 dB inferior & da parede do vaso (BRANDS et al., 1995). E
necessario que o limiar exceda também a amplitude do sinal de eco dos tecidos
externos ao vaso para que a parede anterior do vaso seja detectada (Figura 6.2E). O
sinal que ultrapassa o limiar é transformado em pulsos légicos (Figura 6.2F). Um
circuito digital (I6gica combinacional) gera, a partir das informag¢des dos pulsos de

limiar e da janela de observagao, um pulso retangular final (Figura 6.2G). A duragao

108



desse pulso (4f), que corresponde a diferenga entre o tempo de recepgao do eco das
paredes anterior e posterior do vaso pelo transdutor de ultra-som, é proporcional ao

didmetro arterial (D), segundo a equagao:
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onde c é a velocidade de propagacgao do ultra-som no meio.
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sinal filtrado (B) detector de envoltériap(C),ﬁlanela de rastreamento (D), janela sobre os
sinais de eco do vaso e limiar para detecgdo de cruzamentos por zero (E), ecos das
paredes transformados em pulsos légicos (F) e pulso retangular com duragao
proporcional ao didmetro arterial (G).

6.1.1.2 Tratamento do Sinal em Software

O pré-processamento do sinal de alta freqiéncia de ultra-som resulta numa onda
retangular de baixa frequéncia com duragdo proporcional ao didmetro, como visto
anteriormente. Os sucessivos pulsos retangulares sdo enviados a placa de aquisigao
(DAC CARD 6062E, National Instruments, USA). A duragdo de cada pulso é obtida
com a utilizagado do contador de 20 MHz da placa de aquisicdo, sendo o proprio pulso

retangular utilizado como gate. Desta forma, s&o lidos e contados pulsos de 50 ns
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contidos no intervalo de tempo determinado pelo gate através de um programa
desenvolvido em LabView® (National Instruments, EUA). Posteriormente, essa
informagéo temporal é convertida em informagéo de largura, fornecendo o registro do
didmetro. A medigdo de pulsos sucessivos resulta no registro da forma de onda de
didmetro, que no caso da artéria é definida como a variagdo do didmetro arterial
durante o ciclo cardiaco (STANDLER et al., 1997).

6.2 Protocolo para a Avaliagao do Sistema Desenvolvido

Para testar o funcionamento do protétipo desenvolvido, foi utilizado um modelo
hidraulico simulador da circulagdo sistémica, que consiste no trajeto do sangue do
ventriculo esquerdo ao atrio direito e é responsavel pela nutricdo tecidual e a remocéao
de produtos do catabolismo celular. O modelo fisico foi baseado no trabalho de
Ferreira et al. (2004).

O modelo hidraulico consiste em uma bomba hidraulica conectada a uma valvula
unidirecional, que simulam respectivamente o ventriculo esquerdo e a valvula aértica.
A bomba é controlada por um circuito eletrdnico que permite alterar a duragao e a
frequéncia de ejecdo. Um dreno de penrose n°® 1 (Waltex, Cirargica Brasil, Brasil) foi
usado para simular o vaso arterial sob observacdo. O dreno foi posicionado dentro de
um recipiente de plastico contendo agua destilada como meio de propagacdo para o
ultra-som. A montagem experimental utilizada para testar o funcionamento do sistema

esta ilustrado na Figura 6.3.

Recipiente com liquido + bomba hidraulica
Controle eletronico de freqiiéncia e tempo de ejegao

Valvula
_w unidirecional

Tx

v

Dreno de

\ Penrose

Recipiente com agua
destilada

Figura 6.3: Phantom mimetizador do movimento arterial.
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6.3 Resultados

O transdutor de ultra-som foi excitado e o sinal proveniente do movimento das
paredes do dreno na diregdo de propagagao do ultra-som foi registrado pelo sistema.

O resultado para a forma de onda de didmetro obtido com o sistema apresentado é

mostrado na Figura 6.4.
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Figura 6.4: Forma de onda de didmetro do obtida a partir de um modelo fisico de
artéria.

O protétipo desenvolvido para a observacao da variacdo temporal do diametro
dispensa a necessidade de processamento de imagens, utilizado em modo-B, que
torna tal processo lento para aquisicdo em tempo-real. Também dispensa a imagem
do vaso no plano, usada com Doppler para obter informagdo da orientacdo do
transdutor em relacao ao vaso.

Todavia, o sistema apresentado necessitava de ajustes para uma melhor
resolucdo do sinal desejado. Durante os experimentos observou-se a perda da
qualidade do sinal de eco das paredes do phantom (Figura 6.5) devido a dificuldade
em irradiar consistentemente o vaso em movimento. Assim, algumas adaptagdes

foram realizadas.

Diametro (mm)
O

Tempo (s)

Figura 6.5: Momento da perda do sinal de eco das paredes do phantom indicado
pela seta, em preto na imagem.
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Tentou-se desenvolver um phantom mais adequado, que permitisse avaliar e
ajustar o sistema de aquisi¢gdo. O dreno de Penrose, utilizado como simulador do sitio
vascular sob observacdo, se deteriorava e perdia sua capacidade de reflexdo da onda
sbnica quando imerso por tempo prolongado em agua. Entdo, um tubo de silicone o
substituiu. O novo phantom apresentou maior durabilidade e possuia amplitude
reflexdo da onda ultra-s6nica adequada aos propdsitos do trabalho. O tanque acustico
também foi substituido por um mais robusto.

Mesmo apos os ajustes, observou-se que a bomba hidraulica utilizada para
mimetizar o ventriculo esquerdo vibrava o sistema hidraulico, inclusive o tanque
acustico, gerando um desalinhamento no sistema de posicionamento do transdutor.
Uma bomba peristaltica (GITELMAN et al., 2006) foi entdo utilizada para substituir a
primeira. Entretanto, essa bomba ndo gerou variagdo de diametro compativel com a
real, em torno de 10% (MEINDERS et al., 2001, BRANDS et al., 1995, STADLER et
al., 1996a, WILLINK e EVANS, 1995), ficando bem aquém deste valor.

O sistema de monitoragao da forma de onda de didmetro em tempo real nao foi
concluido no decorrer deste trabalho. Algumas propostas de trabalhos futuros para a
implementacdo de um sistema mais robusto sdo: aumentar a quantidade de agua
mobilizada pela bomba peristaltica ou diminuir o didmetro do sistema vascular,
construir um transdutor de area ativa retangular e focalizagao cilindrica, de forma a
evitar a perda do sinal com o movimento do vaso sintético, e fazer os ajustes
necessarios nos sistemas de hardware e software desenvolvidos.

As atividades de pesquisa envolveram também o desenvolvimento de outros
sistemas de analise do comportamento vascular, ndo relatados no corpo do presente
documento. Detalhes de tais sistemas estéo listados no Anexo B (MACEDO et al.,
2003, NOBREGA et al., 2003, NOBREGA et al., 2002). Tal segao contém ainda a lista
de manuscritos submetidos a revista cientifica Physiological Measurement, em
processo de apreciagéo e artigos apresentados em congressos para a divulgagao de

algumas etapas do presente trabalho.
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Capitulo 7

DISCUSSAO GERAL

Esse trabalho almejou desenvolver uma técnica ndo-invasiva para a observagéo e
anadlise do comportamento da reatividade vascular na restauracdo do equilibrio da
mecanica vascular apds a aplicacdo do estimulo perturbador. Os resultados obtidos
apontaram a existéncia de parametros indicativos da normalidade ou alteragcdo da
mecanica vascular da regido do antebrago durante o processo de regulagao do fluxo.

Durante o trabalho, a isquemia prolongada foi utilizada como estimulo perturbador
da reatividade vascular basal. Esta isquemia leva a hiperemia reativa (MOYNA e
THOMPSON, 2004; LUZ et al., 2003), o que viabiliza a observagdo da resposta do
sistema vascular ao estimulo e o processo de regulagdo do fluxo na tentativa de
restabelecer o equilibrio do sistema. Tal estimulo perturbador foi considerado
satisfatorio, provocando respostas fisioldgicas adequadas, como o0 aumento da variagao
de volume do antebrago nos ciclos pletismograficos iniciais durante o protocolo de POV,
0 que permitiu a caracterizacdo da diferencas na mecanica vascular durante o processo
de regulagéao do fluxo.

Observa-se, nos documentos levantados nesse periodo, uma tendéncia de
utilizacdo de técnicas ndo-invasivas no estudo da reatividade vascular visando o
diagnostico e tratamento precoce (BRANDS et al., 1998; LUSCHER e BARTON, 1997)
e 0 aumento da possibilidade de cura das doengas cardiovasculares (SCHELL e
MYERS, 1997). Entretanto, existe na literatura uma caréncia de recursos que
quantifiquem o comprometimento da funcéo vascular e que estabelecam uma faixa de
normalidade funcional. Adicionalmente, ndo existem estudos visando a analise das
caracteristicas da resposta vascular na busca da homeostasia apdés um estimulo
perturbador qualquer. Desta maneira, a forma de analise proposta consiste numa
contribuicdo do presente trabalho. As técnicas relatadas nesse sentido parecem
avaliar a reatividade vascular pela magnitude do aumento do didmetro ou do fluxo
sanglineo. Os valores de normalidade obtidos a partir da dilatagdo arterial mediada
por fluxo, por exemplo, sao valores relativos ao valor inicial e sdo obtidos através da
observacgdo do parametro de interesse em um uUnico momento. Da mesma forma, os
parametros de resisténcia e complacéncia, entre outros extraidos a partir da mecéanica
vascular, sdo analisados em um ou alguns instantes de tempo, através do valor médio

de algumas observagbes (MYERS et al.,, 2002), ndo havendo a preocupagao em
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avaliar o comportamento desses parametros durante um processo de busca da
homeostasia.

