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RESUMO 
 
 

DISFUNÇÃO ENDOTELIAL NA INSUFICIÊNCIA RENAL TERMINAL E NO 
DIABETES TIPO 2 1 

  
Vários estudos envolvendo a avaliação da função endotelial em pacientes com insuficiência 
renal terminal (IRT) e em pacientes com diabetes tipo 2 (DM2) têm sido apresentados 
objetivando um melhor entendimento dos mecanismos fisiopatológicos e das condições que 
cercam essas patologias. As sessões de hemodiálise (HD) em pacientes com IRT e a 
microalbuminúria em pacientes com DM2 influenciam as respostas endoteliais e, diante disso, 
este trabalho constitui-se de dois estudos independentes com ambas as populações, sendo: o 
Estudo 1 objetivou avaliar a influência de uma sessão de HD na função endotelial venosa e no 
estresse oxidativo de nove pacientes com IRT comparados a um grupo controle (n=10). A 
função endotelial foi avaliada pela técnica de Dorsal Hand Vein e o estresse oxidativo pelas 
medidas de capacidade antioxidante total (TRAP) e de dano oxidativo à proteínas 
(Carbonilas). Antes da HD, os pacientes apresentaram reduzida venodilatação dependente do 
endotélio (VDE) na comparação com o controle (65,6 ± 10,5% vs. 109,6 ± 10,8%; P = 0,010). 
Após a HD houve um aumento na VDE (106,6 ± 15,7%; P = 0,045). A venodilatação 
independente do endotélio foi similar em todas as comparações realizadas. A HD reduziu o 
TRAP (402,0 ± 53,5 vs 157,1 ± 28,3 U of Trolox/μL plasma; P = 0,001) e não alterou as 
carbonilas (P = 0,389). O delta de VDE foi negativamente correlacionado com o delta de 
TRAP (r = -0,70; P = 0,037). Esses resultados sugerem que a sessão de HD melhora a função 
endotelial venosa associada a menor redução de antioxidantes. No Estudo 2 foram avaliados 
28 pacientes com DM2, subdivididos em grupo normoalbuminúrico (n=16) e 
microalbuminúrico (n=12), com o objetivo de comparar entre os grupos a função endotelial 
no leito venoso e arterial. As funções endotelial venosa e arterial foram avaliadas pela técnica 
de Dorsal Hand Vein (venodilatação) e pela dilatação mediada pelo fluxo (FMD) da artéria 
braquial através de ultrasonografia de alta resolução, respectivamente. Pacientes 
microalbuminúricos apresentaram reduzida venodilatação (32,9 ± 17,4% vs. 59,3 ± 26,5%, 
respectivamente; P = 0,004) e FMD (1,8 ± 0,9% vs. 5,1 ± 2,4, respectivamente; P < 0,001), 
quando comparados a normoalbuminúricos. A venodilatação se correlacionou negativamente 
com albuminúria (r = -0,53; P = 0,004) e com HbA1c (r = -0,41; P = 0,032). O mesmo foi 
observado entre FMD e albuminúria (r = -0,49; P = 0,007) e HbA1c (r = -0,44; P = 0,019). Foi 
observada uma correlação positiva entre venodilatação e FMD (r = 0,50; P = 0,007). Assim, a 
função endotelial em ambos os leitos vasculares está prejudicada em pacientes com DM2 e 
microalbuminúria. Os dois métodos utilizados para avaliação da função endotelial se 
correlacionaram positivamente. Mesmo em um grupo de pacientes com bom controle 
metabólico, as respostas de vasodilatação se correlacionaram negativamente com HbA1c. 
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ABSTRACT 
 

  
ENDOTHELIAL DYSFUNCTION IN END-STAGE RENAL DISEASE AND TYPE 2 

DIABETES 1 
 
Several studies were shown, involving endothelial function assessment in patients with end-
stage renal disease (ESRD) and in patients with type 2 diabetes (T2D), aiming a better 
understanding of physiopathological mechanisms and conditions surrounding these 
pathologies. Hemodialysis (HD) sessions in patients with ESRD and microalbuminuria in 
patients with T2D influence the endothelial responses and, therefore, this work was based on 
two independent studies, namely:  Study 1 aimed at evaluating the influence of an HD session 
in venous endothelial function and oxidative stress of nine patients with ESRD compared to a 
control group (n=10). Endothelial function was assessed by dorsal hand vein technique and 
oxidative stress by total radical trapping antioxidant potential (TRAP) and protein oxidative 
damage (carbonyls). Before HD, the patients showed a reduced endothelium-dependent 
venodilation (EDV) compared with controls (65.6 ± 10.5% vs. 109.6 ± 10.8%; P = 0.010). 
After HD there was an increase in EDV (106.6 ± 15.7%; P = 0.045). The endothelium-
independent venodilation was similar in all comparisons performed.  HD decreased TRAP 
(402.0 ± 53.5 vs 157.1 ± 28.3 U of Trolox/μL plasma; P = 0.001) and did not change the 
carbonyls (P = 0.389). The delta in EDV was negatively correlated with the delta in TRAP (r 
= -0.70; P = 0.037). These results suggest that an HD session improves endothelial venous 
function, in association with an antioxidant effect. In Study 2 28 patients with T2D were 
evaluated, subdivided into normoalbuminuric (n=16) and microalbuminuric group (n=12), 
aiming to compare the endothelial function in venous and arterial bed between the groups. 
Venous and arterial endothelial function were assessed by the dorsal hand vein technique 
(venodilation) and brachial artery flow-mediated vasodilation (FMD) by high-resolution 
ultrasonography, respectively. Microalbuminuric patients presented impaired venodilation 
(32.9 ± 17.4% vs. 59.3 ± 26.5%, respectively; P = 0.004) and FMD (1.8 ± 0.9% vs. 5.1 ± 2.4, 
respectively; P < 0.001), as compared to normoalbuminuric patients. Venodilation was 
negatively correlated with microalbuminuria (r = -0.53; P = 0.004) and HbA1c (r = -0.41; P = 
0.032). The same was observed between FMD and albuminuria (r = -0.49; P = 0.007) and 
HbA1c (r = -0.44; P = 0.019). Venodilation was positively correlated with FMD (r = 0.50; P = 
0.007). Thus, both venous and arterial endothelial function are impaired in patients with T2D 
and microalbuminuria. The two methods used for endothelial function evaluation were 
positively correlated. Even though patients had good metabolic control as a group, 
vasodilation responses were negatively correlated with HbA1c. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O endotélio é uma monocamada de células que reveste internamente todo o leito 

vascular do organismo humano interpondo-se entre o sangue e a camada muscular lisa dos 

vasos. Algumas características peculiares do endotélio, como a de ser considerado a maior 

glândula do corpo, já indicam que as suas funções vão além de uma simples barreira física, 

mas também atua como uma barreira metabólica e um elemento de grande pluralidade 

funcional. A célula endotelial atua na degradação de substâncias impedindo a penetração 

dessas em camadas mais profundas do vaso, na modulação do tônus vascular, na coagulação, 

no controle da trombólise e do remodelamento vascular, bem como nas respostas 

inflamatórias e imunológicas (DA LUZ et al., 2003). 

O fenótipo das células endoteliais pode ser alterado por vários fatores, sem 

necessariamente provocar a lesão endotelial, desencadeando uma série de eventos, que ao 

longo do tempo, podem culminar com as alterações estruturais na parede arterial levando à 

formação da placa aterosclerótica (HODIS, 1999; BURDGE; CALDER, 2005). A disfunção 

endotelial se caracteriza pelo desequilíbrio na produção e/ou na sensibilidade dos fatores 

derivados do endotélio, prevalecendo na aterosclerose a ação dos fatores constritores pró-

aterogênicos em detrimento dos fatores de relaxamento derivados do endotélio anti-

trombóticos e anti-miogênicos (BONETTI et al., 2003). 

Embora por muito tempo o endotélio tenha sido considerado uma estrutura inerte, 

estudos que investigam a função endotelial em diversas populações, bem como os 

mecanismos fisiopatológicos de disfunção e o endotélio como alvo terapêutico, vêm se 

multiplicando, motivados pela observação de que a disfunção endotelial pode ser considerada 

como uma síndrome que exibe manifestações sistêmicas e está fortemente associada a eventos 

cardiovasculares (SCHACHINGER et al., 2000; LERMAN; ZEIHER, 2005) e à progressão 

da aterosclerose (SCHACHINGER et al., 2000). 

A disfunção endotelial tem sido proposta como um evento precoce de grande 

importância fisiopatológica no processo ateroscletrótico (CELERMAJER et al., 1992; 

SUWAIDI et al., 2000) e representa uma importante ligação entre doenças como hipertensão, 

insuficiência renal crônica (IRC) ou diabetes e o risco elevado de eventos cardiovasculares 

evidenciado em pacientes com essas condições. 

Pacientes com IRC apresentam disfunção endotelial e elevados níveis de estresse 

oxidativo que progridem com a evolução e a gravidade da doença renal até o estágio de 

insuficiência renal terminal (IRT) ou dialítica. Entre os pacientes com IRT a forma de 
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tratamento mais comum é a hemodiálise (HD), estando esses propensos a duas condições que 

afetam a função endotelial: a IRT e suas conseqüências repercutindo em todos os processos de 

hemostasia, e a hemodiálise, que atua como terapia renal substitutiva no clearance do 

organismo, porém ocasiona extensas alterações hidroeletrolíticas e hemodinâmicas agudas e 

crônicas. 

A avaliação da função endotelial frente a uma sessão de HD vem sendo relatada em 

alguns estudos com resultados conflitantes. O estresse oxidativo pode exercer um papel 

fundamental nas alterações da função endotelial decorrentes da HD e, portanto faz-se 

necessário um maior entendimento da associação entre essas variáveis. 

O diabetes mellitus tipo 2 (DM2) prejudica substancialmente as propriedades das células 

endoteliais e, conseqüentemente, a função endotelial. O DM2 na presença de 

microalbuminúria, referida como um forte preditor de nefropatia diabética e morte por doença 

cardiovascular (MOGENSEN, 1984), induz à exacerbação da disfunção endotelial e maiores 

índices de mortalidade. Além disso, a nefropatia diabética apresenta-se como a principal 

causa de IRT em pacientes com DM2 (GROSS et al., 2005) e, portanto, merece atenção desde 

a fase de nefropatia incipiente ou fase de microalbuminúria. 

Vários investigadores vêm abordando a relação da disfunção endotelial associada à 

microalbuminúria no DM2 considerando apenas as respostas de vasodilatação no leito 

arterial, sem monitorar as respostas endoteliais no sistema venoso. No entanto, o leito 

vascular venoso não está exposto aos efeitos da aterosclerose e da hipertensão, comumente 

observadas em pacientes com DM2, e isso sugere a avaliação da função endotelial nesse 

território como uma estratégia para minimizar algumas variáveis intervenientes. 

 

1.1 Endotélio e função endotelial 

  

O endotélio funciona como um sensor biológico que responde a forças hemodinâmicas e 

a partículas presentes no sangue através da liberação de diversas substâncias biologicamente 

ativas essenciais para a manutenção da integridade vascular. As células endoteliais formam a 

superfície mais exposta da camada íntima vascular, apresentando permeabilidade seletiva, de 

caráter não trombogênico, com atividade metabólica exuberante, tendo também a capacidade 

de produzir diversas substâncias vasoativas. Através da liberação de substâncias 

vasodilatadoras, como o fator de relaxamento derivado do endotélio, hoje identificado como 

óxido nítrico (NO), e de substâncias vasoconstritoras, como a endotelina, o endotélio é o 

principal responsável pela regulação do tônus vascular e pela migração e proliferação de 
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diferentes tipos celulares no espaço subendotelial. Além disso, as células endoteliais são 

fontes de substâncias que afetam o crescimento celular, a função plaquetária e de monócitos, e 

a coagulação do sangue (MOMBOULI; VANHOUTTE, 1999). 

A interação entre as células endoteliais, as plaquetas, os polimorfonucleares, os 

monócitos circulantes e as células musculares lisas da parede vascular culmina na produção e 

expressão de diversas substâncias biologicamente ativas, incluindo citocinas, prostaglandinas, 

fatores de crescimento, moléculas de adesão, óxido nítrico e endotelina. Algumas ações 

ocorrem na célula de origem (regulação autócrina), enquanto outras incidem em células 

adjacentes (regulação parácrina). Algumas substâncias, em especial o óxido nítrico, também 

podem ser secretadas na circulação e agir a distância como verdadeiros hormônios/fatores 

(regulação endócrina) (LAURINDO; PILEGGI, 1994). 

Os fatores biológicos derivados do endotélio podem ser divididos em fatores de 

relaxamento e fatores constritores derivados do endotélio. Os fatores de relaxamento 

derivados do endotélio são representados pelo NO, prostaciclina, pelo peptídeo natriurético do 

tipo C e pelo fator hiperpolarizante derivado do endotélio e suas respectivas vias de 

transdução de sinal, as quais promovem a proteção do endotélio através da vasodilatação, 

inibição da agregação plaquetária e da proliferação das células musculares lisas vasculares 

(LAURINDO; PILEGGI, 1994; WAJCHENBERG, 2002). 

Desde os estudos pioneiros de Furchgott e Zawadzki (1980), tem sido demonstrado o 

papel fundamental do NO na patogênese de diversas doenças cardiovasculares, especialmente 

a aterosclerose. O NO é o principal fator responsável pelo relaxamento da vasculatura; 

dependendo da sua concentração, ele pode ativar ou inibir a formação dos demais fatores que 

atuam no endotélio e conseqüentemente nas células musculares lisas vasculares (WADE; 

FITZPATRICK, 1997). Suas funções anti-ateroscleróticas incluem inibição da adesão e 

migração dos leucócitos, impedimento da agregação plaquetária, redução da permeabilidade 

endotelial às macromoléculas lipoprotéicas, impedimento do acúmulo sub-endotelial de 

colesterol LDL (LDL-c) e a sua oxidação, prevenção da formação das células espumosas 

(foam cells), impedimento da proliferação e migração das células musculares lisas vasculares, 

e ainda contribuição na vasodilatação dos vasos coronarianos durante o aumento de demandas 

metabólicas (HONING et al., 1999). 

Em oposição funcional aos fatores de relaxamento, existem os fatores constritores 

derivados do endotélio, que são representados pela angiotensina II, endotelina-1 (ET-1), 

serotonina, tromboxano A2, espécies reativas de oxigênio (ERO) e as demais isoformas da 
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prostaglandina H2, que possuem um papel fundamental nas respostas inflamatórias agudas e 

crônicas, devido às ações pró-ateroscleróticas e pró-trombóticas (WAJCHENBERG, 2002). 

Os fatores de relaxamento e constritores derivados do endotélio se encontram em 

equilíbrio para manter a homeostase, entretanto, a preponderância de um grupo de fatores em 

relação ao outro caracteriza a disfunção endotelial. Exemplos de patologias onde prevalecem 

os fatores de relaxamento são o choque anafilático e a septicemia. Patologias onde há a 

preponderância dos fatores constritores são a aterosclerose, a hipertensão, a doença arterial 

coronariana e o diabetes (WAJCHENBERG, 2002). Observa-se pelos exemplos citados, que o 

predomínio dos fatores constritores é normalmente relacionado a patologias de evolução 

crônica e que apresentam a maior prevalência. Estas patologias apresentam pontos comuns 

que são a dislipidemia, a inflamação, o estresse oxidativo e a disfunção endotelial. 

As células endoteliais também secretam moduladores inflamatórios como o NO, 

molécula 1 de adesão intercelular  (ICAM-1), molécula 1 de adesão de célula vascular 

(VCAM-1), selectina-E e fator nuclear κB (NF-κB). A modulação da homeostase pelo 

endotélio envolve a liberação do ativador do plasminogênio, inibidor do fator tecidual, von 

Willebrand factor (vWf), NO, prostaciclina, tromboxano A2, inibidor 1 de ativador de 

plasminogênio (PAI-1) e fibrinogênio (ENDEMANN; SCHIFFRIN, 2004). 

Um novo e fascinante aspecto da função endotelial vem surgindo de pesquisas com 

células endoteliais progenitoras. Após o primeiro relato de Asahara et al. (1997), tem ocorrido 

um substancial interesse no entendimento da mobilização e função das células endoteliais 

progenitoras. Essas são células primitivas da medula óssea com habilidade de maturar-se em 

células endoteliais e exercer papel fisiológico no reparo de lesões do endotélio (SZMITKO et 

al., 2003a). As células endoteliais progenitoras circulantes podem representar um importante 

mecanismo de reparo endógeno para manutenção da integridade da camada endotelial e no 

processo de neovascularização em órgãos isquêmicos. 

 

1.2 Particularidades do endotélio venoso e arterial 

 

Alguns estudos clássicos, abordando a distribuição de receptores e as diferentes 

respostas a agentes farmacológicos, são fundamentais para o entendimento e comparação do 

comportamento fisiológico entre o leito vascular venoso e arterial. Com relação à distribuição 

e resposta venosa à administração de agentes adrenérgicos, um conjunto de observações 

comparando a ação da noradrenalina (agonista α não seletivo), da fenilefrina (agonista α-1) e 
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do azepexole (agonista α-2), demonstrou que todos esses agentes induziram resposta 

vasoconstritora, sugerindo que as veias expressam todos os tipos de receptores α. Como a 

resposta à fenilefrina foi a mais marcada, sugere-se que a ação dos receptores α-1 seja 

predominante nas veias (SCHULTE et al., 1985). 

Enquanto a resposta mediada por receptores α adrenérgicos parece ser similar em 

artérias e veias, o receptor β induz vasodilatação em artérias e vasoconstrição no sistema 

venoso. Essa observação foi testada de maneira mais completa em veias superficiais da mão 

utilizando bloqueio farmacológico com β-antagonistas e infusão de noradrenalina e 

adrenalina. Demonstrou-se que o bloqueio desencadeou uma vasoconstrição marcada pela 

adrenalina, evidenciando a presença de receptores β nas veias cuja ação vasodilatadora foi 

suprimida (SICUTERI et al., 1966). Portanto, esses experimentos atestam a presença de 

receptores β-adrenérgicos nas veias, desempenhando função vasodilatadora semelhante 

àquela já descrita no sistema arterial. 

Além da família de receptores adrenérgicos descritos nas veias, experimentos 

conduzidos com infusão de serotonina em veias superficiais demonstram uma marcada 

vasoconstrição, por sua vez bloqueada com a utilização do agente antagonista do receptor de 

serotonina. Esses achados indicam a presença de receptores serotoninérgicos ao nível das 

veias e a ação destes receptores em tudo parece similar àquela produzida no sistema arterial 

(DEL BIANCO; SICUTERI, 1975). 

Estudos in vitro que compararam a artéria mamária interna com a veia safena de 

humanos confirmaram o efeito de relaxamento também dependente do endotélio à 

acetilcolina, trombina e difosfato de adenosina em ambos os tipos de vasos, embora com 

resposta mais marcante nas artérias do que nas veias (LUSCHER et al., 1988). Mais 

especificamente, Yang et al. (1991), demonstraram que o relaxamento diretamente através do 

óxido nítrico foi similar entre a veia safena e artéria mamária interna, no entanto, a liberação 

de óxido nítrico pela acetilcolina foi menor no leito venoso do que no arterial. 

