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RESUMO

Diabetes mellitus tipo 1 (DM1) apresenta prevaléncia global crescente e cursa com
complicacdes vasculares que constituem importantes fatores de risco para doencas de alta
morbidade e mortalidade na vida adulta, como doengas cardiovasculares,
cerebrovasculares e doenca vascular periférica. As alteracbGes estruturais tipicas da
aterosclerose séo antecedidas por um processo de disfuncdo das células endoteliais que
determina um estado sistémico vasoconstrictor, pro-inflamatoério e pro-trombotico que
pode contribuir para o desenvolvimento das complicacGes vasculares diabéticas.
Objetivo: verificar a presenca de disfuncéo endotelial e alteracdes estruturais iniciais de
aterosclerose em criancas portadoras de DM1. Métodos: a populacdo do estudo foi
constituida por 31 criancas diabéticas (separadas em subgrupo com tempo de diagnostico
menor que 5 anos e outro com 5 anos ou mais) e 58 criancas saudaveis, com idades entre
6 e 12 anos. Técnicas ultrassonogréaficas foram utilizadas para medir a dilatacéo fluxo-
mediada (FMD) da artéria braquial e a espessura das camadas intima-média das artérias
carétidas (IMT). Os achados ultrassonograficos foram correlacionados com os niveis
séricos de marcadores inflamatorios (IL-6, PCR-US), marcadores de disfuncdo endotelial
(sE-selectina, SVCAM-1 e sICAM-1) e de injdria vascular (MMP-9). Resultados:
criancas diabéticas com tempo maior de diagnostico apresentaram percentagem de
dilatacdo fluxo-mediada méaxima significantemente menor que o grupo controle. Os
niveis séricos de sVCAM-1 mostraram-se significantemente elevados nos dois subgrupos
de diabéticos, em relacdo ao controle, e os niveis séricos de PCR-US e sE-selectina foram
significantemente maiores, em relacdo a este grupo, apenas no subgrupo de diabéticos
com maior tempo de diagnéstico. N&o foram encontradas diferengas significativas entre
0S grupos quanto a espessura médio-intimal e aos niveis séricos de IL-6, SICAM-1 e
MMP-9. A resposta vasodilatadora apresentou correlagcdo negativa com o tempo de
diagnostico de DM1 e os niveis de HbAlc e glicose de jejum. Concluséo: nossos achados
sugerem que criancas diabéticas com 5 ou mais anos de diagndstico ja podem apresentar
disfuncdo endotelial e um estado inflamatdrio sistémico de baixa intensidade, embora
sem alteracOes estruturais de aterosclerose.

Palavras-chave: diabetes mellitus tipo 1, disfuncdo endotelial, aterosclerose, dilatacao
fluxo-mediada, espessura médio-intimal, I1L-6, PCR-US, E-selectina, VCAM-1, ICAM-
1, MMP-9
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ABSTRACT

Type 1 Diabetes mellitus (DM1) displays an increasing global prevalence and its resultant
cardiac, cerebral and peripheral vascular complications represent important risk factor for
high morbidity and mortality in adult life. The development of DM1 vascular
complications is preceded by endothelial dysfunction that result in systemic
vasoconstriction and contribute to the progress to a pro-inflammatory and pro-thrombotic
state. Objective: The purpose of this study was to verify the presence of endothelial
dysfunction and initial structural changes of atherosclerosis in diabetic children.
Methods: Thirty-one diabetic children aged 6-12 years, divided in two subgroups
according to disease length composed the study group: subgroup 1, with less than five
years and subgroup 2, with more than five years of disease span. Fifty-eight age-matched
healthy children composed the control group. Ultrasonographic techniques were used to
measure the flow-mediated dilatation of the brachial artery (FMD), and the intima-media
thickness of carotid arteries (IMT). The ultrasonographic findings were correlated to
plasmatic levels of inflammatory biomarkers (IL-6, hs-CRP), endothelial dysfunction
(se-selectin, sVCAM-1, sICAM-1) and vascular injury biomarkers (MMP-9). Results:
Diabetic children with increased disease length disclosed flow-mediated dilatation
maximum percentage mean values significantly decreased when compared with the
values found in the control group. Levels of sSVCAM-1 were significantly higher in both
diabetic subgroups while the levels of hs-CRP and sE-selectin were significantly higher
only in the subgroup with more than five years of disease length when compared to
controls. Study groups and controls did not disclosed significant differences in relation to
IMT, IL-6, SICAM-1 and MMP-9 levels. Vasodilator response was negatively correlated
to disease length, plasmatic levels of HbAlc and fasting glucose. Conclusion: Our
findings suggest that endothelial dysfunction and a low level of systemic inflammatory
state may be already present in diabetic children with five more than years of disease
length, in spite of absence of atherosclerotic structural changes.

Key-words: type 1 diabetes mellitus, endothelial dysfunction, atherosclerosis, flow-

mediated dilatation, carotid intima-media thickness, IL-6, hs-CRP, E-selectin, VCAM-1,
ICAM-1, MMP-9
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1. INTRODUCAO

O Diabetes mellitus tipo 1 (DM1) é uma doenca crénica com prevaléncia global
crescente e complicagdes que envolvem alteragdes micro e macrovasculares (GIANNINI
etal., 2011).

As alteracGes em grandes vasos, particularmente a aterosclerose, sdo as principais
causas de morbidade e mortalidade em pacientes diabéticos, pois o DM1 aumenta
substancialmente o risco de desenvolvimento de doenga cardiovascular, cerebrovascular
e doenca arterial periférica (CREAGER et al., 2003). Devido ao continuo aumento na
incidéncia do DM1, as doencas vasculares relacionadas representam uma emergente e
significativa questdo de saude publica com preocupante impacto econdmico mundial
(GIANNINI et al., 2011).

As alteracBes metabodlicas que caracterizam o DM1, como a hiperglicemia e o
aumento de Acidos Graxos Livres (AGL) circulantes, desencadeiam mecanismos
moleculares que contribuem para o desenvolvimento de disfuncdo endotelial. Estes
mecanismos incluem a diminuicdo na biodisponibilidade do 6xido nitrico (nitric oxide -
NO), o aumento do estresse oxidativo, distlrbios na sinalizacdo da transducéo
intracelular, e a ativacdo de Produtos Finais da Glicacdo Avancada (PFGA) (CREAGER
et al., 2003).

A disfuncdo endotelial precede as alteracGes estruturais do processo
aterosclerdtico e caracteriza-se pelo comprometimento do ténus vascular que resulta em
uma resposta vasodilatadora diminuida (CALLES-ESCANDON e CIPOLLA, 2001).
Além desse estado de vasoconstricdo, o comprometimento endotelial leva a liberacdo de
citocinas inflamatorias, moléculas de adesao e varias outras substancias biologicamente
ativas que determinam a instalacdo de um estado pré-inflamatério e pré-trombotico
(BECKMAN et al., 2002). Esses mecanismos representam um importante passo inicial
para alteracOes aterosclerdticas e suas potenciais complica¢fes nos pacientes com DM1
(SHEETZ e KING, 2002).

Embora as complicagdes macrovasculares do DM1 usualmente ndo apresentem
manifestagbes clinicas na infancia e na adolescéncia, exames ultrassonograficos,
confidveis e ndo invasivos, permitem o diagndstico precoce da disfungdo endotelial, por
meio do estudo da Dilatagcdo Fluxo-Mediada (Flow-Mediated Dilatation - FMD), bem
como de alteragdes estruturais iniciais da aterosclerose, por meio da medida da Espessura
das camadas Intima-Média da carétida (Intima-Media Thickness - IMT) (JARVISALO et



al., 2004). A FMD ¢ definida como uma vasodilatacéo reativa da artéria braquial apds
estimulo de hiperemia (CELERMAJER et al., 1992) e apresenta valor preditivo de futura
doenca cardiovascular, quando diminuida (SHIVALKAR et al., 2006). Do mesmo modo,
0 aumento da espessura da camada meédio-intimal da carétida medida pela técnica de IMT
esta relacionada com fatores de risco para doenca cardiovascular, doenca cardiovascular
prevalente e aterosclerose nas artérias periféricas, coronérias e femorais, sendo
considerado um forte preditor de doengas vasculares em individuos com risco elevado,
como os portadores de DM1 (O’LEARY et al., 1999).

Um melhor entendimento dos mecanismos que levam a disfuncao endotelial e seu
diagnéstico em fases iniciais pode favorecer a implementacdo de estratégias que

previnam ou reduzam a morbidade e mortalidade cardiovascular em pacientes com DML1.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Diabetes mellitus tipo 1: conceito, etiologia e diagndstico clinico e laboratorial

O termo Diabetes mellitus tipo 1 (DM1) representa um distarbio metabdlico
complexo, caracterizado por hiperglicemia cronica decorrente de um defeito absoluto na
secrecdo pancredtica de insulina, resultando em anormalidades no metabolismo de
carboidratos, lipidios e proteinas (WHO, 2006; ADA, 2014a). A etiologia € multifatorial
e 0s papéis especificos da suscetibilidade genética, de fatores ambientais (infecciosos e
quimicos), do sistema imunoldgico e das células beta pancreaticas na patogénese do
DM1, permanecem pouco conhecidos. No entanto, na maioria dos casos, a destrui¢do das
células beta do pancreas é mediada por um processo autoimune de grau variavel, com o
surgimento de sintomatologia apenas quando cerca de 90% das células sdo destruidas
(ISPAD, 2014).

Os critérios diagnosticos baseiam-se em medidas da glicose plasmatica em
presenca ou auséncia de sintomas (WHO, 2006; ADA, 2014b). Pacientes jovens
apresentam usualmente sintomas caracteristicos como: polilria, polidpsia, noctdria,
enurese, perda de peso (acompanhada ou ndo de polifagia), visdo turva, além da
possibilidade de comprometimento do crescimento e suscetibilidade a certas infeccbes
(ISPAD, 2014). Os métodos laboratoriais que podem ser utilizados para o diagnostico

estdo descritos na tabela 1.