Quanto ao modelo proposto para o estudo da mecanica vascular na
pletismografia, pode-se destacar que, na literatura, os modelos interpretativos da
pletismografia por oclusdo venosa estimam apenas os parametros complacéncia e
resisténcia das veias dos membros inferiores, visando observar o comportamento
desses parametros na presenga de trombose venosa profunda. Os modelos nao
consideram a complacéncia do sistema arterial, ndo possibilitando observar o
comportamento da pressado arterial com a oclusdo venosa, dadas as complacéncias e
resisténcias por eles estimadas. O presente trabalho apresentou um modelo eletro-
hidraulico do sistema arterio-venoso que permite monitorar o comportamento das
pressdes arterial e venosa durante o protocolo de pletismografia por oclusao venosa. Os
parametros de complacéncia e resisténcias estimados pelo modelo apresentaram-se
coerentes com os valores relatados na literatura e, adicionalmente, geraram sinais de
pressao dentro dos niveis esperados. A técnica e o modelo mostraram-se também
capazes de propiciar a estimacdo dos parametros de maneira satisfatoria em condigbes
hemodinamicas distintas, sendo o ajuste dos dados coerente com efeitos fisioldgicos
relatados na literatura. Adicionalmente, estes foram capazes de identificar alteracdes na
mecanica vascular durante o processo de regulagdo do fluxo dentro do protocolo de
pletismografia associada a hiperemia reativa pds-isquemia prolongada, e ainda
possibilitaram a identificagdo de tendéncia ao retorno da normalidade do sistema com o
tempo, através do comportamento dos pardmetros do modelo na direcdo de
normalizacdo do sistema arterio-venoso. As complacéncias venosas e as resisténcias
arteriais comportaram-se de maneira fisiolégica durante o processo de hiperemia
reativa. A resisténcia venosa seguindo o mesmo comportamento da arterial. Contudo,
os estudos do sistema venoso normalmente ndo avaliam o comportamento da
resisténcia venosa a nivel local.

Em sintese, o modelo proposto permitiu a estimacdo de pardmetros de maneira
satisfatoria e com sensibilidade suficiente para distinguir diferentes comportamentos
fisiologicos desses parametros durante o processo de regulagdo do fluxo sanguineo
entre os trés grupos experimentais.

Quanto ao modelo matematico proposto, o comportamento dos paradmetros em
individuos normais e com alteragdes controladas foi analisado, sendo que os resultados

nao apontaram a rejeicao da hipdtese de igualdade da amplitude de fluxo atingida,

representada no modelo pelo pardmetro k,, nos individuos normais e com alteragéo

vascular induzida por medicamento, embora essa amplitude seja apontada na literatura
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como parametro determinante da normalidade da fungdo vasomotora. No entanto foi
observada diferenga significativa quando o grupo Exercicio foi considerado, apesar de
nao terem sido realizados registros pletismograficos com 29 ciclos para a condigao

exercicio. A taxa de decaimento do fluxo (a,) aos niveis basais ndo apresentou

diferencga significativa entre os grupos Placebo, Ibuprofeno e Exercicio para sinais com
nove ciclos pletismograficos. Todavia, o valor de p encontrado foi proximo ao limiar de
corte. O grupo Placebo apresentou taxa de decaimento mais rapida que os outros dois,
o que foi considerado coerente, uma vez que no exercicio ha uma tendéncia a
manutencao da vasodilatacdo e que com ibuprofeno era esperado que houvesse maior
dificuldade de retorno aos niveis basais. Contudo, a comparagao entre os grupos
Placebo e Ibuprofeno para 29 valores de fluxo ao longo do tempo mostram valores
similares para a taxa de decaimento do fluxo. Quanto a representagdo do mecanismo
de feedback pela parte oscilatéria do modelo matematico, observou-se uma grande
dispersdao dos dados para todos os parametros. A amplitude de oscilacdo foi
significativamente maior para o grupo Exercicio quando nove ciclos pletismograficos
foram considerados. Entretanto, esse ajuste nao foi considerado correto uma vez que a
amplitude da oscilagdo apresentou magnitude muito grande em relagdo a K4. O ajuste
para 29 pontos de fluxo mostrou que a freqiéncia (w) e a taxa de amortecimento

a, foram subestimados no ajuste realizado para nove pontos experimentais. Além disso,

os dados parecem apresentar mais de uma freqiéncia de oscilacdo. Acredita-se que
uma analise dos dados no dominio da freqiéncia fosse mais adequada para inferir
sobre 0 mecanismo de feedback na busca do equilibrio do sistema pds-isquemia

prolongada.

115



Capitulo 8

CONCLUSAO

Em relacdo aos modelos de POV existentes, o modelo eletro-hidraulico proposto
neste trabalho acrescenta a complacéncia arterial e utiliza fonte de fluxo intermitente ao
invés de uma fonte de pressao média como entrada do sistema, permitindo monitorar a
pressdo arterial média e seus valores extremos e permitindo ainda avaliar
simultaneamente os sistemas arterial e venoso, o que representa uma importante
contribuicdo deste estudo.

Os valores estimados pelo modelo para POV basal mostraram-se coerentes com
as hipoteses assumidas e com achados experimentais relatados na literatura. O modelo
proposto mostra-se ainda capaz de ser utilizado na analise da reatividade vascular,
apesar de potencialmente poder apresentar resultados mais fidedignos com a incluséao
do primeiro ciclo pletismografico, o que permitiria a comparagao entre grupos.

A fungdo matematica descritiva do comportamento do fluxo sangliineo nao foi
capaz de discriminar os grupos experimentais. O aumento do numero de pontos
experimentais para o ajuste da fungao mostrou-se importante. Com um maior nimero
de pontos experimentais foram observadas a subestimagao dos parametros do termo
oscilatério e a superestimacao da taxa de decaimento do termo exponencial. Observou-
se também que o sinal de fluxo apresenta mais de uma freqiiéncia de oscilagao,
apontando para uma possivel analise futura do mecanismo de feedback no dominio da
freqiiéncia.

Como propostas para estudos futuros que possam contribuir para a melhoria das
técnicas e modelos desenvolvidos no presente trabalho podem ser citadas:

e O aumento do tamanho amostral para melhor a caracterizacdo das
diferentes condi¢des vasculares estudadas;

* A diminuicdo da resolugdo do pletismografo em relagdo a variagdao de
volume, para evitar a saturagdo do primeiro ciclo pletismografico em
hiperemia reativa;

* A inclusao do primeiro ciclo pletismografico para melhor caracterizagdo da
dinamica vascular no processo de restauracao do fluxo no antebraco;

* A analise do incremento de fluxo, do fluxo basal e da taxa de decaimento do
fluxo através da fungdo exponencial aplicada isoladamente e a analise da

sequiéncia de dados de fluxo no dominio da frequiéncia, visando inferir sobre

116



0 mecanismo de feedback na busca do equilibrio do sistema pds-isquemia
prolongada.

A inclusdo de dados pds-exercicio para a analise proposta no item anterior.
Dentre outras possibilidades podem ser citadas também a analise espectral
dindmica, a observacdo de resposta ao degrau, através de modelos de

controle, e a anadlise de componentes principais.
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ANEXO A

BASES FISIOLOGICAS DO ENDOTELIO
VASCULAR

O endotélio consiste na porgdo mais interna da parede vascular (LUSCHER e
BARTON, 1997). E formado por uma unica camada celular e faz a interface entre o
sangue e a musculatura lisa vascular (VALLANCE e CHAN, 2001), possuindo posigao
estratégica na manutengdo da homeostase circulatéria (LUSCHER e BARTON, 1997).
Durante muito tempo, acreditou-se que o endotélio desempenhasse apenas funcio de
revestimento, pois recobre todos os vasos sanguineos e linfaticos, independentemente
do calibre. Entretanto, este atua dinamicamente na manutencdo da homeostase
corporal, através da extensa rede de informagdes que forma, sendo atualmente

considerado o maior 6rgao sensorial do corpo humano (LUZ et al., 2003).