Em um modelo experimental in vitro utilizando veias da mão de humanos, foi 

demonstrado que a acetilcolina produziu somente um pequeno relaxamento, o qual não foi 

afetado pela remoção do endotélio (ARNER; HOGESTATT, 1991). Porém em humanos, 

estudos in vivo de Collier e Vallance (1990), avaliando a veia superficial da mão, 

demonstraram que a remoção do endotélio através da infusão de água destilada produziu 

vasoconstrição e perda da ação dilatadora da acetilcolina, enquanto a ação vasodilatadora 

induzida pela nitroglicerina (independente do endotélio) não foi comprometida. Esse estudo 



      19 

  

utilizando a veia da mão trouxe a primeira evidência de ação vasodilatadora dependente do 

endotélio na musculatura lisa vascular em veias humanas in vivo. 

Experimentos adicionais utilizando NG-monometil L-arginina, substância que inibe a 

síntese de NO a partir da L-arginina, infundida em veias superficiais da mão, também 

confirmam este tipo de resposta dependente do endotélio e já descrita em artérias, pois 

identificou-se inibição da vasodilatação induzida por acetilcolina e por bradicinina, sem 

influência na resposta à nitroglicerina (VALLANCE et al., 1989). 

Entretanto outros pesquisadores salientam algumas distinções mais pronunciadas entre o 

leito vascular venoso e arterial. Os efeitos vasoconstritores da endotelina-1 também foram 

descritos em veias de forma similar aos efeitos em artérias. No entanto, a capacidade das veias 

de gerar NO para contrabalancear os efeitos constritores da endotelina-1 parecem ser de 

menor magnitude quando comparados à capacidade do sistema arterial (LUSCHER et al., 

1990). 

O endotélio venoso libera NO quando estimulado por agonistas como acetilcolina e 

bradicinina, porém, isso não ocorre continuamente como nas artérias (VALLANCE, 2000) e, 

além disso, o relaxamento venoso provocado pela acetilcolina é de aproximadamente 30% 

menor que o das artérias (THOM et al., 1987; LUSCHER et al., 1988). Seidel e La Rochelle 

(1987), em estudo com artérias femorais e veias safenas de cães, sugeriram que a diferença na 

resposta de vasodilatação dependente do endotélio entre artérias e veias era conseqüência da 

menor liberação de NO pelo endotélio venoso ao invés de uma menor resposta da musculatura 

lisa venosa. Essa discrepância foi atribuída à diferença de expressão gênica da óxido nítrico 

sintase endotelial (eNOS) dependendo do órgão e do leito arterial ou venoso, sendo que a 

quantidade de eNOS é maior no endotélio arterial do que no venoso (BACHMANN et al., 

1995; ANDRIES et al., 1998). 

As diferenças entre o endotélio de diferentes leitos vasculares têm grande relevância 

clínica, visto que veias como a safena são utilizadas para a revascularização em pacientes com 

obstrução coronariana. Além disso, os eventos tromboembólicos em território venoso 

caracterizam-se como um evento agudo e são influenciados por fatores de risco diferentes 

daqueles da trombose arterial que ocorrem em vasos com doença aterosclerótica prévia (HE, 

2005; KANELLAKI-KYPARISSI et al., 2005). 

O conjunto dessas observações acerca do comportamento fisiológico do endotélio 

venoso indica que o padrão de resposta aos diferentes agentes vasodilatadores e 

vasoconstritores nas veias é genericamente comparável às respostas no sistema arterial, talvez 

havendo uma tendência a respostas vasodilatadoras de menor magnitude no território venoso. 
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Além disso, sustenta-se o fato de que o sistema venoso possui um complexo de receptores 

vasoativos que respondem de maneira similar aos efeitos já amplamente descritos em nível 

arterial. De certa forma, esse perfil autoriza a execução de diferentes experimentos utilizando 

veias superficiais, partindo de princípios inicialmente descritos em artérias. 

 

1.3 Disfunção endotelial 

  

Desde 1980, quando se descobriu que a acetilcolina necessitava da presença de células 

endoteliais para promover vasodilatação (FURCHGOTT; ZAWADZKI, 1980), e 

posteriormente, com a detecção pela primeira vez da disfunção endotelial na vasculatura do 

antebraço em humanos hipertensos em 1990 (PANZA et al., 1990), a camada de células 

endoteliais vem despertando interesse cada vez maior da comunidade científica. 

A disfunção endotelial é caracterizada pela perda das propriedades do endotélio, isto é, 

alteração na síntese de proteínas, aumento do tônus e da permeabilidade vascular, aquisição 

de atividade pró-trombótica e anti-fibrinolítica devido à diminuição da produção e 

disponibilidade do NO e por preponderância de fatores vasoconstritores liberados pelo 

endotélio, em detrimento aos vasodilatadores (POMILIO et al., 2002). A disfunção 

endotelial promove, portanto, alteração no perfil anti-aterogênico com migração e 

proliferação de células musculares lisas, agregação plaquetária, oxidação de lipoproteína de 

baixa densidade (LDL), adesão de monócitos e plaquetas e a síntese de citocinas 

inflamatórias, contribuindo para a aterogênese (VITA; KEANEY, 2002). 

A disfunção endotelial ocorre em condições consideradas de maior risco para doença 

arterial coronariana, como obesidade (HASHIMOTO et al., 1998), tabagismo (MORENO et 

al., 1998), diabetes mellitus (ANDERSON et al., 2001; RUDERMAN et al., 2003), 

hipertensão arterial sistêmica (PANZA et al., 1990), dislipidemia (GIANNATTASIO et al., 

2005) e sedentarismo (GREEN et al., 2003). Além da associação com os fatores de risco 

coronariano, a disfunção endotelial está diretamente relacionada com a extensão e a 

severidade da doença arterial coronariana (NEUNTEUFL et al., 1997). No entanto, a 

disfunção endotelial está relacionada a eventos cardiovasculares mesmo em pacientes com 

artérias coronárias angiograficamente normais (WIDLANSKY et al., 2003). 

A fisiopatologia da disfunção endotelial é complexa e envolve múltiplos mecanismos. 

No entanto, alguns estão presentes na maioria das condições mencionadas acima e merecem 

ser explanados nesta revisão. 
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A redução de NO tem sido freqüentemente relacionada à presença de disfunção 

endotelial. A atividade reduzida da eNOS na presença de inibidores endógenos ou exógenos 

ou pela redução da disponibilidade de seu substrato, a L-arginina, pode ocasionar a redução 

da biodisponibilidade de NO. As ERO podem neutralizar o NO pela geração de peroxinitrito 

(KOPPENOL et al., 1992), que se apresenta como um mediador da oxidação de LDL e exerce 

importante papel aterogênico (GRIENDLING; FITZGERALD, 2003), além de promover a 

degradação de tetrahidrobiopterina (BH4; cofator da eNOS) (MILSTIEN; KATUSIC, 1999), 

resultando no desacoplamento da eNOS. As ERO também induzem a redução de BH4 para 

7,8-dihidrobiopterina, a qual leva à formação reduzida de dímeros ativos da eNOS, à menor 

atividade oxigenase e produção de NO. Diante disso, a função redutase da eNOS é ativada 

para produzir mais ERO, resultando em elevação do estresse oxidativo e conseqüentes efeitos 

deletérios na função endotelial e vascular (LANDMESSER et al., 2003). 

O estresse oxidativo, definido como o dano tecidual resultante do desequilíbrio entre a 

produção excessiva de componentes oxidantes e insuficiente de mecanismos de defesa 

antioxidante (SIES, 1997), também está relacionado ao estado pró-inflamatório da parede 

vascular, com as ERO promovendo upregulation das moléculas de adesão (VCAM-1 e 

ICAM-1) e quimiotáticas (proteína 1 quimioatraente para monócitos) (GRIENDLING; 

FITZGERALD, 2003). A VCAM-1 induz ligação de monócitos e linfócitos T, o primeiro 

passo de invasão da parede vascular pelas células inflamatórias (LIBBY, 2002). Com isso, a 

inflamação exerce um efeito direto na redução da biodisponibilidade do NO, além do papel da 

proteína C-reativa (PCR) em reduzir a atividade da eNOS (VENUGOPAL et al., 2002; 

VERMA et al., 2002). 

As ERO também estão envolvidas na mediação da disfunção endotelial, levando à morte 

celular programada (apoptose) e a uma forma de apoptose caracterizada pelo desprendimento 

das células endoteliais chamado de anoikis (TANIYAMA; GRIENDLING, 2003). A 

angiotensina II tem sido envolvida na fisiopatologia da disfunção endotelial pela indução da 

inflamação vascular (SCHIFFRIN; TOUYZ, 2003), mas também por promover o aumento 

das ERO pela estimulação da nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato (NAD(P)H) oxidase 

(TOUYZ; SCHIFFRIN, 1999; TOUYZ et al., 2002), sendo essa a principal fonte de estresse 

oxidativo (HAMILTON et al., 2002; TOUYZ et al., 2002). 

Além desses mecanismos, estudos em animais (VIRDIS et al., 2003) e em humanos 

(VIRDIS et al., 2001) sugerem que a hiperhomocisteinemia reduz a biodisponibilidade de NO 

via estresse oxidativo. Evidências demonstram que a homocisteína pode causar acúmulo de 

dimetilarginina assimétrica (ADMA) pela inibição da enzima dimetilaminohidrolase 
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dimetilarginina. Estudos em humanos têm confirmado que a hiperhomocisteinemia pode 

induzir à disfunção endotelial via o acúmulo de ADMA (BOGER et al., 2001; STUHLINGER 

et al., 2003). Vallance et al. (1992) identificaram a ADMA como um inibidor endógeno 

competitivo da eNOS, estando relacionada à disfunção endotelial (ENDEMANN; 

SCHIFFRIN, 2004) e promovendo a redução de fluxo sangüíneo renal efetivo e o aumento da 

resistência renovascular e da pressão arterial (KIELSTEIN et al., 2003). 

Baseado no relato de que o endotélio vascular pode servir como um “barômetro” para os 

insultos cumulativos no sistema cardiovascular (VITA; KEANEY, 2002), vários estudos têm 

avaliado a relação da função endotelial com fatores de risco cardiovasculares e um crescente 

número de estudos têm investigado o valor prognóstico da função endotelial em predizer 

eventos cardiovasculares. 

A medida de função endotelial foi avaliada em 2883 participantes do Framingham 

Heart Study e os resultados mostraram que a vasodilatação mediada pelo fluxo (FMD) na 

artéria braquial se correlacionou negativamente com a idade, pressão arterial sistólica, índice 

de massa corporal, hipolipemiantes e tabagismo, enquanto foi positivamente relacionada com 

sexo feminino, freqüência cardíaca e capacidade funcional avaliada pelo teste de caminhada 

de 6 minutos. Também foi observada uma redução de 0,62 % no percentual de FMD a cada 

20 mmHg de aumento da pressão sistólica e de 0,58% a cada década de vida (BENJAMIN et 

al., 2004). 

Shimbo et al. (2007), em um estudo de coorte prospectivo com 842 pacientes, 

encontraram uma associação entre FMD e eventos cardiovasculares, observando que níveis 

mais baixos de FMD predizem infarto do miocárdio, acidente vascular cerebral e morte por 

doença vascular em indivíduos assintomáticos, porém, o valor preditivo da FMD não se 

mostrou independente de fatores de risco cardiovasculares tradicionais, o que pode ter sido 

limitado pela amostra relativamente pequena. 

Witte et al. (2005) realizaram uma análise de meta-regressão com 211 artigos e 

relataram que a função endotelial, avaliada pela FMD, está relacionada a fatores de risco 

cardiovasculares tradicionais e ao risco estimado de doença arterial coronariana em 10 anos 

somente em populações de baixo risco pelo escore de Framingham. 

Em uma população oriunda da comunidade (The Framingham Offspring Study), 2.924 

indivíduos sem diabetes foram acompanhados por 7 anos com medidas de marcadores 

hemostáticos de disfunção endotelial, como PAI-1 e vWf. O aumento dos níveis destes 

marcadores esteve associado ao risco elevado de DM2, independentemente de outros fatores 

de risco como obesidade, resistência à insulina e inflamação (MEIGS et al., 2006). 
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Em um estudo de coorte baseado em uma população de 2.791 idosos, a FMD na artéria 

braquial foi um significante preditor de eventos cardiovasculares, sendo que a taxa de 

sobrevida livre de eventos cardiovasculares em um período de 5 anos foi significativamente 

maior nos indivíduos com melhores níveis de função endotelial. No entanto, a adição da 

medida de função endotelial a um melhor modelo de Cox acrescentou muito pouco (< 1%) ao 

valor prognóstico em relação a escores/fatores de risco cardiovasculares tradicionais 

(YEBOAH et al., 2007). 

De fato, nos últimos anos as investigações da função endotelial como valor preditivo de 

eventos cardiovasculares vêm aumentando tanto em amostras pequenas e altamente 

selecionadas quanto em grandes amostras baseadas em comunidades, mas os achados ainda 

são controversos, com alguns estudos demonstrando a associação entre FMD e eventos 

cardiovasculares (CHAN et al., 2003; GOKCE et al., 2003; MEYER et al., 2005), enquanto 

outros autores não relatam essa associação (FRICK et al., 2005). 

Mesmo diante de achados conflitantes, um número maior de observações refere a FMD 

como um forte preditor de eventos cardiovasculares em populações com níveis de risco 

variado. No entanto, a medida de FMD como valor preditivo independente de outros fatores 

de risco tradicionais ainda carece de maior elucidação, sendo que até o momento essa medida 

vem se mostrando com melhor valor preditivo em populações de baixo ou moderado risco 

(MANCINI, 2004). 

 

1.4 Métodos de avaliação da função endotelial 

  

A função endotelial tem sido amplamente avaliada baseando-se no princípio de que a 

vasomotricidade dependente do endotélio reflete as funções importantes desse órgão e, 

portanto, uma vasodilatação dependente do endotélio (DDE) reduzida representaria a 

disfunção endotelial (LANDMESSER; DREXLER, 2005). 

A função endotelial pode ser investigada de forma invasiva ou não-invasiva, com várias 

técnicas, em diferentes leitos vasculares e por diversos estímulos farmacológicos ou 

mecânicos. As artérias coronárias podem ser avaliadas com a utilização de angiografia 

biplanar quantitativa para mensuração das mudanças do diâmetro vascular em resposta à 

infusão de acetilcolina, bradicinina ou pela indução de estresse de cisalhamento (shear-stress) 

(KATO et al., 1997) ou diante de teste pressórico ao frio através da imersão das mãos do 

paciente em gelo durante 120 s (COSSON et al., 2006). Outro método de avaliação é a 

pletismografia de oclusão venosa para mensuração do fluxo sangüíneo do antebraço em 
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resposta à infusão de acetilcolina na artéria braquial (BENJAMIN et al., 1995). A natureza 

invasiva dessas técnicas, no entanto, por envolver a canulação de uma artéria e a infusão de 

drogas vasoativas (KHAN et al., 2000), torna inviável a sua ampla utilização na prática 

clínica. Assim, as técnicas que envolvem procedimentos não-invasivos ou com infusões de 

drogas em baixas concentrações e com efeitos somente em pequenos segmentos vêm sendo 

cada vez mais utilizadas. 

A avaliação da função endotelial de forma não-invasiva pode ser feita através da 

captação de imagens da artéria braquial por ultrasonografia de alta resolução (CORRETTI et 

al., 2002). A FMD mede a DDE em resposta à hiperemia reativa e ao estresse de 

cisalhamento, sendo um método amplamente utilizado e referido recentemente como a técnica 

não-invasiva de escolha para medida de função endotelial, com boa reprodutibilidade 

(DONALD et al., 2006). A hiperemia reativa ocorre após um período de isquemia induzido 

por oclusão da artéria braquial devido à insuflação de um manguito aneróide posicionado no 

braço ou antebraço, ocorrendo liberação progressiva de mediadores vasodilatadores como a 

adenosina e íons H+ pelo tecido isquêmico. Ao ocorrer a liberação do fluxo arterial, surge a 

hiperemia reativa, com o fluxo sangüíneo aumentando de 100 a 300% em relação ao basal, 

promovendo estresse de cisalhamento e permitindo a entrada de cálcio intracelular que ativa a 

eNOS, liberando NO (JOANNIDES et al., 1995). O valor exato de vasodilatação que 

representa uma resposta normal de DDE e de vasodiltação independente do endotélio (DIE) 

não está bem estabelecido, principalmente devido às diferenças de idade, sexo e métodos de 

avaliação (KUVIN et al., 2001). Entretanto, um valor de ponto de corte de 8% (GAENZER et 

al., 2001; GOKCE et al., 2003) tem sido proposto para representar uma resposta de DDE 

normal. Em pacientes com doença vascular periférica, uma DDE < 8,1% foi associada com 

um aumento de nove vezes na taxa de morbidade e mortalidade comparado com indivíduos 

com DDE ≥ 8,1% (GOKCE et al., 2003). A descrição mais extensa dessa técnica será 

detalhada ao longo do texto na seção Metodologia. 

Outra técnica não-invasiva que vem sendo utilizada é a tonometria de artéria periférica 

pela hiperemia reativa (MAHMUD et al., 2006; HALLER et al., 2007), a qual avalia a função 

endotelial pela combinação da dilatação mediada por fluxo e pelas medidas da amplitude de 

onda de pulso arterial através de um sensor pneumático posicionado no dedo indicador. A 

reatividade microvascular da pele do antebraço ou do dorso do pé (KHAN et al., 2000) é 

avaliada por fluxometria com laser Doppler, tendo como estímulo vasodilatador dependente 

do endotélio a iontoforese de acetilcolina. 
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A técnica de complacência da veia dorsal da mão é um método minimamente invasivo 

descrito por Aellig (1981) e que vem sendo utilizado em nosso laboratório (RUBIRA et al., 

2007; SIGNORI et al., 2008). Consiste na infusão de drogas vasoativas em uma veia 

superficial do dorso da mão, somente com efeitos locais, para mensurar a DDE em resposta à 

acetilcolina, bradicinina ou isoprenalina. Outra técnica que vem sendo cada vez mais utilizada 

é a medida da espessura da camada íntima-média da carótida comum por ultrassonografia, a 

qual representa um marcador estrutural de aterosclerose e correlaciona-se inversamente com a 

FMD na artéria braquial (JUONALA et al., 2004). A pletismografia de oclusão venosa pode 

ser utilizada para medir as alterações no fluxo sangüíneo do antebraço em resposta à 

hiperemia reativa (HIGASHI et al., 2001) e, dessa forma, caracteriza-se também como um 

método não-invasivo para avaliação da função endotelial. 

Entre os marcadores plasmáticos de disfunção endotelial mencionam-se o ativador de 

plasminogênio tecidual (STEHOUWER et al., 2002), o vWf (MANNUCCI, 1998), a 

selectina-E e moléculas de adesão (FRIES et al., 1993). Além desses, novos marcadores de 

ativação da célula endotelial têm sido propostos, como o receptor de LDL oxidado do tipo 

lectina, CD40 ligante, PCR, ADMA (SZMITKO et al., 2003b) e ET-1 (SCHIFFRIN et al., 

1997). 

