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RESUMO

O trabalho tem como objetivo estudar a resposta inflamatoria, o estresse oxidativo e a
disfuncdo endotelial utilizando biomarcadores de risco da doencga aterosclerdtica em pacientes
com doenga vascular obstrutiva periférica (DAOP) dos membros inferiores. Foi realizado um
estudo transversal, onde os niveis séricos dos biomarcadores inflamatorios e da coagulagdo (
fibrinogénio, Proteina C Reativa ultrassensivel e homocisteina), dos marcadores de estresse
oxidativo (Glutationa, Catalase e Super6xido Dismutase) e do nitrito como marcador de
disfuncdo endotelial, foram dosados em 30 pacientes portadores de DAOP dos membros
inferiores com idade entre 45 e 75 anos, divididos em dois grupos, o primeiro com doenca em
fase inicial ou intermediéria (Fontaine I1a) e o segundo com doenga em fase avancada (Fontaine
IIb e I11), aléem do grupo controle, sendo usado o teste de regressdo linear para avaliacdo dos
resultados. A avaliacdo dos resultados mostrou que os niveis plasmaticos da PCRus e do
fibrinogénio estavam elevados nos dois grupos (p < 0,05), os niveis plasmaticos da catalase,
glutationa e superdxido dismutase estavam diminuidos nos dois grupos (p < 0,05), tendo a
homocisteina apresentado p > 0,05, sendo observado relacdo de dependéncia entre os marcadores
inflamat6rios com os marcadores de estresse oxidativo e de disfun¢do endotelial. Na doenca em
fase inicial ou intermediéria essa relagdo foi maior entre a PCRus e os trés marcadores de estresse
oxidativo, sendo a catalase a com maior relacdo, tendo R?= 41,68%, seguida da superéxido
dismutase com R%*= 3,07% e da glutationa com R?= 2,57%, apresentando um coeficiente de
determinacéo final R’= 47,32%. Também foi observado relacdo de dependéncia dos marcadores
de estresse oxidativo com os marcadores inflamatérios e de disfuncdo endotelial no grupo de
DAORP inicial ou intermediaria, verificando-se maior associacdo entre catalase e PCRus e

glutationa e PCRus, com coeficiente de determinacdo R*= 41,62% e p= 0,0091 e coeficiente de



determinagdo R’= 3,28% e p= 0,039 respectivamente, com coeficiente de determinacéo final R’=
44,90%, demonstrando haver relacdo de dependéncia nas mesmas proporcdes entre inflamacéo e
estresse oxidativo na fase inicial ou intermediaria da DAOP. Quando observado o0s pacientes do
Grupo B, o fibrinogénio apresentou relacdo de dependéncia com os trés marcadores de estresse
oxidativo, com R?= 37,34%, a PCRus com coeficiente de determinacdo R?= 11,60%, que
somados apresentam um coeficiente de determinacio de R?= 48,94 %, n4o se verificando relagdo
de dependéncia entre estresse oxidativo e marcadores inflamatorios nesse grupo. A avaliacdo de
dependéncia dos marcadores inflamatdrios em relacdo aos de estresse oxidativo dos grupos A e B
mostra um coeficiente de determinacdo R?= 96,32%, enquanto que 0 marcadores de estresse
oxidativo relacionados com os marcadores inflamatorios, apresentam um coeficiente de
determinagdo R’= 44,90%. Estes resultados mostram que os marcadores inflamatérios tiveram
uma dependéncia de 96,32% em relacdo aos marcadores de estresse oxidativo, sugerindo que o
estresse oxidativo predomina sobre a inflamagé&o, corroborando para a hipdtese de que o estresse
oxidativo é o principal fator que desencadeia o processo inflamatorio na patogénese da DAOP.

Palavras-chave : Biomarcadores. Estresse oxidativo. Doenca vascular . Inflamagéo. Endotélio.



ABSTRACT

This work has as objective to investigate the inflammatory response, the oxidative stress
and the endothelial malfunction by using biomarkers of the arteriosclerotic disease risk in patients
carrying obstructive peripheral vascular disease ( PVD) of the inferior limbs. This cross-sectional
study where seric levels of the inflammatory biomarkers and coagulation (fibriginogen, C-
Reactive Protein — us and homocistein), of the oxidative stress markers (Glutathione, Catalase
and Superoxide Dismutase) and of the nitritum as a marker of the endothelial malfunction, have
been dosed in 30 patients, bearers of the PVD of inferior limbs, aged between 45 and 75,
distributed into two groups, the first group carrying the disease in its initial or intermediate phase
(Fontaine | and Ila) and the second group in advanced phase (Fontaine Ilb and Ill), besides the
control group. The linear regression test was employed with the purpose of evaluating results.
the CRPus and fibriginogen plasma levels showed an increased in both groups (p < 0.05), the
catalase, glutathione and superoxide dismutase plasma levels showed a decrease in both groups
(p < 0.05), the homocistein showed p >0.05, and a dependence relation of the inflammatory
markers, oxidative stress markers and the endothelial malfunction was observed. During the
initial phase of the disease, this relation was more relevant between the CRPus and the three
oxidative stress markers, being the catalase the one with more evident relation, R*= 41.68%;
followed by the superoxide dismutase, R*= 3.07% and the glutathione, R?= 2.57%, presenting a
final total coefficient of R?= 47.32%; a dependence relation was also observed among oxidative
stress markers, the inflammatory markers and the endothelial malfunction in the PVD initial or
intermediate group, and greater association among catalase, CRPus and glutathione was detected
with determination coefficient of R?= 41.62% and p = 0.0091 and determination coefficient of
R?= 3.28% and p = 0.039 respectively, with final determination coefficient of R’= 44.90%,



demonstrating an existing dependence relationship in equal proportions among inflammation and
oxidative stress in PVD initial or intermediate phase. Whem Group B patients were assessed the
results showed that fibriginogen holds a dependence relation with the three oxidative stress
markers, with R?= 37.34%, the CRPus with determination coefficient of R?= 11.60%, that reach
up a determination coefficients of R?= 48.94 %. Dependence relation between oxidative stress
and inflammatory markers was not observed in this group. The evaluation of inflammatory
markers dependency when groups A and B oxidative stress markers were considered, they
showed a coefficient of determination of R?= 96.32%, whereas the oxidative stress markers in
relation to the inflammatory markers present a determination coefficient of R?= 44.90%. These
results showed that the inflammatory markers had 96.32% dependency in relation to the oxidative
stress, suggesting that the oxidative stress predominates over the inflammation. These results
validate the hypothesis that oxidative stress is the main factor to start the inflammatory process in
the PVD pathogenesis.

Key words: Biomarkers. Oxidative stress. Vascular disease. Inflamation. Endothelium.



LISTA DE ABREVIATURAS

- (0-2) - anion superéxido

- 0, Oxigénio singlet

- ADP - adenosina difosfato

- AVC - acidente vascular cerebral

- CAT - catalase (CAT)

- CMLV - celulas do masculo liso vascular

- CO - monoxido de carbono

- DAOP - Doenga Arterial Obstrutiva Periférica

- DAC - Doenca aterosclerdtica coronariana

- DCV - doengas cardiovasculares

- DM - Diabetes Melito

- ECA -enzima conversora da angiotensina

- ECE - enzima conversora de endotelina

- EDCFs - fatores constritores derivados do endotélio.
- EDHF - fator hiperpolarizante derivado do endotélio
- EDRFs - fatores relaxantes derivados do endotélio.

- ELAM - moléculas de adesdo endotelial de leucdcitos
- EROS - espécies reativas de oxigénio

- ET1 - endotelina

- Fg - fibrinogénio
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- FGF -fator de crescimento béasico do fibroblasto

- FTC-B - fator de transformacgéo de crescimento-f

- G6PD - glicose-6-fosfato desidrogenase

- GPx - glutationa peroxidase

- GSH - glutationa

- GSH-Rd - glutationa-redutase

- GSSG - glutationa oxidada

- H,0, . perdxido de hidrogénio

-HDL - lipoproteinas de alta densidade

- He - Homocisteina

- HHe - hipermomocisteinemia

- HO, " - radical hidroperoxila

- ICAM - molécula de adeséo intercelular

- I-likeGF - fator de crescimento semelhante a insulina

- IRC - Insuficiéncia Renal Cronica

- ITB - indice de pressao tornozelo-brago

- JUPITER -Justification for the use of Statins in Primary Prevention: an Intervention
Trial Evaluting Rosuvastatin

- LDL - lipoproteinas de baixa densidade

- MCP-1( monocyte chemoattractant protein)

- MLV - masculo liso vascular

- NADPH - nicotinamida adenina dinucleotideo- fosfato oxidase
- NADPH - nicotinamida-adenina-dinucleotideo-fosfato reduzida
- NO - 6xido nitrico .

- OH - radical hidroxila

- 8-OHdG - 8-Hydroxy-2-deoxy-2-deoxyguanosine (8-OHdG)
- ONOO- peroxinitrito

- PCRus - Proteina C Reativa Ultrassensivel

- PDGF - fator de crescimento das plaquetas (PDGF),

- PECAM - molécula de adesdo plaquetaria endotelial
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- PGH2 - endoperdxidos

- PGI2 - prostaciclina

- SOD - superéxido dismutase

- TNF-a — fator de necrose tumoral o

- TXA2 - tromboxano

- VCAM - molécula de adesdo de células vasculares

- VLDL- lipoproteinas de densidade muito baixa

-TGBp - (fator de crescimento tecidual)

- FTC-B ( fator de transformacdo de crescimento)
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1 INTRODUCAO

A doenca cardiovascular é a principal causa de morte e incapacidade que mais cresce no
mundo e estima-se que até 2020 supere as doencas infecciosas nesse quesito. A doenca
coronariana, cérebro-vascular e arterial periférica correspondem as principais manifestagdes da
arteriosclerose, tendo alcangado um grande progresso no diagndstico, prevencéo e tratamento nos
ualtimos trinta anos (HACKAM; ANAND, 2003). Representam a maior causa de morte em paises
ocidentais e no Brasil, sdo responsaveis pela morte de 300 mil pessoas/ano e correspondem a
16% dos gastos do Sistema Unico de Satde (BRASIL, 2008).

Um dos mais importantes avancos na epidemiologia da doenca foi a identificacdo dos
fatores de risco para a doenca cardiovascular, atraveés de estudos prospectivos como o de
Framingham, onde a hipertensdo arterial, dislipidemia, tabagismo e o diabetes melito foram
identificados como os mais importantes fatores de risco classicos da doenca  (KANNEL ;
MCGEE, 1985). A partir desses avangos, o conhecimento da arteriosclerose evoluiu
drasticamente com o crescimento da biologia vascular (ALEXANDER ; DZAU , 2000).
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O estudo pioneiro de Furchgott e Zawadzki (1980) demonstrou que a célula endotelial
controla o tonus vascular, a coagulagdo, a trombdlise, a remodelagdo vascular, a resposta
inflamatoria e imune provocando alteracdes funcionais adaptativas atraves da liberacdo de varias
substancias com atividades pr6 e anticoagulantes, capazes de promover a adesdo de moléculas e
com agOes vasoativas. A homeostase vascular é o resultado da regulagdo dindmica dessas
fungdes, sendo o 6xido nitrico (NO) a principal substancia anti-aterogénica.

O oxido nitrico (NO) é produzido na célula endotelial vascular a partir do aminoacido L-
arginina em um processo catalisado pela enzima éxido-nitrico-sintase (NOs ). Além da sua acdo
vasodilatadora, o NO inibe a adeséao e a agregacdo plaquetaria, impede a proliferagdo do musculo
liso vascular, limita o recrutamento vascular de leucdcitos e inibe a producdo do fator tecidual
que é um determinante critico na geracdo do trombo. Enquanto o NO ¢é a principal substancia
vasodilatadora liberada pelo endotélio, a endotelina 1 (ET1) age contrariamente ao NO, tendo um
efeito vasoconstritor, além de aumentar a atividade central e periférica do sistema nervoso
simpatico, de possuir acdo natriurética e de estimular o sistema renina-angiotensina-aldosterona.
Na presenca de fatores inflamatorios e dos fatores de risco cardiovascular mais freqlientes, ha
perda da acdo protetora do endotélio, com aumento da propensdo a vasoconstri¢cdo, trombose,
inflamacdo e proliferacéo celular na parede do vaso. Assim, a perda da atividade biol6gica do NO
é denominada de disfuncdo endotelial (FORSTERMANN; MUNZEL, 2006).

A geragdo de radicais livres é o processo final de lesdo celular da maioria dos fatores de
risco cardiovasculares, sendo denominado de estresse oxidativo. Ocorre um estresse oxidativo
quando os mecanismos de defesa vascular sdo esgotados por excesso de producgéo de radicais
livres ou ndo sdo eficientes para tamponar o efeito destas espécies. Pode ser prevenido ou sofrer
reparo por intervencfes que bloqueiam vias metabdlicas da geracdo de espécies reativas de
oxigénio (EROS) ou que simulam ou multiplicam os efeitos dos mecanismos de defesa
fisioldégicos. No intersticio vascular, as altas concentracbes da superdxido dismutase (SOD)
sugerem um papel defensivo (STRALIN; KARLSSON; JOHANSSON, 1995).

Nao esta claro se todo estresse oxidativo vascular é acompanhado, necessariamente de

disfuncdo do relaxamento dependente do endotelio. O estresse oxidativo vascular leva a
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inativacdo do 6xido nitrico de origem endotelial e € um importante fator de disfuncéo endotelial
na arteriosclerose. A modificacdo oxidativa da LDL (lipoproteina de baixa densidade) é a
primeira teoria consistente de aterogénese a unificar os componentes celulares e lipidicos na
placa de ateroma. Na lesdo vascular o estresse oxidativo ocorre como parte da resposta vascular a
lesdo e parece estar envolvido nas fases iniciais como mediador do programa génico de
reparacdo. Ha evidéncias que sugerem que a atividade enzimatica da nicotinamida adenina
dinucleotideo- fosfato (NADPH) oxidase vascular é um dos principais mecanismos produtores de

superoxido na resposta de reparacdo vascular na arteriosclerose (LAURINDO, 2003).

A producgdo de EROS é usualmente um processo enzimético, estimulado por agonistas
especificos, cujos niveis estdo anormais em condi¢6es patoldgicas. O radical superdxido, uma das
principais EROS de interesse bioldgico, reage de modo rapido e favoravel com o NO, inibindo
sua bioatividade e gerando espécies reativas oxidantes secundarias, como o peroxinitrito
(ONOO-), um potente oxidante capaz de oxidar moléculas de LDL, causar disfungdo vascular e
nitrificar os residuos de tirosina das proteinas. O equilibrio interativo entre estas moléculas é
determinante da funcdo celular, por meio da regulacéo de proteinas especificas e lipideos. Desta
forma, a disfuncéo endotelial decorrente da agéo dos radicais livres pode ser resumida como uma
disfungéo da sinalizagdo redox vascular, ou seja, uma transducdo de sinais celulares mediada por
reacdes de transferéncia de elétrons, envolvendo radicais livres, que sdo intermediarios dotados
da existéncia independente e que apresentam um elétron desemparelhado na Gltima camada
(HAMILTON et al. 2004).

A producdo excessiva de EROS ou uma diminuicdo das defesas antioxidantes leva a
toxicidade celular por mecanismos de desequilibrio na sinalizacdo das células vasculares, com as
EROS agindo como segundo mensageiro intracelular, ou pela toxicidade quimica direta das
ERQOS pela alta reatividade destas espécies contra todos os componentes quimicos celulares, que
pode danificar o DNA e levar a apoptose. Uma das principais vias finais do estresse oxidativo é a
perda da bioatividade do NO, com consequente reducdo da capacidade vasodilatadora dependente
do endotélio. A perda da atividade bioldgica do NO denominada de disfuncédo endotelial, pode

ser 0 evento desencadeante da doenca arteriosclerética em humanos (LOSCALZO, 2003).
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Atualmente, um dos assuntos mais debatidos sobre a doenca cardiovascular € se a
proteina C-reativa (PCR), um componente da resposta inflamatoria de fase aguda, é ou ndo um
fator causal na patogénese da arteriosclerose. Caso seja, as implicacGes poderiam ser de longo
alcance e incluiriam novas abordagens para a prevencdo e tratamento do infarto do miocérdio e
acidente vascular cerebral (SCIRICA; MORROW, 2006; PEPYS; HIRSCHFIELD; TENNENT,
2006). O grande apoio para o papel da PCR na patogénese da arteriosclerose vem em grande
parte de estudos epidemioldgicos que observaram uma associagdo entre niveis elevados no
plasma de PCR e eventos cardiovasculares (SCIRICA; MORROW, 2006; DANESH,;
WHEELER; HIRSCHFIELD, 2004; RIDKER, 2007). A forca do teste estatistico de tais
associacOes € pelo menos tdo robusto quanto a dos fatores de risco estabelecidos como
hipertensdo, diabetes e hipercolesterolemia (RIDKER, 2007). Porém, a estatistica ndo determina
causalidade, os questionamentos sobre a PCR decorrem do fato de que a mesma podera estar
elevada em outros grupos de fatores de risco cardiovasculares multiplos, como fumo, hipertenséo,

obesidade, falta de atividade fisica e baixo estado socio-econémico (EVERETT et al. 2006 ).

Ben-Yehuda (2007) faz criticas ao uso da PCRus como marcador de risco da doenca
cardiovascular citando varios estudos como o de Wang et al. (2006); Khera et al. (2006); Sattar et
al. (2007), nos quais a dosagem da PCRus mostra resultados modestos quando comparados com
fatores de risco tradicionais. Questiona que diante desses resultados divergentes, como podemos
fazer uso dessa literatura, se hd uma explicacdo biolégica ou de metodologia para essa
variabilidade. Entretanto, apesar da divergéncia de publicacfes ndo se pode excluir a possibilidade da
arteriosclerose ativar a elevacdo dos niveis de PCRus (SCHUNKERT; SAMANI, 2008).

A arteriosclerose pode ser considerada como uma doenga inflamatdria crénica do sistema
arterial, com implica¢des clinicas importantes, sendo que somente cerca de 50% dos pacientes
apresentam hiperlipidemia, que € o objetivo principal do tratamento preventivo, fazendo com que
exista um grande interesse na identificacdo do papel na patogénese da DAOP. A proteina C-
reativa ultrassensivel (PCRus) e o fibrinogénio sdo marcadores plasmaticos ndo especificos da
fase aguda da inflamag&o e o seu estudo tem tido um interesse especial durante os ultimos anos
por varias razdes. Estas razbes incluem o papel direto e o seu potencial na patogénese e

progressdo da doenca e 0 seu uso como marcadores para monitorar tratamentos potenciais.
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Entretanto, ainda ndo foi estabelecido por quais mecanismos que os niveis elevados de PCRus e
fibrinogénio na fase aguda da inflamacdo estdo envolvidos na geragédo, desenvolvimento e
gravidade da DAOP. Um dos possiveis mecanismos pelos quais a inflamacéo levaria a ocorréncia
da DAOP poderia ser por alteracdo das propriedades funcionais do endotélio, ativando uma série
de mudancgas relacionadas diretamente ao comego, progressdo e gravidade clinica da
arteriosclerose (DE HARO et al. 2008).

Atualmente, estuda-se a doenca arteriosclerotica ndo apenas como decorréncia de
acumulo de lipideos nas paredes dos vasos, mas também como consequéncia da disfuncdo
endotelial e da ativacdo do sistema inflamatorio, estresse oxidativo e alteragbes da
coagulabilidade (MALLIKA; GOSWAMI; RAJAPPA, 2007).

Muitos individuos desenvolvem doenca cardiovascular na auséncia de anormalidades no
perfil de lipoproteinas. Por isso, a viabilidade de se efetivar tratamentos para a prevencdo de
doencas cardiovasculares e seus desfechos negativos, traduz-se em uma necessidade imperativa
de identificar individuos de baixo, médio e alto risco, dentro de uma determinada populacdo para
a aplicacdo de intervencgdes eficazes, antes dos problemas manifestarem-se. Esta nova idéia a
respeito do conhecimento da patogénese da arteriosclerose levanta questionamentos e abre
oportunidades na prevencdo e terapia desta doenca. Portanto, o entendimento da biologia bésica
da inflamacdo, do estresse oxidativo e da disfun¢do endotelial na arteriosclerose proporcionaria
um melhor suporte clinico que poderia alterar o caminho da préatica da medicina preventiva e

propiciar beneficios para a satde publica.

Neste estudo utilizaremos como base as dosagens séricas de proteina C reativa ultra-
sensivel (PCRus), fibrinogénio e homocisteina como marcadores inflamatorios e da coagulagéo
em pacientes com doenga arterial obstrutiva periférica dos membros inferiores, pois representam
um grupo de exames laboratoriais disponiveis no exercicio da atividade clinica. Para avaliacdo do
estresse oxidativo serdo dosadas a catalase e superdxido dismutase representando o mecanismo
de defesa antioxidante enzimético e a glutationa o ndo enzimatico, e o 6xido nitrico para

disfuncdo endotelial através do seu metabolito nitrito.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Estudar a resposta inflamatdria, o estresse oxidativo e a disfun¢do endotelial utilizando
biomarcadores de risco da doenca arteriosclerdtica em pacientes com doenga arterial obstrutiva

periférica (DAOP) dos membros inferiores.
2.2 ESPECIFICOS
a) Investigar a existéncia de relacdo entre os biomarcadores inflamatorios, da coagulagéo,

do estresse oxidativo e de disfuncdo endotelial com os fatores de risco tradicionais da

doenca arterial obstrutiva periférica dos membros inferiores;
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b) Investigar a existéncia de relacdo entre os biomarcadores inflamatdrios e da coagulagéo
com os marcadores de estresse oxidativo e de disfuncdo endotelial, em pacientes com

doenca arterial obstrutiva periférica dos membros inferiores;

c) Auvaliar se ha relacdo entre os marcadores de inflamacdo, da coagulacdo, do estresse
oxidativo e da disfuncdo endotelial, conforme o grau e evolucdo da DAOP;

3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 ENDOTELIO

O organismo necessita de suprimento adequado de sangue para 0s tecidos e para que isso
ocorra depende do endotélio integro e funcional. O endotélio recobre todos os vasos do
organismo, desde o coragdo, artérias de grande, médio e pequeno calibre, até arteriolas e
capilares, além de toda rede venosa e vasos linfaticos (NASCIMENTO; PATRIARCA,;
HEIMANN, 2003).

As artérias conduzem o sangue e regulam o bombeamento do coragdo, permitindo uma

perfusdo sanguinea para nutricdo celular. Os capilares desempenham um papel importante no
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transporte de substancias, nutricdo celular e remocdo de produtos do metabolismo celular, tendo
pouca importéancia na regulacdo do tonus vascular devido a falta de elementos musculares na sua
parede. A célula endotelial controla o ténus vascular, a coagulacdo, a trombdlise, a remodelagdo
vascular e a resposta inflamatéria e imune (FURCHGOTT; ZAWADZKI, 1980).

O endotélio integro forma uma extensa rede de protecdo entre 0os componentes do sangue
e os tecidos, permitindo a sua fluidez, evitando a sua coagulacdo, requerendo para isso a
manutengdo da sua integridade. Quando ocorre perda da sua continuidade, tentam refazer suas
conexdes intercelulares, como o que observamos nos implantes de vasos sintéticos, onde as
células endoteliais replicam e migram, recobrindo toda a superficie vascular novamente. A célula
endotelial, através de sua extensa rede de transmissdo de informacdes, detecta alteracdes da
pressao arterial, fluxo sanguineo, balanco oxidativo, coagulacdo, sinal de inflamacéo e ativagdo
do sistema imune (NASCIMENTO; PATRIARCA; HEIMANN, 2003).

O endotélio € uma monocamada de epitélio pavimentoso, podendo ser considerado um
6rgdo enddcrino ativo em resposta a estimulos humorais, neurais e mecénicos. As substancias
vasoativas produzidas sdo denominadas como fatores relaxantes derivados do endotélio (EDRFs)
e fatores constritores derivados do endotélio (EDCFs). O oOxido nitrico (NO), prostaciclina
(PGI2), monéxido de carbono (CO) sdo EDRFs e a endotelina (ET1), produtos da ciclooxigenase
como endoperdxidos (PGH2), tromboxano (TXA2), espécies reativas de oxigénio (EROS) como
0 anion superéxido (Oy) sdo EDCFs (DIEDRICH et al. 1990). Séo liberados também pelo
endotélio interleucinas, fatores de crescimento, inibidores de plasminogénio e fator de Von
Willebrand (SCHIEFFER et al. 1997).

O oxido nitrico desempenha um papel protetor dos vasos sanguineos através do estimulo
fisioldégico da forca de arraste e a tensdo de cisalhamento (shear stress) exercida pelo fluxo
sanguineo sobre as células endoteliais, levando a producdo basal de NO, mantendo o vaso em um
estado de constante vasodilatacdo (REINHARDT et al. 1996). A funcdo do endotélio ndo se
restringe apenas a regulacdo do tdnus vascular, estendendo-se ainda a regulagdo da proliferacédo e
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migracdo de células do musculo liso vascular e adesdo de leucocitos. Exerce potente efeito anti-
aterogénico prevenindo a adesdo e agregacdo plaquetaria (ZAKHARY et al. 1996).

A disfuncdo endotelial relacionada a produgdo diminuida de NO e aumentada de ET1
parece estar envolvida na maioria dos fatores de risco cardiovasculares (SADER,;
CELERMAJER, 2001).

As substancias vasodilatadoras produzidas pelo endotélio sdo o éxido nitrico que é o mais
pontente agente vasodilatador, inibidor da agregacao plaquetéria, da coagulacdo e da proliferacdo
celular; a bradicinina, um vasodilatador dependente da agdo do Gxido nitrico; a prostaciclina,
produzida através da acdo da ciclooxigenase sobre o acido araquidénico, sendo também um
potente inibidor da agregacdo plaquetaria; a serotonina e a histamina que atuam em receptores
especificos, promovendo a vasodilatagdo através do AMPc e o fator hiperpolarizante derivado do
endotélio ( EDHF ) ao qual acredita-se ser um produto da via ciclooxigenase, promovendo a
abertura dos canais de potéssio, fechamento dos canais de célcio, hiperpolarizacdo da célula do
musculo liso vascular e o seu relaxamento (NASCIMENTO; PATRIARCA; HEIMANN, 2003).

As substancias vasoconstritoras produzidas pelo endotélio compreendem o sistema
renina-angiotensina que é composto pela renina, angiotensinogénio, enzima conversora da
angiotensina (ECA) que medeia a converséo da angiotensina | em angiotensina Il e o receptor da
angiotensina 1. No musculo liso vascular foram identificados dois tipos de receptor da
angiotensina 11, os receptores ATl e ATIIl. Os receptores ATI provocam vasoconstricdo e
producdo de anion superéxido atraves da NAD(P)H oxidase, enquanto o ATII causa
vasodilatacdo mediada pelo endotélio através do Oxido nitrico. O Oxido nitrico diminui a
atividade da ECA (SIRAGY; CAREY, 1997).