O Endotélio Vascular

As células endoteliais se originam do mesmo tecido embrionario das células
sanguineas, o hemangioblasto. Posteriormente, sdo incorporados tecido conjuntivo e
células do musculo liso, estruturando a parede vascular. O sistema circulatério
apresenta-se totalmente recoberto pelo endotélio antes de se iniciarem os batimentos
cardiacos. Posteriormente, a pressado relativa do sangue sobre a parede do vaso
influenciara o desenvolvimento das caracteristicas vasculares. Os vasos submetidos a
maior pressao e menor volume adquirirdo caracteristicas de artérias, enquanto que os
que forem submetidos a menor pressao e maior volume tornar-se-do veias. As células
endoteliais ou suas precursoras participam também da diferenciacio celular que leva a
formacgao de 6rgaos como figado, pancreas, rins, glandulas endécrinas e de estruturas
do coracdo como parte do septo atrioventricular e das valvas atrioventriculares, no
desenvolvimento embrionario de animais. Acredita-se que essas células possam,
futuramente, ser envolvidas em técnicas de regeneragdo ou transplante de 6rgaos
(LUZ et al., 2003).
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Funcdes do Endotélio Vascular

O endotélio secreta mediadores soluveis difusiveis, capazes de agir em células
fisicamente contiguas como as da musculatura lisa vascular, sendo considerado um
orgéo paracrino. Adicionalmente, responde a estimulos humorais, neurais, mecéanicos
e quimicos com a sintese e liberacdo de substancias para o controle da homeostase
corporal, sendo considerado também um érgédo enddcrino (STEER, 2003; LUZ et al.,
2003; LUSCHER e BARTON, 1997). Os mediadores e/ou fatores envolvidos na
dindmica endotelial podem ser desativados dentro da prépria célula endotelial,
difundirem-se para o sangue ou atravessar a membrana muscular e agir sobre a
musculatura lisa vascular (LUZ et al., 2003). Através de sua extensa rede sensorial de
células, o endotélio pode emitir respostas locais ou sistémicas, dependendo da
necessidade corporal. Em caso de morte de uma célula endotelial, outra célula mais
préxima entra em processo de replicagdo e migracdo. Para manter a integragcao
endotelial, os fendbmenos de replicagdo e migragao ocorrem inclusive em casos de
implante de vaso sintético. A reparagdo endotelial e a neovasogénese dependem da
migracdo de ceélulas precursoras do endotélio a partir do tecido hematopoiético da
medula éssea (LUZ et al., 2003).

A célula endotelial possui forma alongada, nucleo proeminente e é repleta de
organelas intracelulares. Quando adulta, possui invaginagbes na porg¢ao luminal da
membrana citoplasmatica, denominadas cavéolas e apresenta-se mais fenestrada em
locais onde o transporte de substancia é alto, como no intestino e no glomérulo.
Acredita-se que as cavéolas aumentem a eficiéncia de moléculas que, quando
estimuladas, produzem substancias biologicamente ativas, denominadas moléculas
efetoras. Adicionalmente, acredita-se que tais invaginagbes favorecam a atuagao de
outros sinalizadores, bombas ibnicas e de receptores nelas localizados (LUZ et al.,
2003).

A membrana endotelial em contato com o limen vascular encontra-se exposta a
leucdcitos, plaquetas, citocinas, hormdnios, lipideos, moléculas sinalizadoras,
concentracdo de oxigénio e proteinas, entre outras substancias, também circulantes
no sangue, que podem servir de estimulo a atividade endotelial. O endotélio
apresenta-se sensivel a variagdo de pressao e do fluxo sanglineo, a sinais de
inflamagao ou de coagulagdo, a ativagdo do sistema imune e ao balango oxidativo.
Através da atividade de suas células, o endotélio modula o ténus vascular, o
crescimento da musculatura lisa vascular, a trombogénese e a adesdo de moléculas
ao endotélio, a coagulagcdo e as respostas inflamatéria e imune, pelo controle de

interacdes celulares com plaquetas e leucdcitos, o transporte de substancias, o
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equilibrio entre substancias oxidantes e antioxidantes e o remodelamento vascular. O
equilibrio entre as substancias liberadas pelo endotélio com fungdes antagbnicas
resulta em resposta fisiologica adequada (LUZ et al., 2003; VAPAATALO e
MERVAALA, 2001; VALLANCE e CHAN, 2001; SCHACHINGER e ZEIHER, 2000;
MANDINOV et al., 1998; LUSCHER e BARTON, 1997). Todavia, ha indicios de que a
célula endotelial possa responder de diferentes maneiras a um mesmo estimulo,
dependendo da regido de atuagao (LUZ et al., 2003). Luz et al. (2003) relatam, entre
outros exemplos, a ocorréncia de vasoconstricdo da artéria pulmonar em resposta a
hipéxia e de vasodilatacdo da artéria renal sob o mesmo estimulo. As substancias
liberadas pelo endotélio e algumas de suas fungbes serdo abordadas nas segdes

seguintes.

Endotélio no Controle da Mecéanica Vascular

Através da liberacdo de substancias vasoativas, o endotélio induz a contragédo ou
o relaxamento da musculatura lisa vascular, controlando alteragbes no ténus e nas
dimensbes do vaso, auxiliando na regulagdo da presséo e do fluxo sanguineo, entre
outras fungbes que lhe permitem contribuir para a homeostasia vascular (VALLANCE
e CHAN, 2001; LUSCHER e BARTON, 1997). A normalidade da fungdo endotelial é
obtida pelo equilibrio entre substancias vasodilatadoras e vasoconstritoras. Equilibrio
no qual predomina a vasodilatagdo (LUSCHER e BARTON, 1997). As substancias
vasoativas produzidas pelo endotélio sdo denominadas fatores derivados do endotélio,

que sédo divididos em relaxantes e constritores (LUZ et al., 2003).

Fatores Relaxantes Derivados do Endotélio (EDRFs)

Inicialmente, denominou-se fator relaxante derivado do endotélio (EDRF) o
mediador enddgeno, até aquele momento desconhecido, que induziu o relaxamento
vascular por acetilcolina no experimento conduzido por Furchgott e Zawadzki (1980).
Posteriormente, o 6xido nitrico (NO) foi identificado como este mediador. Atualmente,
a lista de fatores relaxantes derivados do endotélio € composta principalmente pelo
oxido nitrico, a bradicinina, a prostaciclina, a serotonina, a histamina, a substancia P e
o fator hiperpolarizante derivado do endotélio (LUZ et al., 2003; SCHACHINGER e
ZEIHER, 2000).
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Oxido Nitrico

O NO ¢é um radical livre (LUSCHER e BARTON, 1997) que participa da
modulagdo de todas as fungbes endoteliais conhecidas (LUZ et al., 2003). E
considerado o principal fator relaxante derivado do endotélio. Qualquer alteragédo em
sua sintese ou degradacao pode comprometer a fungéo endotelial. Desta forma, a
disfuncdo endotelial € sempre relacionada, ao menos parcialmente, a alteragdo do
balango na produgdo ou a diminuicdo da atividade desse gas (LUZ et al., 2003;
VALLANCE e CHAN, 2001; McCARTY, 2000; VERHAAR e RABELINK, 1998). A
vasodilatacdo € frequentemente associada apenas ao NO, ainda que outros
mediadores influenciem no relaxamento da musculatura lisa vascular. Da mesma
forma, a disfungdo endotelial € muitas vezes justificada somente pela diminuigdo na
sua produgdo ou biodisponibilidade (STEER, 2003; LUZ et al., 2003; LOVELL et al.,
2000; VARIN et al., 1997).

Sao destacadas como fungdes do NO a inibicdo da agregacgao plaquetaria, da
coagulagdo, da trombogénese, da migragdo de leucdcitos, da inflamagédo, da
proliferagdo e migragdo das células da musculatura lisa vascular e a promogéo da
vasodilatagéo (LUZ et al., 2003; VALLANCE e CHAN, 2001; McCARTY, 2000). O NO
interage também com enzimas da cadeia respiratoria influenciando a respiragao
mitocondrial (VALLANCE e CHAN, 2001).

A sintese de 6xido nitrico e vasodilatacéo

A sintese de NO ocorre sob a ativagdo da enzima éxido nitrico sintase (NOS).
Essa enzima esta presente nas células endoteliais, macrofagos, plaquetas,
musculatura lisa vascular, nervos e no cérebro (LUSCHER e BARTON, 1997). Existem
trés isoformas conhecidas dessa enzima: a endotelial, a neural e a indutivel (LUZ et
al., 2003; STEER, 2003; VALLENCE e CHAN, 2001) ou macrofagécita (VALLENCE e
CHAN, 2001). Cada uma das isoformas possui papel distinto na regulagao do ténus
vascular. As isoformas endotelial e neural estdo presentes em células saudaveis. A
indutivel se faz presente principalmente em condi¢des de infecgdo e inflamagao
(VALLENCE e CHAN, 2001).