 

1.5 Insuficiência renal terminal e a hemodiálise 

 

A doença renal crônica é definida como a presença de lesão renal, associada ou não à 

diminuição da filtração glomerular por um período igual ou superior a três meses (LEVEY et 

al., 2003). A doença renal crônica é classificada em cinco estágios conforme a presença de 

lesão renal e nível de função renal estimado pela taxa de filtração glomerular (TFG), 

independente do diagnóstico. Os estágios estão definidos pelos seguintes parâmetros: Estágio 

I – TFG ≥ 90 ml/min/1,73m2, representando lesão renal com função renal normal; Estágio II – 

TFG entre 60 e 89 ml/min/1,73m2, equivalendo à insuficiência renal leve ou funcional (uréia e 

creatinina plasmática normais, sem sinais ou sintomas clínicos importantes); Estágio III – 

TFG entre 30 e 59 ml/min/1,73m2, correspondendo à insuficiência renal moderada ou 

laboratorial (discretos sinais e sintomas de uremia); Estágio IV – TFG entre 15 e 29 

ml/min/1,73m2, indicando insuficiência renal grave ou clínica (síndrome urêmica); e Estágio 

V – TFG < 15 ml/min/1,73m2, equivalente à falência renal, definida como IRT ou dialítica 

(LEVEY et al., 2003). 
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Na ocorrência de IRT os rins tornam-se incapazes de manter a homeostase do meio 

interno, sendo necessário o uso de terapia renal substitutiva através de hemodiálise, diálise 

peritoneal ou transplante renal. Como a incidência de IRT vem aumentando mundialmente, 

acompanhada de redução na mortalidade em diálise, a prevalência de pacientes em terapia 

renal substitutiva é progressivamente maior. No Brasil, conforme o último censo da 

Sociedade Brasileira de Nefrologia, em 2007 o número estimado de pacientes em diálise foi 

de 73.605, sendo 66.833 (90,8%) em programa de HD distribuídos em 546 centros de diálise. 

Esse número vem crescendo com uma variação anual estimada de 8,1% entre 2004 e 2007.  

A HD é definida como um processo de transferência de massa baseado na difusão entre 

o sangue e o líquido de diálise, modulado por uma membrana semipermeável (BARROS et 

al., 1999). 

Desde a década de 70 é reconhecido que pacientes com IRT em tratamento dialítico 

apresentam mortalidade cardiovascular mais precoce do que indivíduos da população em 

geral (LINDNER et al., 1974), sendo a doença cardiovascular a principal causa de morte 

desses pacientes (LOCATELLI et al., 2000). 

No entanto, fatores de risco cardiovasculares tradicionais em pacientes com IRT como 

diabetes, hipertensão, dislipidemia e idade avançada não explicam completamente a elevada 

prevalência de doenças cardiovasculares nesses pacientes (BAIGENT et al., 2000), sugerindo 

que fatores de risco emergentes como disfunção endotelial e estresse oxidativo possam 

apresentar um importante papel na patogênese da doença cardiovascular urêmica. 

As complicações cardiovasculares em pacientes com IRC estão associadas com 

concomitante remodelamento cardíaco e vascular, incluindo hipertrofia ventricular esquerda e 

hipertrofia das paredes arteriais. O endotélio vascular influencia no processo de 

remodelamento arterial e em pacientes renais crônicos a disfunção endotelial pode ser um 

fator importante nas alterações cardiovasculares (PANNIER et al., 2000). 

Evidências apontam para DDE reduzida em pacientes com IRC (ANNUK et al., 2001; 

GHIADONI et al., 2004; YILMAZ et al., 2006), sendo que a disfunção endotelial se agrava 

com a evolução dos estágios da IRC, estando os pacientes em terapia dialítica, classificados 

em IRT (estágio V), com pior função endotelial comparados a controles saudáveis ou a 

pacientes em estágios menos avançados (GHIADONI et al., 2004; YILMAZ et al., 2006). 
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1.6 Disfunção endotelial de pacientes em hemodiálise 

  

A presença de disfunção endotelial mais pronunciada em pacientes com IRT em HD em 

relação a pacientes em diálise peritoneal (CROSS et al., 2001) vem despertando grande 

interesse para a investigação dos mecanismos fisiopatológicos da disfunção endotelial de 

pacientes em HD, em especial, relacionando os efeitos da sessão de HD na função endotelial. 

Entre os mecanismos de disfunção endotelial na IRC, observam-se uma elevação de 7,5 

vezes nos níveis de ADMA em pacientes com IRT em HD comparados a controles saudáveis 

(VALLANCE et al., 1992; BOGER; ZOCCALI, 2003) e um aumento proporcional ao avanço 

dos estágios de IRC (YILMAZ et al., 2006). O acúmulo de ADMA é um importante fator de 

risco para doença cardiovascular, sendo considerado um forte e independente preditor de 

desfechos cardiovasculares adversos e de mortalidade global em pacientes de HD (ZOCCALI 

et al., 2001). 

Cross et al. (2001) observaram que uma sessão de HD reduz os níveis de ADMA em 

pacientes com IRT, porém não se evidenciou correlação do nível desta substância com a 

vasodilatação mediada pelo fluxo. A possível razão disso é que a eliminação de ADMA 

durante a HD, induzindo ao aumento na produção/liberação de NO, não reflete 

necessariamente a biodisponibilidade do NO para a musculatura lisa vascular. No entanto, 

alguns estudos relatam uma redução não significativa nos níveis de ADMA após sessão de 

HD (MACALLISTER et al., 1996; KIELSTEIN et al., 1999), que poderia ser atribuída à forte 

ligação da ADMA com proteínas plasmáticas (BOGER; ZOCCALI, 2003). 

Existe uma elevada prevalência de hiperhomocisteinemia em pacientes com IRC antes 

mesmo do início da diálise (MOUSTAPHA et al., 1998). A elevação de leve a moderada nos 

níveis de homocisteína (tHcy), um produto do metabolismo da metionina excretado pelo rim, 

é evidenciada em aproximadamente 85% dos pacientes de hemodiálise (LOVCIC et al., 2006) 

e considerada como um forte preditor de desfechos cardiovasculares (BOSTOM; LATHROP, 

1997; MALLAMACI et al., 2002). Uma sessão de HD reduz os níveis de tHcy em pacientes 

com IRT (CROSS et al., 2001; ARNADOTTIR et al., 2002), porém não se identifica 

correlação entre os níveis de tHcy e a vasodilatação mediada pelo fluxo antes e depois da HD 

(CROSS et al., 2001). 

Morris e Jardine (2000) referem o estresse oxidativo como o maior fator envolvido na 

disfunção endotelial de pacientes urêmicos e, em particular, de pacientes em HD, sendo 

considerado uma manifestação comum na IRC e um mediador de complicações 

cardiovasculares, neurológicas e outras (HIMMELFARB et al., 2002). 
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Alguns autores sugerem que a uremia é um estado pró-oxidante, com aumento nos 

níveis de lipoperoxidação representado pela elevação de substâncias reativas ao ácido 

tiobarbitúrico e diminuição da atividade antioxidante (SCHETTLER et al., 1994; 

HIRAYAMA et al., 2000).  

A deficiência funcional do NO na IRC é parcialmente causada pela inativação de NO 

mediada por ERO e pode ser evitada por terapia antioxidante (VAZIRI et al., 2002). Com a 

inativação de NO, o estresse oxidativo pode reduzir ainda mais a produção de NO e aumentar 

a geração de ERO pelo desacoplamento da eNOS e depleção de seus co-fatores, como a BH4, 

eventos que favorecem a geração de superóxido ao invés de NO pela eNOS. Outro efeito 

adverso do estresse oxidativo no metabolismo do NO ocorre pela downregulation da 

expressão da eNOS induzida pela IRC (VAZIRI et al., 1998). 

Em um estudo recente foi observada redução de alguns sistemas de defesa antioxidantes 

(superóxido dismutase e glutationa peroxidase) e exacerbação de dano oxidativo (níveis 

elevados de malondialdeído e LDL oxidado) em pacientes com doença renal crônica 

comparados a controles, caracterizando níveis elevados de estresse oxidativo que progride em 

paralelo com a evolução dos estágios da doença renal crônica. Foi observada uma correlação 

positiva da FMD com a superóxido dismutase (r = 0,848) e glutationa peroxidase (r = 0,836). 

A FMD também se correlacionou negativamente com os níveis de malondialdeído plasmático 

(r = -0,836) e de LDL oxidado (r = -0,813) (YILMAZ et al., 2006). Em contradição a esses 

achados, Bolton et al. (2001) haviam mostrado que em pacientes renais crônicos a disfunção 

endotelial não está relacionada à oxidação de LDL, sugerindo que essa pode não ser a 

principal causa de disfunção endotelial nesses pacientes. 

Em outro estudo envolvendo pacientes com IRC, a DDE correlacionou-se positivamente 

com a capacidade antioxidante total (r = 0,41) e com glutationa reduzida (r = 0,44), e 

negativamente com glutationa oxidada (r = -0,40) e com a razão glutationa oxidada/glutationa 

reduzida (r = -0,47) (ANNUK et al., 2001). 

Esses achados indicam uma elevação na produção de ERO acompanhada de redução da 

capacidade antioxidante e a associação de DDE com estresse oxidativo em pacientes com 

doença renal crônica. 

Tem sido sugerido que a hemodiálise por si só induz ao estresse oxidativo com espécies 

reativas de oxigênio sendo geradas na superfície da membrana de diálise pela ativação de 

leucócitos polimorfonucleares (HOENICH, 1999). Uma das teorias preconizadas é que a 

lipoperoxidação ocorre durante a diálise devido à ativação de células inflamatórias causadas 

pela bioincompatibilidade das membranas de diálise, ocasionando a ativação de 
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lipopolissacarídeos e de citocinas inflamatórias (WRATTEN et al., 2000). Além disso, o 

estresse oxidativo em pacientes com IRC tem sido atribuído aos efeitos da interação 

sangue/dialisador, reação com cateteres e fístula artério-venosa, sobrecarga de ferro, infecções 

crônicas, distúrbios imunológicos e metabólicos e citocinas pró-inflamatórias (VAZIRI, 

2004). 

Miyazaki et al. (2000) referiram que a sessão de HD utilizando um dialisador com 

membrana de celulose aumentou em 35% os níveis de LDL oxidado, os quais não se 

alteraram pela utilização de um dialisador revestido com Vitamina E. No entanto, outros 

autores não encontraram alterações nos níveis de LDL-oxidado após sessão de HD, 

independentemente da membrana do dialisador utilizada. Porém, a diálise com membrana de 

cuprofana reduziu as concentrações plasmáticas de α-tocoferol (Vitamina E), enquanto a 

utilização de membrana de polisulfona não alterou os níveis desta substância (KOSCH et al., 

2003). 

A constante condição de inflamação sistêmica presente em pacientes renais crônicos, a 

qual está diretamente associada com o estresse oxidativo elevado, com a disfunção endotelial 

e com a ativação hemostática, emerge como o maior fator de risco cardiovascular nesse grupo 

de pacientes (MEZZANO et al., 2001). Tem sido documentado que marcadores inflamatórios 

de fase aguda, como a elevação de PCR (YEUN et al., 2000), de fibrinogênio, de 

lipoproteínas e a baixa concentração de albumina (ZIMMERMANN et al., 1999) são todos 

diretos e independentes preditores de doença cardiovascular em pacientes de hemodiálise. 

Esses achados demonstram que a associação entre inflamação e aterosclerose é 

particularmente forte nessa população (BORAWSKI et al., 2001). 

Uma sessão de HD promove exacerbação da resposta inflamatória pelo aumento nos 

níveis de marcadores inflamatórios como PCR (POYRAZOGLU et al., 2006; CIACCIO et al., 

2007), fator de necrose tumoral-α (POYRAZOGLU et al., 2006) e fibrinogênio (CIACCIO et 

al., 2007). No entanto, a utilização de heparina de baixo peso molecular não alterou os níveis 

de PCR e fator de necrose tumoral-α e pode apresentar-se como uma alternativa 

anticoagulante durante a HD (POYRAZOGLU et al., 2006). 

Diante dessas condições, a sessão de HD exerce efeitos opostos na função endotelial, ou 

seja, a redução de ADMA, inibidora direta da eNOS, e de tHcy que danifica diretamente o 

endotélio e está implicada na geração de espécies reativas de oxigênio, poderiam influenciar 

na melhora da função endotelial após a HD, porém, a exacerbação nos níveis de estresse 
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oxidativo e a ativação de respostas inflamatórias induzem o agravamento da disfunção 

endotelial. 

Outro achado de grande interesse na abordagem da disfunção endotelial de pacientes 

com IRC é o fato de que a eritropoietina, droga amplamente utilizada no tratamento da 

anemia desses pacientes, apresenta-se como um potente estímulo fisiológico na mobilização 

de células endoteliais progenitoras (HEESCHEN et al., 2003). 

No que se refere ao comportamento da função endotelial diante de uma sessão de HD, 

vêm sendo observados resultados conflitantes, sendo que alguns estudos relatam melhora da 

função endotelial, outros referem que a HD não promove alterações e outros descrevem a 

piora da função endotelial após a HD. 

Em um estudo avaliando a função endotelial antes e depois da HD, e então 

seqüencialmente 2 h, 5 h e 24 h após a sessão, foi observada melhora da função endotelial 

após a HD que persistiu durante 5 h e que retornou aos níveis anteriores à HD em 24 h 

(CROSS et al., 2001). Em outro estudo avaliando três diferentes formas de HD (4 h de HD, 8 

h de HD, 8 h de HD com um dialisador menor e com fluxo lento) foi observada melhora da 

função endotelial após sessão de HD em todas as modalidades de tratamento, sem diferença 

entre elas (MCGREGOR et al., 2003). 

No entanto, Migliacci et al. (2004) não identificaram alteração da função endotelial, de 

nitritos e nitratos e de guanosina monofosfato cíclico após sessão de HD, embora tenha sido 

observada uma redução de tHcy e de produtos finais da glicosilação avançada. 

A membrana do dialisador pode ser determinante para as alterações na função endotelial 

durante a sessão de HD. O dialisador com membrana de polisulfona não altera a FMD 

(KOSCH et al., 2001; KOSCH et al., 2003), enquanto o dialisador com membrana de 

cuprofana reduz a FMD após a sessão de HD (KOSCH et al., 2003). 

Em outro estudo foi observado que a sessão de HD utilizando um dialisador com 

membrana de celulose reduz a FMD, a qual não se altera pela utilização de um dialisador 

revestido com Vitamina E. Além disso, essa piora da função endotelial representada por 

redução da FMD correlacionou-se inversamente (r = -0,53) com os níveis de LDL oxidado. 

Esses achados propõem que a sessão de HD prejudica a função endotelial via aumento nos 

níveis de estresse oxidativo (MIYAZAKI et al., 2000). No entanto, esses investigadores 

avaliaram apenas uma medida de dano oxidativo (LDL oxidado) e desconsideraram a 

avaliação de pelo menos uma medida de defesa antioxidante, impossibilitando a avaliação do 

desequilíbrio entre pró-oxidantes e antioxidantes que por definição caracterizaria o estresse 

oxidativo e poderia induzir a alteração na função endotelial. Os efeitos da sessão de HD na 
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função endotelial também foram avaliados em crianças (11,4 ± 3,2 anos) com IRT, sendo 

observada redução da FMD após a HD (LILIEN et al., 2005). 

Todos esses trabalhos foram conduzidos com avaliação da função endotelial no leito 

arterial. No entanto, as veias oferecem uma oportunidade singular para estudos diretos de 

ações e interações de estímulos fisiológicos e farmacológicos no leito vascular humano in vivo 

devido ao fácil acesso, às baixas pressões intravasculares, à parede vascular fina e à sua 

distensibilidade. Além disso, é importante salientar que embora a resistência venosa contribua 

muito pouco para a resistência periférica total, em torno de 2/3 do volume de sangue está 

contido nas veias (AELLIG, 1994). 

A avaliação do leito vascular venoso em pacientes com IRT pode ser um método mais 

sensível para detecção de alterações da função endotelial diante de uma sessão de HD, visto 

que o sistema venoso de capacitância pode ser mais influenciado pela grande remoção de 

fluidos e eletrólitos durante a diálise. Além disso, a hipotensão relacionada à diálise parece ser 

predominantemente mediada pelas mudanças no sistema vascular de capacitância (KOOMAN 

et al., 1994). A investigação das veias da mão evita fatores de confusão tais como a hipertrofia 

vascular e outras mudanças estruturais que podem ocorrer em vasos de resistência de 

pacientes com hipertensão e diabetes, fatores causais predominantes em pacientes com IRT 

(HAYNES et al., 1994). 

Baseados nessas observações, Hand et al. (1998), em um único estudo referido na 

literatura avaliando o leito vascular venoso diante de uma sessão de HD, observaram que a 

resposta de venodilatação dependente do endotélio estava reduzida antes da HD em relação a 

controles saudáveis. Além disso, mostraram que a HD melhorou a resposta de venodilatação e 

que após a HD a função endotelial dos pacientes com IRT não diferiu do grupo controle. 

Diante dos estudos mencionados, notam-se controvérsias quanto aos efeitos agudos de 

uma sessão de HD sobre o estresse oxidativo e a função endotelial em pacientes com IRT, 

além da escassez de trabalhos englobando a associação dessas variáveis diante de uma sessão 

de HD. Ao nosso conhecimento, até a presente data não haviam sido realizados estudos 

avaliando a associação da função endotelial venosa e do estresse oxidativo frente a uma 

sessão de HD em pacientes com IRT. 

 

1.7 Disfunção endotelial no diabetes tipo 2 

  

O número de pessoas com diabetes está aumentando devido ao crescimento da 

população, idade avançada, urbanização e a elevada prevalência de obesidade e inatividade 
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física. A prevalência de diabetes em toda a população mundial foi estimada em 2,8% no ano 

de 2000 (171 milhões de pessoas) e está projetada em 4,4% em 2030 (366 milhões de 

pessoas). No Brasil, o número estimado de pessoas com diabetes foi de 4,6 milhões no ano de 

2000, com projeção para 11,3 milhões de pessoas no ano de 2030. No ano de 2000 essas 

estimativas colocavam o Brasil em oitavo lugar no ranking mundial de casos de diabetes, no 

entanto, o país deverá ocupar a sexta posição no ano de 2030 (WILD et al., 2004). 

O diabetes mellitus é uma síndrome de etiologia múltipla, decorrente da falta de insulina 

e/ou da incapacidade da insulina de exercer adequadamente seus efeitos, caracterizando-se 

por hiperglicemia crônica, freqüentemente acompanhada de dislipidemia, hipertensão arterial 

e disfunção endotelial. Há muitos anos o DM2 vem sendo associado com elevada morbidade e 

mortalidade cardiovasculares, manifestando-se por doença arterial coronariana, doença 

cerebrovascular e doença vascular periférica (KANNEL; MCGEE, 1979). 

A proposta de que a disfunção endotelial precede o DM2 surge diante da observação de 

que mesmo em indivíduos normoglicêmicos com propensão ao DM2 e resistência à insulina, 

a hiperglicemia aguda, induzida por um teste oral de tolerância à glicose, inibe a DDE 

(KAWANO et al., 1999). 

Vários estudos demonstram a presença de disfunção endotelial em pacientes com DM2 

comparados a indivíduos saudáveis, representada pela DDE reduzida na artéria braquial 

(IHLEMANN et al., 2002; HENRY et al., 2004; YU et al., 2004; BECKMAN et al., 2007) e 

pela redução na resposta de vasodilatação na veia dorsal da mão (HARADA et al., 1999). 