A enzima conversora de endotelina (ECE) converte a endotelina inativa em ativa ligando-
se aos receptores A ou B no masculo liso causando vasoconstri¢do. A ativagdo do receptor tipo A
provoca vasoconstricdo e proliferacdo de células do musculo liso vascular e sintese de

angiotensina Il e esta pode estimular a producdo de endotelina. A angiotensina Il e a endotelina
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sdo 0s mais potentes estimuladores de proliferacdo celular. A endotelina se apresenta sob a forma
de trés isoformas, ET1, ET2, ET3. Na membrana plasmatica da célula endotelial foi identificada
a enzima ECE-1 que pode ser inibida pelo anion superoxido, porém ndo sendo inibida pelo NO.
Este efeito pode funcionar como um gatilho bioldgico para evitar a vasoconstrigdo intensa que

poderia ser causada pelos dois agentes vasoconstritores (LOPEZ-ONGIL, 2000).

A angiotensina Il, o fator de crescimento tecidual (TGBp) e o LDL (lipoproteinas de
baixa densidade) podem estimular a sintese de endotelina, participando ativamente na
fisiopatologia da arteriosclerose. A angiotensina Il estimula a vasoconstricdo, a liberacdo de
endotelina e a geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROS). As espécies reativas de oxigénio
oxidadas (EROx) estimulam a proliferacdo celular e podem aumentar o efeito proliferativo e
vasoconstritor da angiotensina Il através da inativacdo do agente anti-proliferativo e
vasodilatador Oxido nitrico. As EROx produzidos pela célula endotelial, podem permanecer
dentro da célula e inativar o NO, lesar cadeias enziméticas, proteinas, LDL e membrana celular
( KUNUSCH; MEDFORD, 1999).

O Tromboxano A2, serotonina (no endotélio lesado), acido aracddnico, prostaglandina
H2, trombina e a nicotina possuem agdo vasoconstritora. O fator de crescimento das plaquetas
(PDGF), o fator de crescimento basico do fibroblasto(FGF), o fator de crescimento semelhante a
insulina (I-likeGF), angiotensina Il, endotelina e o &nion superoxido sdo ativadores do
crescimento das células do masculo liso vascular (CMLV) liberado pelo  endotélio
(NASCIMENTO; PATRIARCA; HEIMANN, 2003).

A angiotensina Il estimula a proliferacdo de células do musculo liso vascular (MLV)
através da ativacdo da ATI ou pela producdo de anio superéxido ou pela inativagdo de Oxido
nitrico. O endotélio também produz substancias inibidores do crescimento das células musculares
lisas vascular e neste grupos se incluem o éxido nitrico, um potente agente antiproliferativo,
prostaciclina, bradicinina, sulfato de heparina e o FTC-B. (NASCIMENTO; PATRIARCA,;
HEIMANN, 2003).
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O endotélio libera moléculas de adesdo com a finalidade de evitar a ruptura da integridade
vascular durante o processo inflamatorio, sendo constituidas pela molécula de ades&o intercelular
(ICAM), molécula de adesdo de células vasculares (VCAM) e moléculas de adesdo endotelial de
leucécitos (ELAM). Regulam a migragdo linfocitéria e a interacdo entre as células ativadas e a
resposta imunolégica. Os leucdcitos, mondcitos e linfécitos circulam como células ndo aderentes,
mas para que o sistema imune atue de forma efetiva, tornam-se aderentes para poder cruzar a
barreira endotelial. O o¢xido nitrico é o principal modulador das moléculas de adesao
(NASCIMENTO; PATRIARCA; HEIMANN, 2003).

O processo arteriosclerdtico ocorre em parte a partir da infiltracdo de células da circulagdo
sanguinea para locais especificos do endotélio. A compreensdo desses mecanismos permite
entender como uma resposta inflamatoria sistémica pode trazer consequéncias locais sobre placas
de arteriosclerose responsaveis pelas manifestagdes clinicas da doenca vascular periférica. Essa
nova classe de moléculas chamadas de moléculas de adesdo, desempenham seu papel através da
mediacdo entre as diversas células envolvidas no processo inflamatorio vascular, participam de
processos como migracdo celular, sinalizagdo e aderéncia, estando presentes em diversas células
como plaquetas, mondcitos e células musculares lisas. A interrupcdo de muitas dessas interacfes
celulares ja apresentam aplicagbes na prética clinica limitando e até interrompendo o
desenvolvimento de placas arterioscleréticas, reduzindo sua lenta evolugdo bem como suas
rupturas agudas (SERRANO JUNIOR; FERNANDES; LUZ, 2003).

As moléculas de adesdo, de acordo com sua estrutura e fungdo, podem ser divididos em
trés grupos: integrinas, selectinas e a super familia de imunoglobulinas (SERRANO JUNIOR;
FERNANDES; LUZ, 2003).

As Integrinas sdo heterodimeros que compreendem uma unidade o e B ligadas ndo
convalentemente. A combinacdo entre as diversas unidades a ¢ f formam os diversos tipos de
integrinas existentes. As unidades  dividem as integrinas em trés subfamilias principais; as
integrinas Bl que correspondem as moléculas de aparecimento tardio ( very late appearing
antigen, VLA), que aparecem em linfocitos ap0s a estimulagdo mitogénica; as integrinas B2 que

constituem as moléculas associadas a linfocitos, sendo a principal a LFA-1 ( Leukocyte Function-
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Associated Antigen-1) e as integrinas B3 ou citoadesinas que formam as integrinas de plaquetas,
constituindo a glicoproteina Ilb/llla e o receptor de vitronectina (SERRANO JUNIOR;
FERNANDES; LUZ, 2003).

As integrinas B1 sdo responsaveis pela adesdo celular & proteinas de matriz extracelular ,
as B2 sdo encontradas exclusivamente em leucécitos e interagem com fibrinogénio e moléculas
de imunoglobulinas e as B3, encontradas em plaquetas, sdo passiveis de ativagdo e responsaveis
pela agregacdo plaquetaria através da adesdo com o fibrinogénio, a fibronectina e o fator de Von
Willebrand (SERRANO JUNIOR; FERNANDES; LUZ, 2003).

As Selectinas sdo proteinas que se ligam a sitios comuns de carboidratos cuja funcéo
principal ¢ a de promover a migracdo de leucdcitos para diversos tecidos, em especial o
endotélio. Dividi-se em trés grupos, a L-selectina (CD62L), a E-selectina (CD62E) e a P-
selectina (CD62P), sendo que a primeira se expressa apenas em leucocitos e as demais no
endotélio, tendo todas a mesma funcdo de regulacdo da interacéo leucocito-endotélio. Realizam o
inicio da adesdo de leucdcitos ao endotélio em fungdo de suas propriedades de ligagdo de baixo
grau de aderéncia e rapida ativacao e desativagdo, permitindo o rolamento de leucocitos sobre o
endotélio (SERRANO JUNIOR; FERNANDES; LUZ, 2003).

A Superfamilia de Imunoglobulinas tém como funcdo principal o reconhecimento das
integrinas presentes nos leucdcitos e plaquetas, além da transdugdo de sinais intercelulares. Os
principais componentes desse grupo sdo as moléculas de adesdo vascular-1 (VCAML1), molécula
de adesdo intercelular-1 e -2 (ICAM-1 e ICAM-2) e a molécula de adesdo plaquetéria endotelial
(PECAM) (SERRANO JUNIOR; FERNANDES; LUZ, 2003).

A interacdo entre o endotélio, células inflamatdrias e as plaquetas ocorre de acordo com 0s
seguintes mecanismos (SERRANO JUNIOR; FERNANDES; LUZ, 2003):
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Interagdo Leucdcito-Endotélio: os leucdcitos se aderem, inicialmente, ao endotélio se
agarrando e rolando em sua superficie para uma posterior fixacdo e migracdo entre as células

endoteliais para sua localizagédo definitiva no espaco subendotelial.

Rolamento Celular no Endotélio: a adeséo leucocitéria ocorre através das selectinas, tendo
sua velocidade reduzida na circulacdo, entrando em contato proximo com o endotélio. A L-
selectina faz com que os leucdcitos aderidos se liguem a outros leucocitos circulantes,
perpetuando a resposta inflamatoria. A E-selectina estimula a produgdo de macrdéfagos e de
citocinas pelo endotélio. A P-selectina faz com que as plaquetas participem da rea¢do formando
um conglomerado inicial frouxamente ligado ao endotélio, em uma resposta inflamatdria,

imunoldgica e hemostatica e com interagGes entre diversos tipos de célula.

Ativacdo de Leucocitos: a reducdo da velocidade expfe essas células a fatores locais,
como quimiocininas e citocinas que promovam a expressao nessas células das integrinas p2 para

uma fixagdo mais definitiva.

Fixacdo dos Leucdcitos ao Endotélio: inicia-se 0 processo de ligacdo entre integrinas de
leuceitos com membros da super familia de imunoglobulinas ICAM- 1, ICAM-2 e VCAM-1
expressos na célula endotelial. Os leucdcitos se fixam ao endotélio e iniciam sua migragdo final.
O fibrinogénio funciona também como um receptor ICAM-1, sendo possivel que atue como uma

via de adesdo entre o endotélio e os leucécitos.

Migragdo de Leucocitos: ocorre pela migracdo das células ativadas e aderidas através das
juncgdes intercelulares do endotélio por mecanismo de reorientagdo de posicionamento das
integrinas ou participacdo de outros sinais indutores como o PECAM, e a partir desse ponto 0s

leuctcitos migram pela matriz extracelular guiados pela expressao de quimiocininas nos tecidos.

Interagcdo Plaquetas-Endotélio: as plaquetas circulantes ndo aderem ao endotélio integro
devido a acdo da prostaciclina e do éxido nitrico. Na disfuncdo endotelial a sua aderéncia ocorre

de forma semelhante aos leucécitos. A primeira forma de aderéncia de plagquetas se da através da
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interacdo do complexo de glicoproteinas Ib-1X-V com moléculas de Von Willebrand ou
fibrinogénio presentes na célula endotelial. As plaquetas sdo estimuladas por fatores como a
adenosina difosfato (ADP), epinefrina e coldgeno, posteriormente ocorre ativacdo da integrina,
via final de ativagdo plaquetaria. Essa integrina ativada se liga ao fibrinogénio, outras plaquetas e
a molécula de Von Willebrand formando agregados plaquetarios no local. Com o estimulo da
trombina, que transforma fibrinogénio em fibrina, as plaquetas contraem fortalecendo ainda mais

sua fixacdo ao endotélio.

O endotélio também libera fatores tromboliticos como o ativador tecido-especifico do
plasminogénio, trombomodulina e ativador do inibidor do Plasminogénio. O fator tecidual
ativador do plasminogénio facilita a fibrinolise, sendo também estimulado pela bradicinina e
oxido nitrico. O inibidor do ativador de fibrinogénio provoca a formacdo de trombos
intravasculares e é estimulado pela angiotensina Il e pela endotelina. O endotélio libera a
trombomodulina que modula a formacgdo do trombo intravascular, sendo o 6xido nitrico um
potente inibidor da trombogénese. O endotélio deve ser interpretado como um sensor biolégico
integrado, capaz de detectar o menor sinal de inflamagdo ou ativagdo de resposta imune ou
agressdo sistémica atraves de estimulo mecanico, biofisico ou metabdlico como ocorre no
diabetes, hipertensdo arterial, arteriosclerose, tabagismo, dislipidemia, hiperinsulinemia,
senilidade, processando a informagéo e respondendo de forma localizada ou global para corrigir a
alteracdo e manter a integridade do vaso sanguineo (NASCIMENTO; PATRIARCA;
HEIMANN, 2003).

3.2 TEORIAS DA ARTERIOSCLEROSE

Mallika, Goswami e Rajappa (2007) em estudo de revisdo descrevem as duas principais

hipoteses para o desenvolvimento da doenca.

3.2.1 Hipotese da resposta a lesdo
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Nesta hipdtese o endotélio ajuda a regular a homeostase do sistema cardiovascular. Esta
proposta € apoiada no fato de que o endotélio integro é capaz de libertar fatores antitrombdticos e
fibrinoliticos, além de um potente vasodilatador que € o 6xido nitrico (NO). Em vasos sanguineos
normais, o 6xido nitrico e a acetilcolina induzem vasodilatagdo, mas com o dano do endotélio,
ocorre alteragdo dessa fungdo. O endotélio lesado causa respostas anormais da acetilcolina,
aumentando a producdo de agentes vasoconstritores como o tromboxane A2 e da prostaglandina,
além disso desenvolvem mecanismos de sinalizacdo intracelular anormais que aumentam o calcio

intracelular_ e de fatores vasoconstritores derivados do endotélio (FLEMING, 2003).

A lesdo endotélial ativa a adesdo e agregacao plaquetaria no local do dano, favorecendo a
entrada de mondcitos na intima, e a proliferacdo da camada média da parede arterial. Este efeito
causa um abaulamento na parede arterial local, com aumento da invasdo de mondcitos, podendo
haver progressivamente uma reducdo da luz arterial. Esta combinacdo de alteragdes bioquimicas
e anatdmicas contribui para o estresse oxidativo e aumento do dano vascular, sendo consideradas

precursoras das alteragdes aterogénicas da parede arterial (FLEMING, 2003).

3.2.2 Hipotese oxidativa

A condicdo prévia para a captacdo de macréfago e acumulacgdo celular de colesterol é a
modificagdo oxidativa das lipoproteinas de baixo-densidade (LDL). A iniciacdo do processo de
oxidacdo ¢ induzido pela geracdo intracelular de lipoperoxidases que é transferido ao LDL
pelo desenvolvimento de radicais livres, superdxidos. Estas espécies iniciam uma série de
reacbes quimicas que sdo chamadas de peroxidacdo lipidica. Estas rea¢des quimicas sao
mantidas pela conversdo de lecitina a liso-lecitina, catalisado pela enzima fosfolipase A2. A
peroxidacdo lipidica contribui para a destruicdo dos componentes de lipidio da membrana
plasmética e aumenta a liberacdo de acidos gordurosos por fragmentacdo &cida gordurosa e pela
formacdo das espécies reativas intermediarias, como as lipoperoxidases. Estas subjugam LDL e
sdo geradas continuamente por ions de Cu2+ junto com radicais peroxis. As lipoperoxidases sao
toxicas para a membrana plasmatica e também combinam com a apolipoproteina B (apo B) e
fosfolipides para impedir que o LDL se ligue ao seu receptor. O LDL pode sofrer acetilacdo a

uma forma oxidada que néo pode entdo se ligar com receptores nativos. O LDL oxidado (Ox-
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LDL) contém liso-fosfatidilcolina que € um quimiotaxico potente para macrdéfagos. A liso-
fosfatidilcolina regula a expressdo das moléculas de adesdo das células vasculares como a
molécula de adesdo intercelular -1 (ICAM- 1) que esta presente dentro do endotélio e aumenta a
adesdo de mondcitos. O LDL oxidado fagocitado, inibe a motilidade dos monécitos. Os
macrofagos que contém o LDL fagocitado, sdo chamados de células espumosas, devido a
aparéncia de lipideos na microscopia (SCHOEN, 1996).

3.3. DESEQUILIBRIO REDOX, RESPOSTA VASCULAR A LESAO E
ARTERIOSCLEROSE

Na disfuncdo endotelial, h4 evidéncias da participacdo das espécies reativas de oxigénio
(EROS) na sinalizacdo do crescimento, proliferacdo, senescéncia e apoptose, caracterizando uma
disfuncdo redox. Estas descobertas séo importantes para o melhor conhecimento da fisiopatologia
da arteriosclerose, vasculopatia diabética, hipertensiva e re-estenose pds angioplastia. A teoria
oxidativa da arteriosclerose ampliou o papel fisiopatologico dos radicais livres (LAURINDO,
2003).

As EROS sdo encontradas em todos os sistemas biolégicos. Em condi¢des fisioldgicas do
metabolismo celular aerébio o O, sofre reducgdo tetravalente, com aceitacdo de quatro elétrons,
resultando na formacdo de H,O. Durante esse processo sdo formados intermediarios reativos,
como os radicais superéxido (O27), a hidroperoxila (HO,), a hidroxila (OH-) e o perdxido de
hidrogénio (H,O;). Normalmente, a reducdo completa do O, ocorre na mitocondria, e a
reatividade das EROS € neutralizada com a entrada dos quatro elétrons (COHEN,1989). A
producdo de espécies reativas de oxigénio (EROS), de nitrogénio (ERN), entre outras espéecies
reativas, € parte integrante do metabolismo humano e é observada em diversas condicdes
fisioldgicas. As EROS e ERN tém importante funcdo biologica, como na fagocitose, fenbmeno
em que essas espécies sdo produzidas para eliminar o agente agressor. Por outro lado, quando sua
producdo é exacerbada, o organismo dispde de um eficiente sistema antioxidante que consegue
controlar e restabelecer o equilibrio. O estresse oxidativo resulta do desequilibrio entre o sistema
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pré e antioxidante com predominio dos oxidantes, com dano consequente (SCHAFER;
BUETTNER, 2001).

3.4 RADICAL LIVRE

O conceito de radical livre esta relacionado com o equilibrio redox, que se caracteriza
pelo balanco de reacdes de transferéncia de elétrons. Radical livre refere-se a &tomo ou molécula
altamente reativo, que contém numero impar de elétrons em sua Ultima camada eletrénica,
ocorrendo um desemparelhamento, podendo doar este elétron, atividade redutora ou retirar um
elétron de outra substancia, atividade oxidante. Verifica-se que os radicais livres sdao formados
em um cendrio de reacdes de Oxido-reducdo, isto &, ou cedem o elétron solitério, oxidando-se, ou
recebem outro, reduzindo-se. Portanto, os radicais livres ou provocam ou resultam dessas reagdes
de oOxido-reducdo. Varios elementos quimicos podem centrar radicais livres, porém o oxigénio
por questdes de natureza quimica tem propensdo para formar radicais livres de importancia
biolégica, como o radical superdxido (O) e o radical hidroxila (OH-). O termo espécies reativas
de oxigénio (EROS) é usado para designar radicais livres e intermediarios relacionados, como
por exemplo o peroxido de hidrogénio (H202), que ndo é um radical livre, mas participa

frequentemente da producgdo dos mesmos (LAURINDO, 2003).

A reatividade de um radical livre é o principal determinante de seus efeitos e de sua
toxicidade, resultando ao mesmo tempo de fatores termodindmico (tendéncia espontanea de
ocorrer a reagdo) e cinético (velocidade com que a reagdo ocorre) (GROW; ISCHIROPOULOS,

2001). Os principais radicais livres sdo:
3.4.1 Radical superdxido (O;7)

O radical superdxido ocorre em quase todas as células aerdbicas e é produzido durante a
ativacdo maxima de neutrofilos, monocitos, macrofagos e eosinofilos. Apesar de ser considerado
pouco reativo em solucBes aquosas, tem sido observada lesdo bioldgica secundaria a sistemas
geradores de O," , seja enzimatico, fagocitico ou quimico (HALLIWELL; GUTTERIDGE,

1990). Gerado continuamente por diversos processos celulares (cadeia de transporte de elétrons
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na mitocéndria, no microssomo, através de enzimas como xantina oxidase e NADPH oxidase),
ou pela reducdo monoeletronica de O,. Rapidamente desaparece em solugéo aquosa por reacao de
dismutacéo:

O, + 07 + 2H+ — H,0, + O, . Em solucdo aquosa é um forte agente redutor. Sua habilidade em
reduzir Fe3+ a Fe2+ pode acelerar a reagéo de Fenton:

O, + Fe3+ — Fe2+ + 02 .

Em solucdo aquosa é um oxidante fraco, porém pode formar ERN:

0, + NO — ONOO- . E permeavel a membranas, em fagocitos como neutréfilos e macréfagos

é um dos microbicidas mais importantes (GOULART et al. 2007).
3.4.2 Radical hidroperoxila (HO>)

Representa a forma protonada do radical superdxido, ou seja, possui 0 proton hidrogénio.
Existem evidéncias de que o hidroperoxila é mais reativo que o superdxido por sua maior
facilidade em iniciar a destruicdo de membranas bioldgicas (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

3.4.3 Radical hidroxila (OH -)

E considerada a EROS mais reativa em sistemas biolégicos e o mais lesivo radical
conhecido e para o qual, uma vez formado, o organismo humano ndo dispde de mecanismo de
defesa. A combinacdo extremamente rapida do OH com metais ou outros radicais no proprio
sitio onde foi produzido confirma sua alta reatividade. Assim, se o radical hidroxila for produzido
proximo ao DNA e a este DNA estiver fixado um metal, poderdo ocorrer modificagdes de bases
purinicas e pirimidinicas, levando a inativagdo ou mutacdo do DNA. Além disso, o radical
hidroxila pode inativar varias proteinas ao oxidar seus grupos sulfidrilas (-SH) a pontes dissulfeto
(-SS). Também, pode iniciar a oxidacdo dos &cidos graxos polinsaturados das membranas
celulares, a peroxidacdo lipidica (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

3.4.4 Peroxido de hidrogénio (H,0,)

Apesar de ndo ser um radical livre, pela auséncia de elétrons desemparelhados na ultima

camada, o H,0O, é um metabolito do oxigénio extremamente deletério, porque participa da reacdo
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que produz o OH". O H,0, tem vida longa, é capaz de atravessar camadas lipidicas, pode reagir
com a membrana eritrocitaria e com proteinas ligadas ao Fe**>. E um intermediério formado pela
reacdo de dismutacdo do O,  catalisada pela enzima superdéxido dismutase (SOD) pela redugéo de
2 eletrons na molécula do O; e pela acdo de diversas enzimas oxidases in vivo, localizadas nos
peroxissomas. E muito difusivel dentro e entre as células in vivo. E um fraco agente oxidante e
um fraco agente redutor, reage lentamente com tidis, com sais de ferro e cobre reduzidos, com
proteinas heme e peroxidases para iniciar reacGes radicalares e peroxidacdes lipidicas. Na
presenca de metal de transicdo gera -OH, através da reacdo de Fenton Fe2+ + H,O, — Fe3+ +
OH- + OH-. Assim, é altamente toxico para as células (GOULART et al. 2007).

3.4.5 Oxigénio singlet (*Oy)

N&do é um radical, mas a forma excitada de oxigénio molecular e ndo possui elétrons
desemparelhados em sua Gltima camada. E um estado eletronicamente excitado do oxigénio,
produzido por reagdes fotoquimicas ou por outras radiacBes; reage com um grande ndmero de
moléculas bioldgicas, incluindo lipideos da membrana, iniciando processos de peroxidagdo. O

10, tem significado biolégico possivel, mas ndo comprovado (GOULART et al. 2007).

Embora as EROS possam ser mediadoras de doencas, sua formagdo nem sempre é
deletéria, como na defesa contra a infeccdo, quando a bactéria estimula os neutrofilos a
produzirem espécies reativas com a finalidade de destruir o microorganismo. Contudo, poderdo
ocorrer Varios eventos nosoldgicos se houver estimulo exagerado na producdo dessas espécies, e

a ele estiver associada a uma falha da defesa antioxidante (GOULART et al. 2007).
3.4.6 Caracteristicas dos radicais livres

- Possibilidade de formar produtos téxicos a partir de radicais pouco reativos: o radical
superdxido (O,) e o 6xido nitrico (NO) podem gerar o peroxinitrito (ONOO-), que é uma espécie
reativa nitrogenada extremamente lesiva ao endotélio e esta envolvido na fisiopatologia da
arteriosclerose (AUGUSTO et al. 2002).
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- Possibilidade de reaces em cadeias: Todos 0s componentes celulares sdo suscetiveis a
acdo das EROS, porém a membrana é um dos mais atingidos em decorréncia da peroxidagdo
lipidica, que acarreta alteracbes na estrutura e na permeabilidade das membranas celulares.
Consequentemente, ha perda da seletividade na troca idnica e liberacdo do conteudo de organelas,
como as enzimas hidroliticas dos lisossomas, e formacdo de produtos citotoxicos (como o
malonaldeido), culminando com a morte celular. Assim como na formacdo das EROS, nem
sempre 0s processos de lipoperoxidagdo sdo prejudiciais, pois seus produtos sdo importantes na
reacdo em cascata a partir do &cido aracddénico (formacdo de prostaglandinas) e, portanto, na
resposta inflamatdria. Todavia, 0 excesso de tais produtos pode ser lesivo (HERSHKO, 1989).

- Interacdo com ions metalicos: O estudo sobre 0s mecanismos de lesdo oxidativa tem,
progressivamente, confirmado a acéo catalitica dos metais nas reacdes que levam a estas lesdes.
O papel dos metais na formag&o in vitro das EROS é confirmado pelas reacdes de Fenton e de
Haber-Weiss. Embora o cobre possa também catalisar a reagdo de Haber-Weiss, o ferro € o metal
pesado mais abundante no organismo e esta biologicamente mais capacitado para catalisar as
reacbes de oxidacdo de biomolécula (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1990). Como pode ser
observado a seguir, nas reacdes de Fenton e de Haber-Weiss sdo formados diferentes tipos de
EROS:

Reacéo de Fenton:

Fe' + O, <———>Fe"™ + 0,
20, + 2H" ———> 0, + H,0;
Fe™ + H,0, ———>Fe™ + OH + OH'

Reacéo de Haber-Weiss:

Fe™™ + 0, < ->Fe™ + 0,
Fe™ + H,0, ———>Fe™ + OH + OH'

0, +H,0,———>0,+0OH + OH"
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A combinacdo das reagGes de Fenton e Haber Weiss é considerada um dos principais

mecanismos geradores de radicais hidroxila, sendo este um potente oxidante.

3.5 ANTIOXIDANTES

O termo é utilizado quando um composto em baixa concentracéo relativa a um substrato

oxidavel, retarda ou impede a oxidagcdo do mesmo (LAURINDO, 2003).