A isoforma endotelial (eNOS ou NOS lll) é a mais importante na regulagéo
cardiovascular (STEER, 2003), estimulando constantemente a liberagao de NO (LUZ
et al., 2003; STEER, 2003; LUSCHER e BARTON, 1997) a partir de estimulos
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provenientes de estrogenos e da tensdo de cisalhamento decorrente da passagem do
sangue no interior do vaso. A tensdo de cisalhamento resulta numa produgédo basal de
NO (LUZ et al.,, 2003) e na manutencdo do ténus de repouso da musculatura lisa
vascular (VALLANCE e CHAN, 2001). A eNOS é encontrada no endotélio vascular
(LUZ et al., 2003; STEER, 2003), nas células epiteliais, nos mondcitos, nos midcitos
cardiacos, nos neurdnios do hipocampo, nos macréfagos (LUZ et al., 2003), nas
plaquetas (LUZ et al, 2003; STEER, 2003) e no endocardio (STEER, 2003).
Entretanto, as cavéolas das células endoteliais concentram 80% da eNOS (STEER,
2003). A isoforma neural (nNOS ou NOS 1) é encontrada nos neurdnios, células
endoteliais, ilhotas pancreaticas, musculos esqueléticos, células da macula densa
glomerular, queratindcitos humanos e tecido retiniano (LUZ et al., 2003). A eNOS e a
nNOS sao calcio-dependentes, respondem prontamente aos estimulos endoteliais e
liberam NO em baixa quantidade. A isoforma indutivel (iNOS ou NOS II) é regulada
por estimulo da transcrigao (LUZ et al., 2003) e encontra-se presente na musculatura
lisa vascular e nos macréfagos (LUSCHER e BARTON, 1997). A iNOS requer horas
para ser expressa, € calcio-independente e produz altos niveis de NO por tempo
prolongado (LUZ et al., 2003; LUSCHER e BARTON, 1997). A iNOS pode ser induzida
por citocinas como endotoxina, interleucina 13 e fator de necrose tumoral
a (LUSCHER e BARTON, 1997), lipossacarideos bacterianos em macrofagos,
hepatocitos, células musculares lisas vasculares, células endoteliais e mesanginais
(LUZ et al., 2003). Encontra-se aumentada em processos inflamatérios e choque
endotéxico (LUSCHER e BARTON, 1997), em sindromes isquémicas agudas e em
portadores de cardiopatia congénita cianogénica (LUZ et al., 2003).

A eNOS ¢ a principal molécula efetora da cavéola e nela desempenha toda a
sua atividade (STEER, 2003). Quando inativa, encontra-se ligada a caveolina, proteina
que, junto ao colesterol, mantém a conformacdo da cavéola. Estimulos mecanicos ou
quimicos podem causar o aumento da concentragdo de calcio dentro da célula
endotelial e dissociar essa ligagdo. O aumento da concentragéo intracelular de calcio
decorre do transporte de calcio através da membrana que acontece sob influéncia de
transportadores de calcio presentes na cavéola (calmodulina, Ca*>-ATPpase e
trocador Na'-Ca*?). Esses transportadores sdo ativados por agonistas como a
acetilcolina (Ach), a bradicinina, o estrégeno, a insulina, que ao se ligarem aos
receptores muscarinico, B:K, a e IR,, respectivamente, promovem a abertura dos
canais de calcio e desencadeiam o processo (LUZ et al., 2003).

Apods a dissociagdo com a caveolina, a eNOS liga-se a calmodulina para a
sintese de NO. A partir da reagdo do oxigénio com o aminoacido L-arginina, na

presencga de nicotinamida adenosina difosfato (NADPH) e de tetraidrobiopterina (BH,),
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obtém-se, como produto final, o NO, gas biologicamente ativo, e o aminoacido
bioinativo L-citrulina (LUZ et al., 2003; MAXWELL, 2002; VALLENCE e CHAN, 2001;
LUSCHER e BARTON, 1997), conforme ilustrado na Figura A.1. O processo de
producao de NO foi relatado pela primeira vez em 1987, onde foi descrito que sua
sintese ocorria a partir da L-arginina e foi relatada a necessidade dos co-fatores
calmodulina, o NADPH e a BH, para a agéo enzimatica (LUZ et al., 2003).

Uma vez sintetizado, o NO atravessa, por difusdo, a membrana basal da célula
endotelial e o intersticio e atua sobre a musculatura lisa vascular ativando a guanilato
ciclase e levando a formagédo da monofosfato guanilato ciclase (GMP¢), que sequestra
o calcio intracelular na camada muscular, provocando o relaxamento da musculatura
lisa vascular (STEER, 2003; LUZ et al., 2003; LUSCHER e BARTON, 1997).

L-arginina

. Ho0, NADPH, BH,4
Hszmz k Oxido Nitrico
NH
- NO
+ NO Sintase
HgN 0
L-citrulina
H2N+\P°¢ °
NH
HgN CO0

Figura A.1: Sintese do Oxido a partir do aminoacido L-arginina, na presenca de
nicotinamida adenosina difosfato (NADPH) e de tetraidrobiopterina (BH,). Figura de
Tibiriga (2001).

Outros canais ibnicos, além do de sodio, interfferem na contratilidade da
musculatura lisa vascular. Os canais de potassio, também presentes na membrana da
célula endotelial, contribuem para a contratilidade vascular, mas sua importadncia na
mecanica vascular endotélio-dependente ainda nio foi estabelecida. Trabalhos
cientificos sobre o assunto apresentam resultados divergentes quanto a participagéo
desses canais na dinamica endotelial (LUZ et al., 2003).

Estimulos quimicos e fisicos podem ativar a eNOS levando ao aumento da
producédo de NO (VALLANCE e CHAN, 2001). Alguns dos agonistas do NO e sua
atuacgao sobre a camada muscular sao apresentados em forma de esquema na Figura
A2
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Figura A.2: Sintese do 6xido nitrico a partir da tensdo de cisalhamento, principal
estimulo mecanico dessa via, e da atuagédo de seus agonistas (a). Atividade do 6xido
nitrico sobre a musculatura lisa vascular (b). Figura adaptada de Luz et al. (2003).

Calmodulina
NADPH

H,biopterina

L-arginina L-Gitrulina

Célula endotelial

Agonistas do 6xido nitrico

A serotonina, assim como os agonistas citados na segédo anterior, favorece a
sintese de 6xido por desencadear a entrada de calcio no interior da célula endotelial
quando ligada ao seu receptor localizado na cavéola (STEER, 2003). A insulina, além
auxiliar a vasodilatagido através desse processo, promove autofosforilagdo do receptor,
estimulando a entrada de glicose para o interior da célula, através do transportador
GLUT,, controlando também o metabolismo da glicose (LUZ et al., 2003). Alguns
antioxidantes encorpam a lista de agonistas do éxido nitrico, ndo por auxiliarem o
transporte de calcio, mas por favorecerem a biodisponibilidade desse gas (LUZ et al.,
2003).

Na auséncia de endotélio, os agonistas que auxiliam o aumento da concentragcado
de calcio na célula endotelial podem atuar diretamente sobre a musculatura lisa
vascular gerando vasoconstricdao (LUZ et al., 2003). A primeira comprovagéo da
necessidade de endotélio na modulacdo da mecanica vascular veio através de
Furchgott e Zawadzki (1980), citados por varios autores (LUZ et al., 2003; STEER,
2003; VALLANCE e CHAN, 2001; LUSCHER e BARTON, 1997) como os pioneiros em
desconsiderar o endotélio como uma camada inerte. Esse trabalho demonstrou que a
vasodilatacdo causada por acetilcolina em anéis de aorta de coelho vasoconstritos por
noradrenalina sO ocorre na presengca de endotélio integro (LUZ et al., 2003;
VALLANCE e CHAN, 2001).
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Diminuicdo da biodisponibilidade do 6xido nitrico

O oxido nitrico possui meia-vida de poucos segundos (LUSCHER e BARTON,
1997), aproximadamente 50 s in situ (LUZ et al., 2003) meia-vida inferior a 4 s em
solugdes biolégicas (VALLANCE e CHAN, 2001). A biodisponibilidade do éxido nitrico
depende da quantidade de oxigénio no meio (LUZ et al., 2003). Como a célula
endotelial vive em ambiente rico em oxigénio, existe uma produgdo constante de
espécies reativas de oxigénio (EROx), conhecidas moduladoras de oxido nitrico. A
meia-vida do Oxido nitrico € maior que a das EROy. Entretanto, as EROx sao
fortemente reativas com proteinas, lipoproteina de baixa densidade (LDL), 6xido nitrico
e acido desoxirribonucléico (DNA) por possuirem um elétron nao-pareado na orbita
externa de seu atomo. O produto da reagéo entre essas substancias em geral é toxico
a célula endotelial e pode resultar em lesao de cadeias enzimaticas, da membrana
celular ou pode danificar o DNA (Figura A.3). Além disso, a reagao indevida evita que
0 gas, a proteina ou lipoproteina desempenhem suas fungdes na integridade estrutural
e funcional do vaso (LUZ et al., 2003). O NO quando interage com as EROx, ainda
dentro da célula endotelial, € convertido em, por exemplo, perdxido nitrito, tornando-se
inativo em suas fungbes e reativo e lesivo a célula endotelial, estando esse produto
envolvido na fisiopatologia da aterosclerose (LUZ et al., 2003; SCHACHINGER e
ZEIHER, 2000). O estresse oxidativo encontra-se relacionado também com a
fisiopatologia da diabetes, da hipertensdo arterial, da hiperglicemia, da resisténcia
insulinica e do cancer; com situagdes de deficiéncia de estrogeno, tabagismo e
poluicdo e com o processo de envelhecimento (LUZ et al., 2003). O aumento dos
niveis de LDL resultam na maior formagdo da LDL oxidada, oxLDL, (VALLANCE e

CHAN, 2001). Desta forma, o estresse oxidativo é também observado em casos de

hipercolesterolemia (LUZ et al., 2003).