Uma série de eventos tem sido proposta para explicar a disfunção endotelial no DM2. 

Em um estudo propondo um modelo de avaliação da cinética L-arginina-NO in vivo, foi 

observada que a fração de L-arginina que é convertida a NO está reduzida em pacientes com 

DM2 em relação a indivíduos saudáveis (AVOGARO et al., 2003b). Somado a isso, as duas 

principais vias de sinalização do receptor de insulina estão alteradas, promovendo uma 

downregulation da fosforilação e ativação da eNOS (MONTAGNANI et al., 2002). 

A hiperglicemia crônica é apontada como a principal iniciadora das complicações 

microvasculares no diabetes (ex., retinopatia, neuropatia, nefropatia) (SHEETZ; KING, 2002) 

e promove a redução da DDE (HOGIKYAN et al., 1998; CABALLERO et al., 1999). A 

resistência à insulina, níveis elevados de ácidos graxos livres e a hiperglicemia produzem 

estresse oxidativo que está associado à disfunção endotelial e às complicações diabéticas 

clinicamente evidenciadas. Isso indica que o estresse oxidativo exerce um papel crucial na 

patogênese das complicações diabéticas tardias (EVANS et al., 2002). Diante dessas 

observações, Brownlee (2005) relatou que a correção terapêutica da produção de ânion 
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superóxido induzida pelo diabetes pode representar uma abordagem nova e poderosa para 

prevenir as complicações diabéticas. 

A hiperglicemia e o aumento de ácidos graxos livres induzem à elevação de ERO 

mitocondriais e conseqüente estresse oxidativo. Essa seqüência de eventos produz a ativação 

das vias de sinalização induzidas por estresse, incluindo NF-κB (NISHIKAWA et al., 2000), 

proteína quinase ativada por mitógeno p38 e Jun quinase NH2-terminal/proteína quinase 

ativada por estresse, seguidas da ativação de produtos finais de glicação avançada 

(AGEs)/receptor de AGEs (BUCALA et al., 1991; NISHIKAWA et al., 2000), da proteína 

quinase C (PKC) (COSENTINO et al., 2003), da elevação da produção de sorbitol, de 

citocinas e prostanóides (NISHIKAWA et al., 2000). A ativação das vias de sinalização 

induzidas por estresse aumentam a resistência à insulina e a disfunção das células β. O 

aumento de citocinas e prostanóides também promovem disfunção das células β. Diante dessa 

cascata de sinalização, existem evidências de que a ativação das mesmas vias de estresse pela 

hiperglicemia e pela elevação de ácidos graxos livres promovem tanto a resistência à insulina 

quanto a secreção de insulina prejudicada e, conseqüentemente, o desenvolvimento das 

complicações diabéticas (EVANS et al., 2002).  

Como principal fonte de ERO e de indução do estresse oxidativo, a NAD(P)H oxidase 

eleva-se não somente pela exposição a fatores que promovem dano vascular, mas também 

pela própria insulina (CEOLOTTO et al., 2004; GOLDSTEIN et al., 2005) e pela sua elevada 

expressão gênica em linfomonócitos circulantes de pacientes com DM2, sendo essa elevação 

dependente do controle metabólico (AVOGARO et al., 2003a). 

Os AGEs se acumulam na parede dos vasos expostos à hiperglicemia, alteram a 

integridade estrutural da parede vascular e neutralizam o NO, afetando substancialmente a 

função endotelial (SHEETZ; KING, 2002). A ativação da PKC pela hiperglicemia promove a 

inibição da eNOS, vasodilatação pelo NO reduzida e liberação de ET-1 elevada (SHEETZ; 

KING, 2002). A ativação da PKC também modula a superexpressão de moléculas de adesão 

como a VCAM, ICAM e selectina-E, além de sua atuação como mediadora na contratilidade 

da célula muscular lisa vascular em resposta à hiperglicemia (AVOGARO et al., 2006). 

Além do aumento de ERO em pacientes com DM2, ocorre redução da capacidade 

antioxidante total (COLAK et al., 2005) e dos sistemas de defesa não enzimáticos como 

Vitamina-C e Vitamina-E (KNAPIK-KORDECKA et al., 2007). Quanto aos sistemas 

antioxidantes enzimáticos, pacientes com DM2 apresentam reduzidos níveis de superóxido 

dismutase, glutationa peroxidase, glutationa redutase (COLAK et al., 2005) e catalase 

(GOTH; EATON, 2000; GOTH et al., 2001). 
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Outra situação induzindo a disfunção endotelial no DM2 é a agressão do endotélio por 

leucócitos circulantes diante da produção elevada de ERO (LIBBY, 2002), desencadeando um 

processo inflamatório marcado pela produção de PCR hepática a qual promove uma 

downregulation da transcrição da eNOS e desestabiliza o RNA mensageiro da eNOS, com 

conseqüente redução na liberação de NO basal ou estimulado (RATNAM; MOOKERJEA, 

1998). No entanto, apesar da associação entre inflamação e disfunção endotelial em 

populações não diabéticas, alguns estudos têm demonstrado que a PCR não se correlaciona 

com função vascular em indivíduos diabéticos (WOODMAN et al., 2002; NYSTROM et al., 

2005), porém esse marcador pode não representar todos os marcadores inflamatórios 

(BECKMAN et al., 2007). 

A concentração circulante de ADMA está aumentada em pacientes com elevado risco 

cardiovascular e a sua elevação aguda, através de uma refeição rica em gordura, reduz a DDE 

em pacientes com DM2 (FARD et al., 2000). A ADMA prediz eventos cardiovasculares em 

pacientes com DM2 (KRZYZANOWSKA et al., 2007) e está associada com doença 

macrovascular, independentemente de hiperhomocisteinemia ou de outros fatores de risco 

cardiovasculares tradicionais (KRZYZANOWSKA et al., 2006). 

Além desses mecanismos envolvidos na disfunção endotelial do DM2, as células 

endoteliais progenitoras estão relacionadas aos eventos precoces e tardios das doenças 

cardiovasculares e encontram-se reduzidas em pacientes com DM2 (FADINI et al., 2005), 

sendo esse um achado recente para explicar a associação de DM2 com disfunção endotelial e 

neovascularização reduzida nesses pacientes. 

 

1.8 Microalbuminúria e disfunção endotelial no diabetes tipo 2 

 

A microalbuminúria, definida como uma taxa de excreção urinária de albumina (EUA) 

≥ 30 mg/24h, mas menor do que 300 mg/24h, é um forte preditor de nefropatia diabética em 

pacientes com diabetes mellitus tipo 1 (VIBERTI et al., 1982) e com DM2 (MOGENSEN, 

1984) e também de todas as causas de mortalidade cardiovascular em diabéticos 

(MOGENSEN, 1984) e não-diabéticos (DAMSGAARD et al., 1990). No DM2 existe uma 

forte associação entre microalbuminúria e risco de doença cardiovascular, a qual é 

independente de fatores de risco convencionais como hipertensão e tabagismo (DINNEEN; 

GERSTEIN, 1997). 

A nefropatia diabética acomete 40% dos pacientes com DM2, está associada a um 

aumento da mortalidade cardiovascular e é a principal causa de IRT nos Estados Unidos da 
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América, além de ser responsável por 26,5% dos novos casos de diálise na região 

metropolitana de Porto Alegre (GROSS et al., 2005). 

Através de um estudo longitudinal em pacientes com DM2 pelo período de 10 anos 

indicou-se a possibilidade de que a disfunção endotelial causa um aumento na atividade 

inflamatória, possivelmente através da produção de citocinas pró-inflamatórias e, assim, 

potencialmente criando um ciclo vicioso de atividade inflamatória e disfunção endotelial. 

Fatores de risco convencionais, especialmente obesidade e pobre controle glicêmico, podem 

aumentar o risco de morte, parcialmente explicado pela disfunção endotelial, atividade 

inflamatória elevada e microalbuminúria. Esses fenômenos estão inter-relacionados, 

progridem com o tempo e são fortemente e independentemente associados com o risco de 

morte (STEHOUWER et al., 2002). 

A microalbuminúria pode refletir um estado de dano vascular generalizado, como 

mencionado por Deckert et al. (1989), e referido como a Steno hypothesis (DECKERT et al., 

1989). Pacientes com microalbuminúria apresentam disfunção endotelial generalizada, mas 

desde a observação de que a disfunção endotelial precede o desenvolvimento de 

microalbuminúria (STEHOUWER et al., 1995), ambas as condições não podem ser referidas 

como um distúrbio único. A microalbuminúria pode refletir um dano vascular subclínico nos 

rins e em outros leitos vasculares, mas também pode representar disfunção endotelial 

sistêmica que predispõe futuros eventos cardiovasculares (WEIR, 2007). 

Em um estudo recente, Murussi et al. (2007) analisaram os fatores de risco para o 

desenvolvimento de micro- e macroalbuminúria e taxas de mortalidade em um seguimento de 

8 ± 3 anos em 193 pacientes com DM2 e normoalbuminúria (taxa de EUA < 30 mg/24h). Os 

principais preditores de mortalidade nesta coorte foram os níveis mais elevados de EUA, sexo 

masculino, idade e glicemia de jejum. Os mais altos níveis de EUA, a presença de retinopatia 

diabética, a glicemia de jejum e sexo masculino foram os principais preditores de micro- e 

macroalbuminúria. Nesse grupo de pacientes, o desenvolvimento de micro- e 

macroalbuminúria e as taxas de mortalidade foram independentemente e positivamente 

associados com os mais altos níveis de EUA, mesmo diante de valores considerados normais. 

Alguns estudos têm demonstrado níveis de disfunção endotelial mais pronunciados em 

pacientes com DM2 associado à microalbuminúria do que em pacientes com 

normoalbuminúria, sendo que a maioria deles vem utilizando o método de ultrasonografia de 

alta resolução para medida de vasodilatação da artéria braquial. Yu et al. (2004) avaliaram 12 

pacientes com normoalbuminúria e 12 com microalbuminúria, observando que os pacientes 

com microalbuminúria apresentaram uma tendência à disfunção endotelial mais pronunciada 
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e à elevação plasmática do vWf (diferenças não-significativas). Esses pacientes também 

apresentaram maior resistência à insulina, maiores níveis plasmáticos de ácidos graxos livres 

e de PAI-1 do que os normoalbuminúricos. Em outro estudo foram observados níveis 

elevados de vWf em pacientes com DM2 e dislipidemia comparados a pacientes não 

diabéticos com hipercolesterolemia, sendo esta alteração associada com níveis normais de 

albuminúria (SELIGMAN et al., 2000). 

Em outro estudo comparando 115 pacientes normoalbuminúricos e 28 

microalbuminúricos, foi avaliada a DDE a 1 min e a 3 min após a liberação do fluxo na artéria 

braquial, observando que pacientes com microalbuminúria apresentaram menor vasodilatação 

em ambas as medidas, tendo a microalbuminúria se mostrado como um preditor independente 

de disfunção endotelial em pacientes com DM2. Nesse estudo também foi observada uma 

menor resposta de DIE no grupo microalbuminúrico, o que sugere disfunção da musculatura 

lisa vascular (PAPAIOANNOU et al., 2004). 

Em estudo recente, Makino et al. (2008) avaliaram 121 pacientes normoalbuminúricos, 

71 microalbuminúricos e 25 macroalbuminúricos, e observaram DDE reduzida nos pacientes 

micro- e macroalbuminúricos comparados aos normoalbuminúricos, no entanto, a DIE não 

diferiu entre os grupos. Os níveis de vWf, de PCR e de ADMA não diferiram entre normo- e 

microalbuminúricos. Foi também evidenciada uma correlação negativa (r = -0,38; p < 0,05; n 

= 192) entre a EUA e a DDE. No entanto, nesse estudo foram incluídos pacientes com longo 

período de diabetes (> 12 anos) e mau controle glicêmico (hemoglobina glicada > 7,5%). 

Além disso, o grupo com microalbuminúria apresentou pior controle glicêmico do que os 

pacientes normoalbuminúricos. 

Em pacientes com DM2, a comparação da função endotelial entre normo- e 

microalbuminúricos também tem sido avaliada por angiografia coronariana quantitativa para 

medir a resposta da artéria coronária diante do teste pressórico ao frio, observando que 

pacientes com microalbuminúria apresentaram maior nível de disfunção endotelial 

coronariana do que os normoalbuminúricos, estando a DDE inversamente correlacionada com 

a EUA (r = -0,39) (COSSON et al., 2006). 

Estudos comparando a função endotelial no leito vascular venoso entre pacientes com 

DM2 normoalbuminúricos versus microalbuminúricos não foram descritos até o momento, 

bem como a busca de uma possível correlação entre respostas de vasodilatação entre leito 

venoso e arterial não tem sido investigada em pacientes com DM2. Além disso, as respostas 

de vasodilatação através da infusão de acetilcolina (venodilatação mediada por receptor 

muscarínico) intravenosa não têm sido relatadas nesses pacientes. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral 

 

Avaliar a função endotelial de pacientes com IRT em resposta à sessão de HD e de 

pacientes com DM2 e microalbuminúria. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

Esse trabalho foi constituído de dois estudos independentes envolvendo pacientes com 

insuficiência renal terminal (Estudo 1) e pacientes com DM2 (Estudo 2) e, portanto, os 

objetivos específicos estão descritos em separado. 

Estudo 1: 

- Analisar a influência de uma sessão de HD na função endotelial venosa de pacientes 

com IRT; 

- Avaliar os efeitos de uma sessão de HD sobre o estresse oxidativo de pacientes com 

IRT; 

- Investigar a correlação entre função endotelial venosa e medidas de estresse oxidativo 

em resposta à sessão de HD nestes pacientes. 

Estudo 2: 

- Avaliar e comparar a função endotelial entre pacientes com DM2 normoalbuminúricos 

e microalbuminúricos no leito venoso e arterial; 

- Investigar a correlação entre função endotelial e variáveis bioquímicas; 

- Analisar a correlação das respostas de vasodilatação entre o endotélio venoso e arterial. 
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3 ABORDAGEM METODOLÓGICA 

 

A apresentação dessa tese foi elaborada conforme o regimento do Programa de Pós-

Graduação em Ciências Biológicas: Fisiologia / UFRGS, pela compilação de artigos 

científicos, sendo um aceito (no prelo; ANEXO A) no periódico Brazilian Journal of Medical 

and Biological Research (Estudo 1) e outro submetido (ANEXO B) ao periódico Diabetes 

Care (Estudo 2). Os artigos científicos estão apresentados na íntegra e em inglês, conforme 

normas das revistas às quais foram enviados, no capítulo de Resultados. 

Ambos os projetos foram aprovados pelo Comitê de Ética em Pesquisa do Hospital de 

Clínicas de Porto Alegre (HCPA) e todos os voluntários leram e assinaram o Termo de 

Consentimento Livre e Esclarecido (ANEXOS C e D). 

O Estudo 1, intitulado “Hemodialysis improves endothelial venous function in end-stage 

renal disease”, foi realizado com nove pacientes (três homens) portadores de IRT, em 

programa regular de HD na Unidade de Nefrologia do HCPA. O grupo controle foi composto 

de dez indivíduos saudáveis pareados em sexo e idade. Foram avaliadas a função endotelial 

venosa, estresse oxidativo e medidas laboratoriais antes e depois de uma sessão de HD e no 

grupo controle em um único momento. 

No Estudo 2, intitulado “Microalbuminuria is associated with impaired arterial and 

venous endothelium-dependent vasodilation in patients with type 2 diabetes”, foram 

selecionados 28 pacientes com DM2, em tratamento na zona de 16 do HCPA, subdivididos 

em dois grupos: grupo normoalbuminúrico (n = 16;  excreção de albumina urinária < 30 

mg/24 h; 8 homens) e grupo microalbuminúrico (n = 12; excreção de albumina urinária entre 

30 e 299 mg/24 h; 8 homens). Foram analisadas a função endotelial venosa, a função 

endotelial arterial e as medidas laboratoriais. 

As avaliações da função endotelial ocorreram na Unidade de Hemodiálise (Estudo 1) e 

no Laboratório Cardiovascular (Estudo 2) do HCPA. A função endotelial venosa foi avaliada 

pela mesma técnica em ambos os estudos conforme descrito a seguir. 

 

3.1 Avaliação da função endotelial venosa 

 

A função endotelial venosa foi avaliada no membro superior contralateral à fístula 

artério-venosa dos pacientes com IRT (Estudo 1) e no membro superior não-dominante do 

grupo controle (Estudo 1) e dos pacientes com DM2 (Estudo 2), sempre pelo mesmo 

investigador. A avaliação ocorreu pela técnica de dorsal hand vein (Ilustração 1), previamente 
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descrita por Aellig (1981), e recentemente utilizada por nosso grupo (SIGNORI et al., 2008). 

Inicialmente, um cateter borboleta número 23 foi inserido em uma veia do dorso da mão, com 

o braço posicionado a um ângulo de 30 graus, e iniciada a infusão contínua de solução 

fisiológica (0,9 %) durante 30 minutos. A velocidade de infusão de todas as soluções foi de 

0,3 ml/min. Um transdutor (LVDT, Shaevitz Engineering, Pennsauken, NJ), capaz de detectar 

pequenos deslocamentos lineares, foi colocado sobre a superfície dorsal da mão e afixado 

firmemente à pele (Ilustração 2). Um pino metálico, o qual deslizava através do transdutor, foi 

posicionado com uma de suas extremidades sobre a veia a ser estudada, a 1 cm da ponta do 

cateter utilizado para as infusões. O deslocamento vertical desse pino, de acordo com o grau 

de dilatação ou constrição da veia, gerava um sinal no transdutor que era amplificado e 

registrado. Medidas do calibre da veia por este método foram realizadas após insuflação de 

um manguito de esfigmomanômetro a 40 mmHg colocado no mesmo braço. Após a infusão 

da solução fisiológica foi medida a vasodilatação basal (relaxamento de 100%). Após, foi 

infundido cloridrato de fenilefrina (Winthrop Lab, New York, USA) a uma concentração 

progressiva entre 25 - 8.333,3 ng/min (7 min/dose; ANEXO E), diluído em solução 

fisiológica, sendo objetivada uma vasoconstrição de 70% da medida basal (esse grau de pré-

constrição foi definido como venodilatação de 0%). Para a avaliação da venodilatação 

dependente do endotélio foram infundidas doses crescentes de acetilcolina (Divisão de 

Farmácia da Universidade de São Paulo, Brasil) a uma concentração de 3,6 - 3.600 ng/min 

(ANEXO F), durante 3 min/dose, diluídas em solução fisiológica e combinada a dose de 

cloridrato de fenilefrina correspondente a ED70 (ANEXO G). Na medida de DIE, a mesma 

concentração de cloridrato de fenilefrina foi diluída em solução fisiológica e combinada ao 

nitroprussiato de sódio (Biolab Sanus Farmacêutica Ltda, Brasil) a uma concentração 

crescente de 495,3 - 990,6 ng/min (ANEXO H) e cada dose infundida durante 3 min. A 

temperatura ambiente foi mantida constante entre 21 ± 1 ºC. A freqüência cardíaca e pressão 

arterial foram monitoradas no início e ao final do experimento e a cada nova dose 

administrada. 
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  Ilustração 1 - Sistema de avaliação pela técnica de Dorsal Hand Vein. 