Tabela 1- Critérios para o diagnostico laboratorial de Diabetes mellitus

1- - Em pacientes com sintomas classicos de hiperglicemia ou crise
hiperglicémica, uma concentracdo de glicose plasmatica >11,1mmol/L
(200mg/dL) ou

2- - Glicose plasmatica de jejum* >7,0mmol/L (>126mg/dL) ou

- Glicose plasmatica ap6s 2h de carga de glicose em TTOG*>11,1mmol/L
(>200mg/dL)
3- - HbA1c™>6,5%"

Os testes devem ser repetidos em pelo menos 2 ocasides

*Jejum definido como pelo menos 8h sem ingestao calérica

*TTOG, teste de tolerancia oral a glicose

**HbAlc, hemoglobina glicada

TValores <6,5% ndo excluem o diagndstico de diabetes por testes de glucose. O papel da
HbAlc isolada no diagndstico do diabetes tipo 1 em criangas néo esta claro.

Fonte: adaptada de ADA, 2014a



2.2. Diabetes mellitus tipo 1: dados epidemioldgicos e suas complicacdes vasculares

O Diabetes mellitus é uma doenga crbnica prevalente em todas as regides do
mundo, sendo considerada uma importante causa de morte principalmente em paises
desenvolvidos e, em menor escala, em varias nacdes em desenvolvimento (CRAIG e
DONAGHUE, 2009).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) projeta que, devido as suas
complicagdes, o diabetes representara em 2030 a sétima principal causa de morte no
planeta, além de um significativo aumento em sua prevaléncia e nimero de 6bitos nos
paises de baixa renda per capita (WHO, 2011, apud MATHERS E LONCAR, 2006).

Em 2008, pelo menos 346 milhdes de pessoas em todo 0 mundo apresentavam
algum tipo de diabetes, estimando-se que 5-10% correspondiam ao tipo 1 e 90-95% ao
tipo 2 da doenca (DANAEI et al., 2011). Em 2012, o nimero total de diabéticos no Brasil
era estimado em 12 milhdes ou 6,2% da populacdo, com distribuicdo semelhante aos
padrGes mundiais entre os tipos 1 e 2 e, segundo declaragdo do Ministério da Saude, em
2013, 500 novos casos de diabetes foram diagnosticados todos os dias no Brasil
(Sociedade Brasileira de Diabetes, 2014).

O DM1 continua a representar a forma mais comum de diabetes em pessoas jovens
em muitas populacdes, especialmente as de origem caucasiana (ISPAD, 2014). Na
maioria dos paises ocidentais, 0 DM tipo 1 é responséavel por 90% dos casos em criangas
e adolescentes, embora menos da metade dos individuos com DML1 seja diagnosticado
antes de 15 anos de idade (GLOBAL IDF/ISPAD, 2011). A incidéncia mundial de DM1
aumenta cerca de 3% ao ano, com estimativa de 65000 novos casos diagnosticados
anualmente (GLOBAL IDF/ISPAD, 2011) e, em alguns estudos evidencia-se um
aumento desproporcional na populacdo abaixo de 5 anos (SOLTESZ et al., 2007; KING
et al. 1998).

A epidemia global de Diabetes mellitus com suas complicagbes micro e
macrovasculares representa um enorme custo social e econdmico em todo o mundo
(GIANNINI et al., 2009). Embora ndo apresente manifestacdes clinicas evidentes antes
da adolescéncia e juventude, a microangiopatia constitui a principal alteracdo vascular na
crianca, adolescente e no adulto jovem (DONAGHUE et al., 2009) e, por desencadear
doencgas como retinopatia, nefropatia e neuropatia, constitui importante causa de cegueira,
insuficiéncia renal em estagio final e neuropatia periférica (CREAGER et al., 2003). O
tempo de evolugdo da doenga e 0 mau controle dos niveis glicémicos séo considerados 0s

principais fatores de risco para o seu desenvolvimento (DCCTRG, 1993). Entretanto, a
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maior causa de morbidade e mortalidade precoce na vida adulta esta associada a
macroangiopatia que, como as alteracdes de pequenos vasos, relaciona-se a um controle
glicémico ruim e ao tempo de evolugdo da doenca. Para que tal fato ocorra, 0 processo
aterosclerotico inicia-se de forma gradual e assintomaética, ainda na infancia, sendo
responsavel pelo desenvolvimento de doenca cardiovascular, cerebrovascular e doenca
vascular periférica na vida adulta (DONAGHUE et al., 2009). De forma caracteristica, o
processo de depdsito de lipoproteinas oxidadas, calcio e restos celulares na camada intima
da parede dos vasos € antecedido por disfuncdo das células endoteliais e inflamagéo
vascular. O acimulo de lipidios resulta, entdo, no espessamento da camada intima,
formacéo da placa ateromatosa e remodelamento vascular. Evolutivamente, as obstrugdes
agudas e crbnicas do lumen do vaso levam a anormalidades do fluxo sanguineo, e
diminuicdo do aporte de oxigénio aos 6rgdos alvos (WILLIAMS e TABAS 1995).

Diabéticos apresentam um risco 2-4 vezes maior de desenvolverem doencas
ateroscleréticas, ndo relacionadas aos fatores de risco usuais (PYORALA et al., 1987),
além de apresentarem um risco 3-6 vezes maior de morte por problemas cardiovasculares
antes de 60 anos de idade, em comparacdo com individuos ndo diabéticos (KROLEWSKI
etal., 1987).

Embora a maioria dos estudos em diabetes e doenca macrovascular aborde o
Diabetes mellitus tipo 2 (DM2), o risco relativo de doenca cardiovascular, ajustado para
a idade, no DM excede bastante 0 do DM2. Apesar da taxa de doenca cardiovascular em
pacientes com DML ser significantemente menor que em individuos com DM2, o risco
relativo de morte por doenca coronariana é sete vezes maior em pacientes com DM1 em
relagdo a individuos ndo diabéticos da mesma faixa etéaria, e apenas duas vezes maior, nos
individuos com DM tipo 2 (LAING et al., 2003).

Avancos no tratamento do diabetes levaram a uma diminuicdo na morbidade e na
mortalidade por complicagdes microvasculares relacionadas ao diabetes (retinopatia,
nefropatia e neuropatia), no entanto, ndo se observou 0 mesmo no que diz respeito as
taxas de mortalidade de pacientes com doencas cardiovasculares relacionadas ao diabetes
(PAMBIANCO et al., 2006).

Como as alteragfes vasculares do diabetes tipo 1 tém inicio na infancia, a
caracterizacdo de fatores de risco potencialmente modificaveis, ainda nessa fase do
desenvolvimento, pode permitir a intervencdo em estagios iniciais da doenca vascular
(GIANNINI et al., 2011) e, dessa forma, reduzir seu crescente impacto social e econémico

a nivel global.



2.3. Endotelio vascular: funcédo endotelial e 6xido nitrico

A parede dos vasos sanguineos é constituida por trés camadas (figura 1): a tGnica
intima formada por uma camada de células endoteliais apoiadas em uma membrana basal
de tecido conjuntivo frouxo; a tinica média formada por um grupo de células musculares
lisas dispostas concentricamente, revestida interna e externamente por laminas de
elastina; e a tunica externa ou adventicia formada por fibras colagenas entrelacadas
frouxamente (MARIEB e HOEHN, 2008).

Lamina elastica interna

Fibroblasto
Tunica intima
Tunica média
Lamina elastica externa
- | Tanica adventicia

Figura 1 - Desenho esquematico da estrutura da parede vascular normal
Fonte: http://nutrisdoexercicio.wordpress.com/2013/05/23/aterosclerose-e-funcao-endotelial/

O endotélio vascular reveste a superficie interna do vaso sanguineo formando uma
barreira entre 0 sangue e os tecidos, e as células endoteliais que o constituem nao
apresentam apenas funcdo estrutural, mas sdo capazes de responder a um estresse
fisiologico e desempenhar importante papel na manutencédo da integridade da parede, por
meio da regulacdo do tdnus, da permeabilidade, do remodelamento, da inflamacédo e da
trombo-resisténcia vasculares (HIRASE e NODE, 2012). As células endoteliais
sintetizam e liberam um grande numero de substancias biologicamente ativas que estdo
envolvidas na regulacgéo do fluxo sanguineo regional e complexas fungdes da musculatura
lisa e de outras células dos vasos sanguineos, assim como do compartimento sanguineo
(figura 2) (VANE et al., 1990).

Duas classes de substancias com efeito sobre o tonus vascular séo sintetizadas:

fatores relaxantes derivados do endotélio (EDRF) e fatores constritores derivados do


http://nutrisdoexercicio.wordpress.com/2013/05/23/aterosclerose-e-funcao-endotelial/

endotélio (EDCF). Os primeiros, como € o caso do 6xido nitrico (NO), protegem a parede
vascular da lesdo aterogénica, ao contrario dos fatores constritores, como a endotelina,
que participam da progressao de doencas vasculares ao promover a adesdo de mondcitos
e plaguetas, 0 aumento da permeabilidade vascular, a proliferacdo e a migracgéo de células
musculares lisas, resultando na formacédo de placa ateromatosa e no espessamento da
tlnica intima (figura 2) (HARRISON, 1997).

Plaquetas ¢ Monécitos
o
Agregacgo PermeabilidadeAdesao

=

Endotélio

EDHF PG2 AM CNP 0 ‘ET PGH2 TXA2 02" All
b -

canais

’ Contrao
Proliferacao

Célula da musculatura vascular lisa

Figura 2 - Substancias vasoativas derivadas do endotélio e suas agdes

EDRF: fatores relaxantes derivados do endotélio, EDCF: fatores constritores derivados do endotélio,
EDHF: fatores hiperpolarizantes derivados do endotélio, PGI,: prostaciclina I, AM: adrenomedulina, CNP:
peptideo natriurético tipo C, NO: 6xido nitrico, ET: endotelina, PGHj: prostaglandina Hj, TXA::
tromboxano Az, 02 : superéxido, All: angiotensina II.