Estresse Oxidativo

\ Expresséo de Genes/
MCP-1

ICAM-1
PDGF
Endotelina

Figura A.3: Interagdo do oxido nitrico com as EROx. Conseqlente leséo
endotelial e desequilibrio de sua fungdo em situagdes de estresse oxidativo. Figura
adaptada de Luz et al. (2003).
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Em condicbes normais, substancias antioxidantes como o superoxido
dismutante, a catalase, a glutationa peroxidase e as vitaminas C, A e E desativam em
parte as EROyx, dentro da célula endotelial, mantendo o balango oxidativo e a
disponibilidade do 6xido nitrico para suas fungdes. O equilibrio oxidativo é quebrado
quando ha uma maior produgdo de EROx ou menor agao dos antioxidantes (LUZ et
al., 2003).

Os mecanismos de disfuncao endotelial sdo varios complexos (LUZ et al., 2003).
Além da perda do equilibrio oxidativo e da disponibilidade do NO, pode haver a
diminui¢cdo da produgao de co-fatores, o aumento de agentes inibidores da sintese de
NO, diminui¢do da atividade da eNOS e a diminuigao da sensibilidade da musculatura
lisa vascular ao 6xido nitrico (MAXWELL, 2002; VALLANCE e CHAN, 2001). A sintese
de NO pode ser inibida por aminoacidos circulantes e pela dimetilarginina assimétrica
(ADMA), um inibidor endégeno da NOS que se acumula em individuos com
insuficiéncia renal (VALLANCE e CHAN, 2001; LUSCHER e BARTON, 1997),
aterosclerose periférica oclusiva (LUSCHER e BARTON, 1997) e hipercolesterolemia
(VALLANCE e CHAN, 2001). A resisténcia a insulina encontra-se associada a
deficiéncia do co-fator BH,4, outro envolvido na sintese do 6xido nitrico. O tabagismo
também contribui para a deplegéao deste co-fator. Entretanto, na maioria das doengas
vasculares ocorre um aumento na producédo de desativadores de 6xido nitrico e nao a
diminuigdo em sua produgéao (LUZ et al., 2003). Em situagbes de baixa disponibilidade
intracelular de L-arginina ou BH;, a eNOS pode gerar EROx, que podem ser
produzidas também pela enzima conversora de angiotensina (ECA) e pela interleucina
(LUZ et al., 2003), aumentando mais ainda o estresse oxidativo. A resisténcia
insulinica pode estar associada também a diminuicdo da sensibilidade da musculatura
lisa vascular ao NO (VALLANCE e CHAN, 2001).

A melhoria da fungdo endotelial € muitas vezes possivel com o uso de
medicamentos, mas nem todas as medicagdes apresentam efeito duradouro (LUZ et
al., 2003). A administragdo de acido ascoérbico, por exemplo, tem sido capaz de
melhorar a vasodilatacdo de diabéticos, fumantes, hipercolesterolémicos e de
pacientes com insuficiéncia cardiaca apdés duas horas, com a possibilidade de
manutengédo do efeito por dias (VALLANCE e CHAN, 2001). Por outro lado, certos
medicamentos visando melhorar a mecénica vascular, como alguns anti-hipertensivos,
aumentam o estresse oxidativo, o que aumenta o comprometimento da funcdo
endotelial. Os mecanismos de disfuncdo endotelial sdo varios, complexos e ainda
pouco conhecidos, assim como as vias de atuagdo dos diferentes recursos
terapéuticos (LUZ et al., 2003).
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Outros Fatores Relaxantes Derivados do Endotélio

Outras substancias vasodilatadoras produzidas pelo endotélio sao:

a bradicinina: cuja atuagédo dependente da a¢ao do 6xido nitrico.

a prostaciclina (PGly): sintetizada sob demanda através da acdo da
ciclooxigenase sobre o acido araquidénico (LUZ et al., 2003). Sao estimulos
para a sua sintese a tensdo de cisalhamento, condi¢gdes de hipdxia, entre
outros (LUSCHER e BARTON, 1997). Assim como o dxido nitrico, necessita
do aumento da concentracdo de calcio dentro da célula endotelial para ser
produzida (LUZ et al., 2003).

a serotonina, a histamina e a substancia P, que atuam em receptores
especificos produzindo vasodilatagdo através da adenosina-5-monofosfato
ciclico (AMPc).

o fator hiperpolarizante derivado do endotélio (LUZ et al., 2003), substancia
ainda nédo identificada (STEER, 2003), provavel produto da via
ciclooxigenase, que promove abertura dos canais de potassio e fechamento
dos canais de calcio (LUZ et al., 2003) através de um mecanismo
atualmente desconhecido (STEER, 2003), causando a hiperpolarizagdo das
células musculares e consequientes relaxamento da musculatura lisa
vascular e dilatagéo do vaso (LUZ et al., 2003; STEER, 2003). Atua mesmo
quando o ciclo da L-arginina ¢é inibido farmacologicamente (LUSCHER e
BARTON, 1997).

Fatores Constritores Derivados do Endotélio (EDCFs)

A vasoconstricdo € causada pelo aumento da concentragdo de calcio dentro da

célula muscular lisa, o que pode ser estimulado por agéo endotelial (LUZ et al., 2003).
A concentragao intracelular de calcio em condicdo de repouso é da ordem de 107 M.
Durante a despolarizagdo, esse atinge concentragédo da ordem de 10° M. Nas células
excitadas ocorre o deslizamento dos filamentos de actina sobre os de miosina,
desencadeando a contracdo. A proporcao actina/miosina € maior na musculatura lisa
que na estriada. Os filamentos de miosina, em menor nimero, séo rodeados por um
arranjo tridimensional de filamentos de actina, o que permite a formagdo de um maior

numero de pontes transversas e, consequentemente, intensa forgca de contragdo. A
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musculatura lisa vascular ndo apresenta sarcomeros, os filamentos de actina se
ancoram em corpusculos densos que sao funcionalmente semelhantes as linhas Z. O
fim da contracdo se da com a remogéo do calcio mediada pela Ca**>-ATPase (AIRES,
1999).

Dentre os fatores constritores derivados do endotélio (EDCFs) estdo a endotelina
(ET4), prostandides constrictores, que s&o produtos da ciclooxigenase como
endoperoxidos (PGH,) e tromboxano A, (TXA;), componentes do sistema renina-
angiotensina como a angiotensina Il, e espécies reativas do oxigénio (EROx), como o
anion superoéxido (LUZ et al., 2003; LUSCHER e BARTON, 1997).

Endotelina

Existem trés isoformas de endotelina identificadas, ET,, ET, e ET; (LUZ et al,,
2003; LUSCHER e BARTON, 1997). Dessas, apenas a ET; é produzida pelas células
endoteliais. A ET1é uma molécula grande e inativa que quando quebrada pela enzima
conversora de endotelina ECE-1a, encontrada na membrana plasmatica endotelial,
torna-se um polipeptideo ativo (LUZ et al., 2003). Sintetizado e secretado pelas células
endoteliais (AIRES, 1999), esse peptideo liga-se aos receptores ETao ou ETg no
musculo liso (LUZ et al, 2003; LUSCHER e BARTON, 1997), promovendo
vasoconstricio (LUSCHER e BARTON, 1997) potente (LUZ et al., 2003; STEER,
2003) e prolongada (AIRES, 1999) e estimulando a proliferacdo das células da
musculatura lisa vascular (LUZ et al., 2003; STEER, 2003; LUSCHER e BARTON,
1997). Caso ocorra a ligagdo com o receptor A, ocorre a sintese de angiotensina |,
que pode estimular a produc¢do de endotelina. Além da angiotensina I, a trombina, a
interleucina-1, a adrenalina (LUZ et al., 2003; AIRES, 1999; LUSCHER e BARTON,
1997), a vasopressina (AIRES, 1999; LUSCHER e BARTON, 1997), o fator de
crescimento tecidual TGF-f3 e o LDL podem favorecer a sintese de endotelina (LUZ et
al., 2003; LUSCHER e BARTON, 1997). A enzima ECE-1a pode ser inibida pelo anion
superoxido, possivelmente modulando a vasoconstricdo a partir da inibicdo de outro
agente vasoconstritor. Entretanto, essa enzima nao € inibida pelo 6xido nitrico (LUZ et
al., 2003), mas a endotelina inibe o ciclo L-arginina endotelial, o que aumenta a
producdo de ET, induzida por trombina ou angiotensina. Em contrapartida, os nitratos
e o peptideo natriurético atrial, ativado particularmente pela guanililciclase, previnem a
liberagéo de ET, induzida pela trombina (LUSCHER e BARTON, 1997).

Os niveis plasmaticos de endotelina sédo baixos em condi¢cdes normais (AIRES,

1999), sugerindo que sua formagdo ocorre em grande parte na parede vascular
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(LUSCHER e BARTON, 1997). Liuscher e Barton relatam que em baixas
concentragdes, a ET, promove vasodilatacdo transitéria em érgdos ou organismos
integros. Nesses casos, a ET, promove a liberagdo de 6xido nitrico e prostaciclina
pelas células endoteliais através dos receptores ETg, agindo como um sistema de
realimentacéo negativa que reduz a produgdo de ET; (LUSCHER e BARTON, 1997).
O papel vasoconstritor da ET, ocorreria em concentragdes elevadas desse peptideo, o
que ocorre na presenga de doenga vascular (AIRES, 1999) severa (LUZ et al., 2003) e
faléncia renal (AIRES, 1999). A alta concentragdao de ET, pode levar a isquemias,
arritmias e a morte. Varios antagonistas dos receptores de endotelina vém sendo
desenvolvidos e estudados em individuos normais e em pacientes (LUSCHER e
BARTON, 1997). A sintese de endotelina e alguns fatores que a estimulam ou inibem

estdo apresentados esquematicamente na Figura A.4.