 

 
  Ilustração 2 - Transdutor para avaliação da função endotelial venosa. 

 

3.2 Avaliação da função endotelial arterial 

 

A avaliação da função endotelial arterial, ocorrida somente no Estudo 2, foi conduzida 

conforme descrito por Corretti et al. (2002). As medidas foram feitas pelo mesmo avaliador 

que permaneceu “cego” quanto à taxa de EUA de cada paciente. Foi utilizado um aparelho de 

ultrasonografia de alta resolução (EnVisor CHD, Philips, Bothell, WA, USA) e um transdutor 

de alta freqüência (3-12 MHz; L12-3, Philips, Bothell, WA, USA) para obter imagens 

longitudinais da artéria braquial (Ilustração 3). As imagens de diâmetro arterial com traçado 

eletrocardiográfico simultâneo e de Doppler pulsado foram gravadas em CD. Para minimizar 

erros operacionais, tanto o transdutor quanto o braço foram posicionados e mantidos na 

22
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mesma posição durante o procedimento, garantindo que as imagens fossem captadas no 

mesmo segmento arterial. Imagens do diâmetro arterial no modo bidimensional e do fluxo 

basal pelo Doppler foram gravadas com os indivíduos após 10 min de repouso. A artéria 

braquial foi ocluída durante 5 min com um manguito de pressão posicionado no antebraço e 

insuflado a 50 mmHg acima da pressão sistólica. Procedendo-se a medida de DDE em 

resposta ao shear stress e à hiperemia reativa, foram novamente captadas imagens do 

diâmetro arterial entre 45 e 60 s e do fluxo hiperêmico nos primeiros 15 s após a liberação do 

manguito. Após 10 min de repouso as imagens basais foram repetidas e foi administrado um 

spray de nitroglicerina sublingual (dose: 0,4 mg; Natispray Trinitrite, Procter & Gamble 

Pharmaceutics, France) para avaliar as respostas vasodilatadoras independentes do endotélio 

após 4 min. As análises foram realizadas off-line, procedendo-se a mensuração do diâmetro da 

artéria braquial, usualmente no final da diástole (no pico da onda R do eletrocardiograma). As 

mensurações foram feitas em vários pontos ao longo do vaso utilizando o sistema de medidas 

do próprio aparelho. As respostas de DDE e DIE foram expressas como variação percentual 

do diâmetro da artéria braquial, sendo considerado como parâmetro de normalidade um valor 

de dilatação ≥ 8% (GAENZER et al., 2001; GOKCE et al., 2003). 

 

 
  Ilustração 3 - Avaliação da função endotelial arterial por ultrasonografia  

 

3.3 Avaliação do estresse oxidativo 

 

A avaliação do estresse oxidativo foi realizada somente no Estudo 1 e consistiu na 

medida de oxidação das proteínas (método das carbonilas) como uma medida de dano tecidual 

e na avaliação da capacidade antioxidante total (TRAP) como uma medida de defesa. As 
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análises foram realizadas no Laboratório de Fisiologia Cardiovascular e Laboratório de 

Espécies Ativas de Oxigênio da UFRGS. O sangue foi centrifugado em meio refrigerado 

durante 15 minutos a 3000g (Sorval RC 5b-rotor SM 24, Du pont Instruments, Norwalk, 

Connecticut) e o plasma foi guardado separadamente. As células vermelhas foram lavadas três 

vezes em solução salina (NaCl 0,9%), acondicionadas em solução para enzimas antioxidantes 

e guardadas em freezer a -80ºC. 

A medida de carbonilas foi realizada de acordo com o método descrito por Reznick & 

Packer, 1994. O método consiste na reação da dinitrofenilhidrazina (DNPH) com as 

carbonilas das proteínas formando hidrazonas que podem ser medidas 

espectrofotometricamente. Para a realização do experimento foram utilizados os reagentes: 

Guanidina (PM 95,53): 5,73 g em 10 mL de HCl (2,5M) pH 2,5; 2,4 DNPH: 19,8 mg em 10 

mL de HCl 2,5 M; ácido tricloroacético (TCA) 20% P/V; TCA 10% P/V; Etanol – acetato de 

etila 1:1 (V/V). Para realização da curva de albumina foi utilizado: 0,2 mg albumina/0,4 mL 

de guanidina corresponde a 0,5 mg/mL; 0,4 mg albumina/0,4 mL de guanidina corresponde a 

1 mg/mL; 0,6 mg albumina/0,4 mL de guanidina corresponde a 1,5 mg/mL. 

Inicialmente foi adicionado 0,8 mL de DNPH com 0,2 mL de plasma para a reação do 

DNPH com as carbonilas da amostra. Para cada amostra, utilizou-se outro tubo para medida 

de proteína total da amostra. Esse tubo foi utilizado como “branco”, e as concentrações 

utilizadas foram as mesmas para medida das carbonilas. Ainda nesse tubo colocou-se 0,2 mL 

de amostra e 0,8 mL de HCl 2,5 M. Os tubos foram incubados por uma hora, em local escuro 

e agitados a cada 15 minutos. A partir da primeira etapa, as demais foram realizadas da 

mesma forma, tanto para os tubos onde foi utilizado DNPH, quanto para os tubos onde foram 

avaliadas as proteínas. Após foi adicionado 1mL de solução de TCA 20% em ambos os tubos. 

Esses foram colocados no gelo por 10 min e após centrifugados por 5 min em centrífuga 

refrigerada a 3000 rpm. Aproveitou-se o precipitado e o sobrenadante foi descartado. Em 

seguida, acrescentou-se 0,8mL de TCA 10% ao precipitado agitando-se mecanicamente com 

bastão de vidro, centrifugando por cinco minutos e, finalmente, o precipitado foi lavado por 

três vezes com 0,8 mL de etanol – acetato de etila para remover o DNPH livre e lipídios 

contaminantes. O precipitado final foi dissolvido em 0,4 mL de guanidina 6 M e agitado por 

10 min à 37 ºC. O material insolúvel foi removido por centrifugação adicional. O 

sobrenadante foi lido em espectrofotômetro a 360 nm. A proteína total da amostra foi lida em 

espectrofotômetro a um comprimento de onda de 280 nm. Para calcular proteína utilizou-se 

uma curva padrão de albumina bovina, dissolvida em guanidina 6 M, medida em 
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espectrofotômetro a um comprimento de onda de 280 nm. Os resultados foram expressos em 

nmol/mg proteínas. 

A medida de TRAP consiste em incubar uma mistura de 2,2'-azo-bis(2-amidinopropano) 

(ABAP - 10 mM), usado como uma fonte de radicais livres, com luminol (10 µM) em tampão 

glicina (0,1 mM - pH 8,6). Essa mistura foi levada ao contador (espectrômetro de cintilação 

LKB: 1215; Bromma, Suécia) e a luminescência surgiu da oxidação do luminol pelos radicais 

livres. A adição de trolox (vitamina E hidrossolúvel) reduz quase que completamente a 

emissão de luz, demonstrando um tempo de indução que está linearmente relacionado com a 

concentração de trolox (LISSI et al., 1992). Foi elaborado uma curva de calibração com trolox 

nas concentrações de 0,2 à 1 µM. O homogeneizado de tecido (entre 25 a 45µl) foi adicionado 

em substituição ao trolox e observou-se o tempo de indução dos radicais livres. A quantidade 

total de antioxidantes presente no tecido foi avaliada por interpolação da medida do tempo de 

indução de uma dada quantidade de homogeneizado na curva de calibração obtida com o 

trolox (EVELSON et al., 2001). Os valores foram expressos em unidades de trolox por 

microlitro de plasma (U trolox/μl). 

 

3.4 Medidas laboratoriais 

 

Os exames laboratoriais foram realizados no Serviço de Patologia Clínica e no Serviço 

de Hemoterapia do HCPA. Os métodos de avaliação em cada exame foram os mesmos, no 

entanto, alguns foram solicitados somente para o 2º Estudo. Nas primeiras horas da manhã, na 

zona 14 do HCPA, foram coletadas as amostras de sangue venoso após jejum de 12 h e 

entregues os frascos com a coleta de urina de 24 h. 

A excreção urinária de albumina foi determinada por imunoturbidimetria (MicroAlb; 

Ames-Bayer, Tarrytown, NY, USA). O vWf foi medido em amostras em duplicata por ELISA 

(Asserachrom vWf; Diagnostica Stago, France). A glicose plamática foi mensurada por 

método enzimático colorimétrico glicose-peroxidase (Biodiagnóstica, Pinhais, Brasil). 

Colesterol total, colesterol-HDL e triglicerídeos foram medidos por método colorimétrico e a 

hemoglobina glicada (HbA1c) por cromatografia líquida de alta performance (Merck-Hitachi 

L-9100; Merck, Darmstadt, Germany). O LDL-c foi calculado pela fórmula de Friedwald. A 

creatinina plasmática e urinária foram determinadas pelo método Jaffé. A insulina plasmática 

foi determinada por kits de enzima imunoensaio (Abbot-Murex, Park, IL, USA) e a PCR 

ultrasensível por nefelometria. As medidas de hematócrito e hemoglobina foram realizadas 

através de métodos padronizados que compõem a rotina do laboratório. 
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4 RESULTADOS 

 

 Os resultados obtidos neste estudo serão apresentados conforme quadro abaixo: 

 

Título do artigo Periódico 

Hemodialysis improves endothelial 

venous function in end-stage renal 

disease. 

Aceito (no prelo): Brazilian Journal 

of Medical and Biological Research 

Microalbuminuria is associated with 

impaired arterial and venous 

endothelium-dependent vasodilation 

in patients with type 2 diabetes. 

Submetido para: Diabetes Care 
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4.1 Estudo 1: Hemodialysis improves endothelial venous function in end-stage renal 

disease 
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Abstract 

This study aimed to investigate the acute effect of hemodialysis (HD) upon endothelial 

venous function and oxidative stress. We studied 9 patients with end-stage-renal disease 

(ESRD), 36.8 ± 3.0 yrs-old, before and after an HD session, and 10 healthy controls. 

Endothelial function was assessed by the dorsal hand vein technique using graded local 

infusion of acetylcholine (endothelium-dependent venodilation - EDV) and sodium 

nitroprusside (endothelium-independent venodilation - EIV). Oxidative stress was evaluated 

by measuring oxidative damage (carbonyls) and antioxidant defense (total radical trapping 

antioxidant potential - TRAP). EDV was lower in ESRD patients before HD (65.6 ± 10.5) vs 

controls (109.6 ± 10.8; P = 0.010) and vs after HD (106.6 ± 15.7; P = 0.045). EIV was similar 

in all comparisons performed. The HD session decreased TRAP (402.0 ± 53.5 vs 157.1 ± 28.3 

U of Trolox/μL plasma; P = 0.001). No protein damage was observed comparing ESRD 

patients before vs after HD (P = 0.389). The magnitude of change in the EDV was negatively 

correlated with the magnitude of change in TRAP (r = -0.70; P = 0.037). These results suggest 

that a HD session improves endothelial venous function, in association with an antioxidant 

effect. 
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Introduction 

Patients with end-stage renal disease (ESRD) experience excess morbidity and mortality 

due to cardiovascular disease (CVD). These patients usually have several classical CVD risk 

factors, but this does not fully explain their excessive CVD mortality (1). Among the 

emerging CVD risk factors, endothelial dysfunction and oxidative stress are currently 

emphasized, not only because they could explain the high incidence of CVD events in the 

ESRD population compared with the general population (2), but also because they may be 

new targets for therapeutic interventions. 

Impaired endothelium-dependent vasodilation is extensively described in patients with 

ESRD undergoing renal replacement therapy by hemodialysis (3-5), a defect that may 

predispose them to accelerated atherosclerosis, as described for non-uremic patients with 

decreased endothelial-mediated vasodilation and coronary artery disease (6). Renal 

replacement therapy by kidney transplantation improves endothelial function (7), but results 

obtained after hemodialysis are controversial, some showing improvement (4,8,9); and others 

not (10,11) and yet another one showing increased endothelial dysfunction after a single 

session of hemodialysis (12). 

Patients with ESRD have increased levels of oxidative stress markers and impaired 

endothelial cell function (14). Both reduced antioxidant systems and increased pro-oxidant 

activity generate the increased oxidative stress observed in ESRD patients (1). Even a single 

hemodialysis session can increase plasma levels of oxidized LDL (12) and decrease total 

antioxidant capacity (15). Thus, hemodialysis would indeed induce oxidative stress and 

impair the bioactivity of nitric oxide (NO). However, several previous studies have 

demonstrated that endogenous inhibitors of nitric oxide synthase accumulate in ESRD and are 

cleared by dialysis (8,16). Therefore, hemodialysis would be beneficial to endothelial function 
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considering its properties in clearing dialysable endothelial toxins, but its known effect of 

causing high levels of oxidative stress could prevent that effect. 

All but one study cited above evaluated arterial endothelial function. The capacitance 

vessels are utterly important in circulatory homeostasis. Indeed, arteries and veins have 

different biological activities concerning the endothelium, probably by marked regional and 

segmental heterogeneity in vascular endothelial function (17). During hemodialysis a large 

amount of fluids is removed from the body, thus the capacitance venous system would be 

more influenced than the arterial one in this situation. The aim of this study was to investigate 

endothelium-dependent and -independent venous function using the dorsal hand vein 

technique and oxidative stress before and after a single hemodialysis session in patients with 

ESRD. 

Material and Methods 

This study was performed on 9 patients (6 women and 3 men) with established ESRD, 

who had been maintained on renal replacement therapy with hemodialysis for at least three 

months at the Nephrology Unit of Hospital de Clínicas de Porto Alegre. Hemodialysis was 

performed three times a week, ~4 h/session. All patients were receiving recombinant human 

erythropoietin (3.000 – 6.000 U/week) for at least three months. Four patients were taking 

angiotensin-converting enzyme (ACE) inhibitors, two patients were taking ACE inhibitors 

plus diuretics, two patients were taking ACE inhibitors plus calcium channel blockers, and 

one patient was taking an ACE inhibitor plus an antiplatelet agent. The patients were not 

given nitrates or alpha-receptor antagonists. The medications were discontinued 12 hours 

before the evaluation. During the period of the study all patients continued the usual dialysis 

prescribed using Fresenius Medical Care 4008 B dialysis machines with polysulfone  

membranes (Fresenius Medical Care, GE). All patients were dialysed against bicarbonate. 

Ten age- and sex-matched healthy control subjects (6 women, 4 men) not using any 
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medication were also recruited. The study was previously approved by the local research 

Ethics Committee (process 02-413/2002) and all subjects provided written informed consent. 

Exclusion criteria included diabetes, age > 60 years, smoking, obesity (body mass index 

> 30 kg/m2) and patients who had hypotensive episodes during hemodialysis (more than 20 

mmHg mean arterial pressure reduction). No patient had symptomatic coronary artery disease 

or cerebrovascular disease. The etiology of ESRD was as follows: systemic arterial 

hypertension (n=2), polycystic kidney disease (n=2), reflux nephropathy (n=2), focal 

segmental glomerulosclerosis (n=1), Henoch-Shoenlein purpura (n=1) and unknown (n=1). 

All subjects avoided caffeine and alcohol-containing drinks on the day of the study and were 

fasted for at least four hours before each evaluation. They were given heparin at a bolus dose 

of 5000 U at the initiation of dialysis, followed by 1000 U/h. 

Dorsal hand vein technique 

Venous endothelial function was assessed in all patients and controls with the dorsal 

hand vein technique. Endothelial function measurements were done immediately before and 

after hemodialysis with the same hand vein on the non-fistula arm or the non-dominant arm in 

controls. The dorsal hand vein technique used was previously described by Aellig, 1981(18), 

and our group has been using this technique (19). Briefly, a 23-gauge butterfly needle was 

inserted into a suitable vein on the back of the hand with the arm positioned at an upward 

angle of 30 degrees and a continuous infusion of physiologic saline solution (0.3 mL/min) 

was started. A tripod holding a linear variable differential transformer (LVDT; Shaevitz 

Engineering, Pennsauken, NJ) was mounted on the hand with the central aperture of the 

LVDT that contained a movable metallic core at a distance of 10 mm downstream from the 

tip of the needle. The signal output of the LVDT, which is linearly proportional to the vertical 

movement of the core, provided a measurement of the vein diameter. Readings are taken at a 

congestive pressure of 40 mmHg by inflating a blood pressure cuff placed on the upper 
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portion of the arm being studied. Results are presented as normalized dose-response curves in 

which the diameter of the vein during saline infusion with the cuff inflated was defined as 

100% relaxation. 

The vein was preconstricted by infusing increasing doses of the α1-adrenergic selective 

agonist phenylephrine (phenyl; 25 to 8333.3 ng/min) until the dose that produced 

approximately 70% constriction of the vein was found (ED70). This degree of preconstriction 

was defined as 0% venodilation. The endothelium-dependent venodilation was assessed with 

incremental infusions of acetylcholine (Ach; 3.6, 36, 360, 720, 1800 ng/min), and 

endothelium-independent venodilation with sodium nitroprusside (SNP; 495.3 and 990.6 

ng/min), has been calculated as a percentage of the range between 100% and 0% vasodilation. 

Drugs were infused with a Harvard infusion pump (Harvard Apparatus Inc., South Natick, 

Mass). Blood pressure and heart rate were monitored in the right leg with a 

sphygmomanometer. Ambient temperature was kept constant between 21 and 24ºC. 

Oxidative stress 

Oxidative stress was measured in the ESRD patients and evaluated by measuring 

oxidative damage (protein oxidation) and antioxidant defense (total radical trapping 

antioxidant potential - TRAP). Blood samples were obtained pre and post-hemodialysis, 

centrifuged for 10 min at 1000 g (Sorval RC 5b-rotor SM 24, Du Pont Instruments, Norwalk, 

Connecticut), and plasma was separated.  

Plasma samples were used to determine protein oxidation by means of carbonyl group 

measurements and were incubated with 2.4 dinitrophenylhydrazine (DNPH 10 mmol/L) in a 

2.5 mol/L HCl solution for 1h at ambient temperature, in the dark. Samples were vortexed 

every 15 min. Then 20% TCA (w/v) solution was added in tube samples, left in ice for 10 min 

and centrifuged for 5 min at 1000 g, to collect protein precipitates. Another wash was 

performed with 10% TCA. The pellet was washed 3 times with ethanol: ethyl acetate (1:1) 
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(v/v). The final precipitates were dissolved in 6 mol/L guanidine hydrochloride solution, left 

for 10 min at 37°C, and read at 360 nm (20). The results were expressed as nmol/mg prot. 

TRAP, which indicates plasma total antioxidant capacity, was measured by 

luminescence using 2,2'-azo-bis (2-amidinopropane; ABAP, a source of alkyl peroxyl free 

radicals) and luminol. A calibration curve was obtained by using 0.2 to 1 μM Trolox. The 

addition of plasma samples instead of Trolox elicits an induction time related to the initial 

amount of sample added (21). Luminescence was measured with a scintillation counter in the 

out-of-coincidence mode and the results are reported as mmol Trolox L-1 mg protein-1. 

Biochemical measurements 

Blood samples were taken before and after dialysis for analysis of hematocrit, total 

cholesterol, triglycerides and plasma glucose. Total cholesterol, triglycerides and plasma 

glucose were determined by automated enzymatic commercial kits (Roche, Manheim, GE). 