Fonte: Adaptada de Matsuoka, 2001.

As células endoteliais desempenham papel chave no remodelamento vascular por
meio da liberacdo de fatores de crescimento e diferenciacdo das células da musculatura
lisa vascular, e seus inibidores (COWAN e LANGILLE, 1996). Além disso, estdo
envolvidas na producdo de moléculas especificas que apresentam papel regulatério na
inflamacdo, atuando como ancora para células envolvidas na reacdo inflamatdria. Essas
moléculas sdo denominadas moléculas de adesdo, sendo as principais: a molécula de
adesdo intercelular (ICAM), a molécula de adesdo da célula vascular (VCAM) e a
selectina endotelial (E-selectina) (BIEGELSEN e LOSCALZO, 1999). As células
endoteliais participam ainda da regulacdo da hemostasia, apresentando papel na

manutencdo da fluidez sanguinea e restauracdo da integridade da parede do vaso apos



lesdo. O equilibrio entre os sistemas de coagulacdo e fibrinolitico € mantido
principalmente por meio da sintese local do inibidor do ativador do plasminogénio 1
(PAI-1) (figura 3) (DAWSON e HENNEY, 1992).

Lamen Vascular
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Transmigracao e Inflamagao

H50,, ions, proteinas

Substancias Vasoativas
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Modificacao da funcao da célula do musculo liso
Parede vascular

Figura 3 - Representacdo esquematica das func¢des da célula endotelial.

NO: oxido nitrico, EDHF: fatores hiperpolarizantes derivados do endotélio, H.O.: perdxido de
hidrogénio.

Fonte: Adaptada de Hirase e Node, 2012

A disfuncdo endotelial pode envolver aumento ou diminuicdo de qualquer
mensageiro quimico relacionado ao endotélio e/ou alteracdo em qualquer uma das
funcgdes endoteliais mencionadas acima. No entanto, as alteracfes das células endoteliais
promotoras de disfun¢do mais comumente aceitas relacionam-se a anormalidades na
regulacao do ténus vascular (CALLES-ESCANDON e CIPOLLA, 2001).

Na disfuncdo endotelial ocorre um desequilibrio da producdo dos fatores
derivados do endotélio, com o predominio da acdo dos fatores constritores, 0 que
representa o passo inicial para o desenvolvimento de aterosclerose (figura 4) (DREXLER,
1997).
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Figura 4 - Disfuncdo endotelial como passo inicial para a aterosclerose
EDREF: fatores relaxantes derivados do endotélio, EDCF: fatores constritores derivados do

endotélio.
Fonte: Adaptada de Matsuoka, 2001

Entre as substancias citadas, o0 NO é sintetizado ndo so6 pelas células endoteliais,
mas também por uma ampla variedade de tipos celulares, incluindo células epiteliais,
nervosas e inflamatérias. E produzido por agdo da enzima NO sintetase (NOS) que forma
NO e L-citrulina, a partir do aminoacido L-arginina, utilizando como cofatores o oxigénio
molecular e o NADPH (COLEMAN, 2001). Existem quatro tipos de NOS: dois
denominados “constitutivos”, originalmente caracterizados como de origem neuronal
(NNOS ou NOS-1) e endotelial (eNOS ou NOS-3); e outros dois, denominados
“induzidos” (NOS-2 e NOS-4), sintetizados por macréfagos, em condi¢cdes nao
fisioldgicas, em resposta a citocinas inflamatorias e componentes bacterianos (NATHAN
e XIE, 1994; CALLES-ESCANDON e CIPOLLA, 2001). Os dois primeiros tipos de
NOS dependem do ion célcio para sua ativacao, que ocorre de forma rapida e transitéria,
assim como sua producdo de NO. Por outro lado, a ativacdo das enzimas do tipo induzido
ndo depende do ion célcio e apresenta acdo continua e prolongada, com a producdo de
NO com papel principalmente imunoldgico: na toxicidade celular sobre patdgenos,
inducdo ou supressdo de apoptose e imunorregulagdo (MONCADA et al., 1991).

Uma vez sintetizado, o NO difunde-se prontamente nos tecidos e é capaz de
atravessar membranas celulares livremente, apresentando uma meia-vida de segundos a
minutos, de acordo com 0 meio quimico circunjacente. Em condi¢fes aerdbicas é

rapidamente oxidado em Espécies Reativas de Oxigénio (Reactive Oxygen Species -



ROS), sendo 0 N2Oz (trioxido de dinitrogénio) seu principal produto oxidativo. Como as
ROS sdo moléculas instaveis, sdo nitrosadas a tidis ou aminas, ou hidrolisadas e
excretadas sob a forma de nitritos (NO2) (WINK et al., 1996).

O NO sintetizado pelas células endoteliais € um fator com efeito relaxante, cuja
biodisponibilidade constitui a chave para o bom funcionamento vascular (CREAGER et
al., 2003). Além de induzir a vasodilatacdo por meio da ativacdo da guanilil ciclase das
células da musculatura lisa adjacente, o NO protege 0 vaso sanguineo de lesdes enddgenas
préprias da aterosclerose ao mediar sinais moleculares que impedem a interacdo entre
plaquetas e leucocitos com a parede vascular, e inibem a proliferagdo e migracdo de
células da musculatura lisa vascular (RADOMSKI et al., 1987; KUBES et al., 1991). A
biodisponibilidade do NO derivado do endotélio reflete o equilibrio entre a producéo pela
eNOS e sua degradacao, particularmente pelas ROS (figura5) (COSENTINO et al., 1997;
CREAGER et al., 2003).
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Figura 5 — Sintese e efeitos bioldgicos do 6xido nitrico

eNOS: o6xido nitrico sintetase endotelial, O,. molécula de oxigénio
Fonte: Adaptada de http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0004-27302009000300002

2.4. Diabetes mellitus e disfuncéo endotelial

As alteracBes metabdlicas que ocorrem no DM1, como a hiperglicemia e o
excesso de liberacéo de acidos graxos livres podem levar a anormalidades na funcao das
células endoteliais (KING, 1996). O comprometimento das propriedades fisioldgicas do

endotélio determina um estado vasoconstrictor, pré-inflamatorio e pré-trombético
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sistémicos que pode contribuir para o desenvolvimento das complicacBes vasculares
diabéticas (BECKMAN et al., 2002).

Como mencionamos acima, a disfuncdo endotelial pode ser considerada o evento
inicial do processo aterosclerotico, resultando principalmente do desequilibrio na
producdo e biodisponibilidade de fatores reguladores da funcdo vasomotora produzidos
pelas células endoteliais como, a endotelina-1 (ET-1), a angiotensina-1l (ANG-II) e
particularmente o 6xido nitrico (GIMBRONE, 1999; STEHOUWER et al., 1997).

Estudos da década de 90 em modelos experimentais de diabetes
(TESFAMARIAM et al., 1990; PIEPER et al., 1995), bem como em pacientes com
diabetes tipo 1 e 2 evidenciam um comprometimento da vasodilatagdo endotélio-
dependente, mediada pelo NO (PIEPER et al., 1995; JOHNSTONE et al., 1993).

2.4.1. Vias metabdlicas ativadas: hiperglicemia e inducdo da disfuncdo endotelial

A concentracdo de glicose intracelular nas células endoteliais reflete a
concentracdo do meio extracelular, devido a inexisténcia de mecanismos celulares de
regulacdo negativa a entrada de glicose (KAISER et al., 1993). A hiperglicemia afeta a
funcdo endotelial rompendo mecanismos moleculares que regulam a sintese de NO e/ou
sua degradacdo (BECKMAN et al., 2002). Isso é observado ndo apenas na hiperglicemia
cronica, mas também apds episddios agudos e transitorios de hiperglicemia provocados
em modelos animais e humanos (WILLIAMS et al., 1998; TAYLOR e POSTON, 1994).
Em realidade, a variabilidade glicémica no DML parece apresentar efeito deletério maior
sobre a funcdo endotelial e aumento do estresse oxidativo que niveis constantemente
elevados de glicose plasmatica (SIEGELAAR et al., 2010).

Quatro vias metabolicas principais e 2 adicionais sdo ativadas patologicamente
como consequéncia da hiperglicemia intracelular (GIANNINI et al., 2011). As vias
metabdlicas principais sdo: a ativacdo da proteina kinase C (PKC), a formacdo de
produtos finais da glicacdo avancada (PFGA), a via da hexosamina, e a via do poliol-

sorbitol.

2.4.1.1. Ativacao da proteina kinase C (PKC)

O acumulo de triosefosfato derivado da glicose ativa a PKC, que compromete o
sistema vascular ao: estimular a producdo de matriz extracelular, ativar a resposta
inflamatdria por meio da expressdo de citocinas inflamatdrias e moléculas de adesao,

determinar a perda da reatividade vascular por inibicdo da fosforilagdo da eNOS,
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determinar o aumento da permeabilidade endotelial e 0 espessamento da membrana basal.
Estudos mostram que suas isoformas PKC-B2 ¢ PKC-6 aumentam a expressao de genes
como os do inibidor do ativador do plasminogénio-1 (PAI-1), da endotelina-1 (ET-1), do
fator de crescimento do endotélio vascular e do fator transformador do crescimento-f3
(KOYA e KING, 1998).