Citocinas A23187 Estimulos Fisico-quimicos
iL-1 Ciclosporina Hipoxia
TGFp Estresse de cisalhamento
Endotoxina
Endotelina
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Trombina
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LDL oxidada

(baixo)
Osmolaridade
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Adrenalina
Angiotensina Il
Vasopressina
Insulina
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Prostaciclina
Oxido nitrico
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Heparina
Estresse de

cisalhamento (alto)

| ET-1

Figura A.4: Fatores que estimulam ou inibem a sintese de endotelina pelo
endotélio vascular. Figura de Luz et al. (2003).

Produtos da Ciclooxigenase (COX)

Através da via da ciclooxigenase (COX), as células endoteliais produzem
prostaglandinas a partir do acido araquidénico (AIRES, 1999). Essa via é ativada por
hipoxia, tensao de cisalhamento (STEER, 2003; AIRES, 1999) e substancias como
acetilcolina, serotonina (STEER, 2003; AIRES, 1999; LUSCHER e BARTON, 1997),
histamina (AIRES, 1999; LUSCHER e BARTON, 1997) noradrenalina, e trombina
(AIRES, 1999). A COX catalisa a conversao de acido dihomo-y -linoleico em PGE, e

15-OH-DGLA. O primeiro produto causa vasodilatagdo, inibicdo de agregagao
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plaquetaria e inibicdo de inflamagédo e o segundo leva ao aumento de agentes pro-
inflamatérios (STEER, 2003).

Das prostaglandinas produzidas no endotélio via ciclooxigenase, o tromboxane
Az (TXA;) e a prostaglandina da série H (PGH;) causam vasoconstricdo (STEER,
2003; LUSCHER e BARTON, 1997), enquanto que a prostaciclina (PGl,) causa
relaxamento vascular (STEER, 2003) e, em conjunto com o 6xido nitrico, maximiza a
vasodilatagéo e a inibicdo da agregagdo plaquelaria (LUSCHER e BARTON, 1997),
sendo esta ultima sua mais importante fungdo (STEER, 2003). O TXA,, produzido pela
célula endotelial e plaquetas, induz, além da vasoconstricdo, agregacao plaquetaria
(AIRES, 1999). O TXA; e os PGH, ativam o receptor tromboxane nas plaquetas e nas
células da musculatura vascular contrabalanceando os efeitos da prostaciclina e do
6xido nitrico em ambas as células (STEER, 2003; LUSCHER e BARTON, 1997).
Adicionalmente, a COX é uma importante fonte de superéxidos anions, capazes de
desativar rapidamente o 6xido nitrico (STEER, 2003; LUSCHER e BARTON, 1997).
Outras prostaglandinas citadas por Aires (1999) com agao vasomotora sdo as da série

E (PGE), vasodilatadoras e as da série F (PGF) potentes vasoconstritoras.

Sistema Renina-Angiotensina (SRA)

O endotélio também regula o sistema renina-angiotensina, SRA, (LUSCHER e
BARTON, 1997) localizado na cavéola. O SRA possui quatro componentes protéicos:
a renina, o angiotensinogénio, a enzima conversora da angiotensina (ECA) e o
receptor de angiotensina ll, e participa ativamente do controle da pressao arterial (LUZ
et al., 2003).

A elevagao de renina plasmatica esta associada a um maior risco de doenca
cardiovascular. A concentragcdo de renina encontra-se elevada cerca de 30% em
pacientes hipertensos (LUZ et al., 2003). A ECA cliva a angiotensina | em angiotensina
Il e, adicionalmente, promove a degradagdo da bradicinina (LUZ et al., 2003;
LUSCHER e BARTON, 1997), pois é idéntica & Quinase I, que desativa a bradicinina
(LUSCHER e BARTON, 1997). A ECA estimula também a produgdo de outros
mediadores como o inibidor do ativador de plasminogénio (LUSCHER e BARTON,
1997). Os receptores de angiotensina Il conhecidos, ATl e o ATII, séo localizados no
musculo liso vascular (LUZ et al., 2003). O ATII provoca vasodilatagdo mediada pelo
oxido nitrico. A angio1-7, metabdlito intermediario da conversdo da angiotensina I,
também promove vasodilatagdo mediada pelo 6xido nitrico. O éxido nitrico atua na
diminuicdo da atividade da ECA e do receptor ATl (LUZ et al., 2003). O ATI quando
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ativado estimula a produgao de endotelina, estimulando a proliferagao celular (LUZ et
al., 2003) e potencializando o aumento do ténus vascular (LUZ et al., 2003; LUSCHER

e BARTON, 1997). Nesse processo ocorre a produgdo de anion superoxido através da
NAD(P)H oxidase (LUZ et al., 2003; STEER, 2003; LUSCHER e BARTON, 1997). A

atuagao da angiotensina Il em diversas estruturas é apresentada na Figura A.5.
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/

Figura A.5: Efeitos da angiotensina sobre diferentes estruturas e sua relagéo
com a lesdo vascular. Figura de Luz et al. (2003).
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Como visto anteriormente, o endotélio encontra-se envolvido ndo sé no controle
do didmetro do vaso, como também na manutenc¢do da estrutura da parede vascular.
A disfungao endotelial pode favorecer a proliferagdo da musculatura lisa vascular e a
agregacao plaquetaria. A integridade endotelial possui um papel protetor da estrutura
e funcgdo vascular (LUSCHER e BARTON, 1997). Lischer e Barton (1997) relatam que
a remogao de células endoteliais ocasionadas por alguns meétodos invasivos leva a
imediata deposi¢do de plaquetas e células sanguineas brancas no local da leséo e
qgue a hiperplasia da camada intima do vaso ocorre dentro de dias ou semanas. Isso
corre porque as células endoteliais produzem fatores promotores e inibidores de
crescimento. Em condigdes fisiologicas, predomina a inibicao dos fatores promotores,
0 que resulta na auséncia de crescimento da musculatura lisa vascular. A denudacéao
endotelial e sua disfuncdo permitem a aderéncia plaquetaria a parede vascular, a
vasoconstricao e estimulam a proliferagao e migragéo de células da musculatura lisa
vascular (LUSCHER e BARTON, 1997). Alguns dos fatores envolvidos nesses

processos serdo apresentados nas segdes seguintes.
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Fatores Envolvidos no Crescimento da Musculatura Lisa Vascular

O fator de crescimento derivado da plaqueta (PDGF), o fator de crescimento de
fibroblasto (PGF), o fator de crescimento semelhante a insulina ou insulina-simile (I-
like-GF), a endotelina, o anion superdxido e a angiotensina Il sao fatores liberados
pelo endotélio e envolvidos na proliferacao da musculatura lisa vascular. O receptor do
PDGF, quando ativado, promove a mobilizagdo do calcio intracelular e a proliferacédo
das células da musculatura lisa vascular. Esse fator e a endotelina estdo envolvidos na
fisiopatologia da aterosclerose e da hipertenséao arterial severa (LUZ et al., 2003).

Entre as substancias liberadas pelo endotélio que inibem o crescimento da
musculatura lisa vascular encontram-se o 6xido nitrico, a prostaciclina, a bradicinina, o
sulfato de heparina e o fator de transformagéo de crescimento-f3. O 6xido nitrico € um
importante e potente agente regulador da proliferagdo e migragédo das células
musculares e da adesao de leucdcitos. A prostaciclina auxilia a prevencédo de adeséao

e agregacao plaquetaria (LUZ et al., 2003).

Moléculas de Adeséo

Os leucdcitos, linfécitos e mondcitos circulantes geralmente ndo aderem na
parede dos vasos. Entretanto, estes podem se tornar aderentes e cruzar a interface
[imen-intima sob influéncia endotelial (LUZ et al., 2003). As moléculas de adesao
produzidas pelo endotélio evitam a ruptura da integridade vascular durante um
processo inflamatorio, regulam a resposta imunoldgica e a migracao de linfocitos. Na
inflamagédo, citocinas ativam a iINOS no endotélio, musculatura lisa vascular e
plaquetas, causando o aumento da liberacédo de 6xido nitrico, o que contribui para uma
melhora da perfusdo local. O 6xido nitrico é o principal modulador das moléculas de
adesao, que sao as moléculas de adesao intercelular (ICAM), as moléculas de adesao
de células vasculares (VCAM) e as moléculas de adesdo endotelial de leucdcitos,
ELAM, (STEER, 2003).

Fatores Pré e Anti-Trombdticos

O fator tecidual ativador de plasminogénio facilita a fibrindlise. Esse fator pode

ser estimulado pela bradicinina e pelo 6xido nitrico, potente inibidor da trombogénese.
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O inibidor do ativador de plasminogénio | € um fator que favorece a trombogénese.
Quando estimulado pela angiotensina Il e pela endotelina, este provoca a formagéo de
trombos intravasculares. A trombomodulina é o terceiro fator trombolitico liberado pelo

endotélio, que também modula a formacao desse trombo (LUZ et al., 2003).