O sistema de defesa antioxidante sanguineo é classificado em enziméatico e nao
enzimatico. O enzimatico € representado, principalmente, pelas enzimas antioxidantes: a
superoxido dismutase (SOD) que catalisa a dismutacdo do radical superéxido (O, ) a peroxido
de hidrogénio (H,0;) e O, (Equacdo 1), a catalase (CAT) que atua na decomposicdo de H-,O; a
O, e H,0 (Equacéo 2) e a glutationa peroxidase (GSH-Px), que atua sobre perdxidos em geral,
com utilizacdo da glutationa como co-fator (Equacdo 3). O sistema antioxidante ndo enzimatico é
formado por muitas substancias, com destaque para a glutationa (GSH), principal composto anti-
oxidante intracelular, tocoferdis, ascorbato, acido urico e B-caroteno, além de proteinas de
transporte de metais de transicdo, como a transferrina (transporte do ferro) e ceruloplasmina
(transporte do cobre e oxidacdo do ferro para ser captado pela transferrina) (HALLIWELL,;
GUTTERIDGE, 2007). Os metais de transicdo sdo potenciais formadores de espécies reativas
através da reacdo com outros compostos, uma vez que sofrem reacfes redox. Decorre, dai, a

necessidade de serem transportados associados a proteinas, impedindo que essas reacdes

ocorram.
20, +2H+ SOD— H;0,+0, (equacéo 1)
2 HZOZ catalase — 2 HZO + O2 (2) (equa(;éo 2)

2 GSH + H>,05 gsH-px - 2 HO + GSSG (equa(;éo 3)

Para proteger-se, a célula possui um sistema de defesa que pode atuar em duas linhas.
Uma delas atua como detoxificadora do agente antes que ele cause lesdo. Esta linha é constituida
por glutationa reduzida (GSH), superoxido-dismutase (SOD), catalase, glutationa-peroxidase
(GSH-Px) e vitamina E. A outra linha de defesa tem a funcéo de reparar a lesdo ocorrida, sendo
constituida pelo acido ascorbico, pela glutationa-redutase (GSH-Rd) e pela GSH-PX, entre outros.
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Com exceg¢do da vitamina E (-tocoferol) que é um antioxidante estrutural da membrana, a maior
parte dos agentes antioxidantes estdo no meio intracelular (HEBBEL, 1986). O sistema
antioxidante enzimatico e a glutationa estdo presentes, predominantemente, no meio intracelular,
dai a utilizacdo do eritrdcito para sua analise. Por outro lado, o sistema antioxidante ndo
enzimatico localiza-se, principalmente, no meio extracelular, sendo por isso analisado em plasma
e soro (GOULART, 2007).

3.5.1 Enzimas antioxidantes
3.5.1.1 Glutationa-redutase (GSH-Rd)

Ap0s exposicdo da glutationa (GSH) ao agente oxidante, ocorre sua oxidagdo a glutationa
oxidada (GSSG). A recuperacdo da GSH é feita pela enzima GSH-Rd, uma etapa essencial para
manter integro o sistema de protecdo celular (GILBERT; MC LEAN, 1990). Habitualmente, a
reserva intracelular de GSH-Rd ¢ alta e somente uma grave deficiéncia desta enzima resultara em
sinais clinicos. A GSH-Rd é uma flavoproteina dependente da nicotinamida-adenina-
dinucleotideo-fosfato reduzida (NADPH) e, portanto, também dependente da integridade da via
das pentoses. Sob condi¢des de diminuicdo do fornecimento de NADPH, como no jejum e na
deficiéncia de glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD), ha prejuizo da funcdo da GSH-Rd. E a
enzima necessaria para manter a glutationa em sua forma reduzida e, possivelmente, para
controlar o estado redox de NADPH em tecidos onde GSSG esté disponivel. A recuperacdo de
GSH por GSH-Rd é uma etapa essencial para manter integro o sistema de protecédo celular, pois,
baixas concentragdes de GSH estdo associadas ao estresse oxidativo ( SCHAFER; BUETTNER,
2001).

3.5.1.2 Glutationa-peroxidase (GSH-Px)

A GSH-Px catalisa a redugdo do peroxido de hidrogénio (H,0,) e perdxidos organicos
para seus correspondentes alcodis as custas da conversdo da GSH a GSSG. Apresenta-se sob 4
formas: GSHPx 1 ou classica, encontrada no citosol de todas as células do corpo; GSHPx 2 ou
gastrointestinal, especifica do trato gastrointestinal;, GSHPx 3 ou plasmatica ou extracelular,

encontrada no fluido do revestimento interno do pulméo e no leite materno, além do plasma em
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mamiferos, e a GSHPx 4 que atua sobre perdxidos de residuos de acidos graxos nas membranas e
lipoproteinas, reduzindo também, o hidroperoxido da timina, formado como consequéncia do
ataque dos radicais a base timina do DNA (CZUCZEIK, 2003). A familia de GSHPx integra o
grupo de selenoproteinas que tem em seu sitio ativo o selénio (Se), obtido da dieta ligado a
metionina em alimentos de origem animal (selenometionina) e ligado a cisteina em alimentos de
origem vegetal (selenocisteina). O Se é reconhecidamente um nutriente antioxidante, com
recomendagdes de obtencdo na dieta considerando sua atividade antioxidante e nutricional
(AMAYA-FARFAN; DOMENE; PADOVANI, 2001).

3.5.1.3 Catalase (CAT)

A catalase cujo sitio ativo contém o grupo heme, esta enclausurada no peroxissoma, a
principal organela responsavel pela desintoxicacdo celular e pela oxidacdo de acidos graxos de
cadeia longa, fonte de perdxidos organicos, produtos carbonilicos e oxigénio singlete. A catalase
é, também, encontrada nas mitocéndrias das células do tecido cardiaco (GOULART et al. 2007).
A catalase ¢ uma hemeproteina citoplasmatica que catalisa a reduc¢do do H,O; a H,O e O,. Sua
atividade é dependente de NADPH e a suplementacdo de catalase exdgena previne a oxidacdo da
GSH mediada pelo H,O, em eritrcitos humanos normais (SCOTT, 1991). Em modelo de
estresse oxidativo decorrente de agressdo térmica, os eritrocitos exibem diminuigdo da atividade
da catalase durante o processo hemolitico termodependente (HATHERILL; TILL; WARD,
1991).

3.5.1.4 Superéxido dismutase (SOD)

A SOD corresponde a uma familia de enzimas com diferentes grupos prostéticos em sua
composicdo. Nos sistemas eucariontes existem duas formas de SOD. A forma SOD-cobre-zinco
estd presente principalmente no citosol, enquanto que SOD-manganés estd localizada
primariamente na mitocondria. Esta enzima também tem papel antioxidante ja que catalisa a
dismutacio do radical superéxido em H,0, e O,, na presenca do préton H* (CHARYA et al.,
1991).
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3.5.2 Sistema antioxidante ndo enziméatico

Relaciona-se a um grupo de antioxidantes que podem ser agrupados em compostos
produzidos in vivo, como é o caso da glutationa, da ubiquinona e do &cido Urico, e em compostos

obtidos diretamente da dieta tais como vitaminas E, C, p-caroteno e outros.

3.5.2.1 Glutationa

A glutationa (GSH) é um tripeptideo (L-y-glutamil-L-cisteinilglicina) que exerce funcGes
essenciais na célula, destacando-se sua fungdo como cofator da familia de enzimas glutationa
peroxidases (GSHPx), em que desempenha papel protetor contra o estresse oxidativo, com sua
oxidaco a dissulfeto da glutationa (GSSG) . E um tamp&o redox sulfidrilico que mantém os
residuos cisteinila da hemoglobina e de outras proteinas do eritrécito, no estado reduzido. A GSH
é 0 Unico tiol ndo proteico presente em espécies aerdbias e seu papel intracelular antioxidante
inclui a desintoxicacdo de xenobidticos e de EROS. A falha nesta fungdo resulta na formacao de
meta-hemoglobina e consequente incapacidade do eritrdcito em transportar oxigénio, além de
causar uma variacdo na forma do eritrocito, impedindo sua passagem para 6rgaos vitais (ALVES;
MACEDO; KUBOTA, 2003).

Além dos antioxidantes citados, a vitamina E confere protecdo a membrana celular por
atuar como quelante dos oxidantes produzidos durante a lipoperoxidagdo. E um importante
antioxidante lipofilico, mas esta funcdo podera estar limitada em situac6es de sobrecarga de ferro.
O caroteno interage com as EROS, especialmente quando ocorrem baixas tensdes de O,
enquanto que a vitamina E se mostra mais eficiente quando hé altas tensdes de O, no meio. A
vitamina C, ou ascorbato, é um antioxidante hidrossoltivel que pode neutralizar diretamente as
ERQS, porém pode funcionar como pré-oxidante quando em dose elevada, ou quando exposta a
metal, levando a lipoperoxidacdo (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

Ao lado dos antioxidantes vitaminicos disponiveis em medicamentos, destacam-se
também os derivados tiois, entre eles a N-acetilcisteina e mercaptopropionilglicina (MGP). Tais
derivados sdo antioxidantes sintéticos que contém o grupo -SH em sua composicao. A capacidade

antioxidante da N-acetilcisteina foi demonstrada pela melhora da complacéncia pulmonar, mas
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ndo da sobrevida de pacientes com sindrome da angustia respiratéria do adulto (SARA) que
receberam a droga endovenosa (KOLLEF; SHUSTER, 1995).

3.6 ESTRESSE OXIDATIVO

Ocorre um estresse oxidativo quando os mecanismos de defesa vascular séo esgotados por
excesso de producdo de radicais livres ou ndo séo eficientes para tamponar o efeito destas
espécies. Pode ser prevenido ou reparado por intervencfes que bloqueiam vias metabélicas de
geracdo de EROS ou que simulam ou multiplicam os efeitos de mecanismos de defesa
fisioldégicos. No intersticio vascular, as altas concentracbes da superoxido dismutase (SOD)
sugerem um papel defensivo (STRALIN, 1995).

Em vasos, o rapido consumo do 6xido nitrico (NO) pelo radical superéxido (O), leva a
disfuncdo do relaxamento dependente do endotéelio que é um marcador sensivel de estresse oxidativo
vascular. N&o estd claro se todo estresse oxidativo vascular é acompanhado, necessariamente de
disfungdo do relaxamento dependente do endotélio. O estresse oxidativo vascular leva a inativacdo do
Oxido nitrico de origem endotelial e € um importante fator de disfungdo endotelial na arteriosclerose.
A modificagdo oxidativa da LDL é a primeira teoria consistente de aterogénese a unificar os
componentes celulares e lipidicos na placa de ateroma. Na lesdo vascular o estresse oxidativo ocorre
como parte da resposta vascular a lesdo e parece estar envolvido nas fases iniciais como mediador do
programa génico de reparacdo. Ha evidéncias que sugerem que a atividade enzimatica da NADPH
oxidase vascular € um dos principais mecanismos produtores de superoxido na resposta de reparacdo
vascular na arteriosclerose (LAURINDO, 2003).

Brevetti et al. (2003) estudaram pacientes com DAOP relacionando disfuncdo endotelial
com fatores classicos cardiovasculares, fatores inflamatérios e gravidade da DAOP. A casuistica
teve 88 pacientes portadores de DAOP com ITB < 0,90 e 30 do grupo controle. A funcéo
endotelial foi mensurada pela medida da dilatacdo da artéria braquial (MDAB), a inflamac&o
pelos niveis séricos de PCRus e fibrinogénio e a gravidade da DAOP pelo ITB. Para analise
estatistica dos resultados foi utilizada andlise multivariada que mostrou associacdo da PCRus,
fibrinogénio e ITB com MDAB menor que 6.2% nédo ocorrendo relacdo com fatores de risco
classicos . Um Segundo modelo que incluiu PCR, fibrinogénio e ITB, teve todas essas trés
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variaveis relacionadas independentemente com MDAB menor que 6.2%. Concluiram que a
inflamacdo e a gravidade da doencga obstrutiva estdo implicadas na fisiopatologia e disfungéo
endotelial da DAOP.

Harrison et al. (2003) relatam que fatores de risco da arteriosclerose aumentam a
producdo de espécies reativas de oxigénio (EROS) pelo endotélio, musculo liso vascular e células
adventicias. As EROS iniciam o processo da arteriosclerose envolvendo importantes sistemas
enzimaticos como xantina oxidase, nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato oxidase
(NADPH) e oxido nitrico sintase. Forcas fisicas regulam a producdo de EROS e cortes
oscilatérios presentes nos sitios de desenvolvimento da arteriosclerose estimulam a producédo de
superoxidos, sinalizando a cascata de ativacdo da NADPH oxidase pela angiotensina Il. O
estresse oxidativo em pacientes com doenca da artéria coronaria € aumentado pela redugdo da
superoxido dismutase, normalmente uma importante enzima de protecdo contra 0s anion

superéxido.

Jandri¢-Balen et al. (2003) estudaram a atividada dos mecanismos de defesa antioxidantes
em 211 pacientes, dividindo-os em 4 grupos : pacientes com doenca arterial obstrutiva periférica
(DAOP) e Diabetes Melito (DM), Pacientes com DAOP e sem DM, pacientes sem DAOP e com
DM e pacientes sem DAOP e sem DM. Os resultados observados no grupo com DAOP e sem
DM e no grupo sem DAOP e com DM mostraram que a atividade da Glutationa e catalase
estiveram  significativamente diminuidas, enquanto que a da superoxido dismutase estava
elevada. N&o se observou diferenga estatistica entre os grupos com DAOP e DM e entre sem
DAOP e com DM. Também nédo se observou diferenca estatistica entre grupos com DAOP e sem
DM e o grupo sem DAOP e sem DM. O estudo conclui que foi observado diferenca estatistica
significativa dos mecanismos de defesa antioxidantes entre pacientes diabéticos e ndo diabéticos,
0 gque ndo ocorreu na DAOP.

Loscalzo (2003) menciona que as espécies reativas de oxigénio (EROS) sdo produtos
normais do metabolismo celular oxidativo. Bioquimicamente os radicais livres ativos derivam de
moléculas de oxigénio servindo como um sinalizador normal para as moléculas na parede

vascular. Entretanto, 0 seu excesso ocorre na presenca de fatores de risco cardiovascular ou na
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arteriosclerose estabelecida. O estresse oxidativo que as espécies reativas de oxigénio causam,
promovem disfuncdo endotelial, lesdo celular vascular, oxidacdo de lipoproteinas, acelerando a
aterotrombose. As enzimes antioxidantes sdo importantes em limitar o estresse oxidativo vascular
e incluem a superoxido dismutase, catalase, glutationa peroxidase e glicose-6-fosfato

deidrogenase.

Jeremy e Angeline (2004) citam que o anion superdxido é a chave dos fatores de risco
para a doenga cardiovascular, incluindo aterogénese, injuria de reperfusdo, re-estenoses de
angioplastia e faléncias de enxertos vasculares. Reage com 6xido nitrico (NO) formando o
peroxidonitrito (ONOO-) resultando na deplecéo enddgena vascular de NO, o qual esta associada
com doenca cardiovascular. Os fatores de risco cardiovasculares como diabetes, dislipidemia e
hiperhomocisteinemia estdo relacionados com estresse oxidativo.

Rajasekhar et al. (2004) realizaram um estudo de caso-controle em 139 pacientes com
doenca arteriosclerética coronariana submetidos a angiografia, com idade entre 29-75 anos e 59
pessoas da populacdo local sem doenca coronariana com idade entre  29-72 anos do grupo
controle. Foram dosados colesterol, LDL, HDL,VLDL, triglicerideos, glutationa peroxidase e
superoxido dismutase séricos. A Vitamina A e E foram medidas utilizando método de
cromatografia liqgueda (HPLC). Na andlise estatistica foi empregada uma Regresséo Binaria tendo
como resultado niveis significantes elevados de colesterol total, LDL, quando comparados com
baixos niveis de HDL no grupo controle. N&o se observou diferenca significativa nos niveis de

atividade das enzimas glutationa e superdxido dismutase entre pacientes e grupo controle.

Abramson et al. (2005) mencionam que o aumento do marcador inflamatério (PCRus)
estd associado com risco elevado para a doenca coronariana e que as causas desta elevacdo ndo
estdo ainda esclarecidos e, que alguns estudos sugerem que o0 estresse oxidativo pode ter um
efeito pré-inflamacdo, mas até a presente data a relacdo entre estresse oxidativo e PCR em
pessoas doentes é escassa. Fizeram um estudo com 126 pessoas adultas com doenca coronariana
e como marcadores de estresse oxidativo utilizaram o teste de radicais livres (FORT), que reflete
0 nivel organico de hidroperdxidos e o potencial redox da glutationa (GSH/GSSG). Utilizando

um modelo de Regresséo Linear, o FORT foi associado positivamente com PCR, e em contraste a
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Glutationa mostrou pequena associagdo com PCR. Concluem que adultos sem doenca
coronariana, o estresse oxidativo esta significativamente associado com PCR quando mensurados
pelo FORT, sugerindo que o estresse oxidativo pode ser um determinante da elevacdo dos niveis
da PCR promovendo um processo inflamatdrio pré-arteriosclerético nos estagios iniciais do

desenvolvimento da doenga coronariana.

Ashfaq et al. (2006) baseados na hipotese de que o estresse oxidativo é um importante
fator no inicio da doenca vascular, investigaram a relagdo entre marcadores de estresse oxidativo
e arteriosclerose em fase inicial. Foram selecionados 140 pessoas ndo fumantes, sem doenga
arteriosclerética manifestada clinicamente, no qual foi medido a espessura da camada intima e
média da cardtida através de ultrassom doppler. O estresse oxidativo foi estimado pela
mensuracao dos niveis séricos de glutationa (GSH /GSSG) e cisteina (Cys /CySS). Concluiram
que glutationa reduzida (GSH/GSSG), mede in vivo o estresse oxidativo, sendo um preditor de
risco independente na presencga da arteriosclerose inicial, e que estes achados dao suporte para o
papel do estresse oxidativo na patogénese da arteriosclerose e que esta mensuracdo pode ajudar
na identificacdo precoce de pacientes assintomaticos.

Heistad (2006) ressalta que o estresse oxidativo desenvolve um papel chave na
fisiopatologia das doencas cardiovasculares graves. Na arteriosclerose, hipertensdo, diabetes,
acidente vascular cerebral os radicais superdxidos estdo aumentados nos vasos sanguineos,
prejudicando a fungdo vasomotora do endotélio, presumivelmente causada em grande parte pela
inativagdo do Oxido nitrico por superdxidos. A disfuncdo endotelial € um risco preditivo
cardiovascular e provavelmente a chave da fisiopatolologia da arteriosclerose e suas
complicagBes. Enzimas antioxidantes, especialmente as trés isoformas da superoxido dismutase
(SOD) modulam os niveis de superdxido, protegendo contra a disfun¢do vasomotora. Finaliza,
comentando que muitas respostas para questdes relacionadas ao estresse oxidativo e

arteriosclerose permanecem sem ser esclarecidas, propiciando uma area extensa para pesquisa.

Pipinos et al. (2006) referem que a funcdo mitocondrial esta alterada em pacientes com
doenca arterial periférica e pode contribuir para suas manifestacGes clinicas. Estudaram o
musculo gastrocnémio obtidos de pacientes com doenca arterial periféricos (n = 25) e controles

(n = 16). Nos pacientes com DAOP foi demonstrado redugdes significantes nas atividades
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enzimaticas e respiracdo mitocondrial quando comparadas ao controle, observando-se aumento
significativo da peroxidacgdo lipidica. As atividades das enzimas antioxidante estavam alteradas,
com uma diminui¢do significante da atividade da superoxido dismutase e aumento significante
da catalase e glutationa peroxidase. Concluem que a doenca arterial periférica esta associada

com alteracdo da fungdo mitocondrial e evidéncia de estresse oxidativo.

Singh e Jialal (2006) mencionam que as doencas cardiovasculares sdo as principais causas
de morbidade e mortalidade no mundo ocidental, sendo que esta incidéncia vem aumentando
nos paises em desenvolvimento. Novas evidéncias dao suporte para o papel do estresse oxidativo
na arteriosclerose, indicando maior producgdo crénica e aguda de espécies reativas de oxigénio
(EROS) que estdo relacionadas as condicbes fisiopatologicas do desenvolvimento das doencas
cardiovasculares. As EROS mediam véarios caminhos que levam a inflamacdo vascular na
arteriosclerose, desde a formagdo das estrias gordurosas até a progressdo da lesdo e rotura da
placa. Modelos animais de estresse oxidativo d&o suporte para no¢do de que as EROS tem um

papel causal na arteriosclerose.

Dohi et al. (2007) relatam que a inflamagédo e o estresse oxidativo estdo implicados na
patogénese da arteriosclerose e baseando-se nesta linha de pesquisa fizeram um estudo com o
objetivo de avaliar as inter-relacdes entre inflamagéo (PCRus), estresse oxidativo ( 8-isoprostane)
e fatores de risco cardiovasculares tradicionais em 551 pacientes com idade de 53 +/- 11 anos,
sendo 400 do sexo masculino e 151 feminino. Como resultado tiveram a PCR positivamente
correlacionada com idade, sexo masculino, indice de massa corporal, pressdo sanguinea, habito
de fumar, creatinina, acido urico, triglicerideos, index de resisténcia a insulina e 8-isoprostane. O
8-isoprostane teve correlacdo positiva com idade, habito de fumar, pressdo de pulso e PCR. Na
analise por Regressdao Multipla o indice de massa corporal (r = 0,177), HDL (r = 0,162), acido
arico (r = 0,141), e 8-isoprostane (r = 0,097) estavam independentemente correlacionados com a
PCR (p < 0.001), enquanto que o fumo (r = 0,341), idade (r = 0,217), e pressé@o de pulso (r =
0,091) estavam independentemente correlacionados com 8-isoprostane (p < 0,001). Concluem
que os niveis de PCR estdo associados ndo somente com os fatores de risco cardiovasculares, mas
também com o estresse oxidativo, havendo inter-relagdo significativa entre inflamagdo, estresse

oxidativo e fatores de risco cardiovasculares tradicionais.
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Kotur-Stevuljevic et al. (2007) relatam que o estresse oxidativo e a inflamagcdo sdo
condicOes importantes para serem classificados como novos fatores de risco para a DAC. Nesse
estudo avaliaram a relagéo entre estresse oxidativo e inflamagéo, utilizando como parametros o
malonaldeido (MDA), anio superoxido, atividade enzimética da superdxido dismutase (SOD)
como marcadores de estresse oxidativo e da PCR e fibrinogénio como marcadores inflamatérios,
além do perfil lipidico. Os pacientes foram divididos em 3 grupos : O primeiro composto por 188
pacientes com DAC submetidos a angiografia apresentado oclusdo >50% em pelo menos uma
artéria coronaria, o segundo grupo com 47 pacientes com oclusdo menor de 50% e o terceiro
com 197 pacientes sem DAC do grupo controle. Os resultados mostraram que a concentragdo
plasméatica de MDA e anion superoxido estavam significativamente elevados em combinagédo
com a diminuigdo significativa da SOD no grupo com DAC em relagdo ao controle. Na analise
estatistica utilizaram a regressdo multipla stepwise, tendo o fibrinogenio e a PCR mostrado
correlagdo independente com o MDA. A regressdo binaria indicou que o MDA e o éanio
superoxido estavam significamente associados com o desenvolvimento da DAC, concluindo que
a relacdo entre pardmetros de estresse oxidativo e inflamat6érios sugerem um grande

envolvimento matuo no desenvolvimento da arteriosclerose, pelo menos na progressao da DAC.

Loffredo et al. (2007) investigaram a existéncia de relagdo entre  a medida da dilatacdo
da artéria braquial, 6xido nitrico e estresse oxidativo em pacientes com DAOP. A disfuncéo
endotelial foi mensurada pela medida da dilatagdo da artéria braquial e pela dosagem sérica de
nitrito/nitrato (NOx), e do 8-Hydroxy-2-deoxy-2-deoxyguanosine (8-OHdG) como marcador de
estresse oxidativo em 25 pacientes com DAOP e 40 do grupo controle.Comparado com o grupo
controle os pacientes DAOP tiveram uma medida da dilatacdo da artéria braquial menor ( p <
0,001); aumento do estresse oxidativo demonstrado pela elevagdo dos niveis séricos def 8-OHdG
( p < 0,001), e redugdo sérica do oOxido nitico reduzido ( NOx) ( p < 0,001). A analise por
regressdo linear simples mostrou que o NO estava corelacionado com a medida da dilatacdo da
artéria braquial (r =0,45; p =0,02) e 8-OHdG (r =0,672; p < 0,001).

Forstermann (2008) relata que as células endoteliais controlam a homeostase vascular
gerando fatores que regulam o tonos vascular, inibe a funcdo das plaquetas, previne a adeséo de
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leucécito e limita a proliferagdo do musculo liso vascular. O fator dominante responsavel por
muitos desses efeitos é o 6xido nitrico derivado do endotélio (NO). A deficiéncia orgéanica
endotelial causada por inativacdo aumentada ou sintese reduzida de NO, s6 ou em combinacdo,
é visto junto como fatores de risco para doenca cardiovascular. A disfuncdo endotelial pode
promover vaso-espasmo, trombose, inflamagdo vascular e proliferagédo intimal. O estresse
oxidativo vascular aumenta a producdo de espécies reativas de oxigénio contribuindo para 0s
mecanismos de disfuncdo vascular. O estresse oxidativo € causado, principalmente, por um
desequilibrio entre a atividade enddgena de enzimas pré-oxidantes ( NADPH oxidase, xantino
oxidase e cadeia mitocondrial respiratéria) e enzimas antioxidantes ( superéxido dismutase,
glutationa peroxidase , heme oxigenase , catalase ). Além disso, antioxidantes de pequeno-peso
molecular poderiam ter um papel na defesa contra o estresse oxidativo e concentracdes
aumentadas de espécies reativas de oxigénio reduzem a bioatividade do NO por inativacdo
quimica, formando peroxinitrito toxico que em troca pode desacoplar a NO sintase endotelial

gerando radicais superdxido, que vao contribuir para o estresse oxidativo.

3.7 DETECCAO LABORATORIAL DAS LESOES OXIDATIVAS

Os métodos mais utilizados para aferi¢do indireta das EROS e, consequentemente, das lesdes
oxidativas sdo os espectrofotometricos e cromatometricos, que medem a atividade enzimética (SOD,
catalase, GSH-Px e GSH-Rd) e/ou a concentracdo de tripeptideos (GSH, GSSG) e aldeidos (MDA).
Estas medidas podem ser realizadas em tecidos, sangue e outros fluidos. A lipoperoxidacdo de
membranas € habitualmente monitorada pelo metodo do MDA (malonaldeido) e o estresse oxidativo,
por dosagens de GSH e GSSG e/ou pelo célculo da razdo GSSG/GSH.

3.8 EPIDEMIOLOGIA DA DOENCA ARTERIAL OBSTRUTIVA PERIFERICA ( DAOP)

A Doenca Arterial Obstrutiva Periférica (DAOP) tem por defini¢do a arteriosclerose que
acomete a aorta e seus ramos. Apresenta uma prevaléncia de 10 a 25% na populagéo acima de 55
anos, sendo que aumenta com a idade, e cerca de 70 a 80% dos pacientes acometidos com a
doenca sdo assintomaticos e apenas a minoria requer tratamento cirdrgico ou amputagdes
(NORMAN; EIKELBOOM; HANKEY, 2004).
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Pacientes com DAOP tem risco aumentado de morte por doenca cardiovascular, como
acometimento coronariano e cerebrovascular. Em 10 anos, este risco aumenta quatro vezes
quando comparado com pacientes sem DAOP (NORMAN; EIKELBOOM; HANKEY, 2004).

O indice de pressdo tornozelo-brago (ITB) € um método simples, ndo invasivo para o
diagndstico da patologia, sendo considerado doentes os pacientes que apresentam valores
menores que 0.9. O indice tornozelo-braquial menor que 0.9 é um preditor de risco para
morbidade e mortalidade coronariana e cerebrovascular, pois metade dos pacientes com DAOP
tem sintomas dessas doengas (NORMAN; EIKELBOOM; HANKEY, 2004).