Statistical analysis 

Analyses were performed using SPSS® Base 13.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). 

Results are given as mean ± SEM. Variables that did not have a Gaussian distribution 

(Kolmogorov-Smirnov test) were log-transformed before further analyses (log10). Differences 

were analyzed using Student’s paired or unpaired t-test as appropriate. The dose-percentage 

venodilation maximum response curves in each acetylcholine dose were analyzed by two-way 

repeated measures ANOVA followed by the Bonferroni post hoc test. The magnitude of 

change (∆) in the endothelium-dependent venodilation, TRAP and carbonyls was calculated 

as the difference between pre- and post-HD. The association between endothelial venous 

function and oxidative stress was calculated using Pearson’s correlation. The differences were 

recognized as statistically significant when P < 0.05. 
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Results 

Table 1 shows the clinical and laboratory characteristics of the patients and controls 

studied. No differences were observed between the control group and patients with ESRD 

concerning age (36.8 ± 3.0 vs 38.2 ± 4.0 years; P = 0.777) and body mass index (23.4 ± 0.7 vs 

22.7 ± 1.0 kg/m2; P = 0.585). There were significant differences in hematocrit between pre-

hemodialysis (pre-HD) and controls (P < 0.001), pre-HD vs post-HD period (P = 0.012), and 

in body weight from pre-HD to post-HD evaluation (P < 0.001). There were no differences 

between controls vs pre-HD and between pre-HD vs post-HD concerning total cholesterol, 

triglycerides, plasma glucose, systolic arterial pressure, diastolic arterial pressure and mean 

arterial pressure. The mean time from the beginning of hemodialysis was 55.0 ± 16.6 months. 

Endothelial venous function data is shown in Table 2. Maximum venodilation by 

acetylcholine was significantly improved after a single hemodialysis session (P = 0.045). As 

compared with controls, endothelium-dependent venodilation was significantly lower in pre-

HD patients (P = 0.010). Dilation in response to SNP (endothelium-independent venodilation) 

was similar before and after HD (P = 0.671), or when compared to controls subjects (P = 

0.890). Figure 1 depicts the dose-response curve, i.e., the maximum venodilation response at 

the 5 acetylcholine doses used. There were no differences among doses (3.6, 36, 360, 720 and 

1800 ng/min) within the pre-HD and post-HD groups (P = 0.359). There was a rise in this 

response induced by hemodialysis (P < 0.001). 

The dose of phenylephrine to reach ED70 and doses of acetylcholine and sodium 

nitroprusside needed to reach maximum venodilation were not different between controls and 

pre-HD patients and between the evaluation performed before vs after hemodialysis (Table 2). 

There were no significant differences in the diameter of baseline venodilation between 

controls (1.0 ± 0.1 mm) and pre-HD patients (0.9 ± 0.1 mm; P = 0.632) and in patients before 

HD (0.9 ± 0.1 mm) vs after the period (1.1 ± 0.2 mm; P = 0.324). 
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Concerning oxidative stress, no protein oxidative damage was observed (P = 0.389) 

comparing the evaluation performed before HD (15.8 ± 0.6 nmol/mg protein) vs after HD 

(16.6 ± 0.6 nmol/mg protein). However, there was a significant reduction (P = 0.001) of the 

total antioxidant capacity (TRAP) comparing the evaluation performed before HD (402.0 ± 

53.5 U of Trolox/μL plasma) vs after HD (157.1 ± 28.3 U of Trolox/μL plasma). 

There was a negative correlation between ∆ of the endothelium-dependent venodilation 

and ∆ of TRAP (Figure 2). However, no correlation was established between ∆ of 

endothelium-dependent venodilation and ∆ of carbonyls (r = -0.53; P = 0.146). 

Discussion 

This study shows that endothelium-dependent venodilation was impaired in patients 

with ESRD and a single hemodialysis session can improve it significantly, in association 

with reduced plasma total antioxidant capacity and unmodified protein damage. Moreover, 

endothelium-dependent venodilation was negatively associated with plasma total antioxidant 

capacity. 

Several studies (3-5) suggest that endothelial dysfunction is present in patients with 

ESRD submitted to maintenance hemodialysis. However, only the present study and the one 

reported by Hand et al in 1998 evaluated the endothelial venous function (4). Our data is in 

accordance with theirs in showing the presence of endothelial venous dysfunction - that is 

improved after a single hemodialysis session - and no impairment of endothelium-

independent vasodilation. The present study also shows that endothelial venous function is 

improved after a single hemodialysis session. The amelioration of endothelial function has 

already been reported by others in the arterial bed (8,9) and in the venous bed (4). However, 

in our study endothelial function was measured immediately before and immediately after 

hemodialysis, while in the study of Hand et al (4) the pre-dialysis evaluation was performed > 

24 hours after the previous hemodialysis session and < 16 hours before the next one.   
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In other studies (8,9), endothelial function was evaluated using vascular ultrasound to 

measure flow-mediated dilatation of the brachial artery and forearm strain-gauge 

plethysmography, whereas we performed the endothelial evaluation using a pharmacological 

stimulus (acetylcholine). We measured the vasodilation in the venous vascular bed, which 

seems to be advantageous, considering the close relationship between venous capacitance bed 

and hemodialysis-induced changes. Also, arterial wall changes induced by hypertension and 

atherosclerosis, both very common in these patients, could determine unexpected vasodilatory 

responses not actually representing endothelial dysfunction.   

Our data, however, are different from those of Myiazaki et al (12), that suggested that 

hemodialysis per se impairs endothelial function. We think that the venous bed is a more 

sensitive target of changes, so we could detect the amelioration induced by the hemodialysis 

session because the dorsal hand vein is more sensitive to detect this improvement in this 

setting, as compared to flow-mediated vasodilation during reactive hyperemia using high-

resolution ultrasound doppler echocardiography. Even though we excluded patients who 

presented hypotension during the hemodialysis session, weight reduction was observed, 

because fluid was effectively removed by the procedure. This fact could be responsible for 

improved venous compliance and consequently, better endothelium-dependent venodilation 

after the hemodialysis session. 

 Endothelial venous function amelioration could be explained by other factors not 

studied by us. Asymmetric dimethylarginine (ADMA, an endogenous inhibitor of NO 

synthase), total plasma homocysteine (tHcy; which directly damages the endothelium and 

may inactivate NO) and ADMA/L-arginine ratio fell significantly after hemodialysis, but 

there was no correlation between the plasma concentrations of these substances and flow-

mediated dilation (FMD) (8). Circulating ADMA was reported to be a strong predictor of 

cardiovascular mortality in patients with ESRD (22). However, another study showed that 



      55 

  

ADMA and symmetric dimethylarginine were poorly eliminated during hemodialysis. This is 

probably due to a high level of binding of both molecules to plasma proteins (23). Be as it 

may, the concentrations of both dimethylarginines are increased in patients with ESRD and 

may explain at least in part endothelial dysfunction in this patient population. 

Our results also present a reduction of antioxidant capacity (TRAP) induced by 

hemodialysis, which was not accompanied by protein oxidative damage. We did not evaluate 

other markers of oxidative damage and antioxidant defense, therefore we could not effectively 

prove that oxidative stress did not occur. However, increased endothelium-dependent 

vasodilation and reduced TRAP occurred after hemodialysis and were negatively correlated, 

as evaluated by the magnitude of change of both variables. These changes might mean that 

antioxidant defenses are effectively related to endothelial venous function amelioration 

induced by dialysis, because patients with major improvement in endothelial function 

presented the lower TRAP reduction. Oxidative stress was measured through a very sensitive 

method that involves chemiluminescence, allowing high precision determinations with small 

amounts of sample (24). The TRAP technique measures the antioxidant capacity of plasma, 

which is a combination of the effect of all of the chainbreaking antioxidants, including thiol 

groups (especially glutathione), uric acid and ascorbic acid (25). One limitation of our study 

was not to measure systemic inflammatory mediators that could be related to chronic renal 

failure itself and also to the HD session, since changes in these mediators could partially 

explain the endothelial function improvement. 

Our results are different from those of Miyazaki et al (12), who demonstrated that 

hemodialysis impairs endothelial function via oxidative stress, but their results could be 

related to the different plasma markers they used (oxidative damage and TRAP vs oxidized 

LDL). However, endothelial dysfunction is not related to LDL oxidation, suggesting that LDL 

oxidation might not be a major cause of vascular endothelial dysfunction in ESRD (26). 



      56 

  

Considering the present data, antioxidant treatments could be useful to improve the 

endothelial venous function of patients submitted to HD. Previous studies showed that 

vitamin E-coated dialyzer may decrease oxidative stress through local mechanisms (12, 27), 

and oral vitamin E can reduce cardiovascular events in patients on hemodialysis (28). These 

studies further support the role of oxidative stress and its treatment in the development and 

prevention of cardiovascular complications in these patients. 

It is well-known that endothelium-dependent vasodilation is positively correlated with 

total antioxidative activity, reduced glutathione (GSH), and lag phase of LDL and negatively 

correlated with oxidized GSH (GSSG), GSSG/GSH and diene conjugates, showing that an 

impaired endothelium vasodilation function and oxidative stress are related to each other in 

patients with ESRD (14). A recent study showed that FMD, oxidative stress, and ADMA 

levels all are associated with the stage of ESRD. Additionally, levels of oxidative stress 

markers and ADMA independently determine endothelial function (29). 

The present findings allow us to conclude that a single session of hemodialysis 

improved endothelial venous function and that antioxidant potential might be associated with 

this improvement in patients with ESRD. The evaluation of venous and arterial endothelial 

function in the same patients, before and after a hemodialysis session, can promote better 

understanding of the discrepancy of responses observed between the different vascular beds. 

Just as patients with ESRD present endothelial dysfunction for multifactorial reasons, changes 

in endothelial function resulting from a hemodialysis session must also be attributed to a 

combination of factors that has not yet been fully established. 
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Table 1. Clinical and laboratory characteristics of controls and ESRD patients before 

(pre-HD) and after hemodialysis (post-HD). 

Parameter Control (n=10) Pre-HD (n=9) Post-HD (n=9) 

Hematocrit (%) 41.8 ± 1.3 31.6 ± 1.6 * 35.5 ± 1.9+ 

Total cholesterol (mg/dL) 181.9 ± 8.9 160.3 ± 12.8 161.6 ± 13.0 

Triglycerides (mg/dL) 66.8 ± 5.9 78.1 ± 7.5 78.8 ± 5.6 

Plasma glucose (mg/dL) 87.6 ± 1.8 90.5 ± 1.3 92.4 ± 2.4 

Body weight (kg) 66.1 ± 3.4 60.2 ± 4.0 57.6 ± 3.9+ 

SAP (mmHg) 118.0 ± 3.4 133.8 ± 6.8 127.5 ± 4.1 

DAP (mmHg) 74.3 ± 2.6 80.0 ± 5.0 80.0 ± 3.3 

MAP (mmHg) 88.9 ± 2.8 97.9 ± 5.0 95.8 ± 3.0 

Values are expressed as mean ± SEM; HD: hemodialysis; SAP: systolic arterial pressure; 

DAP: diastolic arterial pressure. MAP: mean arterial pressure. *P < 0.05 vs controls 

(Student’s unpaired t-test); +P < 0.05 vs pre-HD (Student’s paired t-test). 
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Table 2. Endothelial venous function of controls and ESRD patients before (pre-HD) 

and after hemodialysis (post-HD). 

Response Control Pre-HD Post-HD 

Venoconstriction (%, phenyl) 77.0 ± 2.9 78.8 ± 3.9 78.1 ± 4.2 

Emax (%, acetylcholine) 109.6 ± 10.8 65.6 ± 10.5* 106.6 ± 15.7+ 

Emax (%, SNP) 147.7 ± 13.1 150.3 ± 13.7 157.2 ± 16.3 

Drug concentrations     

ED70 (ng/min, phenyl) 38.9 ± 10.1 61.1 ± 20.8 65.3 ± 21.6 

Emax (ng/min, acetylcholine) 964.0 ± 222.4 892.0 ± 290.2 865.1 ± 277.9 

Emax (ng/min, SNP) 594.4 ± 66.0 550.3 ± 55.0 605.4 ± 72.8 

Data are mean ± SEM. HD: hemodialysis; phenyl: phenylephrine; Emax: maximum 

effect; SNP: sodium nitroprusside; ED70: dose that produced approximately 70% 

constriction of the vein. *P < 0.05 vs controls (Student’s unpaired t-test); +P < 0.05 vs 

pre-HD (Student’s paired t-test). Values of drug concentrations before log 

transformation (log10). 
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Figure 1. Data on the evaluation of endothelium venous function showing the average 

maximal percentage venodilation vs acetylcholine doses. Two-way repeated measures 

ANOVA was used for all comparisons between before (pre-HD) and after hemodialysis (post-

HD) (interaction: P = 0.973; groups: P = 0.359; doses: P < 0.001); (*) P < 0.05 vs pre-HD by 

the Bonferroni post hoc test. 
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Figure 2. Scattergram plotting ∆ of TRAP (delta of plasma total antioxidant capacity) 

reduction and ∆ of venodilation induced by acetylcholine during the endothelium venous 

function evaluations. 
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4.2 Estudo 2: Microalbuminuria is associated with impaired arterial and venous 

endothelium-dependent vasodilation in patients with type 2 diabetes. 
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OBJECTIVE - The aim of this study was to investigate the endothelial function in the 

venous and arterial bed in patients with type 2 diabetes with normoalbuminuria or 

microalbuminuria. 

RESEARCH DESIGN AND METHODS – We evaluated 28 patients with type 2 diabetes, 

HbA1c < 7.5%, who were classified as normo- (albuminuria < 30 mg/24 h; n = 16) or 

microalbuminuric (albuminuria 30-300 mg/24 h; n = 12). Venous and arterial endothelial 

function were assessed by the dorsal hand vein technique (venodilation by acetylcholine) and 

brachial artery flow-mediated vasodilation, respectively. 

RESULTS – Patients were normotensive (systolic arterial pressure: 131.1 ± 10.6 mmHg) and 

on good metabolic control (HbA1c: 6.6 ± 0.6 %). Microalbuminuric patients presented 

impaired venous (32.9 ± 17.4% vs. 59.3 ± 26.5%, respectively, P = 0.004) and arterial 

vasodilation (1.8 ± 0.9% vs. 5.1 ± 2.4, respectively, P < 0.001), as compared to 

normoalbuminuric patients. There was a negative correlation between acetylcholine-induced 

venodilation and albuminuria (r = -0.53, P = 0.004) and HbA1c (r = -0.41, P = 0.032). The 

same was observed between flow-mediated arterial vasodilation and albuminuria (r = -0.49, P 

= 0.007) and HbA1c (r = -0.44, P = 0.019). Venous and arterial vasodilation was positively 

correlated. (r = 0.50, P = 0.007). 

CONCLUSIONS – Both venous and arterial endothelial function are impaired in patients 

with type 2 diabetes and microalbuminuria. The two methods used for endothelial function 

evaluation were positively correlated. Even though patients had good metabolic control as a 

group, vasodilation responses were negatively correlated with HbA1c. 
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Diabetes mellitus is associated with an increased incidence of atherosclerosis and 

consequently cardiovascular events. Prospective studies have found that microalbuminuria is 

predictive of diabetic nephropathy in type 2 diabetes and all-cause cardiovascular mortality in 

subjects with (1) or without diabetes (2). The high incidence of cardiovascular mortality in 

type 2 diabetes with microalbuminuria cannot be fully explained by the presence of 

conventional cardiovascular risk factors. The pathophysiologic mechanisms underlying the 

association between microalbuminuria and cardiovascular disease is not fully defined. 

Microalbuminuria reflects subclinical vascular damage in the kidneys, but it may also signify 

systemic endothelial dysfunction that itself predisposes to cardiovascular events (3). 

Endothelial dysfunction is associated with the classical cardiovascular risk factors and 

with the development of atherosclerosis. Diabetes mellitus (4,5) and hyperglycemia per se (6) 

impair the endothelium vasodilating properties, leading to endothelial dysfunction. Moreover, 

recent studies demonstrated increased endothelial dysfunction in patients with type 2 diabetes 

and microalbuminuria as compared to normoalbuminuric patients (7,8). However, there is no 

information about endothelial function of the venous vascular bed in these patients, even 

knowing that the confounding effects associated with arterial vascular hypertrophy and other 

structural changes may be avoided when studying veins (9). Indeed, it is not yet known 

whether venous endothelial function is impaired in patients with type 2 diabetes and 

microalbuminuria as compared to normoalbuminuric patients. Further, it has not been clearly 

demonstrated whether arterial and venous endothelium are both impaired in the same patients. 

The aim of this study was to investigate the endothelial function in the arterial and 

venous bed in patients with type 2 diabetes and to compare the vasodilation responses 

between patients with normoabuminuria and microalbuminuria. 
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RESEARCH DESIGN AND METHODS 

Twenty-eight patients with type 2 diabetes, 40-70 years old were recruited from the 

Department of Internal Medicine at the Hospital de Clínicas de Porto Alegre, Brazil. Medical 

history, physical examination and laboratory evaluation were performed for each subject. 

They were classified according to their urinary albumin excretion rate (UAE) as 

normoalbuminuric (n = 16, UAE < 30 mg/24 h; 8 men) and microalbuminuric (n = 12, UAE < 

300 mg/24 h, but ≥ 30 mg/24 h; 8 men). UAE was expressed as the mean of two 24 h urine 

collections, taken within a 6-month period. Type 2 diabetes was defined as the onset of 

diabetes after the age of 40 years, initially treated by diet and/or oral anti-diabetic medication. 

The study was previously approved by the local research Ethics Committee and all subjects 

provided written informed consent. The investigations conformed with the principles outlined 

in the Declaration of Helsinki. 

Exclusion criteria were: BMI ≥ 35 kg/m2, glycated hemoglobin (HbA1c) > 7.5 %, 

creatinine > 1.2 mg/dl, systolic arterial pressure > 160 mmHg, diastolic arterial pressure > 90 

mmHg, drugs that could interfere with endothelial function evaluation (steroids or estrogen 

replacement, insulin, alpha receptor antagonists or nitrates), retinopathy, clinical evidence of 

neuropathy, coronary or cerebrovascular disease. All subjects were non-smokers and were 

instructed to avoid caffeine-containing drinks or alcohol for the 12 h period preceding the 

studies. The studies started about 3 h after a light breakfast. Both venous and arterial 

endothelial function evaluations were performed on the same day, following always the same 

sequence of venous before arterial evaluation. 