O Endotélio e as Doengas Cardiovasculares

As doengas cardiovasculares sao a principal causa de morbidade (LUZ e
CESENA, 2001) e mortalidade no mundo ocidental, apesar de sua incidéncia estar em
declinio (LUZ et al., 2003; NIEMAN, 1999) devido a intervengdes farmacologicas e a
cuidados relativos ao estilo de vida (SCHELL e MYERS, 1997). Segundo Nieman
(1999), com excegao do ano de 1918, desde 1900 as doengas cardiovasculares tém
sido a principal causa de morte entre os norte-americanos.

A etiologia das doencas cardiovasculares é multifatorial. Engloba fatores
genéticos e ambientais (PULLIN et al, 2002). Atualmente reconhece-se
hipercolesterolemia, hipertensdo artetial, sedentarismo, diabetes melito, obesidade,
sobrepeso, tabagismo, histéria familiar de doengas cardiovasculares e envelhecimento
(LUZ et al., 2003; PULLIN et al., 2002; LUZ e CESENA, 2001; GEBARA et al., 19973;
GEBARA et al., 1997b; LUSCHER e BARTON, 1997) como alguns dos fatores
envolvidos ou que predispdem a patogénese vascular e a eventos agudos
(VALLANCE e CHAN, 2001).

A aterosclerose é apontada como o principal fator envolvido na causa desse
grupo de doengas. A aterosclerose consiste em uma enfermidade inflamatéria
caracterizada por resposta inflamatéria, imunolégica e proliferativa local, acimulo de
LDLs oxidadas e redugao da biodisponibilidade do 6xido nitrico na parede arterial (LUZ
et al., 2003). Assim sendo, a aterosclerose apresenta como caracteristica a alteragéo
da funcao endotelial. A disfuncao endotelial esta presente também em pessoas que
apresentam fatores de risco para as doengas cardiovasculares (LUZ et al., 2003; LUZ
e CESENA, 2001; VALLANCE e CHAN, 2001; CABALLERO et al, 1999;
ANASTASIOU et al., 1998; LUSCHER e BARTON, 1997), mas que ndo apresentam
sinais de aterosclerose (LUZ et al., 2003). Assim, a alteragdo da fungdo endotelial
pode estar relacionada aos fatores de risco para doencas cardiovasculares.
Adicionalmente, essa disfungéo representa um indicio precoce de comprometimento
vascular, pois precede a manifestagdo de alteragbes na estrutura vascular e o
aparecimento de sinais e sintomas clinicos evidentes de doengas cardiovasculares
(PULLIN et al., 2002; KUVIN et al., 2001; ANASTASIOU et al., 1998; LUSCHER e
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BARTON, 1997). Acredita-se que a alteragdo endotelial possa predispor a
aterosclerose (VALLANCE e CHAN, 2001) e ser uma das causas das doencas
vasculares (LUSCHER e BARTON, 1997). Estudos experimentais mostram que a
inibicdo da NOS resulta na instalagdo de quadros de aterosclerose (VALLANCE e
CHAN, 2001). A presenca de aterosclerose, por sua vez, resulta em alteragédo da
vasodilatacdo endotélio-dependente, sem alteracado da vasodilatacdo independente do
endotélio in vitro e in vivo (VALLANCE e CHAN, 2001). Acredita-se que a disfungéo
endotelial desencadeie alteragcbes vasculares mais importantes, contribuindo
substancialmente para progressao das doengas cardiovasculares (LUZ e CESENA,
2001; LUSCHER e BARTON, 1997). A Figura A.6 apresenta a associagdo entre

alguns fatores de risco para doengas cardiovasculares e a disfungdo endotelial.

Fatores derisco ___

Espécles Reativas de Oxigénio Proﬁferagaoj

++ +h

‘/Dis!unq:ao endatelial
Hipertensao \Almnsclerose

Figura A.6: Associagdo entre alguns fatores de risco para doengas
cardiovasculares, a produgdao aumentada de angiotensina e a influéncia do
desequilibrio endotelial no comprometimento da estrutura e fungdo do vaso. Figura de
Luz et al. (2003).

2.3.1 Disfuncio Endotelial

A disfungéo endotelial pode ser causada por agressées mecanicas, quimicas ou
metabdlicas ao vaso. A perda da integridade endotelial expde as células da
musculatura lisa vascular a acao direta de substancias vasoconstritoras derivadas do
endotélio ou transportadas pelo sangue (LUZ et al., 2003). A denudagao endotelial &
percebida apenas em estagios avangados de aterosclerose. Entretanto, as mudancas
na morfologia celular sdo quase invariavelmente associadas a alteragdes na fungao
endotelial (LUSCHER e BARTON, 1997). A disfungédo endotelial é caracterizada pelo
desequilibrio na producédo ou liberacdo de substadncias dependentes do endotélio,
resultando em perda do balango oxidativo com tendéncia do sistema a vasoconstrigao,

trombogénese, inflamagédo, aumento na expressao de moléculas de adesao, adesao
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de plaquetas e mondcitos e proliferagao das células da musculatura lisa vascular (LUZ
et al., 2003; LUSCHER e BARTON, 1997).

A disfuncao endotelial é atualmente apontada como um marcador de risco para
doengas cardiovasculares. A magnitude da vasodilatagdo, categorizada em normal ou
reduzida, é considerada preditora independente de eventos cardiovasculares (MOYNA
e THOMPSON, 2004; LUZ et al., 2003), assim como a presenga de aterosclerose em
leito ndo-coronario, a hipertensao arterial e o estresse oxidativo, este ultimo observado
através da resposta nula ou diminuida a administracdo de acido ascorbico intra-
arterialmente (LUZ et al., 2003).

Hipertensao Arterial e Disfuncdo Endotelial

Na maior parte dos modelos de hipertensdo existentes, a hipertensao arterial é
associada com a diminuicdo da vasodilatagdo endotélio-dependente (LUSCHER e
BARTON, 1997). Luscher e Barton (1997) colocam a disfungao endotelial como
consequliéncia e ndo causa da hipertensao arterial, uma vez que a disfungao endotelial
€ mais proeminente em vasos submetidos a maior pressao e parece ocorrer a medida
em que ocorre o aumento de pressdo. Os autores acreditam que, uma vez
estabelecida a disfungdo endotelial, esta contribuiria para o0 aumento da resisténcia
vascular periférica nas artérias de menor calibre e aumentaria as complicagdes
vasculares nas artérias condutoras e de médio calibre (LUSCHER e BARTON, 1997).
Entretanto, estudos realizados em animais mostram que a diminuicdo da eNOS
provoca hipertensao arterial (LUZ et al., 2003). Para Vallance e Chan (2001), os
resultados encontrados na literatura apontam mais consistentemente para a
hipertensdo como causa da diminuicdo da dilatagdo dependente do 6xido nitrico do
que o contrario. Os autores justificam afirmando que a vasodilatagdo endotélio-
dependente pode ser restaurada com tratamento anti-hipertensivo e que a elevacao
abrupta da pressao arterial em normotensos resulta em disfungdo da vasodilatagao.

A concentracdo plasmatica de endotelina € normal na maioria dos humanos
hipertensos, exceto quando a hipertensdo encontra-se associada a evidéncias de
aterosclerose e insuficiéncia renal. Entretanto, os niveis plasmaticos de endotelina ndo
necessariamente refletem os niveis teciduais. Em modelos animais, os resultados sao
contraditérios. Em alguns modelos com ratos foi observada uma menor produgao de
endotelina, em outros a produgdo encontrava-se aumentada (LUSCHER e BARTON,
1997). Alguns estudos relatam a diminuicdo da sintese de Oxido nitrico basal em

hipertensos e menor vasoconstricdo em resposta ao inibidor da NOS L-NMMA, outros

146



n&do observam tais efeitos (VALLANCE e CHAN, 2001). Em um modelo de hipertenséo
com ratos houve o aumento da atividade da NOS. Porém, a vasodilatagdo mediada
pelo 6xido nitrico foi prejudicada devido ao aumento da quantidade de superoxidos
anion e da produgéo de prostaglandina H, (LUSCHER e BARTON, 1997).

Luz et al. (2003) afirmam que o aumento da pressao arterial faz com que o
endotélio libere produtos que agem sobre o vaso de forma a normalizar o fluxo
sangulineo. Todavia, a hipertensao arterial e a tensédo de cisalhamento aumentada s&o
consideradas fatores de progressao das doengas vasculares uma vez que os sitios
vasculares submetidos a maior pressao e/ou fluxo turbulento sdo mais propensas a
formacado de placas de ateroma. Desta forma, a circulagdo sistémica, submetida a
maior pressao, possui maior incidéncia de placas que a circulagao pulmonar (LUZ et
al., 2003).