2.4.1.2. Formacao de Produtos Finais da Glicacdo Avancada (PFGA)

Outro efeito induzido pelas concentracbes elevadas de glicose circulante e
intracelular do diabetes € a reacdo ndo enzimatica entre glicose e proteinas na parede
arterial, levando a um aumento na formacdo de produtos finais da glicagdo avancgada
(GIANNINI et al., 2011). A formag&o continua de PFGAs rompe processos moleculares
e altera a atividade enzimatica de varias proteinas intracelulares, incluindo fatores de
transcricdo de acidos nucléicos e macromoléculas (GIANNINI et al., 2011). Os
mecanismos de acdo sugeridos para 0s PFGAs incluem ndo s6 o incremento na producgao
de radicais livres (WAUTIER et al., 2001), mas o comprometimento da producdo do NO
pela reducdo da meia-vida do RNA mensageiro da eNOS e a reducdo da atividade da
enzima (ROJAS et al., 2000).

Os efeitos deletérios na aceleracdo do processo de aterosclerose pelos PFGAS
podem ocorrer também por mecanismos mediados por receptores transmembrana de
produtos finais da glicacdo avancada (RPFGA) (SCHMIDT et al., 1994). A ligacdo dos
RPFGA leva a ativacdo de fatores de transcricdo nuclear, incluindo o fator nuclear kappa
B (NFk B) e, por essa ativagdo, a inducao da transcri¢ao de diferentes genes alvos como
os de: ET-1, molécula de adeséo de células vasculares 1 (VCAM-1), moléculas de adesao
intercelular 1 (ICAM-1), E-selectina, fator tecidual, fator de crescimento endotelial
vascular, interleucina-1 (IL-1), interleucina-6 (IL-6), fator de necrose tumoral alfa (TNF-
a) e do gene do receptor RPFGA (SCHMIDT et al., 1999). Dessa forma, a participagao
dos RPFGAs, induzidos pelos PFGAs, leva a expressao de varias moléculas de adesdo
nas células endoteliais, determinando a adesdo de leucdcitos a parede vascular
(CHAVAKIS et al., 2003). Esse processo promove respostas pré-inflamatorias que levam
ao agravamento das complicagdes vasculares do diabetes (GIANNINI et al., 2011).

PFGAs podem provocar ainda uma reducdo da expressdo da trombomodulina e
um aumento da expressdo do fator tecidual no endotelio, alterando a estrutura da

superficie vascular de um estado anticoagulante para um estado pro-coagulante
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(BIERHAUS et al., 1997; ESPOSITO et al., 2003), além de contribuir para a reducéo na
biodisponibilidade e atividade do NO derivado do endotélio (BUCALA et al., 1991)

2.4.1.3. Via da hexosamina

A via da hexosamina representa outro mecanismo pelo qual o aumento na
concentracdo de glicose intracelular contribui para a lesdo vascular endotelial
(GIANNINI et al., 2011). Nessa via, em particular, a frutose-6-fosfato € convertida em
uridina difosfato-N-acetil glicosamina por acdo da enzima L-glutamina:D-frutose-6-
fosfato amidotransferase. A entrada de excesso de glicose na via resulta no
comprometimento da atividade de transcricdo e da fungdo enzimatica normal, uma vez
que a uridina disfosfato glicosamina é uma precursora do proteoglicano e indutora da
glicosilacdo de varias proteinas nucleares (HART et al., 2007). Dessa forma, o aumento
na glicosilacao de fatores de transcri¢do leva ao subsequente aumento da transcricao do
gene do PAI-1 e do fator-f transformador de crescimento, determinando uma

desregulacdo da hemostasia e alterac6es na estrutura da parede vascular (DU et al., 2000).

2.4.1.4. Aumento do fluxo de glicose através da via poliol-sorbitol

A via do poliol-sorbitol também esta implicada nas complicacdes vasculares do
diabetes em modelos animais (GIANNINI et al., 2011). Nessa via, a aldose redutase e a
sorbitol desidrogenase catalisam a conversdo da glicose em sorbitol e frutose,
respectivamente, por meio da oxidacdo de nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato
(NADPH) em NADP™ e reducdo da nicitonamida adenina dinucleotideo (NAD+) em
nicotinamida adenina hidrogenada (NADH). O excesso de influxo de glicose na via do
sorbitol leva a uma amplificacdo do estresse osmatico pelo aumento no acumulo de
sorbitol, determinando o influxo de liquido para o meio intracelular, com alteracdo da
permeabilidade vascular e inicio de les&o celular. O sorbitol acumulado pode reagir com
0 nitrogénio de proteinas como o colageno e gerar PFGAs. Além disso, a deplecdo do
NADPH e NAD* leva a um aumento do estresse oxidativo por acimulo de radicais livres,
pois participam da reducdo de superoxidos em todo o organismo, e da sintese do
antioxidante glutadiona, implicado na eliminagdo de peroxidos. Esses cofatores
participam, ainda, da sintese do oOxido nitrico, cuja deplecdo contribui para o
comprometimento da resposta vasodilatadora dependente do endotélio (GIANNINI et al.,
2011).
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Ha relatos de que os niveis de sorbitol e de frutose sdo aproximadamente nove
vezes maiores, e 0s niveis de NADH/NAD+ aproximadamente quatro vezes mais
elevados em coragdo de diabéticos (GIANNINI et al., 2011).

e _OH _OH
H——OH H——OH Sorbitol —O0
HO——H Aldose reductase  HO——H dehydrogenase > HO—H
H——OH / \v H——OH / \v H——OH
H——0H NADPH NADP* H——OH NAD* NADH H——OH
OH OH “OH
Glucose Sorbitol Fructose

Figura 6 - Via do poliol-sorbitol
Fonte: http://en.wikipedia.org/wiki/Polyol_pathway

Além das vias metabdlicas principais descritas acima, existem duas vias
adicionais envolvidas, em decorréncia da hiperglicemia intracelular (GIANNINI et al.,
2011).

2.4.1.5. Via da glicolise

A via da glicélise esta relacionada com cada uma das vias metabolicas principais
descritas anteriormente. E ativada pelo estado hiperglicémico e intermedeia a producéo
de ROS, incrementando o estado de estresse oxidativo (BROWNLEE, 2001; DU et al.,
2003). Estas moléculas ndo s6 exercem uma acdo toxica direta sobre as células, mas
interferem na funcdo de fatores vasoativos endoteliais. Além disso, os produtos
intermediarios da glicélise, formados continuamente, interagem com as quatro vias
bioquimicas principais, resultando em grande variedade de danos celulares
(BROWNLEE, 2001; DU et al., 2003).

2.4.1.6. Ativacdo da cadeia de transporte de elétrons mitocondrial

A hiperglicemia induz um estresse oxidativo adicional pelo aumento na producéo
de anions superoxidos pela cadeia de transporte de elétrons mitocondrial e ativacdo de
oxidases dependentes do NADPH (INOGICHI et al., 2000). O excesso de producédo de
superoxidos pelas mitocondrias leva a um aumento na formagdo de peroxinitritos (pela
interacdo do NO com anions superdxidos), os quais desacoplam a eNOS, determinando a
transferéncia de elétrons dessa molécula para moléculas de oxigénio e subsequente
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formacéo de superdxidos adicionais, em lugar da L-arginina, que levaria a formacao de
NO (VASQUEZ-VIVAR et al.; 1998, XIA et al., 1998).

O estresse oxidativo prejudica a atividade enzimética da dimetilarginina
dimetilaminohidrolase, resultando no aumento dos niveis da dimetilarginina assimétrica
que, por similaridades com a L-arginina, age como um antagonista competitivo, ligando-
se & eNOS e inibindo a formacdo de NO (LIN et al., 2002). Além disso, a producgéo de
radicais livres sob estresse oxidativo, mediado pela hiperglicemia, pode inibir diretamente
aproducdo de NO estimulada pela insulina, por meio do aumento na fosforilacao da serina
do receptor substrato-1 da insulina (POTASHNIK et al., 2003).

O conceito de que o estresse oxidativo induzido pela hiperglicemia medeia a
disfuncdo endotelial em diabéticos € apoiado por observacdes de que a infusdo intra-
arterial de agentes antioxidantes, como o acido ascérbico, restaura a vasodilatacdo
dependente do endotélio em individuos saudaveis e diabéticos expostos a hiperglicemia
(BECKMAN et al., 2001; TIMIMI et al., 1998).

Em sintese, a hiperglicemia induz profundas alteracGes pro-ateroscleréticas no
endotélio vascular. Os mecanismos incluem: diminuicdo na atividade da eNOS e aumento
na ativacdo da ET-1 e ANG-II que levam a vasoconstriccdo; ativacdo do NF-k B e
expressdo de varios genes inflamatérios que promovem um aumento na expressdo de
substancias quimiotéaxicas de leucdcitos, citocinas inflamatorias, e moléculas de adeséo
celular; e 0 aumento na producéo de fatores teciduais e PAI-1 que determinam um estado
pré-trombdtico. Estas alteracBes representam o importante passo inicial para o
estabelecimento das fases subsequentes da aterosclerose, em particular, a adesdo e
penetracdo de mondcitos circulantes na camada intima e a entrada de lipoproteinas
modificadas dependentes de mondcitos, resultando no acimulo de células espumosas e
geracdo de estrias gordurosas, a lesdo tipica de aterosclerose inicial (GIANNINI et al.,
2011).
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HIPERGLICEMIA E DISFUNGAO ENDOTELIAL
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Figura 7 - Hiperglicemia e disfuncéo endotelial
Fonte: Adaptada de Giannini, 2011.

2.4.2. Acidos graxos livres e disfuncdo endotelial

A elevacéo dos niveis séricos de Acidos Graxos Livres (AGL), gracas a lipdlise
aumentada nas células adiposas, em decorréncia da deficiéncia de insulina, parece
desempenhar um papel relevante na disfuncdo endotelial relacionada ao diabetes, ao
determinar um aumento do estresse oxidativo e uma diminuicdo da sintese de NO nas
células endoteliais (EGAN et al., 1999; KIM et al., 2005), além da ativacdo da PKC
(WANG et al., 2006) e da inducdo de disfuncdo mitocondrial (BROWNLEE, 2005).
Tanto em modelos animais como em humanos, a infuséo aguda in vivo de AGL reduz a
vasodilatacdo dependente do endotélio (STEINBERG et al., 2000; TRIPATHY et al.,
2003). A infusdo de AGL também reduz a atividade da eNOS basal estimulada pela
insulina, assim como reduz a producdo de NO pela célula endotelial em estudos in vitro
(WANG et al., 2006).