Os fatores de risco para a doenca sdo divididos em dois grupos (BARTOLOMEW; OLIN,
2006):
* Fatores de risco conhecidos

* Fatores de risco emergentes

3.8.1 Fatores de risco conhecidos

Os fatores de risco tradicionais para a DAOP como idade avangada, tabagismo, diabetes,
dislipidemia e hipertensdo arterial sdo semelhantes ao da doenca arteriosclerética de outros
territorios, como coracdo e cérebro, descritos em diversos estudos como o Framingham Heart
Study, Risk and Treatment New Resources for Survival ( PARTNERS), National Health and
Nutrition Examination Survey (NHANES) e Atherosclerosis Risk in Communities (ARIC)
(MURITBTO et al. 1997; HIRSCH et al. 2001; SELVIN; ERLINGER, 2004; WATTANAKIT,;
FOLSOM; SELVIN, 2005).

3.8.1.1 Idade avangada

A prevaléncia da DAOP aumenta com a idade. No estudo de Framingham e no NHANES
verificou-se uma grande associagdo com idade a partir dos 70 anos, sendo que neste Gltimo a
prevaléncia foi de 4,3% em pacientes com 40 anos e de 14,5% com 70 anos ou mais
(MURITBTO et al. 1997; SELVIN; ERLINGER, 2004). No estudo PARTNERS, os grupos de
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paciente entre 50 e 69 anos e de 70 anos ou mais, associados ao tabagismo e ao diabetes a
prevaléncia foi de 29% (HIRSCH et al.2001).

3.8.1.2 Tabagismo

O tabagismo é o mais importante fator de risco para a DAOP, bem como para o
aparecimento de suas manifesta¢cbes como a claudicacgdo intermitente e isquemia critica. Aumenta
cerca de quatro vezes o risco para a doenca e acelera em torno de uma década o aparecimento da
claudicacdo intermitente. Quando comparamos a evolucdo de pacientes com DAOP ndo fumantes
com os fumantes, observamos neste grupo uma menor taxa de sobrevida por eventos
cardiovasculares e piora da isquemia dos membros, com taxas de amputacdes duas vezes
maiores. A associacdo da DAOP com o tabagismo é duas vezes maior quando comparada com a
doenca coronariana, ndo se sabendo claramente os motivos (BARTOLOMEW; OLIN, 2006).

3.8.1.3 Diabetes Melito

O diabetes aumenta o risco da DAOP de 1,5 a 4 vezes, estando associada a eventos
cardiovasculares e aumento da mortalidade (KANNEL; MCGEE, 1985; MCDERMOTT; LIU;
CRIQUI, 2005) . No estudo de Framingham que se baseou em respostas de questionarios
respondidos pelos pacientes, encontrou-se uma associacdo de 20% de DAOP e diabetes
(BARTOLOMEW; OLIN 2006). Quando o diagndstico foi feito através do indice tornozelo-
braquial (ITB) como no estudo NHANES constatou-se uma incidéncia de 26% (SELVIN;
ERLINGER, 2004). Recentemente, no estudo ARIC foi encontrado nos pacientes diabéticos em
terapia com insulina elevada associacdo com DAOP (WATTANAKIT; FOLSOM; SELVIN,
2005). Em pacientes americanos diabéticos, de origem africana e hispanicos, foi encontrada uma
elevada incidéncia de DAOP quando comparados a brancos e ndo hispanicos (KANNEL;
MCGEE , 1985; SMITH; MILANI; ARNETT, 2004).

Pacientes com DAOP diabéticos tem risco elevado de complicacbes como Ulceras
iIsquémicas, gangrenas, sendo a causa mais comum de amputagé@o nos Estados Unidos. O diabetes

pode contribuir para o desenvolvimento da DAOP por vérios razGes, como na sua associagdo com
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tabagismo, hipertensdo arterial, dislipidemia que podem favorecer os mecanismos da inflamagao
vascular, disfuncdo da célula endotelial e das celulas musculares lisas, aumento da agregagdo
plaquetaria e do fibrinogénio, favorecendo o processo arteriosclerético (AMERICAN
DIABETES ASSOCIATION, 2003).

3.8.1.4 Hiperlipidemia

O nivel de colesterol total elevado aumenta o risco de claudicacdo intermitente em até
duas vezes de acordo com o estudo de Framingham (KANNEL; MCGEE, 1985). No estudo de
NHANES e PARTNERS, foram observados taxas de hipercolesterolomia em pacientes com
DAOP de 60% e 77% respectivamente ( HIRSCH et al. 2001; SELVIN; ERLINGER, 2004). Os
niveis elevados de colesterol, lipoproteinas de baixa densidade e triglicerideos sdo fatores de
risco independentes para a doenca, sendo que as proteinas de alta densidade sdo fatores de
protecdo ( HIRSCH et al. 2001; SELVIN; ERLINGER, 2004).

3.8.1.5 Hipertensdo Arterial

Pacientes com ITB menor que 0,9, cerca de 52% tem hipertensdo arterial (NEWMAN;
SISCOVICK; MANOLIO, 1993). O risco de Claudicacdo Intermitente nesses pacientes €
aumentada em 2,5 a 4 vezes tanto em homens como em mulheres (KANNEL; MCGEE, 1985).
No estudo Systolic Hypertension in the Elderly (SHEP) 25 % dos pacientes tiveram o ITB menor
que 0,9 (NEWMAN; TYRRELL; KULLER, 1997). Todos esses trabalhos mostram a alta
prevaléncia da hipertensdo com a DAOP, sendo a DAOP um fator de risco para a doenga
isquémica do coragdo (CHOBANIAN; BAKRIS; BLACK , 2003).

3.8.2 Fatores de risco emergentes

3.8.2.1 Raca e etnia
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Alguns estudos tem mostrado maior prevaléncia de DAOP em pacientes negros e
hispanicos. Entre esses estudos o NHANES mostrou que negros sem descendéncia hispanica
tiveram uma taxa de DAOP trés vezes maior que brancos sem descendéncia hispéanica (SELVIN;
ERLINGER, 2004). Em outro estudo, o Multi-Ethnic Study of Atherosclerosis a DAOP teve
elevada prevaléncia em homens e mulheres negras (MCDERMOTT; LIU ; CRIQ, 2005). Em
contraste, outros trabalhos ndo observaram significancia entre as taxas de DAOP entre hispanicos
e outras populagdes brancas (CRIQUI; VARGAS; DENENBERG, 2005).

3.8.2.2 Genéticos

A predisposicdo genética para a DAOP baseia-se na observacdo de que pacientes sem
fatores de risco desenvolvem a doenga prematuramente. Entretanto, até o momento ndo se
detectou a presenca de um gene responsavel pela mesma, mas estudos como o Genetic
Determinants of Peripheral Arterial Disease apontam a presenca de um fator genético entre as
causas do seu desenvolvimento (VALENTINE et al. 2000).

3.8.2.3 Insuficiéncia Renal Cronica (IRC)

Até pouco tempo, pequeno numero de estudos epidemioldgicos relacionavam a
insuficiéncia renal crénica com um fator de risco para a DAOP. O estudo NHANES mostrou que
24% de uma populacdo com idade de 40 anos ou mais, portadores de IRC apresentaram a doenca
(1TB < 0,9), contra 3,7% de pacientes com clearence de creatinina > 60 ml/min®. A prevaléncia
de ITB alterado (< 0,9) é elevada, cerca de 30 a 38% em pacientes com doenca renal avancada
em tratamento dialitico (O’HARE, 2005). A associacao entre insuficiéncia renal cronica e DAOP
independe da presenca do diabetes, hipertensdo arterial, idade, etnia e 0 seu mecanismo nao €
conhecido, podendo estar relacionado com os mecanismo de inflamagéo vascular e os niveis

elevados de homocisteina presentes nestes doentes (CHOBANIAN et al. 2003).

3.8.2.4 Inflamagéo
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A presenca de marcadores inflamatérios como a proteina C reativa, fibrinogénio,
interleucina-6 e leucdcitos tem sido observados em doenca arteriosclerotica de outros territorios,
mas a sua associacdo com a DAOP ndo estad bem definida (SELVIN; ERLINGER, 2004 ;
NEWMAN; TYRRELL; KULLER, 1997; O’HARE, 2005).

O estudo Edinburg Artery Study mostrou que o aumento dos niveis plasmaticos de
fibrinogénio estdo associados com a presenca de DAOP quando comparados a grupos controle,
independentes do tabagismo, estando relacionados com a gravidade da doenca periférica
acompanhada por arteriografia e ITB (MACGREGOR et al. 1999; CHENG et al. 1999).
Recentemente, o Inter Society Consensus for the manegement of Peripheral Arterial Disease
(Tasc II), sugere que pacientes com proteina ¢ reativa elevada tem risco aumentado de
desenvolver a DAOP (NORGREN et al. 2007).

3.8.2.5 Estados de Hipercoagulabilidade

Também chamado de trombofilias, representam um fator de risco para a DAOP. Pacientes
jovens, sem fatores de risco, pacientes com historia familiar de arteriosclerose precoce, ocluséo
de revascularizagdes arteriais sem motivos técnicos devem ser considerados. Diversos estudos
sugerem associacdo da DAOP e niveis alterados de fatores hemostaticos como lipoproteina A,
homocisteina, anticorpo antifosfolipides e dimero D (MCDERMOTT et al. 2005z;
MCDERMOTT et al. 2005b; SOFI et al. 2005; MCDERMOTT et al. 2003). Os niveis elevados
de dimero D parecem estar relacionados com a piora da claudicagdo intermitente, enquanto que o
aumento da homocisteina e da lipoproteina A parece ser importante em DAOP difusas sem
fatores de risco tradicionais para a doenca .

O nivel elevado de homocisteina é relacionado como um fator de risco para a DAOP, bem
como para a sua progressao e faléncia de intervengdes vasculares. A sua prevaléncia é elevada
em pacientes com DAOP, representando cerca de 30% em pacientes jovens, sendo sugerido que
possa ser um fator de risco independente para arteriosclerose, maior para a DAOP do que para a
coronariana (NORGREN et al. 2007).
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Entretanto, outros estudos ndo mostraram aumento do risco de DAOP com
hiperhomocisteinemia (RIDKER; STAMPFER; RIFAI, 2001).

Bellen e Zorn (2002) baseando-se nos valores do indice de pressdo tornozelo-braquial,
classificam a isquemia em diferentes graus a saber : normal ( ITB= 1,11+ 0,10), pacientes com
claudicacdo intermitente (ITB= 0.60+0.15), pacientes com dor em repouso (ITB= 0,26 £ 0,13) e
gangrena (ITB= 0,05 + 0,08). Valores do indice de pressdo dedo/braco em diferentes graus de
isquemia : normal em jovens ( 0,86 + 0,12), normal em idosos (0,91 + 0,13), claudicagao (0,35 *
0,15) e dor em repouso (0,11 + 0,10).

Fontaine (1964) classifica a DAOP dos membros inferiores em estagio |
(assintomadtico), estagio Il (claudicacdo intermitente, sendo Ila limitante e Ilb incapacitante),

estagio 111 ( dor em repouso ) e estagio 1V ( lesdes troficas e gangrenas ).

Selvin e Erlinger (2004) referem que a DAOP est4 associada com aumento da morbidade
e mortalidade cardiovascular, sendo um importante marcador subclinico de doenga coronariana.
Nesse estudo foram avaliados 2174 participantes com idade igual ou superior a 40 anos. A
DAOP foi definida quando o indice tornozelo-braquial (ITB) for < 0.9 em um dos membros. A
prevaléncia da DAOP em adultos a partir dos 40 anos de idade foi de 4.3%, e quando a idade foi
de 70 anos ou mais a prevaléncia foi de 14.5%. Mais de 95% das pessoas com DAOP tem um ou
mais fatores de risco para doenca cardiovascular, necessitando de terapia especifica. Niveis

séricos elevados de Fibrinogénio e PCRus estdo associados com a doenga.

Lane et al. (2006) citam que a DAOP prematura ocorre antes dos 60 anos de idade,
estando associada a elevada morbidade cardiovascular, perda de membros e morte.A DAOP foi
definida pelo ITB < 0.9, os dados coletados através de entrevista, exame fisico e testes
laboratoriais. A DAOP prematura, em populagdes < de 60 anos de idade foi de 2.1% e de 12.0 %
em popula¢ées com mais de 60 anos de idade. A doenca coronariana e niveis séricos elevados de

fibrinogénio foram os principais fatores de risco em pacientes com DAOP com menos de 60
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anos. A doenga renal cronica foi o maior fator de risco em pacientes com DAOP com mais de 60
anos, além da hipertenscdo arterial, tabagismo e hiperhomocisteinemia. Concluem que o ITB
deve ser utilizado de rotina em pacientes com risco cardiovascular elevado para a deteccdo

precoce de pacientes subclinicos.

Heiss et al. (2007) analisaram 13778 participantes do estudo ARIC, submetidos a
avaliacdo pelo ITB e exames laboratoriais para marcadores de risco cardiovascular. A Doenca
Arterial Obstrutiva Periférica foi associada com niveis séricos elevados de fibrinogénio, fator de
VVon Willebrand, D-dimero e PCRus, sugerindo que a elevacdo desses marcadores inflamatorios
e hemostéaticos poderiam estar envolvidos na fisiopatologia da doenga.

A doenca arterial periférica € uma doenca arteriosclerética sistémica, associada com
elevada morbidade e mortalidade, mas ainda pouco diagnosticada e tratada. A idade avangada, o
tabagismo e o diabetes sdo 0s seus principais fatores de risco. O conhecimento dos fatores de
risco da doenga é essencial para o seu diagnostico precoce e adequado tratamento. O grande
avanco da biologia celular e molecular na determinagcdo dos varios indices inflamatorios e dos
estados de hipercoagulabilidade na DAOP, poderd nos fornecer respostas para 0 Seu
desenvolvimento, manuseio e novas estratégias de prevencdo (SAVINO NETO; NASCIMENTO,
2007).

Atualmente, entende-se a doenca arterioclerética ndo apenas como decorréncia de
acumulo de lipideos nas paredes dos vasos, mas também como consequéncia da disfuncdo
endotelial e da ativacdo do sistema inflamatorio, estresse oxidativo e alteracbes da
coagulabilidade, o que nos leva a buscar marcadores envolvidos nesses processos que possam
predizer o risco da doenga vascular (MALLIKA; GOSWAMI; RAJAPPA, 2007).

A melhor compreensédo da fisiopatologia e o desenvolvimento de tecnologias sensiveis e
especificas tornam cada vez mais atrativa a possibilidade de detecgdo precoce e monitoragdo das
doencas vasculares. Assim, o conceito dos biomarcadores foi introduzido nos Gltimos anos, um
marcador € uma variavel mensuravel que pode ser uma substancia encontrada em uma amostra

biolégica como sangue ou urina, podendo refletir a fisiopatologia da doenca, predizer eventos
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futuros, bem como indicar a presenca da afeccdo ou danos a um 6rgdo. Um marcador pode ser

medido para avaliar o progresso e o tratamento da doenca (CHAGAS, 2003).

A doenca cardiovascular é a principal causa de morte e incapacidade que mais cresce no
mundo e estima-se que até 2020 supere as doencas infecciosas neste quesito. A doenca
coronariana, cerebrovascular e arterial periférica correspondem as principais manifestacdes da
arteriosclerose, tendo um grande progresso no diagnostico, prevencdo e tratamento nos altimos
trinta anos (HACKAM; ANAND, 2003).

Um dos mais importantes avancos foi a identificacdo dos fatores de risco para a doenga
cardiovascular, através de grandes estudos prospectivos como o de Framingham , onde a
hipertensdo arterial, dislipidemia, tabagismo e o diabetes melito foram identificados como o0s
mais importantes fatores de risco ( KANNEL; MCGEE, 1985).

Entretanto, um namero significativo de eventos cardiovasculares ocorrem em paciente
sem fatores de risco convencionais bem estabelecidos, 0 que mantém a busca por agentes
adicionais. Nos ultimos anos, novos marcadores ou fatores de risco tem sido propostos como

preditores para a arteriosclerose e suas complicacdes.

3.9 NOVOS MARCADORES DE RISCO PARA A DOENCA VASCULAR DE ACORDO
COM A CLASSIFICACAO DE HACKAM E ANAND (2003) :

- Marcadores inflamatorios: proteina C-reativa, interleucina-6, amiloide A sérico, moléculas de

adesdo celular e vascular, contagem de leucocitos, ligagdo soltvel CD 40.

" Marcadores da hemostasia e de trombose: fibrinogénio, Von Willebrand, ativador inibidor
plasminogenio(PAI-1), ativador tecidual plasminogenio, fatores V,VII e VIII, D-dimero,

fibrinopeptideo A, fragmentos de protrombia 1 + 2

- Fatores relacionados a plaquetas: agregacdo plaquetaria, atividade plaquetéria, volume e
tamanho das plaquetas.
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- Fatores relacionados com os lipideos: lipoproteinas de baixa densidade, lipoproteina A,
apolipoproteinas Al e B, subtipos de lipoproteinas de alta densidade, LDL oxidada.

- Outros fatores: homocisteina, lipoproteina associada a fosfolipase A(2), microalbuminuria,
resisténcia a insulina, genotipo PAI-1, gendtipo da enzima de conversdo da angiotensina,,
genotipo Apo E, agentes infecciosoa como cytomegalovirus, chlamydia pneumonia, helicobacter
pylori, herpes simples, fatores fisico social.

3.9.1 Marcadores inflamatdrios de risco para doenca cardiovascular

3.9.1.1 A Proteina C Reativa (PCR)

E produzida principalmente no tecido hepético em resposta a estimulos da isoleucina-6 e
TNF-a, sendo responsavel pela ativacdo da cascata do complemento que regula 0s processos
inflamatorios.E um marcador sensivel, embora de baixa especificidade da atividade inflamatoria,
conhecida e utilizada ha muitas décadas na clinica diaria. O avanco do conhecimento dos
processos fisiopatologicos que levam a arteriosclerose, mostram que esta comega com um
processo inflamatorio, fazendo com que a Proteina C Reativa despertasse um grande interesse
para os estudos das doencas cardiovasculares, havendo fortes indicios que tenha participacdo
mais direta no processo aterogénico por sua atuagdo muito proxima as citocinas, isoleucina-1 e 6,
bem como na influéncia que exerce mediando a captacdo do LDL oxidado pelos macréfagos e a
expressdao das moléculas das células de adesdo. Portanto, além de ser util na avaliagdo dos
processos inflamatorios de um modo geral, a PCR-ultrasensivel (PCRus) é util na predicdo de
eventos cardiovasculares futuros em individuos saudaveis (LIMA et al. 2007).

3.9.1.2 Efeitos da Proteina C Reativa na arteriosclerose

Paffen e de Maat (2006) relatam que a inflamacéo tem um papel central em todas as fases da
arteriosclerose, do recrutamento inicial de leucocitos circulantes para a parede arterial até a ruptura de
placas instveis que resultam nas manifestacGes clinicas da doenga. A PCR pode ser envolvido em

cada uma destas fases por influenciar os processos de ativa¢do do complemento, apoptose, ativagédo
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de celulas vasculares, recrutamento de mondcitos, acumulacéo de lipidios e trombose, como serd

descrito a seguir :

- Ativagdo do complemento

Pela interagdo com fatores de complemento, a PCR mostra um efeito direto em células do
endotélio arterial, aumentando a expressdo de fatores inibitdrios nas células endoteliais. Isto
sugere que PCR media a ativacdo do complemento em um sistema que regula a reagéo
inflamatoria, porque promove a remocao de restos de tecidos e os efeitos danosos da ativacao do
complemento em pacientes com doenga cardiovascular (SZALAI et al. 1999). Porém, esta
também conduz & producdo de uma variedade de moléculas pro-inflamatorias, sendo que este
mecanismo de regulacdo do complemento mediado pela PCR também poderia agravar o estado
inflamatorio no corpo inteiro, bem como na placa aterosclerdtica. Entéo, a interagdo direta entre
PCR e complemento pode ativar e inibir a inflamag&o em lesdes de arteriosclerose (PAFFEN ; de
MAAT, 2006).

- Interacao com receptores de superficie

A observacdo de que PCR ¢é localizada entre mondcitos marca a possibilidade de uma
interacdo direta com estas células e com macréfagos mondcitos-derivados por ligar-se a um receptor
especifico. A PCR liga-se avarios receptores em monocitos humanos; para 7FcRIla (CD32) com alta
afinidade e para ¥FcRI (CD64) com baixa afinidade aumentado a fagocitose e a liberagdo de
cytokinas inflamatorias (MARNELL; MOLD; DU CLOS, 2005). Os receptores de superficie (Fc)
foram descritos para mediar o efeito de PCR em células endoteliais aorticas humanas (DEVARAJ.;
DU CLOS; JIALAL, 2005a). O rFcRlla é conhecido como o receptor de PCR putativo por leucécito
e também foi achado em células endoteliais da aorta bovina (BHARADWA et al. 1999;
ESCRIBANO-BURGOS et al. 2005). A PCR também se liga a receptores inibitorios, Fcgamma
RIlb, blogueando a ativagdo de sinais (MARNELL; MOLD; DU CLOS, 2005). A ligacdo da PCR
com um receptor sugestiona sua capacidade de induzir um efeito bioldgico especifico , como o
envolvimento direto com celulas de mediacao e opsonizac¢do. Em adicdo a PCR com e sem anticorpo
anti-CD32 para células endoteliais demonstrou a mediacdo parcial da PCR na regulamentacdo de

celulas de superficie para expressdo de proteinas, como os receptores endoteliais de células C, por
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CD32 (NAN et al. 2005). A interacdo de PCR com CD36, um receptor que é expressado atraves de
macrofagos e é envolvido na captagdo de particulas de proteina de baixa densidade (LDL), demonstra
um papel direto da PCR por sua interferéncia com a ligagdo de LDL para CD36 (ZWAKA,
HOMBACH; TORZEWSKI, 2001).

- Trombose

A trombose contribui para a progressdo da lesdo aterosclerética e para a precipitacdo do
evento cardiovascular. Ac¢des diretas da PCR contribuem a inducdo de um estado prd-trombotico
aumentando a atividade pro-coagulante (LIBBY; SIMON, 2001) ou a redugdo da fibrindlise
(CUSHMAN et al. 1999). A PCR foi descrita como indutor de um estado pro-trombético por inducgéo
da expressdo de fator de tecido em mondcitos humanos, mas s6 na presenga e por interacdo direta
com outras células do sangue como linfocitos- T, linfocitos-B e células assassinas naturais (PAFFEN;
VOS; BERTINA, 2004). A PCR também pode inibir a fibrin6lise aumentando a expresséo e atividade
do inibidor principal da fibrinolise, o inibidor do ativador do plasminogénio-1 (PAI -1) em células
endoteliais de aortas humanas (LIP et al. 2002). Considerando que PAI-1 promove aterotrombose e
progressdo de sindromes coronarias agudas, este efeito da PCR também pode afetar doengas
cardiovasculares (DEVARAJ; XU; JIALAL, 2003).

- Modulagéo celular, recrutamento e ativagéo

Na superficie da célula endotelial, a expressdo de moléculas de adesdo como ICAM-1,
VCAM-1 e E-selectina é auto-regulamentada pela PCR . Por estes processos a PCR induz adeséo de
plaquetas a celulas endoteliais, estimula a deficiéncia organica de células endoteliais e o recrutamento
de mondcitos e linfdcitos-T para a parede endotelial. Estes resultados foram informados por varios
grupos que tambem mostraram que a PCR induziu a produgdo de MCP -1. Esta autoregulagdo de
moléculas de adesdo é mediada parte pela producéo de endotelina-1, um potente fator vasoconstritor
derivado do endotélio e pela producédo do interleucina-6 ,de citokinas inflamatérias e interleucina -8
(PAFFEN ; De MAAT, 2006).

- Expressao de mediadores inflamatorios
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Cytokinas, chemokines e moléculas de adesdo: a PCR induz cytokinas inflamatérias de um
modo dose dependente que promove apoio adicional para a hipétese da interacdo com fagocitos
mononucleares o que constitui um papel biolégico importante para esta proteina de fase aguda
(DEVARAJ; O'KEEFE; JIALAL, 2005b). A analise quantitativa da liberacdo PCR-induzida de
interleucina-6, interleucina-1 e fator de necrose tumoral-« através de mondcitos humanos normal
frescamente isolados, revelou diferengas leves a tempo curtos. Todos as trés cytokines foram
descobertas 4h depois da adicdo de PCR em vitro, com niveis maximos de TNF= as 8h , de
interleucina-1 e interleucina-6 as 16h (BALLOU; LOZANSKI, 1992).

A PCR induz producéo e secre¢do de MCP-1( monocyte chemoattractant protein) em células
endoteliais de veia umbilicais humanas , mas ndo em células endoteliais aorticas . O MCP-1 est4
presente na lesdo arteriosclerdtica e tambem podem se originar de monocitos (DEVARAJ; O'KEEFE
; JIALAL, 2004 ; PAFFEN; de MAAT, 2006).

- Expressdo do 6xido nitrico (NO)

Venugopal et al. (2002) referem que a PCR diminui a expressao e bioatividade da 6xido
nitrico sintase endotelial (eNOS ), que resulta em um efeito subseqiente de vasodilatacéo.
Entretanto, ainda é incerto se hd um papel causal para a PCR na regulacéo da expressdo do NO na
reatividade vascular (CLAPP et al. 2005). A PCR contribui para um estado pré-aterogénico e
pré-trombotico diminuindo a liberagdo do NO e do vasodilatador e inibidor da agregacédo
plaquetéria, a prostaciclina (PGI2), por aumentar o anion superdxido e induzir diretamente NO
sintase (VENUGOPAL; DEVARAJ; JIALAL, 2003). Os estudos de Ikeda; Takahashi; Shimada
(2003) e de Lafuente et al. (2005) demonstram que a PCR, provavelmente, esta envolvida na
regulacdo dos niveis celulares de NO.

- Apoptose

A PCR é diretamente envolvida no processo de apoptose (BLASCHKE, 2004). O efeito
inibitério da PCR sobre as celulas de expressdo endotelial do NO inibe a sua mobilizag&o,
diferenciacdo, sobrevivéncia e fungéo, por facilitar a apoptose e bloquear o processo de angiogénese.
A apoptose de células musculares lisas vascular também tem um papel importante na progresséo de

lesbes ateroscleroticas contribuindo para a vulnerabilidade da placa. A PCR também esta ligada a
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fosfatidilcolina a qual participa diretamente da ativagdo de macréfagos e neutrofilos na retirada de
celulas apoptoticas e necroticas . Porem, os neutrofilos ndo estdo presentes na placa de aterosclerose
(DU CLOS, 2000; CHANG et al.2002).