Dorsal hand vein technique 

Endothelial function evaluation was performed in a quiet room at a constant temperature 

of 21°C ± 1°C. Venous endothelial function was assessed in all patients with the dorsal hand 

vein technique. This method was previously described by Aellig (10), and our group has been 
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using this technique (11). Briefly, a 23-gauge butterfly needle was inserted into a suitable vein 

on the back of the hand and a continuous infusion of physiologic saline solution (0.3 mL/min) 

was started. A tripod holding a linear variable differential transformer (LVDT; Shaevitz 

Engineering, Pennsauken, NJ) was mounted on the hand with the central aperture of the 

LVDT that contained a movable metallic core at a distance of 10 mm downstream from the 

tip of the needle. The signal output of the LVDT, which is linearly proportional to the vertical 

movement of the core, provided a measurement of the vein diameter. Readings are taken at a 

congestive pressure of 40 mmHg by inflating a blood pressure cuff placed on the upper 

portion of the arm being studied. The vein was preconstricted by infusing increasing doses of 

the α1-adrenergic selective agonist phenylephrine (25 to 8333.3 ng/min) until the dose that 

produced approximately 70% constriction of the vein was found (ED70). This degree of 

preconstriction was defined as 0% venodilation. The endothelium-dependent venodilation was 

assessed with incremental infusions of acetylcholine (3.6 to 3600 ng/min), and endothelium-

independent venodilation with sodium nitroprusside (495.3 to 990.6 ng/min) has been 

calculated as a percentage of the range between 100% and 0% vasodilation. Drugs were 

infused with a Harvard infusion pump (Harvard Apparatus Inc., South Natick, Mass). Blood 

pressure and heart rate were monitored in the contralateral arm with a sphygmomanometer. 

Ultrasound of the brachial artery 

Flow-mediated vasodilation (FMD) was measured according to recent guidelines (12) to 

evaluate endothelium-dependent vasodilation using high-resolution vascular ultrasound 

(EnVisor CHD, Philips, Bothell, WA, USA) and a 3-12 MHz linear-array transducer (L12-3, 

Philips, Bothell, WA, USA). FMD was assessed by measuring the change in brachial artery 

diameter after 60 s of reactive hyperemia compared with a baseline measurement after 

deflation of a cuff that had been placed around the forearm and that had been inflated to 50 

mmHg above systolic blood pressure for 5 min. The diameter increase after sublingual 
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nitroglycerin (NTG) spray (0.4 mg) was used as a measure of endothelium-independent 

vasodilation. The vessel diameter responses to reactive hyperemia and to nitroglycerin were 

expressed as the percent changes relative to the diameter immediately before cuff inflation and 

to the diameter immediately before drug administration, respectively. A midartery pulsed 

Doppler signal was obtained to evaluate basal flow and upon immediate cuff release, and no 

later than 15 s after cuff deflation to assess hyperemic flow. 

Biochemical measurements 

Venous blood and urine samples were obtained during the morning hours after an 

overnight fast. UAE was determined by immunoturbidimetry (MicroAlb; Ames-Bayer, 

Tarrytown, NY, USA). Von Willebrand factor (vWf) was measured in duplicate samples 

using an enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA; Asserachrom vWf; Diagnostica 

Stago, France), plasma glucose by the glucose-peroxidase colorimetric enzymatic method 

(Biodiagnóstica, Pinhais, Brasil), total cholesterol, HDL cholesterol and triglycerides by a 

colorimetric method and HbA1c by a high-performance liquid chromatography system 

(Merck-Hitachi L-9100; Merck, Darmstadt, Germany). LDL cholesterol was calculated 

according to the Friedwald formula. Serum and urinary creatinine were measured by the Jaffé 

method. Serum insulin was determined by enzyme immunoassay commercial kits (Abbot-

Murex, Park, IL, USA,) and high-sensitivity C-reactive protein (CRP) by nephelometry. 

Statistical analyses 

Analyses were performed using SPSS® Base 13.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). 

Results are presented as mean ± standard deviation (SD). Variables that did not have a 

Gaussian distribution (Kolmogorov-Smirnov test) were log-transformed before further 

analyses (log10). Differences between the groups were tested with an unpaired Student’s t test. 

The associations were calculated using Pearson’s correlation. The differences were 

recognized as statistically significant when P < 0.05. 
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RESULTS 

No differences were observed between normo- and microalbuminuric groups 

concerning age (59.6 ± 4.8 vs. 57.2 ± 5.1 years; P = 0.219), BMI (26.8 ± 1.9 vs. 26.6 ± 4.2 

kg/m2; P = 0.877) and duration of diabetes (5.4 ± 2.3 vs. 6.1 ± 3.0 years; P = 0.539). A similar 

percentage (P > 0.05 in all comparisons) of patients in the normo- and microalbuminuric 

groups were on angiotensin converting-enzyme inhibitors (75% and 83%), glibenclamide 

(38% and 42%), metformin (69% and 83%), statins (44% and 50%), diuretics (56% and 50%) 

and AAS (63 % and 67%). Baseline clinical and laboratory data are presented in Table 1. 

There were no differences between the groups concerning these characteristics, except for 

UAE, which was higher in the microalbuminuric group, as expected. Patients with 

microalbuminuria tended to have a higher vWf as compared with those with 

normoalbuminuria. 

Venous and arterial endothelial function data are shown in Table 2. Endothelium-

dependent venodilation, as measured for maximum venodilation by acetylcholine, was 

significantly decreased in the microalbuminuric group, as compared to normoalbuminuric 

patients. The venoconstriction induced by phenylephrine and venodilation by sodium 

nitroprusside (endothelium-independent venodilation) were similar between groups. The dose 

of phenylephrine to reach ED70 and doses of acetylcholine and sodium nitroprusside needed to 

reach maximum venodilation were not different between normo- and microalbuminuric 

groups. The diameter of the dorsal hand vein did not differ between normo- (1.2 ± 0.7 mm) 

and microalbuminuric (1.1 ± 0.4 mm) groups (P = 0.515). The brachial artery FMD was 

decreased in the microalbuminuric group, but the hyperemic flow and NTG-induced 

vasodilation were not different between the groups. There was no difference in baseline 

brachial artery diameter (3.6 ± 0.6 vs. 3.9 ± 0.7 mm; P = 0.195) and basal flow (136.8 ± 24.3 

vs. 139.8 ± 25.8 ml/min; P = 0.763) in normo- vs. microalbuminuric patients. 
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The endothelium-dependent venodilation, as expressed by the percentage of 

venodilation by acetylcholine, was inversely correlated with UAE and HbA1c (Figure 1, 

Panels A and B), whereas it was positively correlated with FMD (Figure 1, Panel C). 

Moreover, FMD was inversely correlated with UAE (r = -0.49; P = 0.007) and HbA1c (r = -

0.44; P = 0.019). Endothelium-dependent venodilation and FMD were not correlated with 

age, BMI, duration of diabetes, arterial pressure, lipid profile, plasma glucose, CRP, and vWf. 

CONCLUSIONS 

This study shows, for the first time, that patients with well-controlled type 2 diabetes 

and microalbuminuria present impaired endothelium-dependent venodilation induced by 

acetylcholine, as compared to normoalbuminuric patients. Flow-mediated arterial vasodilation 

is also decreased in the microalbuminuric group. Interestingly, both venous and arterial 

endothelium-dependent vasodilation were negatively associated with UAE and HbA1c and 

were positively correlated with each other, suggesting a role for metabolic control in the 

impairment of both vascular functions. 

In type 2 diabetes, increased urinary albumin excretion and endothelial dysfunction are 

interrelated processes that develop in parallel, progress with time, and are independently 

associated with risk of death (13). However, both disorders cannot be linked as a single one. It 

has become clear that the vascular endothelium is involved in the regulation of several 

processes, e.g. hemostasis, fibrinolysis, vasomotor control, vascular smooth-muscle growth, 

and vascular permeability, all of which may play a role in the pathogenesis of diabetic micro- 

and macroangiopathy (3). 

Several studies have used FMD (4,7) or quantitative coronary angiography (8) to 

evaluate arterial endothelial function in patients with type 2 diabetes comparing normo- and 

microalbuminurics. In the present study, we show that patients with type 2 diabetes and 

microalbuminuria have impaired arterial endothelial function as compared to those with 
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normal albuminuria, despite similar endothelium-independent vasodilation, which is also in 

agreement with previous studies (4,8). 

Although one study comparing patients with type 2 diabetes to control subjects  showed 

impairment of venous endothelial function, whereas venoconstriction by α-adrenoceptor 

stimulation and venodilation by nitroglycerin were not altered (14), there are no studies 

comparing normo and microalbuminuric patients. Our group has already studied the venous 

endothelial function in healthy volunteers (11) and hypertensive patients (15). The present 

study shows that the vasodilatory response to acetylcholine is impaired in the venous vascular 

bed of microalbuminuric patients. However, phenylephrine-induced venoconstriction is 

preserved and there is also no change in endothelium-independent venodilation induced by 

sodium nitroprusside between the groups. These findings suggest that the venoconstricting 

response to α1-adrenoreceptor stimulation is not greatly influenced by the presence of 

microalbuminuria in patients with type 2 diabetes, or may be affected later in the course of 

diabetes. The impairment of muscarinic-receptor mediated venodilation in response to 

acetylcholine infusion is perhaps an earlier phenomenon involved in the pathogenesis of 

vasculopathy in patients with type 2 diabetes and microalbuminuria. Future prospective 

studies could display the potencial role of this as an earlier marker of vascular dysfunction in 

diabetes. 

We also measured plasma vWf, which is synthesized mainly by endothelial cells, and is 

commonly used as a surrogate marker for endothelial dysfunction (16). Our study is in 

accordance with the results of Yu et al. (4) showing that patients with microalbuminuria 

tended to have a higher vWf. However, recently published data could not even find a trend of 

higher vWf in microalbuminuric as compared to normoalbuminuric patients (17). 

In order to avoid confounding factors we selected patients who were not using hormone 

replacement therapy, insulin therapy or smoking, which are possible determinants of 
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endothelial function changes. Patients with and without microalbuminuria were similar, 

especially in regard to sex ratio, age, body mass index, duration of diabetes, arterial pressure, 

lipid levels, glycemic control and treatment. Therefore, the more severe arterial and venous 

endothelial dysfunction in the patients with microalbuminuria cannot be explained by a 

different metabolic status. 

An interesting finding of the present paper is that UAE is inversely correlated with the 

venous and arterial endothelium-dependent vasodilation. In children with type 1 diabetes a 

similar correlation was observed using the flow increase in reactive hyperemia as an 

endothelial function marker (5). However, other investigators reported only a weak 

association between UAE and endothelium-dependent vasodilation in the coronary arteries (r 

= -0.39) in type 2 diabetes (8). The discrepancy on the magnitude of the correlation between 

studies with diabetes could be explained by different vascular beds assessed (venous and 

brachial artery vs. coronary artery) and different vasodilation stimulus (acetylcholine and 

FMD vs. cold pressor testing). 

We also observed a negative correlation between HbA1C and the endothelium-dependent 

venodilation. As HbA1c represents glycemic control and patients with HbA1c > 7.5% were 

excluded from our study, the subjects enrolled in this experiment had good metabolic control. 

In another study, HbA1c was an independent predictor of endothelium-dependent vasodilation 

(7). Similar findings showed that endothelial function, evaluated in the skin microcirculation 

to iontophoresis of acetylcholine, was negatively correlated with HbA1c, suggesting that 

glycemic control may be an important factor in the regulation of endothelial function (18). 

Other investigators have reported that short-term improvement in glycemic control did not 

result in better endothelial function in type 2 diabetes (19). However, long-term insulin 

therapy (3.5 years) induced a sustained glycemic control improvement, determining better 

endothelial function (20). It is not clear whether glycemic instability may confer more risk for 
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diabetic complications than that predicted by mean glucose or HbA1c alone. It was recently 

suggested that individuals with larger glycemic excursions may develop diabetic 

complications more frequently than those with less glycemic excursions, even presenting 

similar HbA1c levels (21). The evaluation of glycemic variability could be used to identify the 

actual relationship between the metabolic control in diabetes and endothelial function. Also, a 

randomized clinical trial aiming to intensify glycemic control to HbA1c levels below 6.5% 

could result in improvement in the endothelial function not observed using the HbA1c criteria 

of < 7.5%. 

Some authors suggested that the evaluation of endothelial function in different vascular 

beds (14) or using different vasodilatory stimuli (22) may provoke discrepancy in the 

vasodilatory responses. However, we demonstrated a positive association between 

venodilation by acetylcholine and brachial artery FMD, suggesting that similar vasodilatory 

responses may be observed in both peripheral veins and brachial artery. This finding can be 

explained because our patients present good metabolic and arterial pressure control and did 

not show any evidence of clinical atherosclerosis. 

The findings of the present study in type 2 diabetes suggest that both vascular beds, 

arterial and venous, may be affected by the presence of microalbuminuria, even though these 

patients had good metabolic control. The vasodilation response in venous vascular bed in 

patients with type 2 diabetes needs further investigation. 
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Table 1 – Baseline clinical and laboratory characteristics of the patients 

Characteristic 
Normoalbuminuric 

(n=16) 

Microalbuminuric 

(n=12) 
P value 

Systolic BP (mmHg) 129.4 ± 11.8 133.3 ± 8.6 0.315 

Diastolic BP (mmHg) 81.2 ± 5.3 83.8 ± 9.8 0.436 

Plasma glucose (mmol/l) 6.9 ± 0.9 7.2 ± 1.5 0.523 

HbA1c (%) 6.5 ± 0.6 6.7 ± 0.7 0.660 

UAE (mg/24h)a 9.7 (3.0-17.3) 54.4 (37.5-74.2) < 0.001 

Creatinine (µmol/l) 80.1 ± 14.6 81.8 ± 12.6 0.750 

Total cholesterol (mmol/l) 4.16 ± 0.81 4.39 ± 0.67 0.405 

HDL cholesterol (mmol/l) 1.20 ± 0.23 1.18 ± 0.45 0.868 

LDL cholesterol (mmol/l) 2.29 ± 0.74 2.48 ± 0.68 0.473 

Triglycerides (mmol/l) 1.45 ± 0.41 1.59 ± 0.27 0.280 

Insulinemia (pmol/l) 57.7 ± 25.7 63.7 ± 15.1 0.447 

CRP (mg/l) 2.3 ± 0.8 2.2 ± 1.0 0.831 

vWf (%) 132.2 ± 34.0 153.4 ± 26.4 0.074 

Data are expressed as mean ± SD or a median (interquartile range); BP: blood pressure; 

UAE: urinary albumin excretion; HbA1c: glycated hemoglobin; CRP: C-reactive protein; 

vWf: von Willebrand factor. UAE values before log transformation (log10). 
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Table 2 – Venous and arterial endothelial function of the patients, according to their urinary 

albumin excretion levels 

Parameter 
Normoalbuminuric 

(n=16) 

Microalbuminuric 

(n=12) 
P value 

Venoconstriction (%, phenyl) 74.5 ± 8.3 71.7 ± 8.8 0.400 

Emax (%, acetylcholine) 59.3 ± 26.5 32.9 ± 17.4 0.004 

Emax (%, SNP) 113.7 ± 35.3 101.4 ± 28.4 0.319 

Drug concentrations     

    ED70 (ng/min, phenylephrine) a 50 (25-100) 75 (31-100) 0.487 

    Emax (ng/min, acetylcholine) a 3600 (450-3600) 2700 (720-3600) 0.737 

    Emax (ng/min, SNP) a 495.3 (495.3-990.6) 495.3 (495.3-866.8) 0.727 

Hyperemic flow (ml/min) 631.8 ± 57.8 643.1 ± 58.1 0.613 

FMD (%) 5.1 ± 2.4 1.8 ± 0.9 < 0.001 

NTG-induced vasodilation (%) 15.9 ± 5.6 14.2 ± 5.5 0.432 

Data are expressed as mean ± SD; a data expressed as median and interquartile ranges. Emax: 

maximum effect; SNP: sodium nitroprusside; ED70: dose that produced approximately 70% 

constriction of the vein. Values of drug concentrations before log transformation (log10). FMD: 

Flow-mediated vasodilation; NTG: nitroglycerin. 
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Figure 1 – Correlations between the percentage (%) of venodilation by 

acetylcholine and urinary albumin excretion (UAE; Panel A), % of 

venodilation by acetylcholine and HbA1c (Panel B), and % of venodilation 

by acetylcholine and flow-mediated vasodilation (Panel C). White circles = 

nornoalbuminuric group; black circles = microalbuminuric group. 
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5 CONSIDERAÇÕES FINAIS E PERSPECTIVAS 

 

Estudo 1: 

Pacientes com IRT apresentaram disfunção endotelial venosa no período antecedente à 

sessão de HD em comparação a controles saudáveis. Uma sessão de HD melhorou a função 

endotelial venosa desses pacientes, representada por maiores níveis de venodilatação 

dependente do endotélio, que se aproximou dos valores obtidos nos controles saudáveis. A 

sessão de HD reduziu a capacidade antioxidante total, no entanto, não promoveu aumento no 

dano oxidativo a proteínas. Os pacientes que apresentaram menor redução da capacidade 

antioxidante total após a sessão de HD obtiveram melhores respostas de venodilatação. 

A avaliação da função endotelial no leito vascular venoso pode ser uma alternativa para 

melhor expressar as respostas endoteliais decorrentes da sessão de HD, pois o território 

venoso, como um sistema vascular de capacitância, expõe-se às grandes alterações e ajustes 

hemodinâmicos decorrentes da remoção elevada de fluidos corporais pelos processos de 

filtração e depuração impostos pela diálise. Apesar disso, a técnica de Dorsal Hand Vein é um 

instrumento de avaliação oneroso quanto aos materiais de consumo e drogas, que requer 

grande disponibilidade de tempo para as medidas (em torno de duas horas), e que, conforme 

experiência de nosso grupo, pode não ser facilmente aplicável a pacientes com edema 

periférico ou com acesso venoso precário na região dorsal da mão. Essas últimas limitações se 

salientam ainda mais na presença de IRT e, diante disso, o nosso estudo foi conduzido com 

uma amostra pequena de pacientes, também observada nos demais trabalhos envolvendo esse 

instrumento de avaliação. 

A correlação negativa de função endotelial, representada pela venodilatação dependente 

do endotélio, com a variação da capacidade antioxidante total frente à sessão de HD foi 

evidenciada no presente estudo, caracterizando o importante papel dos sistemas de defesa 

antioxidante nas alterações da função endotelial durante a diálise. A redução da capacidade 
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antioxidante total pode ser uma conseqüência do maior consumo de antioxidantes durante a 

sessão de HD, embora não se tenha realizado medidas mais específicas para determinar qual o 

sistema de defesa antioxidante exerceu maior influência nessas respostas. Além disso, 

excetuando-se a avaliação de danos a proteínas que não se modificou pela sessão de HD, 

outros marcadores de dano oxidativo ou de estresse nitrosativo não foram avaliados, 

caracterizando-se como uma das limitações desse trabalho e, portanto, não se pode afastar a 

ocorrência de estresse oxidativo aumentado após sessão de HD nesses indivíduos. 

Nesse sentido, alternativas terapêuticas que visam minimizar as repercussões da sessão 

de hemodiálise vêm surgindo em paralelo com o aumento do número de pacientes em terapia 

renal substitutiva. O uso de dialisadores com vitamina E, com o intuito de minimizar os níveis 

de estresse oxidativo durante a HD, a terapia anticoagulante com heparina de baixo peso 

molecular, como fator atenuante da ativação inflamatória, e a terapia renal substitutiva com 

sessões diárias de HD, objetivando oferecer aos pacientes uma condição mais fisiológica de 

filtração e depuração sangüínea vêm surgindo como alternativas que podem influenciar 

positivamente na melhora da função endotelial ou, até mesmo, na reversão da disfunção 

endotelial destes pacientes, mesmo que agudamente. No entanto, essas estratégias terapêuticas 

ainda carecem de maior elucidação, especialmente no que se refere aos seus efeitos na função 

endotelial e estresse oxidativo. 