A producéo aumentada de &nions superoxidos, determinada pelos AGLs, ativa o
fator NF-x B pro-inflamatorio, que por sua vez estimula a producdo de outras citocinas
inflamatorias como TNF-o e IL-6 (BROWNLEE et al, 2005; GAO et al., 2004). Além
disso, os AGLs aumentam os niveis celulares de diacilglicerol e podem comprometer a
fibrindlise (TOFT et al., 1997).
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O figado responde ao influxo de AGLs com o aumento na producdo de
lipoproteinas de muito baixa densidade (Very Low Densisity Lipoprotein - VLDL) e
sintese de colesterol, especialmente no DM2 (SNIDERMAN et al., 2001). Este aumento
na producdo de proteinas ricas em triglicerideos, e a diminui¢cdo no clearance pela
lipoproteina lipase resulta na hipertrigliceridemia, tipicamente observada no diabetes
(CUMMINGS et al., 1995). As concentracOes elevadas de triglicerideos diminuem o0s
niveis séricos da lipoproteina de alta densidade (High Density Lipoprotein - HDL) ao
promover o transporte do colesterol da HDL para a lipoproteina de muito baixa densidade
(VLDL) (SNERMAN et al., 2001). Essas anormalidades mudam a morfologia da
lipoproteina de baixa densidade (Low Density Lipoprotein - LDL), aumentando a
quantidade de LDLs mais densos, menores e mais aterogénicos (SNIDERMAN et al.,
1978; DIMITRIADIS et al., 1995). Tanto a hipertrigliceridemia como 0s niveis baixos de
HDL estdo fortemente associados a disfuncédo endotelial (DE MAN et al., 2000; KUHN
etal., 1991).

2.4.3. Mediadores endoteliais vasoconstritores e disfuncdo endotelial

A disfuncdo das células endoteliais no diabetes é caracterizada ndo apenas pela
diminuicdo no NO, mas também pelo aumento na sintese de substancias vasoconstritoras
(DE VRIESE et al, 2000; O’DRISCOLL et al., 1997). Entretanto, com a
biodisponibilidade do NO comprometida, mesmo a liberacdo fisioldgica de agentes
vasoconstritores pode tornar-se patologica (GIANNINI et al., 2011).

Varios mecanismos podem contribuir diretamente para 0 aumento na sintese e
atividade da ANG-II e da ET-1, sob condigdes metabolicas diabéticas (GABRIELY et
al., 2001). Os elevados niveis séricos de glicose aumentam a producdo de ANG-II que
contribui para a geracdo intracelular de superoxidos, por meio da ativacdo de NADPH
oxidase (NICKENIG e HARRISON, 2002), e também promove a producéo e liberagédo
de ET-1. PFGAs aumentam diretamente a expressdo endotelial de ET-1 pela ativacdo do
transcritor pro-inflamatério NF-x B. (GIANNINI et al., 2011). A ativa¢ao da PKC pelos
PFGAs ou pelos AGLs aumenta a contratilidade da musculatura lisa vascular pela maior
liberacdo de ET-1 e maior expressao de moléculas de adesdo como ICAM-1, VCAM-1 e
E-selectina (SHEETZ e KING, 2002). A ET-1 pode ser particularmente relevante na
fisiopatologia da doenca vascular do diabetes, pois, além de levar a constri¢cdo, promove
inflamacdo e crescimento da musculatura lisa da parede vascular (HOPFNER e
GOPALAKRISHNAN, 1999)
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2.5. Diabetes mellitus tipo 1 e 0 comprometimento da musculatura lisa vascular

O impacto do diabetes na funcdo vascular ndo se limita ao endotélio (CREAGER
et al., 2003). A desregulacdo da musculatura lisa estd exacerbada devido ao
comprometimento da funcdo do sistema nervoso simpatico (MCDAID et al., 1994).
Além disso, o diabetes pode levar a um aumento na atividade da PKC, na producao do
NF-x B, e na geracdo de radicais livres na musculatura lisa vascular, com efeitos
semelhantes aos desencadeados nas células endoteliais (INOGUCHI et al., 2000;
HATTORI et al., 2000).

O diabetes aumenta também a migracao de células da musculatura lisa vascular
para as lesbes ateroscleréticas em formacdo, onde se replicam e formam matriz
extracelular, contribuindo para o aumento da lesdo aterosclerética madura (SUZUKI et
al., 2001). A apoptose das celulas da musculatura lisa das lesGes aterosclerdticas nos
pacientes diabéticos € maior em relagdo a pacientes ndo diabéticos e, o fato de
apresentarem menor quantidade de masculo liso em suas placas aumenta a propensao de
ruptura das mesmas (FUKUMOTO et al., 1998). Do mesmo modo, a presenca de
citocinas pro-inflamatérias leva a diminuicdo na sintese de colageno pelas células da
musculatura lisa vascular e aumenta a producdo de metaloproteinases matriciais (Matrix
Metalloproteinase - MMP), contribuindo para a maior tendéncia a desestabilizacéo e
ruptura da placa aterosclerética nesses individuos (UEMURA et al., 2001).

2.6. Diabetes mellitus e estado pré-trombotico

A hiperglicemia intracelular induz nas plaquetas alteragdes semelhantes as
produzidas nas células endoteliais: promovem um aumento na formacgdo de anions
superdxidos, um aumento na atividade da PKC e uma diminuicdo do NO derivado da
plaqueta (VINIK et al., 2001; ASSERT et al., 2001). Ao comprometer a homeostase do
calcio, a hiperglicemia altera também aspectos da ativacdo e agregacdo plaquetarias,
alterando sua conformagcé&o e a liberagdo de mediadores (L1 e BOSE, 2001).

A expressao aumentada de glicoproteinas no diabetes leva a um aumento na
interacdo das plaquetas com o fator de VVon Willebrand e com a fibrina (VINIK et al.,
2001). Além disso, fatores de coagulagdo, como o fator VII e a trombina, e fatores
coagulantes localizados nas lesdes, como os fatores teciduais, estdo aumentados;
anticoagulantes enddgenos, como a trombomodulina e a proteina C estdo diminuidos
(HAFER-MACKO et al., 2002; CERIELLO etal., 1995; CERIELLO et al., 1990; KARIO
et al., 1995); e a produgdo do PAI-1 e do inibidor da fibrinolise estd aumentada (REN et
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al., 2002; PANDOLFI et al., 2001). Dessa forma, a propensao a ativacdo e agregacédo
plaquetéria, associada a uma tendéncia a coagulagdo, aumentam significantemente o risco
de trombose e ruptura da placa de aterosclerose no diabetes (CREAGER et al., 2003).

A figura 8 sumariza as alterac@es pro-tromboticas no diabetes.

Sangue | Plaquetas ativadas

(alteragdo de forma, liberagio de grinules, agregacio)

Factor VII 4

Fibrinogénio

Trombina 4

Coldageno

Trombomodulina |

t-PAY/PAI1 4

Fator tecidual ¢ ¢t NO/Oy, 4

Endotélio |

Figura 8 - Funcgdo plaquetéria e fatores de coagulacéo no diabetes

A fungdo plaquetéria e os fatores de coagulagdo plasmatica estdo alterados no DM1, favorecendo a
agregacdo plaquetaria e a propensdo a trombose. H4 um aumento na expressdo da glicoproteina Ib e I1b/111a,
aumentando as interagdes plaqueta-VWF e plaqueta-fibrina. A biodisponibilidade do NO estd diminuida;
fatores de coagulacdo como o fator tecidual, fator VIl e trombina estdo aumentados; o PAI-1 estd
aumentado; e anticoagulantes endégenos como a trombomodulina estdo diminuidos. VWF: fator de Von
Willebrand, Ca**: ion célcio, NO: 6xido nitrico, Oz radicais livres de oxigénio, t-PA: transcritor do
ativador do plasminogénio, PAI: inibidor do ativador do plasminogénio.

Fonte: Creager e Lischer, 2003

2.7. Diabetes mellitus e aterosclerose

Apbs o estabelecimento da disfuncdo endotelial e da inflamagdo vascular, o
processo aterosclerotico, iniciado na infancia tem continuidade de forma complexa e
insidiosa, com manifestacdes clinicas evidentes apenas na vida adulta (MCGILL, 1988,
ROSS, 1999; MCGILLL et al., 2000). As artérias de grande e médio calibre representam
0s principais sitios de envolvimento da parede vascular, com uma ampla distribuicéo de
lesBes no coracdo, aorta, cérebro, rins e intestino delgado (MCGILLL et al., 2000). O

acumulo de lipidios na camada intima resulta em seu espessamento, formagéo da placa
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ateromatosa, remodelamento vascular, e obstrucdo aguda e crénica do limen do vaso,
levando a anormalidades do fluxo sanguineo e diminuicdo do aporte de oxigénio aos
orgdos alvos (WILLIAMS e TABAS, 1995).