A vasodilatacdo endotélio-dependente em resposta ao estresse mental é
reduzida em hipertensos, o que pode explicar a maior susceptibilidade desse grupo a
lesdo vascular em situagoes de estresse (CARDILLO et al., 1998). O tratamento da
hipertensdo arterial pode normalizar a fungdo endotelial, diminuindo o risco de
eventos. A normalizagdo da funcao endotelial de mulheres pds-menopausa, com
hipertensdo leve a moderada reduziu em aproximadamente trés vezes a incidéncia de
edema agudo de pulméo e acidentes vasculares encefalicos isquémicos dentro de um
periodo de observagdo de cinco anos. Agentes anti-hipertensivos normalizam a
pressdo arterial, o que diminui a agressdo sobre a célula endotelial, mas nao
necessariamente causam regressdo ou impedem a progressao de lesdes vasculares.

Alguns desses agentes estimulam a geragao de EROx (LUZ et al., 2003).

Hipercolesterolemia e Disfuncao Endotelial

O colesterol € um componente essencial na manutengdo da estabilidade
estrutural e conformagéo das cavéolas. Adicionalmente, aumenta a atividade da eNOS
(LUZ et al., 2003). Entretanto, a hipercolesterolemia inibe a vasodilatagédo endotélio-
dependente, que pode ser inibida mais significativamente na presenga de
aterosclerose associada (LUSCHER e BARTON, 1997).

Aumento dos niveis de lipidemia por ingestdo de alimento rico em lipideos
provoca alteragcbées na vasodilatagdo mediada por fluxo. A reducao da vasodilatacdo
dependente do endotélio é observada em estagios precoces de hipercolesterolemia,
mesmo antes de sinais de alteragdo na estrutura da parede vascular. Por sua vez, a

inibicdo da producdo de 6xido nitrico em aorta de coelhos hipercolesterolémicos
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desencadeia mudangas da estrutura da parede do vaso (VALLANCE e CHAN, 2001).
Tanto na hipercolesterolemia quanto na aterosclerose sdo observados niveis
aumentados de endotelina. Varios mediadores envolvidos na aterosclerose estimulam
a producdo de endotelina, sendo os niveis plasmaticos de endotelina diretamente
correlacionados com o grau de aterosclerose (LUSCHER e BARTON, 1997).

Na hipercolesterolemia ocorre o0 aumento do estresse oxidativo. As espécies
reativas de oxigénio e as LDL oxidadas reagem com o o&xido nitrico, gerando
peroxinitrato e provocando a diminui¢cao de sua biodisponibilidade.

Acredita-se que haja também uma diminuigéo na sintese de 6xido nitrico devido
a mobilizacdo do colesterol livre nas caveolas por meio das LDL oxidadas, entre outros
mecanismos (LUZ et al., 2003). Entretanto, ha evidéncias experimentais com aorta de
coelhos hipercolesterolémicos de que a producdo de o6xido nitrico pode ndo estar
diminuida, estando em alguns casos aumentada. Todavia, o 6xido nitrico produzido
seria desativado pelos superéxidos. Esses achados também encontram-se presentes
em experimentos com modelos animais de aterosclerose (LUSCHER e BARTON,
1997). As LDLs oxidadas podem adicionalmente levar ao aumento da apoptose
endotelial e a diminuicdo da densidade capilar no miocardio, levando a diminuicdo da
reserva de fluxo coronario e, consequentemente, a disfungao miocardica (LUZ et al.,
2003).

O controle dos niveis de colesterol resulta na melhora da vasodilatacao (LUZ et
al., 2003; VALLANCE e CHAN, 2001) e na estabilizagao das placas de ateroma devido
ao aumento na producdo e disponibilidade do 6xido nitrico. O efeito protetor da
lipoproteina de alta densidade (HDL) se da, em parte, pela doagédo de colesterol as
caveéolas, restaurando a atividade de sintese de NO (LUZ et al., 2003). Inibidores da
enzima conversora de angiotensina e certos antioxidantes também auxiliam na
restauragao da fungdo vasomotora endotelial (LUZ et al., 2003). A reatividade vascular
€ melhorada também com o uso de estatinas em portadores de hipercolesterolemia.
As estatinas aumentam o numero de células precursoras do endotélio na circulagéo,
independentemente dos niveis de colesterol. Assim, elas podem promover
reendotelizagdo em regides que sofreram lesdo, sem promover espessamento da
camada intima vascular. O consumo de vinho tinto ou suco de uva por duas semanas,
também sem alteragdo do perfil lipidico dos pacientes, pode normalizar a
vasodilatacdo endotélio-dependente (LUZ et al., 2003). A administragéo de L-arginina
exdégena pode melhorar e até restaurar o condigdo de “relaxamento” vascular na
presenga de um quadro de aumento dos niveis de LDLs oxidadas (LUSCHER e
BARTON, 1997). Segundo Luz et al. (2003), a disfungcéo endotelial pode ser revertida

em menos de 24 horas com certos procedimentos, mas os autores enfatizam a
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necessidade de tratamento a longo prazo.

Senilidade e Disfuncdo Endotelial

Com o envelhecimento, as células endoteliais encontram-se em menor niumero e
tendem a ficar mais delgadas, fato constatado em animais idosos cuja produgéo de
oxido nitrico encontrava-se diminuida. A microcirculagdo também ¢é afetada e a
permeabilidade vascular pode estar alterada (LUZ et al., 2003). Em humanos, a
maioria dos estudos observa a diminuigdo da vasodilatacdo endotélio-dependente com
a idade. Assim, o envelhecimento esta associado ao aumento do risco de morbidade e
mortalidade por doencas cardiovasculares, mesmo na auséncia de fatores de risco
(LUSCHER e BARTON, 1997).

Tais acontecimentos podem estar relacionados a alteragdes celulares em
resposta ao estresse oxidativo ou ao desequilibrio entre as substancias endotélio-
dependentes com papéis antagénicos (LUSCHER e BARTON, 1997). A senescéncia
das células endoteliais € acompanhada de alteragdes no fendtipo, aumento da
expressao da atividade proteolitica, de marcadores inflamatérios e vasoconstritores e
diminuicdo da expressao de fatores vasodilatadores e vasoprotetores. Ha também
diminuicdo das células precursoras do endotélio e de reparagdo das lesdes
endoteliais. O marcador desses eventos € o comprimento dos terdbmeros, “capuzes”
nas extremidades dos cromossomos que diminuem de comprimento na divisdo celular
e o recuperam sob atuacdo da enzima telomerase, que contém em sua composicao,
além da proteina, uma cadeia simples de RNA, sendo uma transcriptase reversa. Essa
enzima evita a perda de material genético no telémero. O fendbmeno é comum em
células humanas como as epiteliais, endoteliais e fibroblastos. Na auséncia de
telomerase, o teldbmero pode perder a capacidade de divisdo celular. Agressdes ao
endotélio aceleram as divisdes celulares e desgastam mais rapidamente os teldmeros.
A manipulagdo genética das células endoteliais ou de suas precursoras pode reverter
a disfungdo endotelial via rejuvenescimento celular. A incorporagdo de gene
codificador especifico em células precursoras de endotélio resultou em aumento de
trinta vezes na neovascularizagdo em regido isquémica de animais de laboratério e
reducdo de 67% da necrose ou amputacdo em relagdo aos animais controle. Em
humanos a quantidade de células precursoras na circulagdo humana é cerca de 48%
maior no grupo controle que em portadores de cardiopatias (LUZ et al., 2003). A
transferéncia direta de genes de NOS para a parede vascular de ratos, relatada pela

primeira vez em 1995, também parece um recurso viavel no tratamento das doencgas
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cardiovasculares em humanos (VALLANCE e CHAN, 2001).

Deficiéncia de Estrégeno e Disfuncido Endotelial

O estrogeno modula a atividade da enzima NOS in vivo e in vitro. A deficiéncia
de estrégeno encontra-se associada a disfungdo endotelial e ao aumento da
endotelina, cujos niveis sdo normalmente modulados pelo estrogeno (LUSCHER e
BARTON, 1997).

Doenca Coronariana e Disfuncdo Endotelial

A presenca de disfungdo endotelial acentuada em portadores de doencas
coronarianas resulta em maior incidéncia de eventos cardiacos significativos como
infarto agudo do miocardio, angina estavel, revascularizagdo miocardica e morte.
Sugere-se que a disfungédo endotelial seja marcador de maior atividade e propensao
para complicagdes das placas de aterosclerose (MOYNA e THOMPSON, 2004; LUZ et
al., 2003).

A insuficiéncia cardiaca é acompanhada de disfungdo da hemodinamica vascular
devido ao desequilibrio entre vasodilatadores e constritores. A disfungdo é
caracterizada pelo aumento da vasoconstricio e pelo aumento da sintese de
endotelina, entre outros fatores. A resposta vasodilatadora a agonistas do 6xido nitrico
mostra-se diminuida em vasos de resisténcia periféricos. Entretanto, é possivel que
ocorra um aumento da sintese de 6xido nitrico basal em resposta a predominéncia
vasoconstritora. E observada a reducdo da resposta vasodilatadora também ao
exercicio. A resposta a vasodilatadores independentes do endotélio pode também
estar atenuada, provavelmente pela disfungdo de outros mecanismos de controle da
mecanica vascular, e essa reducdo é proporcional a severidade da insuficiéncia
cardiaca. Alguns tratamentos com inibicdo de enzimas envolvidas no processo de
producao de vasoconstritores, como a ECA, vém sendo aplicados em pacientes para
melhorar a vasodilatacdo endotélio-dependente (VALLANCE e CHAN, 2001).
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