- Lipideos

A interacdo entre lipidios e PCR é diversa. Foi sugerido que PCR pudesse ser o fator que une
lipoproteina e ativagcdo do complemento em placas de aterosclerose. Ligando a PCR depositada no
tecido ao LDL enzimaticamente degradado, aumenta a ativacdo do complemento, que pode ser
pertinente ao desenvolvimento e progressdo da arteriosclerose, particularmente em fases iniciais,
quando as baixas concentragdes de LDL enzimaticamente degradado estiverem presentes
(TORZEWSKI et al. 1998). Embora, o envolvimento direto da PCR ndo foi demonstrado, por esta
ligagdo da PCR com o LDL enzimaticamente degradado, a PCR pode estar envolvida na liberacdo
volumosa de MCP-1 descrito por macrofago, causado por LDL enzimaticamente degradado
(KLOUCHE et al. 1998).

Embora os relatos de interacdo entre PCR e Ox-LDL sejam conflitantes, a ativacdo do
complemento como resultado desta interacdo é considerada improvavel. A maioria das células
espumosas subendoteliais mostram coloracdo positiva para PCR. Foi demonstrado que LDL nativo
que foi co-incubado com PCR foi levado através de macréfagos por macropinocitose. A formagéo de
células espumosas na aterogénese humana poderia ser causada em parte por captacdo de PCR e LDL
(ZWAKA; HOMBACH; TORZEWSKI, 2001).

Niveis altos de lipoproteina de alta densidade (HDL) séo protetores da arteriosclerose desde
que o HDL seja envolvido no transporte do colesterol da periferia para o figado. O HDL neutraliza a
atividade proinflamatdria da PCR, inibe a arteriosclerose por prevencdo da oxidagdo do LDL. Né&o é
conhecido se PCR tem um efeito no estado de oxidac¢éo do LDL (WADHAM et al. 2004).

Ridker, Stampfer e Rifai (2001) relatam que dos biomarcadores estudados, o HDL-
colesterol e a preoteina C reativa ultrassensivel foram os maiores preditores independentes para o
desenvolvimento da doenga arterial periférica, sendo que a PCRus fornece informagfes adicionais

sobre o prognostico da doencga, quando comparados ao lipideos.
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Pearson et al. (2003) utilizaram a Classificacdo de Recomendacgéo do nivel de Evidéncia
do American College of Cardiology em trabalhos publicados de ciéncia béasica e clinica para
avaliar os marcadores inflamatérios como fator de risco cardiovascular. Esse grupo de trabalho
transporta as evidéncias da inflamacdo como um mecanismo chave no processo da
arteriosclerose para a prética clinica e a satde publica, através da avaliagdo das evidéncias dos
trabalhos de ciéncia béasica, estudos epidemioldgicos e clinicos. Esses estudos conduzem a
informacgédo de que a arteriosclerose ¢ uma resposta inflamatéria a uma variedade de fatores de
risco que levam ao desenvolvimento de sindromes coronarianas e cerebrovasculares agudas.
Baseado nestas consideracdes, a dosagem da proteina C reativa ultrassensivel se mostrou a mais
acessivel, por estar padronizada e disponivel na pratica clinica com adequada precisdo. Os niveis
de PCRus sdo divididos em categorias de risco: baixo risco ( < 1.0 mg/I ), médio risco (1,0 a 3,0
mg/l) e alto risco > 3,0 mg/l, valores baseados em estudos populacionais. Baseados nas
evidéncias observadas, recomendam que a PCRus possa ser usada como um fator de risco
adcional maior para prevencdo da doenga coronariana primaria, podendo a sua dosagem ser
utilizada em estudos populacionais de Saude Publica. A mensuracdo da PCRus parece ser o
melhor teste para avaliar o risco relativo de pacientes com maultiplos fatores de risco
cardiovascular de desenvolverem doenca cardiovascular em 10 anos, com taxas de 10% a 20%
(nivel de evidéncia B). Contudo, os beneficios dessa estratégia, bem como o seu tratamento nela
baseada carecem ainda de maior comprovacdo. Pacientes com risco relativo elevado > 20%
(PCRus > 3,0 mg/l) devem ser orientados para intensificar o tratamento médico e os fatores de
risco tradicionais para a doenca cardiovascular. S&o considerados baixo risco relativo em 10 anos
taxas < 10 % ( PCRus < 1,0 mg/l). Em pacientes com doencga coronariana ou sindromes
coronarianas agudas, a dosagem da PCRus pode ser usada como um marcador independente para
provavel eventos recorrentes, incluindo morte, infarto agudo do miocérdio e re-estenoses de

intervengdes percutaneas coronarianas.

Libby e Ridker (2006) comentam o conceito da inflamacdo no desenvolvimento da
arteriosclerose, onde essa nova hipotese associa os fatores de riscos cardiovascular e alteragdes
celulares e moleculares como responsaveis pelo inicio da doenca. Estes novos fundamentos

levam a mudangas na préatica clinica. A utilizagéo clinica de biomarcadores inflamatdrios tem
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gerado grande interesse na investigacdo de sua eficcia quando comparados ou em associagdo
aos fatores de risco tradicionais. A proposi¢do da elevacdo dos niveis séricos da proteina C
reativa ultra-sensivel como um indicador de tratamento tem recebido apoio de uma série de

trabalhos clinicos.

Tzoulaki et al. (2006) realizaram o chamado Estudo Arterial de Edinburgh, com o
objetivo de analisar as complexas relagcdes entre inflamacdo, coagulacdo e arteriosclerose.
Foram testadas associacGes entre fatores hemostaticos como o fibrinogénio, D-dimero,
antigeno ativador do plasminogénio, fator de Von Willebrand e a arteriosclerose progressiva
mensurada pela realizagdo do indice tornozelo-braquial (ITB). O estudo comegou com 1592
pacientes, sendo que apds 12 anos de controle, apenas 837 terminaram, destes 485 faleceram
(30,5%), tendo causa a doenga cardiovascular 207 (42,7%). A idade média foi de 64,8 anos,
com 50.9% do sexo masculino. Eram diabéticos 6%, tabagistas 26% e ex-fumantes 36%. Nesse
estudo as anélises de D-dimero e fibrinogénio estavam significativamente e independentemente
associadas com ITB alterado, sendo que o D-dimero estd associado a progressdo da
arteriosclerose periférica independentemente da presenca de fatores de risco cardiovasculares.
A interleucina -6 foi melhor marcador que a PCR na progressao da doenca arterial periférica.

Tsimikas, Willerson e Ridker (2006) prop6em que a utiliza¢éo clinica dos biomarcadores
dependem destes conseguirem refletir a atividade da doenca arteriosclerotica, com acuracia, boa
relacdo custo-beneficio, sendo capazes de prevenir futuros eventos da doenca. Relatam que a
PCRus preenche muitos desses critérios, se ndo todos, sendo utilizada na prética clinica para
melhorar a avaliacdo de risco vascular na prevencdo primaria e secundaria da doenca
cardiovascular. A PCRus tem relevancia clinica associada a lipoproteina de alta densidade (
LDL), pois ambos sdo monitorados no tratamento com estatinas. Os biomarcadores plamaticos
traduzem um potencial clinico da doenca aterotroboética, contibuindo para estratificacdo de
populacbes de alto risco, favorecendo o diagnostico e tratamento precoce de paciente com

doenca vascular assintomaética.
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Eldrup et al. (2006) propdem novos modelos da avaliagdo de risco cardiovascular, além
dos ja existentes baseados nos estudos de Framingham, onde sdo avaliados a idade, tabagismo,
pressao arterial, hipercolesterolemia, diabetes. Argumentam que nesses critérios de risco, muitos
pacientes sdo identificados quando desenvolvem a doenca vascular. A utilizacdo de testes nédo
invasivos como o indice tornozelo-braquial, podem detectar pacientes com arteriosclerose antes
de haver manifestacdo da doenca isquémica, selecionando 0s paciente para tratamento precoce.
Utilizaram o indice tornozelo-braquial ( ITB ), dosagem da PCRus e a medida da circunferéncia
abdominal para identificar individuos na populacdo geral com arteriosclerose avangada, tendo
como critério de inclusdo doenca isquémica cardiovascular ( coronariana ou acidente vascular
cerebral ). Concluiram que o ITB < 0,9 identifica pacientes com arteriosclerose grave na
populacdo geral, enquanto a PCRus e a medida da circunferéncia abdominal ndo tem a mesma

significancia.

Ben-Yehuda (2007) cita que a PCRus tem sido utilizada como estratificacdo de risco para
a doenca cardiovascular baseada em evidéncias epidemiolégicas, mas ainda existem algumas
controversias, pois pode estar elevada em pacientes com obesidade, aumento da circunferéncia
abdominal e resisténcia a insulina, demonstrando que seu uso tem limita¢Ges. Faz criticas ao uso
da PCRus como marcador de risco da doenca cardiovascular citando vérios estudos como o de
Wang et al.(2006); Khera et al. (2006); Sattar et al. (2007), nos quais a dosagem da PCRus
mostraram resultados modestos quando comparados com fatores de risco tradicionais. Questiona
que diante desses resultados divergentes, como podemos fazer uso dessa literatura, se ha uma

explicacdo bioldgica ou de metodologia para essa variabilidade.

Ridker (2007) faz uma revisdo de mais de 20 estudos prospectivos, que mostraram que a
PCRus é um biomarcador inflamatorio de eventos cardiovasculares futuros, adicionalmente a
preditores de risco como diabetes e hipertensdo. Em muitos trabalhos o impacto relativo da
PCRus ¢ pelo menos igual ou maior que as lipoproteinas de baixa densidade, alta densidade,
presséo arterial e tabagismo.O seu conhecimento re-classifica um grupo de pacientes do chamado
de risco intermediario em paciente de baixo ou alto risco. Contudo, h& consenso sobre a PCRus
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entre os autores que defendem ou criticam a hipdtese inflamatoria da arteriosclesose, pois esta é a

Unica que pode imediatamente aumentar os cuidados com os pacientes.

Lima et al. (2007) relatam que a PCR é uma proteina de fase aguda, sintetizada pelo
figado em resposta as citocinas, que reflete inflamagéo ativa sistémica tendo a inflamagdo um
papel potencial no inicio, na progressdo e na desestabilizacdo das placas de ateroma. Assim que
os macrofagos se infiltram na parede vascular, elaboram citocinas que modulam a migracdo, a
proliferacéo e a funcdo de celulas inflamatorias. Marcadores plasmaticos de inflamag&o cronica
tém sido associados ao risco de DAC, sendo a PCR o marcador mais estudado. O
desenvolvimento de dosagens de PCRus tem sido instrumento na exploracdo do papel desse
marcador na predigdo de um possivel evento vascular, pois sua habilidade para prever futuros
eventos coronarianos em homens e mulheres aparentemente saudaveis tem sido estudados. A
PCRus, considerada um marcador de inflamagdo sistémica, tem sido consistentemente associada
ao risco cardiovascular, e sua determinagéo parece ser util na estratificacdo do risco de eventos
coronarianos. ReacOes inflamatdrias na placa aterosclerdtica presente nas coronarias contribuem
para a sua instabilidade e ruptura, representando um papel importante na patogénese de eventos
aterotrombdticos agudos fatais ou ndo. Marcadores plasmaticos de inflamacdo crénica tém sido
consistentemente associados ao risco de doenca arterial coronariana (DAC), sendo a proteina C-
reativa ultrassensivel (PCRus) um dos marcadores mais estudados. Os autores em seu estudo
tiveram como objetivo determinar os niveis plasmaticos da PCRus de um grupo de individuos
submetidos a angiografia coronariana, buscando estabelecer a possivel correlagdo entre esse
parametro e a gravidade da DAC. Niveis plasméticos da PCR foram determinados em amostras
de sangue de 17 individuos com auséncia de ateromatose nas coronérias (controles), 12 pacientes
apresentando ateromatose leve/moderada e 28 com ateromatose grave, utilizando-se o conjunto
diagnodstico Biotécnica Proteina C Reativa Turbidimetria com metodologia ultra-sensivel
especifica para monitoramento em cardiologia, com linearidade de 0,1 a 15 mg/l. Ndo foram
encontradas diferencas estatisticamente significativas entre as médias dos trés grupos para o
parametro avaliado, porém as médias obtidas para os grupos ateromatose leve/moderada e
ateromatose grave permaneceram acima da faixa de referéncia indicada pelo método para
monitoramento em cardiologia (0,1 a 2,5 mg/dl). As médias obtidas nos trés grupos apresentaram
elevagdo crescente dos niveis plasmaticos de PCRus a partir do grupo controle, aumentando com
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a gravidade da arteriosclerose coronariana, 0 que poderia sugerir a progressdo do estado

inflamatorio em fungdo da lesdo arteriosclerdtica.

3.9.2 Marcadores da inflamacgéo, hemostasia e de trombose de risco cardiovascular

3.9.2.1 O fibrinogénio (Fg), fator | da coagulacédo

Consiste em uma glicoproteina de peso molecular (PM) igual a 340.000 daltons, presente
no plasma sangiiineo. Este fator da coagulagdo apos a clivagem pela trombina forma monémeros
de fibrina, os quais se polimerizam no processo de coagulacdo. Sofre ativagcdo nos processos de
injuria tecidual onde sdo desencadeados os fenémenos hemostaticos que culminam com a
formacdo de uma rede resistente de fibrina. E sintetizado no figado e nos megacaridcitos,
possuindo uma estrututra trinodular onde as duas metades da molécula sdo simétricas; possui trés
pares de cadeias de polipeptideos designadas como Aa, Bb e g. As cadeias Aa, Bb e g, tem 610,
461 e 411 aminoéacidos respectivamente, com peso molecular de 66.500 daltons para cadeia Aa,
52.000 daltons para cadeia Bb e 46.000 daltons para cadeia g. Varios fatores parecem influenciar
a concentracdo plasméatica de fibrinogénio, como tabagismo, idade, obesidade, nivel de
colesterol, diabetes mellitus, consumo de alcool, ingestdo de fibras, uso de contraceptivos orais e
menopausa. Além disso, estimativas de herdabilidade dos niveis plasmaticos de fibrinogénio
variam de 27% a 51%. O fibrinogénio possuiria outras fungfes que poderiam participar no
desenvolvimento das doengas vasculares como a regulacdo das células de adesdo, quimiotaxia e
proliferacdo, vasoconstricdo no local da lesdo da parede vascular e estimulacdo da agregacdo
plaquetéria e determinagéo da viscosidade sanguinea (BRANDAO et al. 2004).

O fibrinogénio é reconhecido como fator de risco para a doenca arterial coronariana
(DAC), acidente vascular cerebral (AVC) e doenca arterial periférica (DAOP). Nesse contexto, o
fibrinogénio, bem como a fibrina e seus produtos de degradacdo, pode se acumular na placa
aterosclerotica e estimular a proliferacdo de células musculares lisas. A producdo hepética do
fibrinogénio poderia ser aumentada, como na forma de gatilho na presenca de resposta
inflamatoria ou a infecgdes (LEE et al. 1999).
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Doweik et al. (2003) investigaram o impacto progndstico dos niveis elevados de
fibrinogénio sobre a mortalidade em pacientes de alto risco com doenca arterial obstrutiva
periférica. Foram estudados 486 pacientes com DAOP e co-morbidades cardiovasculares por um
periodo de 7 anos. Concluiram que os niveis plasmaticos elevados de fibrinogénio em pacientes

com risco cardiovasculares portadores de DAOP aumentam o risco de complicagdes fatais.

Hackam, Anand (2003) relatam que a doenca vascular arteriosclerdtica € um grande
problema de salde publica, havendo uma busca continua para seu diagndstico e tratamento
precoce. Fizeram um estudo cujo objetivo foi fazer uma revisdo da literatura de estudos
epidemioldgicos, de ciéncia bésica e clinicos buscando evidéncias para a utilizacdo de fatores de
risco emergentes como Proteina C Reativa ultrassensivel (PCRus), lipoproteina A, fibrinogénio e
Homocisteinemia. Foram relacionados 373 estudos sobre fatores de riscos vasculares
convencionais e novos, associados com a arteriosclerose. Concluem que os niveis elevados de

fibrinogénio, PCRus, lipoproteina A e homocisteina sdo fatores de risco para doenca vascular.

O estudo The fibrinogen studies collaboration (2007) revela que o aumento dos niveis de
fibrinogénio plasmatico de 1g/l, estdo associados com o aumento de duas vezes o risco de doenca
cardiovascular, mas as causas permanecem incertas. Os investigadores avaliaram 154.211
individuos adultos provenientes de 31 estudos prospectivos realizados entre 1967 e 2003. Os
niveis de fibrinogénio aumentaram com a idade, tiveram comportamento linear com grandes
fatores de risco e ligeira associagdo com triglicerideos, albumina, tabagismo e consumo de
alcool. O sexo feminino, negros, baixo nivel sdcio-econdémico estavam relacionados a pequenos
niveis de elevacdo do fibrinogénio. Houve associa¢do positiva com tabagismo, sendo maior no
sexo masculino, com index de massa corporal, maior duas vezes nas mulheres que nos homens e
inversamente com lipoproteinas de alta densidade. Apresentou associa¢do positiva em relacéo a
marcadores inflamatorios, especialmente a PCRus. Esses achados avancam para uma melhor
compreensdo das suas correlacdes e possibilidade de determinar os niveis de fibrinogénio na

doenca cardiovascular.
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Paraskevas et al. (2008) em artigo de revisdo sobre o papel do fibrinogénio na DAOP,
relatam que a doenca arterial periférica (DAOP) é associada com altas taxas de eventos
cerebrovascular e cardiovasculares, sendo um marcador da arteriosclerose sistémica. A
modificagcdo de fatores de risco estabelecidos como parar de fumar, controlar a hipertenséo, o
diabetes, os lipidios sdo essenciais. Além disso, novos fatores de risco modernos emergiram,
incluindo o fibrinogénio e outros fatores hemostaticos. O fibrinogénio é um fator da coagulacéo e
um marcador da resposta de fase aguda da inflamagdo, um ativador de plaqueta, sendo
determinante da viscosidade do sangue e um componente da placa de aterosclerose. O
fibrinogénio ndo sO parece predizer a severidade da DAOP, mas também serve como um
marcador para desenvolvimento futuro da mesma. Reduzindo os niveis de fibrinogénio e de

outros fatores da coagulacdo diminuird a incidéncia e progressdo DAOP.
3.9.3 Outros marcadores de risco cardiovascular (coagulagéo)
3.9.3.1 A Homocisteina (He)

E um metab6lito da metionina que contém um grupamento SH-, sendo um aminoécido
formado exclusivamente a partir da desmetilacdo da metionina proveniente da dieta ou de seu
catabolismo. A metionina, localizada principalmente no figado, é catabolizada pela via da
transulfuragédo (NEVES; MACEDO; LOPES, 2004).

De Vigneaud (1962) descobriu a He, porém s6 em 1969 descreveu-se pela primeira vez a
relacdo entre hiperhomomocisteinemia (HHe), arteriosclerose e trombose arterial e venosa em
portadores de homocistiniria (McCULLY, 1969). Em 1985 foi descrita a correlacdo entre doenca
vascular e HHe em heterozigotos para a homocistindria (BOERS,1985). A hiperhomocisteinemia
tem sido associada a maior risco de eventos aterotromboticos, e a literatura sugere associagdo
causal, independente de outros fatores de risco para doenga arterial. As doengas cardiovasculares
(DCV) representam a maior causa de morte em paises ocidentais. No Brasil, sdo responsaveis
pela morte de 300 mil pessoas/ano e correspondem a 16% dos gastos do Sistema Unico de Satde
(SUS). Fatores de risco classicos, como hipercolesterolemia, hipertensdo arterial sistémica,
diabetes melito, tabagismo, obesidade, sedentarismo e antecedentes familiares, sdo responsaveis
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por dois tercos das causas de mortes por DCV. Chama a atencdo o fato de 30%-35% dos
individuos com DCV apresentarem normocolesterolemia, porém mais de 40% dos pacientes com
doenca primaria da artéria coronaria, cerebrovascular ou vascular periférica tém hiper-
homocisteinemia (HHe) (NAIR, et al. 2000).

A patogenia da lesdo vascular determinada pela HHe inclui lesdo da célula endotelial,
crescimento da musculatura lisa vascular, maior adesividade plaquetéria, aumento da oxidacdo do
LDL-colesterol com deposi¢cdo na parede vascular e ativagdo direta da cascata da coagulagéo
(DURAND, 2001). Entretanto, ainda ndo esta claro qual o mecanismo fisiopatolégico da He na
aterotrombose. Evidéncias de que a He seja um regulador natural dos leucécitos, incluindo
adeséo endotelial e migracdo transendotelial, vieram de estudos in vivo, nos quais ela ativa
independentemente cada tipo de leucdcito e célula endotelial. Neutrofilos e mondcitos expostos a
He, co-culturados com células endoteliais, englobam mecanismos que envolvem peréxidos de
hidrogénio extracelular. A He induz leucdcitos e adesdo endotelial, migracdo transendotelial de
leucocitos e lesdo endotelial mediada por leucécitos, que seletivamente muda o padrdo da
expressao da proteina de quimioatracdo de mondcitos (MCP-1) e interleucinas; estas sinalizam
neutréfilos e respostas celulares com liberagdo de citocinas e agonistas inflamatorios como fator
de necrose tumoral alfa (TNF-a) (DUDMAN, 1999).

Venancio, Burini e Yoshida (2004) descrevem estudos realizados em humanos e em
animais de laboratorio sugerindo que a hiperhomocisteinemia moderada alteraria a producéo do
Oxido nitrico no endotélio, um potente inibidor plaquetério e vasodilatador. A homocisteina teria
o efeito de diminuir a biodisponibilidade do éxido nitrico de maneira dose-dependente, ao alterar
sua sintese por inibicdo do 6xido nitrico sintetase endotelial, 0 que provocaria eventos vasculares
agudos, particularmente em individuos com outros fatores de risco. Especula-se, também, que a
hiperhomocisteinemia moderada exerceria um papel importante na disfuncdo endotelial através
de mecanismos oxidativos. Estudos in vitro com culturas de células endoteliais mostraram que a
auto-oxidacdo da homocisteina no plasma produziria espécies derivadas de oxigénio, incluindo o
superdéxido e o peréxido de hidrogénio, os quais estariam associados a toxicidade vascular,
proliferagdo de células musculares lisas e oxidacdo da fracdo LDL-colesterol e, portanto
poderiam estar ligados & formacdo de células espumosas e estrias gordurosas, caracteristicas de
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lesBes aterosclerdticas (PIOLOT; BLACHE; BOULET, 2003). Outros efeitos da homocisteina
seriam alteragBes nas propriedades anti-tromboticas do endotélio vascular. Estudos in vitro em
celulas expostas & homocisteina demonstraram um aumento da atividade dos fatores de
coagulacado XII e V, reducdo da ativagdo da proteina C, inibicdo do ativador de plasminogénio
tecidual, reducdo da biodisponibilidade do 6xido nitrico e prostaciclina, inibicdo da agregacao
plaquetéria, aumento da atividade do fator de von Willebrand, inibicdo da expressdo da
trombomodulina, inducdo da expressdo do fator tecidual e supressdo da expressdao do heparan
sulfato na parede vascular (WELCH; LOSCALZO,1998).

A determinacdo da He tem sido realizada pelos métodos de cromatografia de troca idnica
por analisador de amino&cidos e cromatografia liquida de alta pressdo (HPLC) com detec¢édo
eletroquimica. A concentracdo normal de homocisteina no plasma é de aproximadamente 10
pumol/l, com variacdo entre 5 a 15 umol/l; valores acima, caracterizam a hiperhomocisteinemia
(UELAND et al. 1993). Kang et al. (1992) classificaram a hiperhomocisteinemia nas formas
grave ( concentracfes maiores que 100 umol/l), intermediaria ( concentracdes entre 31 e 100
umol/l) e moderada ( concentragdes entre 15 e 30 umol/l). A hiperhomocisteinemia grave é
também chamada de homocisteinuria. A prevaléncia de HHe ocorre em 5% a 7% da populacéo
geral, porém niveis moderados a intermediarios ocorrem em 13%-47% daqueles com doenca
vascular aterosclerotica sintomatica (McCULLY,1996; UELAND; REFSUM,1989). No Brasil a
hiperhomocisteinemia foi encontrada em 60% dos pacientes com DAOP confirmada, com
predominancia da forma moderada, com niveis significantemente aumentados nos individuos
com idade superior a 60 anos e com tendéncia a ser maior nos homens (VENANCIO, 2002).
Outros estudos nacionais também revelaram prevaléncia alta de hiperhomocisteinemia (20%) em
individuos nipobrasileiros portadores de arteriopatia periférica arteriosclerotica, com valores
médios de homocisteina progressivamente mais elevados no sexo masculino. (GAROFOLO et al.
2007).

Neves, Macedo e Lopes (2004) observaram em estudo de metanalise envolvendo 27
trabalhos e mais de quatro mil pacientes quando os valores de He foram maiores que 10mmol/I,
cada 5mmol/l acrescidos nos valores de He circulante estdo associados a 80% de risco para
doenca cardiovascular em mulheres e 60% em homens; e 50% para doenca cerebrovascular, além

de aumentar em 6,8 vezes o risco para doenca vascular periférica. Esse aumento também
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corresponde a 20mg/dl de colesterol total com maior probabilidade de infarto agudo do miocérdio
(BOUSHEY, 1994).

A andlise clinica da homocisteina sangliinea, como um marcador preditor de DAOP, é
considerada de grande importancia, principalmente em individuos com arteriosclerose prematura
ou histéria familiar grave de aterotrombose com auséncia de outros fatores de risco (RIDKER;
STAMPFER; RIFALI, 2001).

Entretanto, muitos questdes necessitam ainda serem esclarecidas quanto a participacéo da
hiperhomocisteinemia na doencga vascular, existindo ainda muito a ser estudado sobre a influéncia

da He na funcéo das células sanglineas e endotélio vascular.

4 CASUISTICA E METODO
4.1 TIPO DE ESTUDO

Estudo observacional, transversal, onde 0s niveis séricos dos biomarcadores inflamatérios
e da coagulacdo ( fibrinogénio, Proteina C Reativa ultrassensivel e homocisteina), dos
marcadores de estresse oxidativo (Glutationa, Catalase e Superdxido Dismutase) e do nitrito
como marcador de disfuncdo endotelial, foram dosados através da coleta do sangue venoso
periférico de pacientes portadores de DAOP, atendidos no Servigo de Cirurgia Vascular da

Fundacdo Santa Casa de Misericérdia do Para.

4.2 AMOSTRA

Composta por 30 pacientes divididos em 2 grupos, além do Grupo Controle :

Grupo Controle — 15 individuos do sexo masculino ou feminino com idade entre 45 e 75 anos

sem doenca arterial obstrutiva periférica e auséncia de de fatores de risco vascular conhecidos.
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Grupo A - 15 pacientes do sexo masculino ou feminino com idade entre 45 e 75 anos portadores
de doenga arterial obstrutiva periférica no estagio de claudicacdo intermitente limitante (estagio
Ila da Classificagéo de Fontaine, com ITB =0,89a0,5).