O remodelamento da intima leva a formacg&o de uma matriz de proteoglicanos que
sequestra LDLs circulantes e induz a sua oxidacdo (GUSTAFSSON e BOREN, 2004).
As LDLs oxidadas constituem moléculas pré-inflamatérias que estimulam a expressao
nas células endoteliais de moléculas de adesdo como a ICAM-1 e a VCAM-1, moléculas
quimiotaxicas, fatores de crescimento, assim como citocinas inflamatérias como a IL-1 e
0 TNF-a (BAKKER et al., 2009). Embora os leucocitos circulantes ndo tenham aderéncia
ao endotélio vascular normal, a expressao de varias classes de moléculas de adesdo pelo
endotélio lesado promove uma aderéncia seletiva de leucocitos e sua transmigragao para
o interior da parede vascular (BLAKE e RIDKER, 2002). Por intervenc¢do sequencial de
varias moléculas de adesdo (VCAM-1, ICAM-1, selectinas) e citocinas quimiotaxicas
(NAKASHIMA et al., 1998; GU et al., 1998), mondcitos circulantes sdo recrutados,
ativados e diferenciados em macréfagos, os quais, ao absorver LDL oxidada, tornam-se
células espumosas ingurgitadas de lipidios que formam as estrias da lesdo gordurosa
(QIAO et al., 1997). As células mononucleares liberam citocinas como IL-1
(MANTOVANI et al., 1992) e IL-6 (RUS et al., 1996) e as estrias da lesdo gordurosa
recrutam mais células inflamatérias (macré6fagos, mastdcitos, células T ativadas),
resultando na captacéo e oxidacdo adicionais de LDLs (MANTOVANI et al., 1992; RUS
et al., 1996). Devido ao efeito pro-inflamatério de fatores secretados pelos macréfagos e
pelas células espumosas, as células da musculatura lisa proliferam e migram da camada
meédia para a intima (MANTOVANI et al., 1992). Estas células musculares ativadas
sintetizam e secretam matriz extracelular (colageno, elastina, proteoglicanos) que levam
a formacao do fibroateroma (MANTOVANI et al., 1992). As placas fibrosas aumentam
de tamanho com o tempo e podem evoluir com calcificagdo, hemorragia, ulceracéo,
ruptura e trombose (LIBBY, 1995; LIBBY et al., 2002). A oclusdo vascular por trombos
determina doencas vasculares nos adultos como infarto do miocérdio, acidente vascular
cerebral ou necrose tecidual (LIBBY, 1995; LIBBY et al., 2002). Na figura 9 observamos

as etapas do processo aterosclerético.
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Figura 9 - Inflamacéo da parede arterial em todos os estagios da aterosclerose

A: recrutamento de leucdcitos para a lesdo aterosclerdtica nascente na tinica intima por agdo de moléculas
de adeséo; formacédo de células espumosas pela captagdo de particulas de lipoproteinas modificadas; e
replicacdo dos macrofagos, B: evolucdo da lesdo com a chegada de linfécitos; producdo de citocinas e
fatores de crescimento que promovem a migracdo e proliferacdo de células musculares lisas para a intima,
C: degradacéo da elastina e do coldgeno da matriz extracelular normal em resposta a estimulos
inflamatdrios, determinando um aumento da suscetibilidade a rotura da placa aterosclerética; liberacao de
fatores teciduais pro-coagulantes que induzem a formacéao de trombos.

Fonte: Libby et al., 2002

2.8. Exames ultrassonograficos diagnosticos das alteragdes vasculares

Embora as complicacGes vasculares do diabetes ndo sejam clinicamente evidentes
em criancgas e adolescentes portadores da doenca, o envolvimento vascular, sob a forma
de comprometimento da funcdo endotelial e aumento da espessura das camadas intima-
média da cardtida, pode ser demonstrado nesses pacientes (NATHAN, 1993,
CLARKSON et al., 1996). Para esse fim, exames de ultrassom de alta resolucdo sao
métodos nao invasivos, passiveis de serem reproduzidos, e confiaveis para a deteccao de
alteragfes iniciais funcionais e estruturais de aterosclerose na parede arterial
(JARVISALO et al., 2004).

2.8.1. Dilatacdo fluxo-mediada

A capacidade dos vasos sanguineos de responder a estimulos fisicos e quimicos
presentes em seu limen confere-lhe a habilidade de regular seu préprio tdnus e ajustar o
fluxo sanguineo e sua distribuicdo em resposta a mudancas no meio ambiente local. Dessa
forma, muitos vasos respondem a um aumento do fluxo sanguineo, ou mais precisamente,

a um estresse local, dilatando-se. Este fen6meno ¢ designado Dilatacdo Fluxo-Mediada
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(FMD) e seu principal mediador é o 6xido nitrico produzido pelo endotélio (CORRETTI
etal., 2002).

Tendo isso como base, na decada de 90, uma técnica ndo invasiva
ultrassonografica foi desenvolvida para avaliar a FMD na artéria braquial, por meio da
medida de seu didmetro em resposta a um incremento do fluxo local (CELERMAJER et
al., 1992; SORENSEN et al., 1995).

Numerosos fatores podem interferir na reatividade vascular fluxo-mediada como:
temperatura, alimentacdo, drogas, estimulo simpatico, entre outros. Por esse motivo, 0s
participantes do exame devem estar, idealmente, em jejum de 8 a 12 horas e, ser avaliados
em ambiente silencioso com temperatura controlada. Todas as drogas vasoativas devem
ser suspensas por um periodo de pelo menos quatro meia-vidas antes do exame. Exercicio
fisico e ingestdo de substancias estimulantes como a cafeina, alimentos com alto teor de
gordura, alimentos ricos em vitamina C, bem como o uso de tabaco devem ser evitados
nas 4-6 horas que antecedem o exame. Além disso, examinador deve ter conhecimento
da fase do ciclo menstrual da participante, j& que os niveis hormonais também podem
afetar a FMD (HASHIMOTO et al., 1995).

A FMD representa, entdo, uma resposta fisiologica de vasodilatacdo reativa da
artéria braquial apo6s estimulo de hiperemia (HURKS et al.,, 2009), podendo ser
visualizada e quantificada como um indice da funcdo vasomotora (CORRETTI et al.,
2002). Uma diminuicdo da tem sido demonstrada em individuos com fatores de risco para
aterosclerose, como criancas e adolescentes diabéticos (WIDLANSKI et al., 2003;
JARVISALO et al., 2004), e apresenta valor preditivo de futura doenca cardiovascular
(SHIVALKAR et al., 2006).

A avaliacdo da resposta de FMD por ultrassom pode fornecer uma valiosa
ferramenta para estratificacdo do risco do paciente pediatrico com Diabetes mellitus tipo
1 (HURKS et al., 2009).

2.8.2. Medida da espessura intima-média da carétida

A medida da espessura das camadas intima-média (IMT) da carétida pode ser
usada como critério para avaliacdo de aterosclerose em qualquer estigio da doenca,
mesmo antes da formacao de placas ateromatosas (LIND et al., 2012). O aumento na
espessura das camadas intima-media (IMT) da artéria carotida é considerado um
marcador estrutural de aterosclerose em fase inicial, que se correlaciona com fatores de

risco vasculares relacionados com a severidade e extensdo da doenca arterial coronariana,
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e prediz a probabilidade de eventos cardiovasculares em grupos populacionais
(JARVISALO et al., 2004).

O aumento da IMT tem sido observado em criancas com fatores de risco para
aterosclerose, como hipercolesterolemia familiar (CELERMAJER et al., 1992;
TONSTAD et al., 1996) e Diabetes mellitus (SINGH et al., 2003; JARVISALO et al.,
2001). Importantes estudos como o The Framingham Heart Study, o The Coronary Artery
Risk Development in Young Adults (CARDYA) e o The Cardiovascular Health Study
evidenciam que o aumento da IMT da cardtida apresenta forte associacdo com fatores de
risco cardiovasculares (POLAK, 2012).

Madltiplos protocolos tém sido utilizados para avaliagdo da IMT da carétida desde
1986 (POLAK, 2012), no entanto, apesar de seu uso frequente em varias areas de pesquisa
em aterosclerose, ndo ha um consenso quanto ao protocolo ideal (PETERS et al., 2012).
Segundo Polak e Pencina (2012), o investimento de tempo e financiamento requerido em

protocolos extensos parece ndo agregar valor adicional sobre os protocolos mais restritos.

2.9. Biomarcadores de disfuncdo endotelial e aterosclerose

Devido ao seu papel potencial na doenca macrovascular diabética, marcadores
bioldgicos circulantes podem contribuir com a oportunidade de diagndstico precoce, além
de contribuirem como alvo para novos tratamentos (GIANNINI et al., 2011). Entre o
grande namero de moléculas, fatores inflamatérios como a proteina C reativa (PCR), IL-
6, € TNF-a, assim como marcadores de disfun¢do endotelial como a E-selectina, ICAM
e VCAM soluveis, células progenitoras endoteliais circulantes, receptor-2 do fator de
crescimento endotelial vascular, marcadores fibrinoliticos como o fibrinogénio, e as
varias classes de MMP apresentam relevancia potencial nesse sentido (GIANNINI et al.,
2011).

A interleucina-6 é produzida por macrdfagos ativos e linfocitos T e apresenta
papel critico na resposta imune e na resposta inflamatéria aguda, estimulando a sintese
de linfécitos B e a producdo de citocinas, ao atuar sobre receptores especificos de
membrana celular, além de induzir a sintese hepatica de proteinas de fase aguda
(RIDKER et al., 2000).

A PCR ¢ produzida e liberada pelo hepatocito apos estimulo das IL-1 e IL-6 e
parece desempenhar importante papel como marcador de disfuncdo endotelial e
inflamacéo: diminui a transcricdo do RNA mensageiro da eNOS, reduzindo a formacéo
de NO (VERMA et al. 2002a); aumenta a liberacdo de ET-1 e IL-6; favorece a liberagéo
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de moléculas de adesdo e citocinas quimiotaxicas (VERMA et al., 2002b); e
potencialmente aumenta a ativacdo do receptor da angiotensina-1 nas células da
musculatura lisa, favorecendo sua proliferacdo e migracéo, producdo de radicais livres e
reestenoses (WANG et al., 2003). Constitui, entdo, ndo s6 um marcador, mas um
contribuinte para a formacao da leséo, ruptura da placa e trombose coronaria, interagindo
e alterando o fendtipo da célula endotelial (SZMITKO et al., 2003).