A complexidade dos fatores que interferem na função endotelial frente a uma sessão de 

HD e a natureza multifatorial dos mecanismos fisiopatológicos da IRT apontam para a 

necessidade de estudos abrangendo a avaliação da resposta inflamatória, do estresse oxidativo 

e nitrosativo, de inibidores endógenos da eNOS e de função endotelial em um maior número 

de pacientes com IRT antes e depois da sessão de HD. 

A terapia com eritropoietina recombinante humana objetiva a correção da anemia e 

esteve integrada ao tratamento dos pacientes envolvidos nesse trabalho. Essa medida 
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terapêutica pode ter influenciado nas respostas de função endotelial, pois, como já 

mencionado, a eritropoietina é capaz de mobilizar células endoteliais progenitoras, o que pode 

contribuir para o reparo da camada de células endoteliais e, conseqüentemente, possibilitar 

melhores respostas de DDE. 

Entre as perspectivas de futuros estudos, surge o interesse em avaliar a influência do uso 

da eritropoietina na função endotelial venosa frente à sessão de HD, comparando os pacientes 

já avaliados (tratados com eritropoietina) com pacientes que não estão sendo tratados com 

eritropoietina. A suplementação com antioxidantes na dieta surge como uma estratégia 

terapêutica para estes pacientes e também deve ser instrumento de futuros trabalhos 

conduzidos por nosso grupo. 

 

Estudo 2: 

Pacientes com DM2 e microalbuminúria apresentaram disfunção endotelial mais 

acentuada do que o grupo normoalbuminúrico, tanto no leito vascular venoso quanto no 

arterial, sendo relatada pela primeira vez a presença de disfunção endotelial venosa em 

pacientes com DM2 e microalbuminúria comparados a pacientes diabéticos com 

normoalbuminúria. Na análise de correlação envolvendo todos os pacientes, a venodilatação 

por acetilcolina e a FMD estiveram inversamente correlacionadas com excreção urinária de 

albumina e com HbA1c. A venodilatação por acetilcolina se correlacionou positivamente com 

a FMD na artéria braquial. 

Em nosso estudo não foram incluídos indivíduos saudáveis para a composição de um 

grupo controle, mas considerando o ponto de corte de normalidade na DDE em 8%, como já 

mencionado ao longo do texto e adotado em nosso laboratório, a média de FMD esteve 

reduzida em relação ao esperado. Diante disso, podemos mencionar a ocorrência de disfunção 

endotelial arterial em pacientes com DM2, mesmo caracterizados como normoalbuminúricos, 

com bom controle glicêmico e pressórico e sem dislipidemia. Não foi observada redução da 
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DIE em relação ao esperado (> 8%) ou na comparação entre os grupos, o que sugere a 

ausência de alteração na musculatura lisa vascular e a não interferência desta na DDE. Esses 

pacientes não apresentaram evidência clínica de doença aterosclerótica, no entanto, a medida 

de espessura da camada íntima-média da carótida poderia ser utilizada como uma ferramenta 

de maior sensibilidade e especificidade para o diagnóstico subclínico de aterosclerose. 

Na literatura ainda não está estabelecido um ponto de corte de normalidade para 

venodilatação mediada por acetilcolina. No entanto, através de vários estudos do nosso grupo 

com a técnica de Dorsal Hand Vein envolvendo indivíduos saudáveis (SIGNORI et al., 2008), 

hipertensos (RUBIRA et al., 2007), com Doença de Chagas (PLENTZ et al., 2006) e em 

mulheres com uso de contraceptivos orais (GIRIBELA et al., 2007), optou-se por considerar 

um valor de 100% como parâmetro de DDE normal a partir da pré-constrição com fenilefrina. 

Assumindo-se esse ponto de corte, ambos os grupos apresentaram disfunção endotelial venosa 

que foi mais pronunciada nos pacientes com microalbuminúria. A resposta de DIE 

correspondeu ao valor esperado (> 100%) e não diferiu entre os grupos. 

As correlações de excreção urinária de albumina com as respostas de DDE observadas 

no presente estudo sugerem que a disfunção endotelial, identificada no leito vascular venoso e 

arterial, pode estar associada com a evolução da nefropatia diabética. Embora não se tenha 

realizado medidas de nitritos e nitratos no presente estudo, o achado de que o grupo com 

microalbuminúria apresentou menor DDE em resposta a acetilcolina e ao shear stress, pode 

representar uma redução da biodisponibilidade de NO, indicando que a disfunção endotelial 

vascular periférica pode evoluir com a progressão da nefropatia diabética e da aterosclerose. 

Os pacientes incluídos nesse estudo apresentaram níveis de HbA1c < 7,5% e em ambos 

os grupos a média de HbA1c foi menor que 7%, caracterizando um bom controle glicêmico. O 

achado de uma boa correlação de DDE em ambos os leitos vasculares com HbA1c, sugere um 

papel importante do controle glicêmico na função endotelial e que níveis de HbA1c ainda 
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menores devem ser requeridos para um melhor controle metabólico de pacientes com DM2. 

Nesse sentido, a avaliação da variabilidade glicêmica pelo sistema de monitorização contínua 

de glicose (CGMS) vem surgindo como alternativa que ao ser agregada às medidas de HbA1c, 

pode representar um indicador mais confiável de controle glicêmico do que a medida de 

HbA1c isolada. 

Esse trabalho demonstrou pela primeira vez a existência de correlação na respostas de 

DDE entre o leito venoso e arterial em pacientes com DM2, mesmo diante das diferenças 

estruturais e funcionais entre estes territórios vasculares. Esse achado sugere que as vias de 

sinalização celular, que culminam na disfunção endotelial pela hiperglicemia, podem estar 

afetadas de forma semelhante entre veias e artérias de pacientes com DM2. No entanto, essa 

hipótese não foi testada em nosso trabalho e deve ser instrumento de maiores investigações. 

A presença de disfunção endotelial mais exacerbada nos pacientes com 

microalbuminúria e detectada em ambos os leitos vasculares periféricos sugerem um processo 

fisiopatológico comum envolvendo disfunção endotelial periférica, potencialmente 

relacionada à doença vascular periférica, e microalbuminúria em pacientes com DM2. 

As estratégias de tratamento da doença cardiovascular no DM2, especialmente na 

presença de microalbuminúria, deve ter como principal alvo-terapêutico a melhora na função 

endotelial com o intuito de retardar o surgimento de nefropatia diabética, o processo 

aterosclerótico e de reduzir a morbidade e mortalidade cardiovascular. 

A avaliação do estresse oxidativo desses pacientes em amostras de sangue coletadas e 

armazenadas no momento da avaliação da função endotelial, podem viabilizar um melhor 

entendimento da relação entre disfunção endotelial e microalbuminúria. Essas medidas não 

foram executadas até o momento, pois dependem da padronização de algumas técnicas em 

nosso laboratório. 
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Outro trabalho que vem sendo realizado pelo nosso grupo de pesquisadores encontra-se 

em fase avançada de coleta de dados, e envolve a avaliação da função endotelial venosa em 

pacientes com DM2 em tratamento com insulina, os quais não compuseram a amostra do 

presente trabalho. A técnica de Dorsal Hand Vein permite a infusão de drogas a baixas 

concentrações que ocasiona efeito momentâneo, somente em um pequeno segmento da veia 

dorsal da mão, possibilitando o bloqueio de vias de sinalização intracelular no endotélio, sem 

a ocorrência de efeitos sistêmicos. Diante disso, nosso grupo vem avaliando o papel da 

cicloxigenase na reatividade vascular venosa em jejum e após sobrecarga lipídica oral em 

indivíduos saudáveis, através do bloqueio da via da cicloxigenase com aspirina (artigo em 

avaliação). Estudos envolvendo esse delineamento experimental podem contribuir para o 

melhor entendimento da relação entre lipemia pós-prandial e função endotelial de pacientes 

com DM2. 

Entre os futuros estudos a serem conduzidos por nosso grupo em pacientes com DM2, 

surge o interesse na investigação da associação entre a variabilidade glicêmica, avaliada pelo 

sistema de monitorização contínua de glicose (CGMS), a HbA1c e a função endotelial em 

pacientes com bom controle glicêmico. 
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ANEXO C - Termo de consentimento livre e esclarecido – Estudo 1 

 

 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

 

O Sr. (a) está sendo convidado a participar de uma pesquisa que tem por objetivo avaliar 

o efeito de algumas medicações já conhecidas dentro dos vasos sanguíneos. Para isto, será 

puncionada uma veia em cima de sua mão direita, onde será colocado um soro e após injetada 

algumas medicações. A dose que será feita é muito pequena e o efeito causado por elas será 

único e exclusivamente no local da punção, não tendo nenhum efeito no restante de seu 

organismo. Desta forma, você não corre nenhum risco ao recebê-las nestas doses. As 

medicações irão fazer com que a sua veia fique mais dilatada (aberta, com uso de acetilcolina 

e nitroprussiato de sódio) ou mais estreita (fechada, com o uso de fenilefrina). Em cima de sua 

mão será colocado um pequeno aparelho que vai registrar o movimento desta veia quando 

injetada estas medicações. Este exame irá durar em média duas horas, e você ficará 

confortavelmente deitado durante todo o procedimento. Este tipo de exame já foi feito muitas 

vezes em nosso laboratório, sendo extremamente seguro.  

Os riscos a que você ficará exposto serão mínimos, incluindo dor tipo “picada de 

mosquito” na hora da punção e algum hematoma (mancha roxa) que poderá surgir após a 

retirada da agulha de sua veia. No momento da punção nós iremos retirar aproximadamente 1 

e ½ colher de sopa de sangue (aproximadamente 8 ml), para que possamos realizar o teste de 

glicemia, do perfil lipídico (de colesterol) e de outros componentes do sangue que fazem parte 

da avaliação inicial. A sua pressão arterial também será continuamente verificada através do 

aparelho de pressão colocado em uma de suas pernas. Esses exames aos quais o Sr. (a) está 

sendo submetido, não trarão benefício imediato, mas poderão auxiliar a equipe a entender 

mais e melhor a resposta dos vasos sanguíneos a determinadas medicações e futuramente 

utilizar estas informações em seu benefício e de outros pacientes. O Sr. (a) poderá desistir de 

fazer o exame a qualquer momento, mesmo após ter começado, e isso não vai lhe trazer 

nenhum prejuízo à continuidade da assistência prestada pela equipe de saúde deste hospital. 

Todos os resultados destes exames serão guardados sob nosso sigilo, resguardando seu 

anonimato, assim como nossa ética profissional exige. 

Não haverá despesas pessoais para o Sr. (a) em qualquer fase desta pesquisa incluindo 

exames e consultas. Também não haverá compensação financeira relacionada a sua 

participação. 
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Os dados e o material coletado serão utilizados somente para esta pesquisa. 

Eu, ...................................................................... acredito ter sido suficientemente 

informado a respeito da pesquisa que tem o objetivo de avaliar o efeito de medicações dentro 

dos vasos sanguíneos. 

Eu discuti com o Fisioterapeuta Antônio Marcos Vargas da Silva e com o médico Dr. 

Elvino Barros sobre minha decisão em participar desta pesquisa. Ficaram claros para mim 

quais são os propósitos do estudo, os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e 

riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimento permanente. Ficou claro também 

que minha participação é isenta de despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento 

hospitalar quando necessário. Poderei entrar em contato com eles no telefone 3316-8295 ou 

3227-9115 para qualquer esclarecimento. 

Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar o meu 

consentimento a qualquer momento, antes ou durante o mesmo, sem penalidades, prejuízo ou 

perda de qualquer benefício que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento neste serviço. 

 

 

 ____________________________________ Data ___/___/______ 

 Assinatura do paciente/representante legal   

  

 

 ___________________________________ Data ___/___/______ 

   Assinatura do responsável pelo estudo  
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ANEXO D – Termo de consentimento livre e esclarecido – Estudo 2 

 

 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

 

O Sr. (a) está sendo convidado a participar de uma pesquisa que tem por objetivo avaliar 

o efeito de algumas medicações já conhecidas dentro dos vasos sanguíneos.  

Para isto, o Sr. (a) irá realizar dois exames conforme relatado a seguir:  

No primeiro exame, para avaliar as veias, será puncionada uma veia em cima de sua 

mão direita, onde será colocado um soro e após injetada, em seqüência, 3 medicações: 

Fenilefrina, Acetil colina e nitroprussiato. As doses que serão tão pequenas que e o efeito 

causado por elas será único e exclusivamente no local da punção, não tendo nenhum efeito no 

restante de seu organismo. Desta forma, você não corre nenhum risco ao recebê-las. As 

medicações irão fazer com que a sua veia fique mais dilatada (aberta, com uso de acetilcolina 

e nitroprussiato de sódio) ou mais estreita (fechada, com o uso de fenilefrina). Em cima de sua 

mão será colocado um pequeno aparelho que vai registrar o movimento desta veia quando 

injetada estas medicações. Este exame irá durar em média duas horas, e você ficará 

confortavelmente deitado durante todo o procedimento. Os riscos a que você ficará exposto 

serão mínimos, incluindo dor tipo “picada de mosquito” na hora da punção e algum 

hematoma (mancha roxa) que poderá surgir após a retirada da agulha de sua veia. No 

momento da punção nós iremos coletar aproximadamente 12 ml de sangue para que possamos 

realizar os exames de  que fazem parte da avaliação. Sua glicose será medida através de 

glicosímetro antes e no final do teste. 

No segundo exame, para avaliar as artérias, você ficará deitado confortavelmente 

durante 45 minutos e será colocado no seu braço um manguito de pressão e um aparelho para 

medir a dilatação da artéria quando esse manguito apertar o braço. Logo após será aplicado 

um spray de nitroglicerina em baixo de sua língua e novamente medida a dilatação da artéria 

do braço. Estes exames já foram feitos muitas vezes em nosso laboratório, sendo 

extremamente seguros. A sua pressão arterial também será continuamente verificada através 

do aparelho de pressão colocado no braço contrário ao do exame.  

Os exames aos quais o Sr. (a) está sendo submetido, não trarão benefício imediato a 

você,  mas poderão auxiliar a ciência a entender mais e melhor  como as diferentes reações 

dos vasos sang6uíneos podem se relacionar com as complicações do diabetes. 
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O Sr. (a) poderá desistir de fazer o exame a qualquer momento, mesmo após ter 

começado, e isso não vai lhe trazer nenhum prejuízo à continuidade da assistência prestada 

pela equipe de saúde deste hospital. Todos os resultados destes exames serão guardados sob 

nosso sigilo, resguardando seu anonimato, assim como nossa ética profissional exige.  

Não haverá despesas pessoais para o Sr. (a) em qualquer fase desta pesquisa incluindo 

exames e consultas. Também não haverá compensação financeira relacionada a sua 

participação. Será fornecido 1 Vale-transporte  e  lanche após o procedimento. 

Consentimento: 

Estou suficientemente informado a respeito da pesquisa que tem o objetivo de avaliar o 

efeito de medicações na contratilidade dos vasos sanguíneos. 

Ficaram claros para mim quais são os propósitos do estudo, os procedimentos a serem 

realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimento 

permanente. Ficou claro também que minha participação é isenta de despesas.  

A responsabilidade do estudo fica a cargo da equipe do Professor Dr. Marcello 

Bertoluci, à qual poderei entrar em contato através do telefone 2101-8246 diariamente entre 

15 e 16h para esclarecimentos. 

Eu, ...................................................................... concordo voluntariamente em participar 

deste estudo e poderei retirar o meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante o 

mesmo, sem penalidades, prejuízo ou perda de qualquer benefício que eu possa ter adquirido, 

ou no meu atendimento neste serviço. 

 

 

 ________________________________ Data ___/___/______  

             Assinatura do paciente   

  

 

 ________________________________ Data ___/___/______  

   Assinatura do pesquisador responsável 
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ANEXO E - Doses de fenilefrina utilizadas no protocolo de avaliação da função 

endotelial venosa. 

 

 

FENILEFRINA 
FRASCO 2% 

 

 STOCK SORO 
FISIOLÓGICO ng/ml ng/min Seqüência 

de infusão 

AP 0,5 ML/STOCK 19,5 ml 500.000   

EP 0,1 AP +  0,9 S. FISIOL. 19 ml 2.500 750 6 

JP 0,3 EP +  0,7 S.FISIOL. 9 ml 75 25 1 

IP 0,6 EP + 0,4 S.FISIOL. 9 ml 150 50 2 

HP 1,2 EP + 0,8 S.FISIOL. 8 ml 300 100 3 

GP 2,4 EP + 0,6 S.FISIOL. 7 ml 600 200 4 

FP 5 EP 5 ml 1.250 416,6 5 

DP 0,2 AP + 0,8 S.FISIOL. 19ml 5.000 1.666,6 7 

CP 0,4 AP + 0,6 S.FISIOL. 19 ml 10.000 3.333,3 8 

BP 1 AP 19 ml 25.000 8.333,3 9 
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ANEXO F - Doses de acetilcolina utilizadas no protocolo de avaliação da função 

endotelial venosa. 

 

 

ACETILCOLINA 
FRASCO 3 mg 

 

 STOCK SORO 
FISIOLÓGICO ng/ml ng/min Seqüência 

de infusão 

MÃE 3 mg 10 300.000   

ACH A 0,4 ml/mãe +  0,6 ml S. FISIOL. 9 12.000 3.600  

ACH B 0,2 ml/mãe +  0,8 ml S.FISIOL 9 6.000 1.800 5 

ACH C 2,0 ml A 8 2.400 720 4 

ACH D 2,0 ml B 8 1.200 360 3 

ACH E 0,2 ml B + 0,8 ml S. FISIOL. 9 120 36 2 

ACH F 1,0 ml E 9 12 3,6 1 
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ANEXO G - Concentração de fenilefrina diluída nas concentrações de acetilcolina e 

nitroprussiato de sódio para manter o estado de venoconstrição (ED70). 

 
 

DILUIÇÃO ng/ml ml/DILUIÇÃO ACh/ml e NPS/ml 

JP 75 0,25 EP 7 

IP 150 0,5 EP 7 

HP 300 1,0 EP 7 

INTERM 450 1,5 EP 7 

GP 600 1,0 DP 7 

INTERM 925 1,5 DP 7 

FP 1.250 1,0 CP 7 

INTERM 1.850 1,5 CP 7 

EP 2.500 0,8 BP 7 

INTERM 3.750 1,2 BP 7 

DP 5.000 1,6 BP 7 

INTERM 7.500 2,4 BP 7 

CP 10.000 3,2 BP 7 

INTERM 18.750 0,3 AP 7 

BP 25.000 0,4 AP 7 
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ANEXO H - Doses de nitroprussiato de sódio utilizadas no protocolo de avaliação da 

função endotelial venosa. 

 

 

NITROPRUSSIATO DE SÓDIO (NPS) 
FRASCO 100 mg 

 

 STOCK SORO 
GLICOSADO ng/ml ng/min Seqüência 

de infusão 

MÃE 100 mg 4 ml 25   

NPS A 0,1 ml/mãe + 0,9 S.GLIC. 19 125.000 39.625  

NPS B 0,5 ml/A + 0,5 S.GLIC. 19 3125 990,6 2 

NPS C 0,25 ml/A + 0,75 S.GLIC. 19 1.562,5 495,3 1 
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