Grupo B - 15 pacientes do sexo masculino ou feminino com idade entre 45 e 75 anos portadores
de doenca arterial obstrutiva periférica no estagio de claudicacdo intermitente incapacitante ou
dor em repouso (estagio 11b e 111 da Classificacdo de Fontaine, com ITB = 0,49 a2 0,35).

4.3 PROCESSO DE SELECAO

Participaram do estudo homens e mulheres portadores de doenca arterial obstrutiva
periférica identificados pelo indice tornozelo-braquial (ITB), respeitando os critérios de inclusao

e exclusao.

4.4 CRITERIOS DE INCLUSAO

Pacientes do sexo masculino ou feminino, com idade entre 45 e 75 anos, portadores de
doenca arterial obstrutiva dos membros inferiores diagnosticados pelo indice tornozelo-braquial,

sem doenca vascular conhecida de outro territorio.
4.5 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Uso regular de medicamentos anti-agregantes plaquetarios, anti-inflamatérios,
vasodilatadores, drogas hemorreoldgicas, hipolipemiantes e antioxidantes. Portadores de
neoplasias malignas, doengas infecciosas, inflamatorias, insuficiéncia hepatica, insuficiéncia

renal, obesidade morbida, reposicao estrogénica e alcoolismo.

4.6 PROCEDIMENTOS
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1 Etapa : ldentificacdo dos pacientes de acordo com o indice tornozelo-braquial conforme os
grupos estudados, atendidos nos ambulatorios e enfermaria de Angiologia e Cirurgia Vascular da

Fundacédo Santa Casa .
2 Etapa : Coleta das amostras de sangue de acordo com 0s grupos do estudo.

3 Etapa : Dosagem dos niveis séricos do fibrinogénio, proteina C reativa ultrassensivel,
homocisteina, catalase, glutationa, superéxido dismutase e do nitrito (metabdlico do O6xido

nitrico) nos grupos estudados.
4.6.1 Técnica de mensuracao do indice tornozelo-braquial

As medidas sdo realizadas ap6s o paciente descansar 5 minutos em decubito dorsal. O
ITB € calculado como a relagéo entre a maior das duas pressdes sistdlicas (artéria tibial posterior
e pediosa) abaixo do tornozelo com a maior pressdo da porgédo braquial. As pressdes de ambas as
pernas sao medidas e o ITB ¢é calculado separadamente para cada perna. No caso da auséncia do
valor do ITB em uma das pernas (amputacdo) ou da pressao sistolica braquial em um dos bracos,
o0 valor dos membros contra laterais serdo utilizados. DAOP é definida como um ITB < 0,90. O
menor valor de ITB entre as duas pernas deve ser utilizado como referéncia para anélise dos
dados (HIRSCH; HASKAL ; HERTZER,; et al., 2006).

Para a realizacéo do procedimento, deve-se:

» medir a circunferéncia braquial e selecionar a bolsa inflavel adequada;

* posicionar o paciente em decubito dorsal e colocar o manguito no brago 2 a 3 cm acima da fossa
ante-cubital;

» com o0 auxilio do Doppler, localizar o som arterial mais audivel posicionando o transdutor sobre
0 pulso braquial. Insuflar o manguito 20 a 30 mmHg acima do ponto de desaparecimento do
ruido arterial. Desinsuflar lentamente, cerca de 2 mmHg por segundo. O primeiro som audivel
durante a desinsuflacdo serd registrado como a pressao sistolica. S&o realizadas duas medidas
para aumentar a reprodutibilidade do método;

* medir a pressdo sistdlica no braco esquerdo, seguindo as mesmas recomendacdes;
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» medir a pressdo sistolica dos tornozelos direito e esquerdo, colocando o manguito 2 a 3 cm
acima do maléolo com a bolsa inflavel centralizada na direcdo do pulso pedioso. Posteriormente,
mede-se a pressdo arterial sistdlica da artéria tibial posterior;

 Nos pacientes diabéticos que apesentaram sinais de calcificacdo da parede arterial, foi usada a

medida de press@o nos dedos.

4.6.2 Coleta do Material

Foi coletado 20 ml de sangue de veia periférica apds 12 horas de jejum, e transportado em
recipiente com gelo, em uma temperatura em torno de 4°C para processamento no laboratorio e

armazenado a uma temperatura de 80°C negativos.

4.6.3 Dosagem da proteina C reativa ultrassensivel

Teste por turbidimetria com particulas de latex, automatizado para determinacdo
quantitativa da proteina C reativa no soro/plasma (THOMPSON; MILFORD; WHICHER, 1992).
Valor de referéncia : baixo risco ( < 0,1 mg/dl ), médio risco ( 0,1 a 0,3 mg/dl) e alto risco > 0,3

mg/dl.
4.6.4 Dosagem do fibrinogénio

Através do método de Clauss, por leitura de turbidimetria (CLAUSS, 1957). Valor de
referéncia : 150-370 mg/dl.

4.6.5 Dosagem de homocisteina

Procedimento automatizado, utilizando o teste por cromatografia liquida de alta
performance (HPLC) (UBBINK et al.1991). Valor de referéncia de 5,0 a 14,0 umol/L.

4.6.6 Dosagem da atividade da enzima catalase



72

Para determinagdo da atividade da enzima catalase foi realizado o método de titulagdo
permanganimétrica do perdxido de hidrogénio descrito por Aebi (1980), sendo os resultados

expressos em g/ml/min.

4.6.7 Dosagem da atividade da enzima superoxido dismutase (SOD)

Para de terminacdo da atividade da SOD foi utilizado o metodo de Lowry et al. (1951);

Fridovich (1995), sendo os resultados expressos em U/mg ptn/min.
4.6.8 Dosagem de glutationa

Para determinacdo da glutationa reduzida (GSH) nas amostras foi realizado o0 método
descrito por Anderson (1969), sendo o resultado expresso e mg/ml.

4.6.9 Dosagem de nitrito

A atividade nitrérgica foi avaliada através da mensuracdo dos niveis de nitrito presente no
plasma pelo método espectrofotométrico modificado de Green et al. (1982). O plasma foi
previamente desproteinizado com sulfato de zinco 3% numa proporcéo 1:1 e entédo centrifugado a
5000 r.p.m. por 5 min. Os resultados expressos em yM.

4.7 ANALISE DOS RESULTADOS

Os resultados serdo expressos através de graficos e tabelas utilizando o Microsoft®
Windows Word e Excel 2007. Os céalculos estatisticos foram realizados no programa BioEstat 5,
sendo utilizado o Teste t para avaliagdo do tamanho das amostras, o teste de Mann-Whitney
para diferenca entre as amostras, estatistica descritiva para obtengdo de médias e desvio padréo,
teste do coeficiente de variagdo para comparar diferentes populagcbes com as mesmas
caracteristica, teste do Qui-Quadrado, analise de regressdo para determinar a dependéncia de uma
variavel em relacdo a chamada variavel independente ou preditora, com célculos de regressao
logistica, regresséo linear de selecdo progressiva (stepwise), ponto de Corte e teste do Crivo. Para
nivel de significancia estatistica foi considerado o valor p < 0,05.
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4.8 ASPECTOS ETICOS

A proposta foi elaborada obedecendo as diretrizes e normas da Resol. 196/96 do Conselho
Nacional de Salude que estabelece normas para pesquisa envolvendo seres humanos. A pesquisa
oferece baixo risco fisico, considerando que todo o processo de obtencdo de dados e coleta das
amostras de material biolégico foi realizado por pessoal qualificado e material adequado, tendo o
projeto sido aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Ndcleo de Medicina Tropical da
Universidade Federal do Para de acordo com o protocolo n® 081/ 2004 — CEP/NMT .

Esta pesquisa ndo apresenta conflito de interresse, tendo sido realizada no Laborat6rio de
Neuroquimica Molecular e Celular do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal
do Para e no Laboratério de Patologia Clinica Amaral Costa, com recursos proprios dessas
instituicoes, CNPQ , Capes e IBNET.

5 RESULTADOS

Com a finalidade de demonstrar a separa¢do dos Grupos, de acordo com suas variaveis,
foi usada o teste de analise discriminante. Figura 1.
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Analise Discriminante
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Figura 1- Mostra a separacéo entre o Grupo 1 ( controle ), Grupo 2 (A) e Grupo 3 (B).

Fonte: protocolo de pesquisa.

GRUPO CONTROLE ( C)

O Grupo Controle foi formado por 15 pessoas sem histéria clinica de doenca arterial
obstrutiva periférica (DAOP) e auséncia de fatores de risco vascular conhecidos, oito (53,33%)
foram do sexo masculino e sete (46,66%) do feminino, com idade média de 53,53 (DP 5,05)

anos. Tabela 1.
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Tabela 1 - Distribuigdo por faixa etaria no Grupo Controle.

Idade Xi Fi Percentual
47 — 50 anos 48,5 3 20 %
50 — 53 anos 51,5 4 26,67 %
53 — 56 anos 54,5 2 13,33 %
56 — 59 anos 57,5 3 20 %
59 — 62 anos 60,5 3 20 %

Fonte : protocolo de pesquisa

A avaliacdo dos marcadores inflamatorios e da coagulacdo apresentaram como resultado
niveis médios plasmaticos da proteina C reativa ultrassensivel de 0,01 mg/dl (DP 0,02), do
fibrinogénio de 256,10 mg/ dl (DP 44,38) e da homocisteina de 10,2 micromol/l (DP 3,34).

Nas dosagens dos marcadores de estresse oxidativo, a catalase teve nivel médio de
atividade 12 g/ml/min (DP 2,92), a glutationa de 13,73 mg/ml ( DP 3,26) e a superoxido
dismutase 9,6 U/mg ptn/min (DP 1,8 ). O nitrito como marcador de disfuncdo endotelial teve o
nivel médio plasmatico de 3,91 uM (DP 1,62). Tabela 2.

Tabela 2 - Niveis séricos dos marcadores do Grupo Controle.
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Grupo controle

Marcadores o
Média DP
Marcadores inflamatérios e da coagulagéo
PCRus 0,01 mg/dl 0,02
Fibrinogénio 256,1 mg/dl 44,38
Homocisteina 10,2 umol/L 3,34
Marcadores de estresse oxidativo
Catalase 12g/ml/min 2,92
Glutationa 13,73 mg/ml 3,26
Superoxido dismutase 9,33 U/mg ptn/min 1,87 Fonte
protocolo
de
Marcadores de disfuncéo endotelial )
Nitrito 3,91 pM 1,62 pesquisa.

GRUPO A

Constituido por 15 pacientes portadores de DAOP, em fase Ila ( claudicacdo intermitente
limitante) da Classificacdo de Fontaine, com ITB entre 0,89 e 0,5, onde doze (80%) eram do
sexo masculino e trés ( 20%) do feminino com idade meédia de 59,33 ( DP 8,43 ) anos. Neste
grupo, nove (60 % ) pacientes apresentavam diabetes melito, nove (60%) hipertensdo arterial,
oito (53,33%) hipercolesterolemia e treze (86,66%) eram tabagistas . Tabela 3.

Tabela 3 - Distribui¢do por faixa etéria no Grupo A.

Idade Xi Fi Percentual
45 — 51 anos 48 3 20%
51 - 57 anos 54 3 20%
57 — 63 anos 60 3 20%
63 — 69 anos 66 3 20%
69 — 75 anos 72 3 20%

Fonte : protocolo de pesquisa
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As dosagens dos niveis plasmaticos dos marcadores inflamatérios e da coagulacéo
mostraram a proteina C reativa ultrassensivel com valor médio de 0,37 mg/dl (DP. 0,47), o
fibrinogénio com 435,26 mg/dl (DP 124,33) e a homocisteina com 10,86 micromol/l ( DP 5,13).

As dosagens dos marcadores de estresse oxidativo apresentaram como nivel médio da
catalase 8,53 g/ml/min (DP 2,32), da glutationa 8,60 mg/ml ( DP 2,66) e da superdxido
dismutase 7,4 U/mg ptn/min (DP 2,1). As dosagens do nitrito como marcador de disfuncdo

endotelial apresentou nivel médio plasmatico de 3,25 uM (DP 1.7). Tabela 4.

Tabela 4 - Niveis séricos dos marcadores do Grupo A.

Marcadores o Grupo A
Média DP
Marcadores inflamatdérios e da
coagulacéo
PCRus 0,37 mg/dl 0,47
Fibrinogénio 435,26 mg/dl 124,33
Homocisteina 10,86 pmol/l 5,13
Marcadores de estresse oxidativo
Catalase 8,53g/ml/min 2,32
Glutationa 8,60 mg/ml 2,66
Superoxido dismutase 7,16 U/mg ptn/min 2,4

Marcadores de disfuncéo endotelial
Nitrito 3,25 uM 1,7
Fonte: Protocolo de pesquisa

GRUPO B

Este grupo foi composto por 15 pacientes portadores de doencga arterial obstrutiva
periférica (DAOP), em fase Ilb ( claudicacdo intermitente incapacitante ) e Il (dor de repouso )
da Classificacdo de Fontaine, com ITB entre 0,49 e 0,35 onde nove (60%) eram do sexo
masculino e seis (40%) do feminino com idade média de 65,4 ( DP 6,4 ) anos. Neste grupo, oito
(53,33% ) pacientes apresentavam diabetes melito, sete(46,66%) hipertenséo arterial, seis (40%)

hipercolesterolemia e catorze (93,33%) eram tabagistas. Tabela 5 e 6.
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Tabela 5 - Distribuigdo por faixa etaria no Grupo B.

Idade Xi Fi Percentual
54 — 58 anos 56 1 6,67 %
58 — 62 anos 60 4 26,67 %
62 — 66 anos 64 2 13,33 %
66 — 70 anos 68 1 6,67 %
70 — 72 anos 72 7 46,67 %

Fonte : Protocolo de pesquisa

Foi realizado o teste do coeficiente de variagdo, com a finalidade de avaliar a existéncia
de significado estatistico da variagdo de idade entre os grupos estudados, tendo o valor do p >

0,05, demonstrando ser uma variagdo amostral.

Para avaliacdo da diferenga do género entre os trés grupos, foi realizado o teste do Qui-
Quadrado (X?), tendo o valor do p > 0,05.

Tabela 6 - Fatores de risco conhecidos da doenca arteriosclerdtica nos Grupos A e B.

Fatores de risco Grupo A (n=15) Grupo B (n=15)
N(%) Qui-quadrado (X% N(%) Qui-quadrado (X%
Diabetes Melito 9 (60) P =0,60 8 (53,3) p=1,0
Hipercolesterolemia 8 (53,3) P =10 6 (40) p =0,60
Hipertenséo 9 (60) P =0,60 7 (46,7) p=1,0
Tabagismo 13(86,7) p = 0,0098 14 (93,3) p =0,0019

Fonte: Protocolo de pesquisa

Na avaliacdo dos marcadores inflamatérios e da coagulacdo, a proteina C reativa ultras-
sensivel apresentou como nivel médio plasmatico o valor de 0,73 mg/dl ( DP 0,79), o
fibrinogénio de 367,80 mg/dl (DP 120,21) e a homocisteina de 11 micromol/l (DP 5,14).

Quanto aos marcadores de estresse oxidativo, a catalase apresentou nivel médio de

atividade 7,53 g/ml/min (DP 2,94), a glutationa de 8,93 mg/ml ( DP 2,05) e a superoxido



79

dismutase de 5,08 U/mg ptn/min (DP 2,19). O marcador de disfun¢do endotelial nitrito

apresentou como nivel médio plasmatico o valor de 1,83 uM (DP 1,8). Tabela 7.

Tabela 7 - Niveis séricos dos marcadores do Grupo B

Marcadores . Qrupo B
Média DP
Marcadores inflamatdérios e da
coagulacédo
PCRus 0,73 mg/dl 0,79
Fibrinogénio 367,80 mg/dl 120,21
Homocisteina 11 pmol/l 5,14
Marcadores de estresse oxidativo
Catalase 7,53g/ml/min 2,94
Glutationa 8,93 mg/ml 2,05
Superoxido dismutase 5,08 U/mg ptn/min 2,19
Marcadores de disfuncéo endotelial
Nitrito 1,83 uM 1,8

Fonte: Protocolo de pesquisa

Foi realizado o teste de Mann-Whitney para avaliar a diferenca entre as amostras.
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A avaliacdo da proteina C reativa ultrassensivel (PCRus) nos Grupos Controle, Grupo A
e B, mostrou p < 0,05 entre os Grupos Ce A e C e B e entre os Grupos A e B ndo houve
diferenca estatistica significante. Figura 2.

War PROTEIMA C BEAT VA ULTRASSENSIVEL
mgsdl

2h

2.0 _

15

1.0

na

nn —_— -4

controle qrupo A, Grupo B

Figura 2 - Diferenga entre as amostras de PCRus pelo teste de Mann-Whitney.

Fonte : protocolo de pesquisa
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A avaliacdo do fibrinogénio (Fb) nos Grupos Controle (C), Grupo A e B mostrou p < 0,05
entre os Grupos C e A, C e B e entre os Grupos A e B ndo houve diferenca estatistica
significante. Figura 3.

War FIBRINOGEMIO
mgsdl
1000
ann
GO0 T
. = -
200 1
n
controle qrupo A, Grupo B

Figura 3 - Diferenga entre as amostras de Fb pelo teste de Mann-Whitney.

Fonte : protocolo de pesquisa
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A avaliacdo da homocisteina (He) ndo mostrou diferenca estatistica entre os Grupos C e
A, C e B, tendo o valor do p > 0,05. Figura 4.

YWar'r HOMOCISTEiMA
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Figura 4 - Diferenga entre as amostras de He pelo teste de Mann-Whitney.

Fonte : protocolo de pesquisa



A avaliacdo da catalase (Cat) mostrou

B ndo houve diferenca estatistica. Figura 5.
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Figura 5 - Diferenga entre as amostras de CAT pelo teste de Mann-Whitney.

Fonte : protocolo de pesquisa

Grupo &, Grupo B
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p <0,05entre os Grupos CeA,CeBeentre Ae
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A avaliacdo da glutationa (GSH) mostrou p < 0,05 entre os Grupos Ce A, Ce B e entre
A e B ndo houve diferenga estatistica. Figura 6.

War GLUTATIOMA
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Controle Grupo &, Grupo B

Figura 6 - Diferenca entre as amostras de GSH pelo teste de Mann-Whitney.

Fonte : protocolo de pesquisa
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A avaliagdo da superoxido dismutase (SOD) mostrou p < 0,05 entre os Grupos Ce A, C
e B e entre A e B ndo houve diferenca estatistica. Figura 7.

War SUPEROXIDO DISMUTASE
I1¢ma ptndmin

12 - -
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2 4

Controle Grupo &, Grupo B

Figura 7- Diferenca entre as amostras de SOD pelo teste de Mann-Whitney.

Fonte : Protocolo de pesquisa.
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A avaliagéo do nitrito mostrou p < 0,05 entre os Grupos Ce Be entre Ce A ndo ouve

diferenca estatistica . Figura 8.

War MITRITO
pkd
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0 4

Controle Grupo &, Grupo B

Figura 8 - Diferenca entre as amostras de Nitrito pelo teste de Mann-Whitney.

Fonte : Protocolo de pesquisa.

Foi utilizado o teste de regressdo logistica multipla, com a finalidade de determinar a

dependéncia de uma variavel em relacdo a outra varidvel chamada de independente ou preditora.

Quando realizado o teste de regressao logistica multipla tendo como variaveis os fatores
de risco conhecidos ou classicos da DAOP (tabagismo, diabetes melito, hipercolestrolemia e

hipertensdo arterial), relacionando entre si e com o indice tornozelo-braquial, o valor do Qui-



87

Quadrado (X%) ndo foi significativo (p > 0,05), aceitando-se a hipétese de nulidade no teste de
regressdo logistica maltipla, demonstrado ndo haver relacdo de dependéncia entre 0s mesmos.

As dosagens da PCRus usadas como varidvel dependente em relagdo a outras variaveis
independentes, os fatores de risco conhecidos ou classicos (tabagismo, diabetes melito, colesterol
total, LDL, triglicerideos e hipertensdo arterial), o valor do Qui-Quadrado (X°) ndo foi
significativo ( p > 0,05), aceitando-se a hipotese de nulidade no teste de regressdo logistica
multipla, demonstrado ndo haver uma relagdo de dependéncia entre a PCRus e os fatores de risco
classicos da DAOP nos Grupos A e B.

Para as dosagens do fibrinogénio, tanto nos Grupos A e B, como variavel dependente em
relacdo a outras variaveis independentes (tabagismo, diabetes melito, colesterol total, LDL,
triglicerideos e hipertensdo arterial) o valor Qui-Quadrado (X?) néo foi significativo p > 0,05,
aceitando-se a hipotese de nulidade no teste de regressdo logistica multipla, demonstrado nédo
haver uma relacdo de dependéncia. Para a realizacdo deste teste foi feito um ponto de corte entre
o fibrinogénio do Grupo A e o Controle obtendo o valor de 288 mg/dl, com sensibilidade de
0,867 e especificidade de 0,867 e do Brupo B com o controle tendo o valor de 305 mg/dl, com
sensibilidade de 0,733 e especificidade de 0,867.

As dosagens da atividade da catalase como varidvel dependente, tanto nos grupos A e B,
em relacdo a outras variaveis independentes ( tabagismo, diabetes melito, colesterol total, LDL,
triglicerideos e hipertensdo arterial) apresentaram o valor do Qui-Quadrado (X?) néo
significativo (p > 0,05), aceitando-se a hipdtese de nulidade no teste de regressdo logistica
maltipla, demonstrado ndo haver uma relagdo de dependéncia. Para a realizagdo deste teste foi
feito um ponto de corte entre a catalase do Grupo A e o Controle tendo valor de 10,73 g/ml/min ,
com sensibilidade de 0,867 e especificidade de 0,667 e do Grupo B com o controle obtendo o

valor de 10,19 g/ml/min, com sensibilidade de 0,867 e especificidade de 0,667.

Quando utilizado as dosagens da glutationa, tanto nos Grupos A e B, como variavel
dependente em relacdo a outras variaveis independentes ( tabagismo, diabetes melito, colesterol

total, LDL, triglicerideos e hipertensdo arterial) o valor do Qui-Quadrado (X?) ndo foi
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significativo (p > 0,05), aceitando-se a hipdtese de nulidade no teste de regressdo logistica
maltipla, demonstrado ndo haver uma relacdo de dependéncia. Para a realizagdo deste teste foi
feito um ponto de corte entre a glutationa do Grupo A e o Controle obtendo o valor de 9,13
mg/ml, com sensibilidade de 0,733 e especificidade de 0,867 e do Grupo B com o Controle

tendo o valor de 13,40 mg/ml, com sensibilidade de 1,0 e especificidade de 0,667.

A atividade da super6xido dismutase, tanto nos Grupos A e B, como variavel dependente
em relacdo a outras variaveis independentes (tabagismo, diabetes melito, colesterol total, LDL,
triglicerideos e hipertenséo arterial) apresentou o valor do Qui-Quadrado (X?) ndo significativo (
p >0,05), aceitando-se a hip6tese de nulidade no teste de regressdo logistica multipla,
demonstrado ndo haver uma relacdo de dependéncia entre esses marcadores da DAOP. Para a
realizacdo deste teste foi feito um ponto de corte entre a superdxido dismutase do Grupo A e 0
Controle no valor de 6,67 U/mg ptn/min , com sensibilidade de 0,583 e especificidade de 1,0 e do
Grupo B com o Controle tendo o valor de 6,48 U/mg ptn/min com sensibilidade de 0,750 e
especificidade de 1,0.

As dosagens do nitrito como variavel dependente nos Grupos A e B, em relagdo a outras
variaveis independentes (tabagismo, diabetes melito, colesterol total, LDL, triglicerideos e
hipertensdo arterial) mostrou o valor do Qui-Quadrado (X?) ndo significativo ( p > 0,05),
aceitando-se a hipotese de nulidade no teste de regressdo logistica multipla, demonstrado nédo
haver uma relacdo de dependéncia entre eles. Para a realizagdo deste teste foi feito um ponto de
corte entre o nitrito do Grupo A com o Controle obtendo o valor de 2,04 uM, com sensibilidade
de 0,500 e especificidade de 0,750 e do Grupo B com o Controle obtendo o valor de 3,75 uM
com sensibilidade de 0,833 e especificidade de 0,750.

Quando relacionadas as dosagens dos pacientes do Grupo A, tendo como variavel
dependente a PCRus em relacdo a outras variaveis independentes ( fibrinogénio, catalase,
glutationa, superoxido dismutase e nitrito) observa-se que a catalase apresenta um coeficiente de
determinagdo R® = 41,68% e p < 0,0091 ; o fibrinogénio um coeficiente de determinagdo R’=

16,81% e p. < 0,0054; a super6xido dismutase um coeficiente de determinacéo R? = 3,07%, p <
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0,0009; o nitrito um coeficiente de determinacdo R? = 0,21% e p < 0,0026, a glutationa um
coeficiente de determinacio R?= 2,57% e p < 0,02 demonstrando que as variaveis independentes
tém relacdo com a varidvel dependente PCRus, no teste de selecdo progressiva (stepwise).
Tabela 8.

Tabela 8 - Proteina C reativa ultrassensivel como variavel dependente do Grupo A.

Var. Dependente (Y): PCRus Grupo A
R Variagao R p-valor Coluna Incluida
Col: 5 41,68% 41,68% 0,0091 Catalase (5)
Cols: 5, 3 58,49% 16,81% 0,0054 Fibrinogénio (3)
Cols: 5, 3, 9 61,56% 3,07% 0,0009 Superdxido Dismutase (9)
Cols: 5, 3, 9, 11 61,77% 0,20% 0,0026 Nitrito (11)
Cols: 5, 3, 9, 11,7 64,34% 2,57% 0,0278 Glutationa (7)

Fonte: Protocolo de pesquisa

Nos pacientes do Grupo B, tendo como variavel dependente a PCRus em relagdo a outras
variaveis independentes (fibrinogénio, catalase, glutationa, superdxido dismutase e nitrito)
observa-se que a catalase apresenta um coeficiente de determinacdo R?*= 11,60 % e p < 0.03 e
nas outras variaveis o valor do R (regressdo) ndo foi significativo ( p > 0,05), demonstrando que
o fibrinogénio, glutationa, superdxido dismutase e nitrito sdo varidveis independentes, ndo tendo

relacdo com a variavel dependente PCRus no teste de sele¢éo progressiva (stepwise). Tabela 9.

Tabela 9 - Proteina C reativa ultrassensivel como variavel dependente do grupo B.

Grupo B
Var. Dependente (Y): PCRus R Variagao R p-valor Coluna Incluida
Cols: 6, 11,60% 11,60% 0,038 Catalase (6)

Fonte: Protocolo de pesquisa

Nas dosagens dos pacientes do Grupo A, tendo como variavel dependente o fibrinogénio
em relacdo a outras variaveis independentes ( PCRus, catalase, glutationa, superdxido dismutase
e nitrito), observa-se que o valor do coeficiente de determinacdo R? =30,98% e p < 0,02 foi

significativo apenas para PCRus, demonstrando que as outras varidveis independentes ndo tém
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relacdo com a variavel dependente fibrinogénio no teste de selecdo progressiva (stepwise).
Tabela 10.