As proteinas inflamatorias de fase aguda sdo encontradas aumentadas em
pacientes com DM1 (GOLDBERG, 2009). PCR, IL-6 ¢ TNFa mostram-se
independentemente associadas a eventos cardiovasculares e a microangiopatia no DM1
(SCHRAM et al., 2005), e achados similares sdo documentados para a E-selectina e o
VCAM-1 que estdo associados a retinopatia, albumindria e doenga coronariana
(SOEDAMAH-MUTHU et al., 2006).

O fibrinogénio mostra-se também fortemente associado com a progressao do IMT
da cardtida (COSTACOU et al, 2005), estados pro-trombéticos e doencas
cardiovasculares, particularmente doenca coronariana de instalagdo precoce (SNELL-
BERGEON et al., 2010).

A ET-1 constitui um dos fatores constritores liberados pelo endotélio e tem sido
associada, juntamente com a PCR, a IL-1 e 0 TNF-0, a um aumento na expressao
endotelial de moléculas de adesdo celular, contribuindo para o inicio do processo
aterogénico (ZOUKI et al., 1999, SMITKO et al, 2003). As moléculas VCAM-1, ICAM-
1 e E-selectina medeiam a adesdo de leucdcitos a parede vascular e assim como a ET-1
constituem importantes marcadores de disfuncéo endotelial (JOUSSEN et al., 2001). A
medida dos niveis séricos da ET-1, ICAM-1, VCAM-1, E-selectina e fator de Von
Willebrand tem sido amplamente utilizada para estimar o grau de disfuncdo endotelial
(WIDLANSKY et al., 2003).

As MMP, sintetizadas no endotélio, musculatura lisa vascular e macréfagos,
desempenham um importante papel na aterosclerose e remodelamento da parede vascular
(BEAUDEUX et al., 2003). A expressdao das MMP é aumentada por acdo de citocinas
pro-inflamatorias como IL-1, IL-6, TNF-o, horménios e fatores de crescimento
(MURPHY et al., 1994). O meio hiperglicémico do diabetes parece alterar a expressao
de genes da MMP-2 e da MMP-9 nas células endoteliais e macrofagos (ALISON et al.,
2003) e, na leséo vascular diabética, estas enzimas estdo diretamente ligadas ao processo
de hipertrofia da musculatura lisa, expansédo da matriz extracelular, proliferacdo do

endotélio e espessamento do complexo intima-média (VRANERS et al., 1999). Essas
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enzimas participam ainda da formacéo e desestabilizacdo das placas ateroscleréticas no
DML1 e, o ponto chave desse fendbmeno € a ativacdo da MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-
7 € MMP-9 nas artérias comprometidas (ROGOWICZ et al., 2007). Além disso, 0
polimorfismo da MMP-9 parece contribuir para a ocorréncia de eventos coronarianos
(ROGOWICZ et al., 2007), e sua associacdo a baixos niveis séricos de HDL constitui

importante fator de risco para infarto do miocardio (POLLANEN et al., 2001).
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3. OBJETIVO

Objetivo geral:
Verificar a presenca de disfuncdo endotelial em criancas portadoras de Diabetes

mellitus tipo 1.

Obijetivos especificos:
1 - Observar a influéncia do tempo de diagndstico de DM1 na disfuncao endotelial

2 -Verificar a associacdo de disfuncdo endotelial com um estado inflamatério

Estratégias de acao:

- Utilizar técnicas ultrassonograficas para medir a dilatacdo fluxo-mediada (FMD)
da artéria braquial e medir a espessura das camadas intima-média das artérias carétidas
(IMT).]

- Mensurar os niveis séricos de marcadores inflamatdrios, marcadores de

disfuncdo endotelial e de injaria vascular
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4. METODO

4.1. Populacéo

Participaram do estudo 31 criangas portadoras DM1, com idade 6-12 anos e tempo
de diagndstico variando de 1 més a 9 anos (meédia 3,5+2,12 anos); e 58 criangas saudaveis,
com idade media 6-12 anos. As diabéticas foram recrutadas dos ambulatorios de
Endocrinologia Pediatrica do Hospital Universitario de Brasilia (HUB) e do Hospital da
Crianca de Brasilia (HCB). As do grupo controle foram selecionadas entre parentes de
funcionarios dos hospitais envolvidos no estudo.

A fim de minimizar a influéncia de outros fatores na funcéo endotelial, que ndo o
DML, seguimos alguns critérios de incluséo e excluséo. Os critérios de inclusdo para o
DM1 foram: auséncia de evidéncia de complicagbes microvasculares como retinopatia
diabética, neuropatia ou microalbumindria. Para os individuos controles os critérios de
incluséo foram: peso e estatura adequados para a idade e género, glicose de jejum inferior
a 100mg/dL, hemoglobina glicada (HbAlc) < 5,6% e PCR-US<0,3mg/dL. Os critérios
de excluséo para ambos os grupos foram: inicio da puberdade, evidéncia de hipertensao
arterial, dislipidemia (colesterol total superior ou igual a 200mg/dL, HDL inferior a
45mg/dL, LDL superior ou igual a 130mg/dL, VLDL superior ou igual a 41mg/dL,
triglicerideos superior ou igual a 100mg/dL até 10 anos de idade e superior ou igual a
130mg/dL acima dessa idade), antecedentes familiares de dislipidemia primaria e morte
prematura por doenca cardiovascular ou cerebrovascular, presenca de anemia
(hemoglobina menor que 11g/L e hematdcrito menor que 33%), vigéncia de quadros
infecciosos agudos ou outras patologias crénicas que ndo o Diabetes mellitus, bem como
0 uso continuo de medicagdes, que ndo a insulina (tabela 2).
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Tabela 2 - Critérios de inclusdo e exclusdo para 0s grupos

Critérios de inclusdo para o grupo de diabéticos:

- Auséncia de complicaces microvasculares

Critérios de inclusdo para o grupo controle:

- Peso e estatura adequados para idade e género
- Glicose de jejum < 100mg/dL

- HbAlc <£5,6%

- PCR-US £ 0,3mg/dL

Critérios de exclusdo para ambos 0s grupos:

- Inicio da puberdade

- Hipertensao arterial

- Colesterol total > 200mg/dL

- HDL<45mg/dL

- LDL>130mg/dL

- VLDL> 41mg/dL

- Triglicerideos>100mg/dL

- Hemoglobina <11g/dL

- Hematdcrito <33%

-Antecedentes familiares de dislipidemia primaria
-Antecedentes familiares de morte prematura por DCV ou AVE
-Vigéncia de quadros infecciosos agudos
-Patologias cronicas, excluindo o DM1

-Uso continuo de medicagdes, excluindo a insulina

DCV: Doenca Cardiovascular, AVE: Acidente Vascular Enceféalico

A exclusdo de um participante diabético por alteracGes nos exames laboratoriais
compativeis com os critérios de exclusdo reduziu o grupo de estudo de 32 para 31
individuos. Pelo mesmo motivo, 16 criancas foram eliminadas do grupo controle, assim
como outras 4 que ndo compareceram a todos 0s exames propostos. Dessa forma, o grupo
controle passou a contar apenas com 58 participantes dos 78 iniciais.

O estudo teve seu protocolo aprovado pela Comissdo de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Ciéncias da Saude da Universidade de Brasilia (CEP-FS), antes de seu
inicio. Além disso, um termo de consentimento livre e esclarecido foi assinado pelos

responsaveis de todos os participantes.
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4.2. Estudos Ultrassonograficos

Duas técnicas ultrassonogréaficas foram realizadas sequencialmente em cada
participante, sempre no periodo vespertino, em ambiente com temperatura controlada a
23°C, com baixa luminosidade. Os testes foram precedidos por repouso de 10 minutos,
afericdo da pressdo arterial sisttmica com esfigmoman6émetro pneumatico, com manguito
adequado para o tamanho do membro superior da crianca, e instalacdo de eletrodos para
a monitorizacao continua com eletrocardiograma (ECG).

As criancas foram orientadas a evitar o consumo de alimentos ricos em gordura,
vitamina C e estimulantes, tipo cafeina, bem como atividades fisicas intensas nas 24h

anteriores a realizacdo dos exames (fatores que poderiam interferir na funcdo endotelial).

4.2.1.Técnica de FMD da artéria braquial

De acordo com protocolos ja estabelecidos por Corretti et al. (2002) e Barac,
Campia e Panza, (2007), os participantes foram colocados em posigdo supina com o brago
esquerdo em posicdo confortavel para a localizacdo da artéria braquial 5-15cm acima da
fossa antecubital (figura 10). O manguito do esfigmomanémetro foi instalado no

antebraco esquerdo.
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Figura 10 — Foto demonstrando a posicdo do transdutor no membro superior, acima da fossa

antecubital com instalacdo do manguito de pressdo arterial no antebraco.
Fonte: Nicolau et al., 2010
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Inicialmente, uma imagem da artéria braquial esquerda em plano longitudinal foi
obtida e otimizada quanto a qualidade no modo bidimensional (2D) (figura 11), e gravada
para posterior mensuracdo do diametro da artéria (4 medidas) em repouso no final da
diastole, o que coincide com a onda R do complexo QRS do ECG continuo (figura 11).
O fluxo da artéria em repouso foi registrado por Doppler pulsado e analisado quanto aos
seguintes pardmetros: indice de pulsatilidade (PI), indice de resistividade (IR), pico de
velocidade sistélica (PS), velocidade no final da diastole (ED), raz&o pico de velocidade
sistdlica/velocidade no final da diastole (S/D), tempo de aceleracdo maxima (TA max)
(figura 13).