Tabela 10 - Fibrinogénio como variavel dependente do Grupo A.

Var. Dependente (Y): Fibrinogénio ) ) Grupo A
R Variagdo R p-valor Coluna Incluida
Col: 1 30,98% 30,98% 0,0297 PCRus(1)

Fonte: Protocolo de pesquisa

Nos pacientes do Grupo B, tendo como variavel dependente o fibrinogénio em relacéo a
outras variaveis independentes ( PCRus, catalase, glutationa, superoxido dismutase e nitrito)
verifica-se que a catalase apresenta o valor do coeficiente de determinacdo R? =19,38% e p <
0,02; a glutationa o coeficiente de determinacdo R®> = 16,56% e p < 0,01; a super6xido
dismutase apresenta um coeficiente de determinacdo R?*= 1,4% e p < 0,03; o nitrito um
coeficiente de determinacdo R? = 11,26% e p < 0,01, tendo a PCRus um R (regressdo) nio
significativo ( p > 0,05), demonstrando que as outras varidveis independentes tém relacdo com a

variavel dependente fibrinogénio no teste de selegdo progressiva (stepwise). Tabela 11.

Tabela 11- Fibrinogénio como varidvel dependente do Grupo B.

Var. Dependente (Y): Fibrinogénio Grupo B
R? Variacao R’ p-valor Coluna Incluida
Cols: 6 19,38% 19,38% 0,0267 Catalase (6)
Cols: 6,8 35,94% 16,56% 0,0159 Glutationa (8)
Cols: 6, 8, 10, 37,34% 1,40% 0,0334  Superéxido Dismutase (10)
Cols: 6, 8, 10,12, 48,60% 11,26% 0,0157 Nitrito (12)

Fonte: Protocolo de pesquisa

A atividade da catalase nos pacientes do grupo A, como variavel dependente em relacéo a

outras variaveis independentes (PCRus, fibrinogénio, glutationa, superéxido dismutase e nitrito)
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mostra que a PCRus apresenta o valor do coeficiente de determinacéo R?=41,68% e p < 0,009; a
superéxido dismutase o coeficiente de determinacdo R*= 1,17% e p < 0,03, demonstrando que
estas duas variaveis independentes tém relagdo com a variavel dependente catalase e que as
outras varidveis independentes ndo tem relacdo com a varidvel dependente catalase no teste de

selecdo progressiva (stepwise). Tabela 12.

Tabela 12 - Catalase como variavel dependente do Grupo A.

Var. Dependente (Y): Catalase 2 Y Grupo A i
R Variagado R p-valor ColunaIncluida
Col: 1 41,68% 41,68% 0,0091 PCRus(1)
Cols: 1,9, 42,85% 1,17% 0,0344 Superéxido Dismutase (9)

Fonte: Protocolo de pesquisa

Nos pacientes do Grupo B, tendo como variavel dependente a catalase em relagdo a outras
variaveis independentes (PCRus, fibrinogénio, glutationa, superoxido dismutase e nitrito) o valor
do R (regressdo) ndo foi significativo ( p > 0,05), demonstrando que as outras variaveis
independentes ndo tém relacdo com a variavel dependente catalase no teste de selecdo

progressiva (stepwise).

Nos pacientes do Grupo A, tendo como variavel dependente a glutationa em relacdo a
outras variaveis independentes ( PCRus, fibrinogénio, catalase, superdxido dismutase e nitrito)
observa-se que o nitrito apresenta coeficiente de determinagdo R*=11,77% e p < 0,03; a
catalase um coeficiente de determinacdo R*= 6,02% e p < 0,04 e a PCRus teve o valor do
coeficiente de determinacdo R*= 3,28% e p < 0,009, demonstrando que as outras variaveis
independentes ndo tém relacdo com a varidvel dependente glutationa no teste de selecdo

progressiva (stepwise). Tabela 13.

Tabela 13 - Glutationa como variavel dependente do Grupo A.

. Grupo A
Var. Dependente (Y): Glutationa 2 ) up i
R Variagdo R p-valor Coluna Incluida
Cols:11, 11,77% 11,77% 0,0374 Nitrito (11)

Cols: 11,5, 17,79% 6,02% 0,0454 Catalase (5)
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Cols: 11, 5, 1, 21,07% 3,28% 0,0393 PCRus (1)
Fonte: Protocolo de pesquisa

Os niveis séricos da glutationa nos pacientes do Grupo B, como variavel dependente em
relacdo a outras variaveis independentes ( PCRus, fibrinogénio, catalase, superdxido dismutase
e nitrito) apresenta coeficiente de Regressdo ( F) ndo significativo ( p > 00,5), aceitando-se a
hipotese de nulidade, demonstrando que a glutationa € uma varidvel independente no teste de

selecdo progressiva (stepwise).

Nos Grupos A e B, a atividade da superdxido dismutase como variavel dependente em
relacdo a outras varidveis independentes ( PCRus, fibrinogénio, glutationa, catalase e nitrito)
apresenta um coeficiente de Regressao (F) ndo significativo ( p > 00,5), aceitando-se a hipbtese
de nulidade, demonstrando que a superoxido dismutase € uma variavel independente no teste de

selecdo progressiva (Stepwise).

Nos pacientes do Grupo A, o nitrito como varidvel dependente em relacdo a outras
variaveis independentes ( PCRus, fibrinogénio, glutationa, catalase e superdxido dismutase)
observa-se que a glutationa apresenta um coeficiente de determinacdo R?=34,40% e p < 0,008;
a superoxido dismutase coeficiente de determinacdo R? = 2,88%, p < 0,0018 e a PCRus um
coeficiente de determinagdo de R* = 0,38% e p < 0,03, demonstrando que estas variaveis
independente tem relacdo com a varidvel dependente nitrito no teste de sele¢cdo progressiva
(stepwise), 0 mesmo ndo ocorrendo com o fibrinogénio e a catalase. Tabela 14.

Tabela 14- Nitrito como variavel dependente do Grupo A.

Grupo A
Var. Dependente (Y): Nitrito p-
R Variagao R? valor Coluna Incluida
Cols: 7, 34,40% 34,40% 0,0008 Glutationa (7)
Cols: 7,9, 37,28% 2,88% 0,0018 Superoxido Dismutase (9)
Cols: 7,9, 1, 37,66% 0,38% 0,0364 PCRus (1)

Fonte: Protocolo de pesquisa
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As dosagens do nitrito nos pacientes do Grupo B, como variavel dependente em relacéo
a outras variaveis independentes ( PCRus, fibrinogénio, glutationa, catalase e superdxido
dismutase, mostra que a glutationa apesenta um coeficiente de determinacdo R? = 18,84% e p <
0,03, demonstrando que as outras variaveis independentes ndo tém relagdo com a variavel

dependente nitrito no teste de selecdo progressiva (stepwise). Tabela 15.

Tabela 15 - Nitrito como varidvel dependente do Grupo B.

Var. Dependente (Y): Nitrito 2 ) 2 Grupo B
R Variagdo R p-valor Coluna Incluida
Cols: 8 18,84% 18,84% 0,0338 Glutationa (8)

Fonte: Protocolo de pesquisa

Quando utilizado as dosagens dos pacientes do Grupo A, tendo como variavel dependente
a PCRus em relacdo a variavel independente (indice tornozelo-braquial e idade) verifica-se que
que o ITB teve um coeficiente de determinagdo R® = 8,88% e p < 0,02 e a idade um coeficiente
de determinacdo R*= 1,32% e o valor do p < 0,03, demonstrando maior relacdo de dependéncia
com o indice tornozelo-braquial do que com a idade no teste de selecdo progressiva (stepwise).
Tabela 16.

Tabela 16 — PCRus com variavel dependente do Grupo A.

Grupo A
Var. Dependente (Y): PCRus p-
R Variagao R? valor Coluna Incluida
Cols: 13, 8,88% 8,88% 0,02 ITB (13)
Cols: 13,15 10,20% 1,32% 0,03 IDADE (15)

Fonte: Protocolo de pesquisa
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Nos pacientes do Grupo A, tendo como varidvel dependente o fibrinogénio em relacéo a
variavel independente idade, observa-se que esta teve um coeficiente de determinagdo R® =
13,28% e p < 0,02, demonstrando que o fibrinogénio apresenta relagédo de dependéncia com a
idade no teste de selecdo progressiva (stepwise). Tabela 17.

Tabela 17- Fibrinogénio como variavel dependente do Grupo A.

Grupo A
Var. Dependente (Y): Fibrinogénio R? Variagao R p-valor Coluna Incluida
Cols: 15 13,28% 13,28% 0,02 IDADE (15)

Fonte: Protocolo de pesquisa

Quando utilizado as dosagens dos pacientes do Grupo A, tendo como variavel dependente
a catalase em relacdo a variavel independente indice tornozelo-braquial, observa-se que este teve
um coeficiente de determinacdo R?=15,67% e p < 0,01, demonstrando que a catalase apresenta
relagcdo de dependéncia com o ITB no teste de selegéo progressiva (stepwise). Tabela 18.

Tabela 18 - Catalase como varidvel dependente do Grupo A.

Grupo A
Var. Dependente (Y): Catalase R Variagao R p-valor Coluna Incluida
Cols: 13 15,67% 15,67 % 0,01 ITB (13)

Fonte: Protocolo de pesquisa

As dosagens do fibrinogénio, glutationa, superdxido dismutase e nitrito dos pacientes do
Grupo A, como variavel dependente em relacdo a variavel independente indice tornozelo-
braquial, mostra que coeficiente de Regressdo ( F) ndo é significativo ( p > 0,05), aceitando-se a
hipotese de nulidade, demonstrando que ndo apresentam relacdo de dependéncia com o ITB no
teste de selecdo progressiva (stepwise).

As dosagens da catalase, glutationa, superdxido dismutase e nitrito dos pacientes do

Grupo A, como variavel dependente em relacdo a variavel independente idade, apresenta o
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coeficiente de Regressdo ( F) ndo significativo ( p > 0,05), aceitando-se a hipotese de nulidade,
demonstrando que ndo apresentam relacdo de dependéncia com a idade no teste de selecdo

progressiva (stepwise).

Nos pacientes do Grupo B, as dosagens da PCRus, fibrinogénio, catalase, glutationa,
superoxido dismutase e nitrito, como variavel dependente em relagdo as variaveis independentes
(indice tornozelo-braquial e idade) verifica-se que o coeficiente de Regressdao (F) ndo é
significativo ( p > 0,05), aceitando-se a hipotese de nulidade, demonstrando que ndo apresentam

relacdo de dependénciacom o ITB e a idade no teste de selegéo progressiva (stepwise).

Neste estudo, o indice tornozelo-braquial ndo apresentou relacdo de dependéncia com a
idade no teste de regresao linear, tendo o valor do p > 0,05.

Foi realizado o teste de comparacdo das regressdes lineares entre os pacientes do Grupo A
e B, com a finalidade de determinar se os valores do coeficiente de regresséo e do intercepto das
regressdes provieram da mesma populagéo, tendo como resultado p < 0,0001, demonstrando que
séo populaces distintas .

Foi realizado o Teste do Crivo (Screening Test) com a finalidade de interpretar os
exames (PCRus, fibrinogénio, glutationa, catalase, superoxido dismutase e nitrito) com base em
probabilidade condicional (regra de Bayes) para calcular a evidéncia da DAOP.

O exame da PCRus teve uma sensibilidade (propor¢édo de individuos doentes cujo teste é
positivo) de 93%, uma especificidade (propor¢do de individuos sem a doenca cujo teste é
negativo) de 73%, o valor preditivo do teste positivo ( probabilidade do individuo ter a doenca
quando o teste for positivo ) foi de 88 % e o valor preditivo do teste negativo (probabilidade do
individuo ndo ter a doenca quando o teste for negativo) foi de 85%. A acurécia ( medida de
exatiddo do teste ) foi de 88% e 0 + LR (Likelihood Radio) positiva (chance de doenga quando o
teste for positivo) é de quatro vezes, e 0 — LR (Likelihood Radio) negativa (chance de doenca

quando o teste for negativo) é de 0,09, menor que uma vez. O ponto de corte foi de 0,1 mg/dl.
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A dosagem do fibrinogénio apresentou uma sensibilidade de 83%, uma especificidade de
87%, o valor preditivo do teste positivo foi de 93 % e o valor preditivo do teste negativo foi de
85%. A acuracia do teste foi de 88% e 0 + LR (Likelihood Radio) positiva é de seis vezes, e 0 —
LR (Likelihood Radio) negativa é de 0,19, menor que uma vez. O ponto de corte foi de 288
mg/dl.

A avaliacdo da glutationa mostrou uma sensibilidade de 97%, uma especificidade de 67%,
0 valor preditivo do teste positivo foi de 85 % e o valor preditivo do teste negativo foi de 90%. A
acurécia do teste foi de 87% e o + LR (Likelihood Radio) positiva é de trés vezes, e 0 — LR

(Likelihood Radio) negativa é de 0,05, menor que uma vez. O ponto de corte foi de 13,40 mg/ml.

No teste com a catalase a sensibilidade foi de 80%, a especificidade de 67%, o valor
preditivo do teste positivo foi de 83 % e o valor preditivo do teste negativo de 63%. A acurécia
do teste foi de 76% e o + LR (Likelihood Radio) positiva é de duas vezes, e 0 — LR (Likelihood
Radio) negativa é de 0,30, menor que uma vez. O ponto de corte foi de 10,19 g/ml/min.

A dosagem da superoxido dismutase apresentou uma sensibilidade de 57%, uma
especificidade de 100%, o valor preditivo do teste positivo foi de 100 % e o valor preditivo do
teste negativo foi de 53%. A acuracia do teste foi de 71% e o + LR (Likelihood Radio) positiva é
de oito vezes, e 0 — LR (Likelihood Radio) negativa é de 0,43, menor que uma vez. O ponto de

corte foi de 6,38 U/mg ptn/min.

O exame do nitrito apresentou uma sensibilidade de 73%, especificidade de 80%, o valor
preditivo do teste positivo foi de 88 % e o valor preditivo do teste negativo de 60%. A acurécia
do teste foi de 76% e o + LR (Likelihood Radio) positiva é quatro vezes, e o — LR (Likelihood

Radio) negativa é de 0,33, menor que uma vez. O ponto de corte foi de 3,75 uM.
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6 DISCUSSAO

Vaérios estudos na Literatura Médica, com desenhos diversos tém demonstrado alteracbes
dos marcadores inflamatérios, de estresse oxidativo e de disfuncdo endotelial em pacientes com
doenca arterial obstrutiva periférica (SELVIN; ERLINGER, 2004 ; DOHI et al. 2007;
LOFFREDO et al. 2007; MACDERMOTT et al. 2008). Entretanto, 0s mecanismos pelos quais
eles desenvolvem a doenca ndo estdo bem elucidados, especulando-se que a inflamacéo e o
estresse oxidativo levariam a producdo do &nio superdxido, que causaria a inativagdo da
bioatividade do o¢xido nitrico, contribuindo para o desenvolvimento da arteriosclerose
(LOFFREDO et al. 2007).

Este Trabalho procura investigar a existéncia de relacdo entre os fatores de risco
conhecidos ou classicos para a doenca arteriosclerética como idade, diabetes melito, hipertensdo
arterial, hipercolesterolemia, tabagismo com os marcadores inflamatérios, de estresse oxidativo e

de disfuncdo endotelial na DAOP. Além disso, investiga a existéncia de relagdo entre os



98

biomarcadores inflamatorios, de estresse oxidativo e de difuncdo endotelial e se ha relagdo entre
eles conforme o grau e evolugdo da DAOP, na busca de evidéncias para a hipdtese de que a
inflamac&o e o estresse oxidativo ocorram antes da deficiéncia organica do endotélio na sucessao
de eventos do processo patogénico da arteriosclerose, servindo como marcadores da doenca, de
sua evolucdo e de suas complicagBes, consolidando sua utilizagdo na préatica clinica,
especialmente nos individuos que ndo apresentam fatores de risco vasculares tradicionais,

selecionando pacientes que podem ser diagnosticados e tratados precocemente.

Foram estudados 30 pacientes com DAOP dos membros inferiores divididos em dois grupos,
0 primeiro com doenca em fase inicial ou intermediaria (Fontaine I1a) e o segundo com doenca em
fase avancada (Fontaine 11b e I11), além do grupo controle. A idade média foi de 53,53 (DP 5,05) anos
no grupo controle, 59,33 (DP 8,4) anos no grupo A e 65,4 (DP 6,4) no grupo B. O tamanho da
amostra e a faixa etéaria se assemelham a outros trabalhos que investigam a relacdo entre marcadores
inflamatorios, estresse oxidativo e disfuncdo endotelial, como o de Loffredo et al. (2007) que
estudaram 25 pacientes com idade entre 40 e 80 anos, portadores de DAOP, investigando a relagéo
entre estresse oxidativo, utilizando como marcador o 8-Hydroxy-2deoxy-2-deoxyguanosine (8-
OHdG) e a disfuncdo endotetial, tendo como marcadores o nitrito e a dilatacdo média da artéria
braquial apos teste de hiperemia reativa avaliada por ultrassom. De Haro et al. (2008) avaliaram a
relagdo entre niveis plasmaticos de PCRus e do fibrinogénio com disfuncéo endotelial, tendo como
marcador a dilatacdo média da artéria braquial apos teste de hiperemia reativa avaliada por ultrassom
em pacientes portadores de DAOP, com idade media de 65 (DP12) anos. Daskalopoulou et al. ( 2008)
investigaram a associagdo entre indice tornozelo-braquial e fatores de risco vascular em pacientes
com DAOP e obteve como idade média dos doentes 68,7 (DP 10,6) anos. Arslan et al. (2009)
estudaram 21 doentes com DAOP com média de idade de 53.05 (10.8) anos, medindo o estresse
oxidativo atraves da dosagem da catalase, glutationa e superdxido dismutase, e Martinez Aguilar et
al. (2009) estudaram a reducdo do 6xido nitrico e da proteina C reativa em 30 pacientes com DAOP
que fizeram uso de estatinas. Portanto, observa-se que o tamanho da amostra e a faixa etéria dos

grupos estudados, encontram-se compativeis com os diversos estudos relacionados a este Trabalho.

A relagdo de dependéncia entre os fatores de risco tradicionais como tabagismo, diabetes
melito, hipercolesterolemia e hipertensdo arterial com os marcadores inflamatorios, de estresse

oxidativo e de disfuncéo endotelial apresentam resultados divergentes na Literatura Médica.
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Brevetti et al. (2003) estudaram pacientes com DAOP relacionando disfuncdo endotelial,
medida pela dilatacio média da artéria braquial apds teste de hiperemia reativa avaliada por
ultrassom, com os marcadores inflamatorios (PCRus e fibrinogénio) e fatores classicos
cardiovasculares, aléem da gravidade da DAOP medida pelo ITB, ndo sendo observado relacdo
com fatores de risco classicos. O mesmo foi encontrado por De Haro et al. (2008) que ndo
obtiveram correlacéo entre os marcadores inflamatorios PCRus e fibrinogénio e os de disfungéo
endotelial com os fatores de risco tradicionais como a idade (p = 0,89), hipertensao arterial ( p =
0,93), hiperlipidemia ( p = 0,87), diabetes ( p = 0,79), tabagismo (p =0,76) e ITB (p =0,78). A
diferenca entre este Trabalho e os acima citados foi o critério usado para o marcador de disfungéo
endotelial, que neste estudo foi a dosagem sérica do nitrito, um metabdlito do éxido nitrico e nos
demais foi a dilatagdo média da artéria braquial apds teste de hiperemia reativa avaliada por
ultrassom. Daskalopoulou et al. (2008) relatam que a PCRus é um preditor de risco independente

do diabetes melito e do indice tornozelo-braquial.

Entretanto, outros estudos mostram relacdo de dependéncia entre os fatores de risco
vascular como diabetes, dislipidemia e hiperhomocisteinemia com estresse oxidativo
(JEREMY; ANGELINE, 2004). O mesmo foi observado por Dohi et al. (2007) em estudo cujo
objetivo foi avaliar as interrelacbes entre inflamacdo, através da mensuragdo plasmatica da
PCRus, com estresse oxidativo, pela dosagem urinaria do 8 isoprostane e fatores de risco
cardiovasculares tradicionais em 551 pacientes com idade de 53 +/- 11 anos, sendo 400 (72,59
%) do sexo masculino e 151(27,40%) do sexo feminino, concluindo, assim, que os niveis de
PCRus estdo associados ndo somente com os fatores de risco cardiovasculares, mas também
com o estresse oxidativo, havendo interrelacéo significativa entre inflamacéo, estresse oxidativo
e fatores de risco cardiovasculares tradicionais. A diferenca entre esses estudos e 0 presente
Trabalho, ocorre no método de avaliagdo, pois neste a inflamagdo foi medida pelos niveis
plasmaticos da PCRus e do fibrinogénio, enquanto que o estresse oxidativo foi medido pelos
mecanismos de defesa antioxidantes, através da atividade enzimatica da catalase, da superéxido

dismutase e dosagem sérica da glutationa.
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Neste Trabalho ndo foi observada relacdo de dependéncia entre os fatores de risco
tradicionais como tabagismo, diabetes melito, hipercolesterolemia e hipertensdo arterial com os
marcadores inflamatorios, de estresse oxidativo e de disfuncéo endotelial.

O indice tornozelo-braquial (ITB) foi utilizado para identificar os pacientes portadores da
doenca arterial obstrutiva periférica (DAOP) e selecionar os grupos do estudo, demonstrando ser
um metodo efetivo na identificacdo da doenga ( HEISS et al. 2007 ; NORGREN et al. 2007;
ELDRUP et al. 2006 ). Alguns trabalhos mostram que a prevaléncia da DAOP aumenta com a
idade, verificando-se no estudo de Framingham e no NHANES uma associagédo com a idade a
partir dos 70 anos, sendo que neste Ultimo a prevaléncia foi de 4,3% em pacientes com 40 anos e
de 14,5% com 70 anos ou mais (MURITBTO et al. 1997; SELVIN; ERLINGER, 2004). Neste
Trabalho o indice tornozelo-braquial ndo apresentou relacdo de dependéncia com a idade, tendo o
valor do p > 0,05. Este resultado foi semelhante aos encontrados por Dohi et al. (2007);
Daskalopoulou et al. (2008) e De Haro et al. (2008).

Quando relacionado o ITB com a variavel dependente PCRus e catalase no Grupo A, o
ITB apresentou coeficiente de determinacdo R?*= 8,88% e p < 0,05 para a PCRus e um maior
coeficiente de determinagdo R?= 15,67% e p < 0,05 para a catalase, sendo que 0 mesmo nio
ocorreu com as variaveis fibrinogénio, glutationa, superéxido dismutase e nitrito. Estes dados
inferem associacdo entre os mecanismos da inflamacgéo e do estresse oxidativo na patogenia da

doenca da DAOP, pois 0 ITB é um marcador da doenca.

A relagdo entre PCRus e ITB foram relatados em outras publica¢fes na Literatura Médica
como o de MacDermott et al. (2003) que investigaram a relagdo do ITB e marcadores
inflamatorios, identificando associacdo inversa entre ITB e PCRus. Unlu et al. (2006) observaram
relacdo direta da PCRus com o indice tornozelo-braquial e Khawaja et al. (2007) relataram que
niveis elevados de proteina C reativa ultrassensivel e do fibrinogénio estdo associados com ITB
baixo. Entretanto, outros estudos ndo confirmam estes achados (MUSICANT et al. 2006;
PARASKEVAS et al. 2009).
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Este Trabalho mostra que os niveis plasmaticos dos marcadores inflamatorios estavam
elevados nos dois grupos com DAOP, tanto o da PCRus quanto o do fibrinogénio com p < 0,05,
demonstrado que os mesmos estdo elevados desde a fase inicial da DAOP, ndo sendo observado
diferenca entre os grupos A e B.

Atualmente, um dos assuntos hoje mais debatidos sobre doenca cardiovascular é se a
proteina C-reativa (PCR), um componente da resposta inflamatoria de fase aguda, é ou ndo um
fator causal na patogénese da arteriosclerose. O grande apoio para o papel da PCRus na
patogénese da arteriosclerose vem em grande parte de estudos epidemiolégicos que observaram
uma associacdo entre niveis elevados no plasma de PCRus e eventos cardiovasculares (SCIRICA;
MORROW, 2006; DANESH; WHEELER; HIRSCHFIELD, 2004; RIDKER, 2007,
PRADAHAN et al. 2008). A forca do teste estatistico de tais associacfes € pelo menos tdo
robusto quanto a dos fatores de risco estabelecidos como hipertensdo, diabetes e
hipercolesterolemia (RIDKER, 2007). Porém, a estatistica ndo determina causalidade, 0s
questionamentos sobre a PCR decorrem do fato de que a mesma poderéa estar elevada em outros
grupos de fatores de risco cardiovasculares multiplos, como fumo, hipertensdo, obesidade, falta
de atividade fisica e baixo estado sdcio-econdmico (EVERETT et al. 2006 ). Ben-Yehuda (2007)
faz criticas ao uso da PCRus como marcador de risco da doenga cardiovascular citando varios
estudos nos quais a dosagem da PCRus apresenta resultados modestos quando comparados com
os fatores de risco tradicionais (WANG et al. 2006; KHERA et al. 2006; SATTAR et al. 2007).

O estudo JUPITER (Justification for the use of Statins in Primary Prevention: an
Intervention Trial Evaluting Rosuvastatin ) demonstrou que o tratamento de pacientes com niveis
plasméticos elevados de PCRus e do colesterol podem reduzir a incidéncia da doenca
cardiovascular em pacientes assintomaticos, classificados como alto risco, em cerca de 44% e a
mortalidade em 20% quando utilizada a terapia com estatinas para prevencao primaria. O mesmo
pode ser entendido para homens com idade igual ou maior que 50 anos e mulheres com idade
maior ou igual a 60 anos que tenham niveis séricos elevados de PCRus e LDL normal ( MORA,;
MUSUNURU; BLUMENTHAL, 2009).
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Os niveis plasmaticos da PCRus em pacientes com arteriosclerose subclinica e em
estagios avangados ndo mostrou diferenca significativa, o que indica que o exame é sensivel para
identificar pacientes de risco, mas ndo para monitorar a progressao da doenca (SCHULZE et al.
2009). Estes resultados estdo em consonancia com os encontrados neste Trabalho, pois ndo houve
diferenca estatistica entre os pacientes com patologia em fase inicial ou intermediaria com os

pacientes em fase avancada da DAOP.

A inflamacdo esta presente em todas as fases da arteriosclerose, e diversas publicacfes
referem o envolvimento da PCRus como um marcador de risco independente de eventos
cardiovasculares, sendo que o estudo JUPITER da evidéncias em seres humanos da participacdo
ativa da PCRus no processo da arteriosclerose (DEVARAJ; SINGH; JIALAL, 2009). Essas
informacgdes estdo de acordo com as observadas neste estudo, onde os niveis plasméticos da
PCRus estavam elevadas nos dois grupos de pacientes, tanto na fase inicial ou intermediaria da
doenca como no estdgio mais avancado, comportando-se como um marcador de risco

independente para a DAOP.

Foi observado neste estudo uma relagdo de dependéncia do marcador de inflamagéo
fibrinogénio com a idade, sendo que esses dados conferem com outras publica¢Ges na Literatura
Médica (KAMATH; LIP, 2003; THE FIBRINOGEN STUDIES COLLABORATION, 2007;
PARASKEVAS et al. 2008). Uma das hipdteses para sua explicagdo seria 0 aumento da atividade
aterotrombdtica induzida pelo fibrinogénio (RUMLEY et al. 2006).

O fibrinogénio ndo so parece predizer a severidade da DAOP, mas também serve como
um marcador para desenvolvimento futuro da mesma. O aumento dos niveis de fibrinogénio
plasmético de 1g/l estdo associados com o0 aumento de duas vezes o risco de doenca
cardiovascular, mas as causas permanecem incertas, reduzindo os seus niveis diminuird a
incidéncia e progresséo da DAOP (LANE et al. 2006;THE FIBRINOGEN STUDIES
COLLABORATION, 2007; PARASKEVAS et al. 2008).
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Neste Trabalho foi identificado relagdo de dependéncia entre os marcadores inflamatorios
com os marcadores de estresse oxidativo e de disfuncdo endotelial. Na doenga em fase inicial ou
intermediaria essa relagdo foi maior entre a PCRus e os trés marcadores de estresse oxidativo,
sendo a catalase com maior relagdo, tendo um coeficiente de determinagdo R?= 41,68%, seguida
da superéxido dismutase com coeficiente de determinacdo R’= 3,07% e da glutationa com
coeficiente de determinagdo R?= 2,57%, apresentando um coeficiente de determinacao final R*=
47,32%. Nessa fase da doencga a relagdo com a disfuncdo endotelial foi significante com o valor
do p = 0,0026, mais com pequeno coeficiente de determinacéo R*= 0,20%.

Na doenca em estagio mais avancado, Ilb e I11 de acordo com a classificagdo de Fontaine
(1964), o fibrinogénio foi 0 marcador inflamatdrio que apresentou maior relagcdo de dependéncia
com os marcadores de estresse oxidativo, sendo que destes a catalase, novamente, foi a que mais
influenciou com coeficiente de determinacéio R?= 19,38%, seguida da glutationa com coeficiente
de determinacéio R?= 16,56% e da superdxido dismutase com coeficiente de determinagdo R*=
1,40%, apresentando coeficiente de determinacdo progressivo R? = 37,34%. Nesse mesmo grupo
quando utilizado a PCRus como variavel dependente, a catalase foi quem influenciou no seu
resultado, apresentando um coeficiente de determinagéo R%*= 11,60 % e p < 0,03. Os marcadores
inflamatorios apresentaram dependéncia dos marcadores de estresse oxidativo, tendo um
coeficiente de determinagdo final R? = 48,94%. A relagdo do fibrinogénio com marcador de
disfuncdo endotelial nitrito foi maior nesse estagio da DAOP, com p = 0,0157 e R*= 11,26%, 0
que pode ser justificado pela doenga em estdgio mais avancado, levando a maior deficiéncia
orgénica do endotélio. Estes achados sugerem a participagdo do estresse oxidativo no processo
inflamatorio na sequéncia de eventos da doenga aterosclerética, com coeficiente de determinacao
semelhante nos grupos A e B, com R’= 47,32% e R?= 48,94% respectivamente.

Neste Trabalho os marcadores de estresse oxidativo (catalase, glutationa e super6xido
dismutase) estavam diminuidos nos dois grupos, sugerindo a sua participacdo na patogenia da
DAOP. Foi observado a relagédo de dependéncia dos marcadores de estresse oxidativo com 0s
marcadores inflamatorios e de disfuncdo endotelial no grupo de DAOP inicial ou intermediaria,
verificando-se maior associacdo entre catalase e PCRus e glutationa e PCRus, com coeficiente de
determinacdo R’= 41,62% e p = 0,0091 e coeficiente de determinacdo R’= 3,28% e p= 0,039
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respectivamente, com coeficiente de determinacéo final R?= 44,90% . A glutationa apresentou
relacdo de dependéncia com o nitrito, tendo um coeficiente de determinacdo R2=11,77% e p =
0,03; a superdxido dismutase ndo mostrou relacdo de dependéncia com os marcadores
inflamatorios e de disfuncdo endotelial, sendo considerada um preditor de risco independente.
Também foi verificado dependéncia da catalase em relagdo a superdxido dismutase com
coeficiente de determinacéo R*= 1,17% e p = 0,03 e dependéncia da glutationa em relacéo a
catalase com R®= 6,02% e p = 0,04. Esses resultados estdo inseridos dentro do contexto do
sistema de defesa antioxidante sanguineo, que € classificado em enzimatico e ndo enzimatico. O
enzimatico é representado, principalmente, pelas enzimas superéxido dismutase (SOD) que
catalisa a dismutacdo do radical superoxido (O, ) a perdxido de hidrogénio (H,0;) e O,
podendo interferir na catalase (CAT) que atua na decomposicdo de H,O; a O, e H,O, e esta pode
estar relacionada com a glutationa peroxidase (GSH-Px), que atua sobre peroxidos em geral
(H202), com utilizacdo da glutationa como co-fator. A suplementacdo de catalase exdgena
previne a oxidacdo da GSH mediada pelo H,0, em eritrocitos humanos normais (SCOTT, 1991).
A anélise dessas informagBes mostram que os mecanismos de defesa antioxidantes estdo
diminuidos na DAOP, causados por uma maior producdo ou menor inativacdo das espécies

reativas de oxigénio.

Uma informagdo importante deste estudo, esta relacionada com a relacdo de dependéncia
entre marcadores inflamatorios e de estresse oxidativo e de estresse oxidativo com marcadores
inflamatorios entre os pacientes do Grupo A, que apresentam um coeficiente de determinacédo
final R* = 47,32% e de R?*= 44,90% respectivamente, demonstrando haver relacdo de
dependéncia nas mesmas proporcoes entre inflamacdo e estresse oxidativo na fase inicial ou
intermediaria da DAOP. Quando se observa os pacientes do Grupo B, o fibrinogénio apresentou
relacdo de dependéncia com os trés marcadores de estresse oxidativo, com coeficiente de
determinagdo progressivo R*= 37,34%, a PCRus com coeficiente de determinacdo R*= 11,60%
em relacdo a catalase, apresentando coeficiente de determinacio somados R?= 48,94 %, ndo se
verificando relagdo de dependéncia entre estresse oxidativo e marcadores inflamatorios nesse
grupo. A avaliacdo final de dependéncia dos marcadores inflamatérios em relagdo aos de estresse

oxidativo dos grupos A e B mostra um coeficiente de determinagdo R?= 96,32%, enquanto que
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0s marcadores de estresse oxidativo relacionados com os marcadores inflamatorios apresentam

um coeficiente de determinacdo R’= 44,90%.

Estes resultados inferem que os marcadores inflamatérios tém uma dependéncia de
96,32% em relacdo aos marcadores de estresse oxidativo, sugerindo que o estresse oxidativo
predomina sobre a inflamagéo, corroborando para a hipOtese de que 0 estresse oxidativo € o
principal fator que desencadeia o processo inflamatério na patogénese da DAOP. O aumento dos
marcadores inflamatoérios na arteriosclerose é compativel com o conceito de que esta é uma
doenca inflamatéria da parede vascular, iniciada e ampliada pelo estresse oxidativo (DOHI et al.,
2007).

Neste estudo os niveis plasmaticos do marcador de disfun¢do endotelial nitrito estava
diminuido no grupo B, de pacientes com DAOP avangada, estagio Ilb e 11l da classificagdo de
Fontaine (1964). Foi observado relacdo de dependéncia do nitrito com os marcadores de estresse
oxidativo glutationa e superoxido dismutase, que apresentaram um coeficiente de determinagdo
R?= 34,40% e p = 0,0008 e R?> = 2,88% e p = 0,0018 respectivamente, e com 0 marcador
inflamatério PCRus que teve um coeficiente de determinacéo R?= 0,38% e p = 0,03 no grupo A.
O nitrito no grupo B teve relacdo de dependéncia com a glutationa que apresentou um
coeficiente de determinacdo R’= 18,84% e p = 0,03. Estes dados complementam as observacdes
contidas no parégrafo anterior, e corroboram com a hipétese de que o aumento do estresse

oxidativo leva a diminuicdo da atividade do 6xido nitrico, causando uma disfungdo endotelial.

A PCR contribui para um estado pro-aterogénico e pré-trombdético diminuindo a liberacéo
do NO e do vasodilatador e inibidor da agregacdo plaquetéria, a prostaciclina (PGI2), por
aumentar o anion superoxido e induzir diretamente NO sintase (VENUGOPAL; DEVARAJ;
JIALAL, 2003). Os estudos de Ikeda; Takahashi; Shimada (2003) e de Lafuente et al. (2005)
demonstram que a PCRus, provavelmente, estd envolvida na regulacdo dos niveis celulares de
NO. Entretanto, ainda € incerto se h4 um papel causal para a PCR na regulacdo da expressao do
NO na reatividade vascular (CLAPP et al. 2005).
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As espécies reativas de oxigénio (EROS) sdo produtos normais do metabolismo celular
oxidativo. Bioquimicamente os radicais livres ativos derivam de moléculas de oxigénio servindo
como um sinalizador normal para as moléculas na parede vascular. Entretanto, 0 seu excesso
ocorre na presenca de fatores de risco cardiovascular ou na arteriosclerose estabelecida. O
estresse oxidativo que as espécies reativas de oxigénio causam, promovem disfungdo endotelial,
lesdo celular vascular, oxidacdo de lipoproteinas, acelerando a aterotrombose. Os mecanismos de
defesa antioxidantes sdo importantes em limitar o estresse oxidativo vascular e incluem a
atividade da superédxido dismutase, da catalase, da glutationa e da glicose-6-fosfato deidrogenase
(LOSCALZO, 2003).

Neste Trabalho foi observado uma diminuicdo significativa da atividade da catalase, da
superoxido dismutase e dos niveis de glutationa em relacdo ao grupo controle com p < 0,05. Ao
estudar a Literatura Médica observa-se que ndo ha um consenso sobre o tema, assim Belch et al.
(1989) estudaram 22 pacientes com DAOP e 11 com DAC, quando verificaram que os niveis de
atividade da superoxido dismutase estavam significativamente elevados em contraste com a GSH
que se encontrava significativamente baixa em relacdo ao controle. Resultados diferentes foram
observados por Rajasekhar et al. (2004) em estudo de caso-controle com 139 pacientes
portadores de doenca arteriosclerdtica coronariana submetidos a angiografia, onde ndo foi
observado diferenca significativa nos niveis de atividade da glutationa e superoxido dismutase
entre pacientes e grupo controle, e por Pipinos et al. (2006) que estudaram o musculo
gastrocnémio obtidos de pacientes com doenca arterial periférica (n = 25) e controles (n = 16),
onde verificaram que o0s mecanismos de defesa antioxidantes estavam alterados, com
diminuicdo significante da atividade da superoxido dismutase e aumento significante da catalase
e glutationa. Rokyta et al. (2008) estudaram os niveis séricos de biomarcadores em pacientes com
dor de origem vascular, claudicantes ou com dor de repouso ( estagio Il e I11 da Classificacdo de
Fontaine, 1964) e verificaram que os pacientes com isquemia critica apresentaram reducdo dos

niveis da glutationa.

Neste estudo foi observado relacdo de dependéncia entre a PCRus e 0s marcadores de

estresse oxidativo catalase, glutationa e superdxido dismutase, sendo que a atividade da catalase
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foi a que apresentou maior relacdo, e a glutationa apresentou a menor, nos pacientes no estagio
Ila da Classificacdo de Fontaine (1964). Abramson et al. ( 2005 ) mencionaram que 0 aumento
do marcador inflamatorio (PCRus) estava associado com risco elevado para a doenga coronariana
e que as causas desta elevacdo ndo estdo ainda esclarecidos e que alguns estudos sugerem que 0
estresse oxidativo pode ter um efeito pro-inflamagdo. Entretanto, até a presente data a relacdo
entre estresse oxidativo e PCR em pessoas doentes é escassa. Fizeram um estudo com 126
pacientes com doenca coronariana e como um dos marcadores de estresse oxidativo utilizaram a

a glutationa, que mostrou pequena associa¢do com PCRus.

Ashfaq et al. (2006) baseados na hipotese de que o estresse oxidativo é um importante
fator no inicio da doenca vascular, investigaram a relagdo entre marcadores de estresse oxidativo
e arteriosclerose em fase inicial. Foram selecionados 140 pessoas ndo fumantes, sem doenca
arteriosclerética manifestada clinicamente, onde foi medido a espessura da camada intima e
média da carGtida através de ultrassom doppler. O estresse oxidativo foi estimado pela
mensuracao dos niveis séricos de glutationa (GSH /GSSG) e cisteina (Cys /CySS). Concluiram
que glutationa reduzida é um preditor de risco independente na presenca da arteriosclerose
inicial, e que esses achados ddo suporte para o papel do estresse oxidativo na patogénese da
arteriosclerose e que esta mensuragdo pode ajudar na identificagcdo precoce de pacientes
assintomaticos. Neste Trabalho foi utilizado além da dosagem sérica da glutationa, as dosagens
da atividade da catalase e da superdxido dismutase como marcadores de estresse oxidativo na
DAOP em fase inicial e avangcada, demonstrando que s&o marcadores de risco para a doencga nos

dois estégios.

A atividade enzimética da superoxido dismutase foi mensurada neste estudo em paciente
portadores de DAOP, como um dos marcadores de estresse oxidativo, tendo apresentado
diminuigdo significativa em relagdo ao controle nos dois estagios da doenga. Kotur-Stevuljevic et
al. (2007) em estudo relacionado, realizado em pacientes com doenca da artéria coronaria (DAC),
observaram que a atividade da superdxido dismutase estava diminuida significativamente no

grupo com DAC em relagdo ao controle, independentemente da extensdo da DAC, concluindo
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que n&o verificaram conex&o entre a elevagcdo dos marcadores de estresse oxidativo e a extensao

da doencga coronariana.

Arslan et al. (2009) realizaram um estudo em 21 pacientes portadores de DAOP e 22 com
Tromboangeite Obliterante, além do grupo controle, com a finalidade de avaliar o estresse
oxidativo atraves dos mecanismos de defesa antioxidantes, medindo os niveis de dxido nitrico
plasmatico, atividade da glutationa, da catalase e da superéxido dismutase, tendo como resultado
uma reducdo da glutationa, aumento da catalase, diminuicdo do Oxido nitrico, ndo sendo
observado alteracdo significativa da superoxido dismutase. Esse estudo difere deste Trabalho,
pois 0 seu objetivo foi avaliar o estresse oxidativo em pacientes com DAOP e em portadores de
Tromboangeite Obliterante que é um vasculite. Ja este estudo se propde avaliar 0 comportamento
dos marcadores inflamatorios, de estresse oxidativo e de disfuncdo endotelial em pacientes com
DAOP, além de investigar a relacdo entre esses biomarcadores e avaliar o grau de participacdo de

cada um nas fases evolutivas da doenca.

Foi observado neste Trabalho uma diminuigdo do nitrito, um metabolito do éxido nitrico,
na fase de doenga avangada, havendo uma relagdo de dependéncia significativa (p < 0,05) com os
marcadores de inflamag&o e de estresse oxidativo. Em vasos, o rapido consumo do 6xido nitrico
(NO) pelo radical superoxido (O), leva a disfungdo do relaxamento dependente do endotélio que
é um marcador sensivel de estresse oxidativo vascular. O estresse oxidativo vascular leva a
inativagdo do Oxido nitrico de origem endotelial que ¢ um importante fator de disfuncdo
endotelial na arteriosclerose. Ha evidéncias que sugerem que a atividade enzimatica da NADPH
oxidase vascular € um dos principais mecanismos produtores de anion superoxido (LAURINDO,
2003).

O o6xido nitrico é um potente estimulador da producdo da superéxido dismutase e, em
condi¢des que resultam na sua deplegdo como na doenga da artéria coronéria, pode haver reducdo
da superoxido dismutase, normalmente uma importante enzima de prote¢do contra 0s anion
superoxido (HARRISON et al. 2003). Neste estudo foi observado uma diminuicdo significativa
(p < 0,05) da atividade da superoxido dismutase, sendo que neste foi realizado em pacientes
portadores de DAOP.
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Loffredo et al. (2007) relatam que a mensuragdo dos niveis séricos do NO tem sido
estudados na DAOP, apresentando resultados divergentes, pois pode ser influenciado por fatores
exdgenos e enddgenos (como dieta rica em nitrato, inalacdo de gases atmosféricos, formacao da
saliva e funcdo renal) mas ressaltam que ndo se pode excluir a possibilidade de estar diminuido
na DAOP ( HEISS et al. 2006).  Observaram aumento do estresse oxidativo demonstrado pela
elevagdo dos niveis séricos de 8-OHdG (p < 0.001) e redugdo sérica do 6xido nitico reduzido (p
< 0.001). Neste Trabalho foi utilizado critérios diferentes, no qual o estresse oxidativo foi
avaliado pela atividade enzimética da catalase, superoxido dismutase e niveis séricos da

glutationa, apresentado p < 0,05 e diminui¢do do nitrito plasméatico com p < 0,05.

O estresse oxidativo é causado, principalmente, por um desequilibrio entre a atividade
enddgena de enzimas pré-oxidantes ( NADPH oxidase, xantino oxidase e cadeia mitocondrial
respiratdria) e os mecanismos de defesa antioxidantes enzimaticos como a superdxido dismutase,
glutationa peroxidase , heme oxigenase , catalase e ndo enzimaticos representado, principalmente,
pela glutationa reduzida. Além disso, antioxidantes de pequeno-peso molecular poderiam ter um
papel na defesa contra o estresse oxidativo. Concentracfes aumentadas de espécies reativas de
oxigénio reduzem a bioatividade do NO por inativagdo quimica, formando peroxinitrito toxico
que em troca pode desacoplar a NO sintase endotelial formando radicais superdxido que vao
contribuir para o estresse oxidativo (FORSTERMANN, 2008). Neste estudo foi observado uma
diminuicéo signifivativa dos mecanismos de defesa antioxidantes, representado pela atividade da
catalase, superoxido dismutase e glutationa, e uma diminui¢do do nitrito, inferindo um aumento
do estresse oxidativo com consequente disfuncdo endotelial, especialmente nos pacientes em

fase avanca da DAOP.

Nado foi observado neste estudo niveis plasmaticos elevados de homocisteina, tendo o
valor do p < 0,05. A elevacdo da homocisteina é relacionado como um fator de risco para a
DAOP, bem como para a sua progressédo e faléncia de intervencGes vasculares. A sua prevaléncia
é elevada em pacientes com DAOP, representando cerca de 30% em pacientes jovens, sendo
sugerido que possa ser um fator de risco independente para arteriosclerose, maior para a DAOP
do que para a coronariana (NORGREN et al. 2007). No Brasil, a hiperhomocisteinemia foi
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encontrada em 60% dos pacientes com DAOP confirmada, com predominédncia da forma
moderada, com niveis significantemente aumentados nos individuos com idade superior a 60
anos e com tendéncia a ser maior nos homens (VENANCIO, 2002). Outros estudos nacionais
também revelaram prevaléncia alta de hiperhomocisteinemia (20%) em individuos nipo-
brasileiros portadores de arteriopatia periférica aterosclerotica, com valores médios de
homocisteina progressivamente mais elevados no sexo masculino (GAROFOLO et al. 2007).
Entretanto, outros estudos ndo mostraram aumento do risco da DAOP com hiperhomocisteinemia
(RIDKER; STAMPFER; RIFAI, 2001; DE HARO et al. 2008; ARSLAN et al. 2009). No
presente caso, 0s niveis séricos da homocisteina dentro dos limites da normalidade, podem estar

relacionados com a dieta alimentar.

Foi observado neste Trabalho um aumento significativo (p < 0,05) dos marcadores
inflamatérios, PCRus e do fibrinogénio nos pacientes portadores da DAOP. O marcador da
coagulacdo, representado pela homocisteina, ndo mostrou elevacdo em relagcdo ao grupo controle
tendo o valor do p > 0,05. Tzoulaki et al. (2006), no chamado estudo de Edinburgh (que teve
como objetivo analisar as relagdes entre inflamacdo, coagulacéo e arteriosclerose) concluiram
que a hipétese da inflamacdo esteve mais relacionada com a arteriosclerose que a

hipercoagulacdo, o que refor¢a os dados encontrados neste estudo.

O Teste do Crivo realizado com as dosagens dos niveis plasmaticos da PCRus e do
fibrinogénio, mostra uma acurdcia de 88% em ambos o0s exames, tendo a PCRus uma
sensibilidade de 93%, maior que a do fibrinogénio que foi de 83%. Entretanto, o fibrinogénio
apresentou maior especificidade (87%) que a PCRus (73%), sendo que o valor preditivo do teste
positivo foi de 93% no fibrinogénio e de 88% na PCRus, ndo havendo diferenca quanto ao valor
preditivo do teste negativo, que foi de 85% nos dois marcadores. A chance de doenga quando o
teste for positivo (+LR) € de seis vezes para o fibrinogénio e de quatro vezes para a PCRus,

sendo que nos dois a -LR é menor que um.
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Esses dados mostram o grau de evidéncia dos marcadores inflamatérios na DAOP,
demonstrando que a associacdo dos exames aumenta a sensibilidade e especificidade, levando a
uma maior acuracia na deteccdo da DAOP.

A execucdo do Teste do Crivo nos marcadores de estresse oxidativo apresenta a
glutationa com maior sensibilidade (97%), seguida da catalase (80%) e da superdxido dismutase
(57%). A superoxido dismutase teve maior especificidade (100%), tendo a glutationa e a catalase
mostrado resultados iguais (67%). O valor preditivo do teste positivo foi de 100% para a
superdxido dismutase, 85% para a glutationa e de 83% para a catalase. O valor preditivo do teste
negativo foi maior para a glutationa com resultado de 90%, sendo de 63% e 53%,
respectivamente para a catalase e superdxido dismutase. O teste com maior acurécia foi da
glutationa com 87%, seguido da catalase (76%) e da superoxido dismutase (71%). A chance de
doenca quando o teste for positivo (+LR) € de oito vezes para a superoxido dismutase, trés vezes
para a glutationa e de duas vezes para a catalase, e quando a — LR é menor que um para 0s trés

marcadores.

O Teste do Crivo para 0s marcadores de estresse oxidativo demonstra, como ocorre com
os marcadores inflamatorios, que a associagdo dos métodos aumentam a sua sensibilidade e
especificidade, com consequente melhora da sua acurdcia. A dosagem da glutationa e da

superoxido dismutase apresentaram as melhores combinag6es de resultados.

O nitrito apresentou no Teste do Crivo uma sensibilidade de 73%, uma especificidade de
80%, tendo uma acuracia de 76%. O valor preditivo do teste positivo foi de 88% e o valor
preditivo do teste negativo foi de 60%. A chance de doenga quando o teste for positivo (+LR) €

de quatro vezes e quando a— LR é menor que um.

Essas informagdes sugerem que a combinacdo dos métodos empregados para a avaliagéo
laboratorial da DAOP neste Trabalho, apresentam resultado com nivel de evidéncia significativo.
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Este Trabalho fornece niveis de evidéncia significativos, que sugerem uma relagdo entre
0 processo inflamatdrio, o estresse oxidativo e a disfungdo endotelial na sequéncia de eventos
patogénicos da arteriosclerose nos pacientes com doenga arterial obstrutiva periférica, sendo que
essa relacdo de dependéncia entre inflamacdo e estresse oxidativo é semelhante nos pacientes
com doenca em fase inicial ou intermediaria, havendo maior participacdo do estresse oxidativo na
doenca avangcada, com maior relacdo de dependéncia do marcador de disfungdo endotelial,
levando a deficiéncia orgénica do endotélio causando uma disfungdo endotelial. A importancia
dos biomarcadores também se evidencia nos estagios iniciais ou intermediario da DAOP, onde

esta interrelacdo é mais intensa.
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7 CONCLUSAO

- Neste estudo ndo foi encontrada relacdo de dependéncia entre os fatores de risco
tradicionais como tabagismo, diabetes melito, hipercolesterolemia e hipertensdo arterial com os
marcadores inflamatdrios, de estresse oxidativo e de disfungdo endotelial, sugerindo que esses
marcadores sdo preditores independentes de risco vascular. O indice tornozelo-braquial nao
apresentou relacdo de dependéncia com a idade, sendo que o ITB apresentou relagdo de

dependéncia com a PCRus e a catalase no Grupo A.

- Foi observada relacdo de dependéncia significativa entre os marcadores inflamatorios
com os marcadores de estresse oxidativo e de disfuncdo endotelial, ndo se verificando relagcéo de

dependéncia com o marcador da coagulacao.

- As informagdes obtidas por este Trabalho, fornecem evidéncias que sugerem uma
relacdo entre o processo inflamatorio, o estresse oxidativo e a disfungdo endotelial na seqiiéncia
de eventos patogénicos da arteriosclerose nos pacientes com doenga arterial obstrutiva periférica.
Essa relacdo de dependéncia entre inflamagdo e estresse oxidativo é semelhante nos pacientes
com doenca em fase inicial ou intermediaria, havendo maior participacdo do estresse oxidativo na
doenca avangada, com maior relacdo de dependéncia do marcador de disfungdo endotelial,
inferindo que o estresse oxidativo participa ativamente na sequéncia de eventos que levam a

deficiéncia organica do endotélio.
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DOENCA ARTERIAL OBSTRUTIVA PERIFERICA : relagio entre marcadores
inflamatorios, de estresse oxidativo e de disfuncdo endotelial.

PROTOCOLO DE PESQUISA
A- IDENTIFICACAO: GRUPO A () GRUPO B ( )

1- Nome:
2- Registro do Prontuério :
3- Idade:
4- Sexo:
5- Endereco ou telefone :
B- FATORES DE RISCO
1- Tabagismo ( ) sim ( ) ndo  Quantidade de cigarros: Tempo:
2- Colesterol Total ( ) HDL ( ) LDL ( ) VLDL ( )
3- Triglicerideos  ( )
4- Hipertensdo Arterial ( ) sim ( ) ndo  Medida:

5- Diabetes Melito ( ) sim ( ) ndo Medida : Tempo:

C- CLASSIFICACAO DE FONTAINE

- Tipo la ( ) Tipo 1Ib ( ) Tipo Il ( )

D- INDICE TORNOZELO-BRAQUIAL

MID ( ) MIE ( )

E- RESULTADO DAS DOSAGENS:
- Proteina C reativa ultrassensivel
- Fibrinogénio :

- Homocisteina :
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- Glutationa :
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