Em seguida o manguito foi insuflado até 50 mm de Hg acima da pressao sistélica
(CORRETTI et al.,, 2002; BARAC, CAMPIA e PANZA, 2007) por 3 minutos e
rapidamente deflacionado. Novas imagens foram obtidas, sem que os parametros de
operacdo do aparelho fossem alterados, com o transdutor mantido na mesma posicao,
apos 1, 3, 5 e 9 minutos de deflacdo do manguito. Essas imagens também foram obtidas
para mensuracdo do maior diametro (figura 12) e analise dos parametros do fluxo da
artéria braquial (figura 14), do mesmo modo realizado no repouso. O diametro do limen
do vaso foi definido como a distancia entre as camadas intimas das paredes proximal e
distal do vaso (GIMENEZ et al, 2011) e a dilatac&o calculada com a média de 4 medidas
do tempo de estudo com maior resposta vasodilador ap6s isquemia, subtraida da média

de 4 medidas do tempo basal. Os resultados foram expressos em porcentagem.
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Figura 11 - Imagem ultrassonografica da artéria braquial em repouso (modo bidimensional). A
medida do maior didmetro do vaso esta evidenciada pelas setas vermelha e amarela.
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Figura 12 - Imagem ultrassonografica da artéria braquial ap6s estimulo hiperémico (modo
bidimensional). A medida do maior didmetro do vaso esta evidenciada pelas setas vermelha e amarela.
Observa-se um aumento na medida em relagdo & do vaso em repouso.
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Figura 13 — Imagem ultrassonografica do fluxo da artéria braquial em repouso em modo
Doppler pulsado (abaixo).
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Figura 14 — Imagem ultrassonogréfica do fluxo da artéria braquial ap6s estimulo hiperémico
em modo Doppler pulsado (abaixo)
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Além da resposta de dilatacdo e aumento do fluxo sanguineo no vaso arterial
estimulado (hiperemia reativa), as alteragfes esperadas no registro do Doppler pulsado
sdo: um aumento na amplitude e alargamento da onda de pico sistélico e da onda de fluxo
diastdlico. O aumento na amplitude da onda de pico sistdlico indica o aumento na
velocidade de pico sistdlico (PS) e seu alargamento uma diminuicao na pulsatilidade (PI)
e naresistividade (R1) do fluxo. O aumento na deflex&o da onda de pico sistolico significa
uma diminuicdo da aceleragdo do fluxo e, consequentemente, um aumento do tempo de
aceleracdo maximo (TA max). As alteracdes na onda de fluxo diastolico representam um
aumento na velocidade do fluxo no final da diéstole (ED). Ja a razdo pico de velocidade
sistolica/pico de velocidade no final da diastole (S/D) altera pouco seu valor em relagdo
ao valor do repouso (figuras 13 e 14).

4.2.2. Técnica de IMT da carotida

Os participantes foram mantidos em posi¢do supina com a cabeca lateralizada e o
transdutor posicionado em angulo aproximado de 45° sobre o vaso contralateral (figura
15).

Todas as medidas foram realizadas de acordo com o protocolo descrito em estudos
de JARVISALO etal. (2001) e BOTS et al. (1997). Optamos pelo protocolo mais simples,
que utiliza uma projecdo da artéria carétida comum (direita e esquerda), com medidas
realizadas apenas na parede posterior, num total de quatro por paciente, em detrimento
do protocolo mais complexo, que utiliza cinco projecBes de trés niveis da carotida
(carétida comum, bifurcacédo e carétida interna), a esquerda e a direita, incluindo parede
anterior e posterior, num total de 60 medidas por paciente.

Imagens das artérias car6tida comum direita e esquerda foram obtidas no plano
longitudinal em modo 2D, cerca de 1 a 2cm proximal a bifurcacéo da cardtida (figura 16),
para que quatro medidas da espessura das camadas intima-média da parede posterior de
cada uma das artérias pudessem ser realizadas no final da diastole (inicio do complexo
QRS) (figura 17). A IMT foi definida como sendo a distancia entre os limites lGmen-
intima e média-adventicia da carétida em mm, aferidas no ultrassom (GIMENEZ et al,
2011).
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Figura 15 — Avaliagdo do IMT da carotida por ultrassom
A gravura mostra a posi¢do adequada do paciente e do transdutor para o exame.
Fonte: http://www.sononet.us/exams/wellexams/imtphysican.htm
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Figura 16 - llustracdo esquematica da artéria carétida comum (ACC), sua bifurcacdo (BIF) e seus

segmentos interno (ACI) e externo (ACE).
Observa-se, acima, a posi¢do preconizada do transdutor para realizacdo das medidas de IMT na parede

distal da artéria.
Fonte: Protocol for the study of the intima-media thickness and platelets in carotid artery, 2012
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Figura 17 - Imagem ultrassonografica em modo bidimensional da artéria carétida comum (vaso
em posicao inferior)

A seta vermelha ressalta uma medida da espessura das camadas intima-média (IMT) da parede distal da
artéria.

Todas as imagens dos estudos ultrassonograficos foram obtidas por um mesmo
examinador, gravadas em aparelho de ultrassom, e analisadas em momento subsequente
pelo mesmo examinador para a realizacdo das medidas manualmente, com compasso
ultrassénico (avaliacdo cega).

O equipamento utilizado foi um aparelho de ultrassom modelo ACUSON X 300
equipado com software vascular para imagens 2D, color e Doppler espectral, com monitor
interno de eletrocardiograma e transdutor vascular de alta-frequéncia (VF13-5)
(SIEMENS HG, Munigue, Alemanha).

4.3. Exames laboratoriais

As amostras de soro e sangue total foram coletadas ap6s 8h de jejum, de acordo
com o padrdo H3-A3 do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI).

As amostras de sangue foram armazenadas em tubos evacuados com gel e
aditivados com o anticoagulante acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) e utilizadas

para a realizacdo de hemograma completo e hemoglobina glicada (HbAlc).
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As amostras de soro foram centrifugadas a 3000 rpm por 5 min, utilizadas para
avaliacdo do perfil lipidico (colesterol total, fracdo LDL, fracdo HDL, fracdo VLDL,
triglicerideos) e glicose (jejum), e armazenadas a -20°C até sua utilizacdo para a dosagem
posterior de: proteina C reativa ultrassensivel (PCR-US), interleucina-6 (IL-6), Selectina
Endotelial (E-selectina), Moléculas de Adesdo Celular Intercelulares 1 (ICAM-1),
Moléculas de Adesdo Celular Vasculares 1 (VCAM-1), e 0 marcador de injdria vascular
metaloproteinase matricial 9 (MMP-9).
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Tabela 3 - Exames laboratoriais realizados

Exame Amostra Equipamento e Fabricante Metodologia Valor de
biolégica referéncia
Hemograma Sangue total ~ Cell-dyn Ruby (Abbott, lllinois, Citometria de Fluxo e Adequado para a
(EDTA) EUA) Espectrofotometria idade das criangas
Hemoglobina Sangue total D-10™ Systems Cromatografia Liquida de 4,0a5,6%
glicada (EDTA) Alta Eficiéncia (HPLC)
(Bio-Rad Laboratories,
Hercules, California, EUA)
Colesterol total Soro Architect c8000™ Espectrofotometria <200mg/dL
(Abbott, Illinois, EUA)
Triglicerideos Soro Architect c8000™ Espectrofotometria <100mg/dL
(Abbott, Illinois, EUA)
HDL Soro Architect c8000™ Espectrofotometria >45mg/dL
(Abbott, Illinois, EUA)
LDL Soro Calculado - <130mg/dL
VLDL Soro Calculado - <41mg/dL
Glicose (jejum) Soro Architect c8000™ Espectrofotometria <100mg/dL
(Abbott, Illinois, EUA)
PCR-US Soro BNII (Siemens®, Marburg, Nefelometria <0,3mg/dL
Germany)
IL-6 Soro Equipamento BEST 2000 ELISA Sanduiche indireto <12,7pg/ml
(Werfen group, Barcelona,
Espanha)
Kit IBL International (IBL,
Hamburgo, Alemanha)
E-Selectina Soro Equipamento BEST 2000 ELISA Sanduiche direto 21-186ng/ml
(Werfen group, Barcelona,
Espanha)
Kit IBL International (IBL,
Hamburgo, Alemanha)
ICAM-1 Soro Equipamento BEST 2000 ELISA Sanduiche direto 302-1115ng/ml
(Werfen group, Barcelona,
Espanha)
Kit IBL International (IBL,
Hamburgo, Alemanha)
VCAM-1 Soro Equipamento BEST 2000 ELISA Sanduiche indireto 400,6-1340,8ng/ml
(Werfen group, Barcelona,
Espanha)
Kit IBL International (IBL,
Hamburgo, Alemanha)
MMP-9 Soro Equipamento BEST 2000 ELISA Sanduiche indireto 2-139,4ng/ml

(Werfen group, Barcelona,
Espanha)

Kit IBL International (IBL,
Hamburgo, Alemanha)
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4.3.1. Hemograma

O hemograma foi realizado em contador hematoldgico automatizado Cell-dyn
Ruby (Abbott, Illinois, EUA) que analisa 33 parametros, utilizando como metodologia a
citometria de fluxo para analise das células da série branca, hemacias e plaguetas, e a
metodologia espectrofotométrica para a determinacdo da hemoglobina. A presenca de
anemia foi avaliada de acordo com os critérios descritos anteriormente, respeitando-se 0s

valores de referéncias compativeis para a idade.

4.3.2. Hemoglobina glicada (HbA1c)

A dosagem de HbAlc foi realizada em equipamento D-10™ Systems (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, Califérnia, EUA) que utiliza Cromatografia Liquida de Alto
Desempenho (HPLC) por troca ibnica. Nesse processo as amostras dos pacientes sao
diluidas automaticamente e injetadas na coluna analitica que proporciona um gradiente
programado de tampdo com forga idnica crescente para a coluna, e promove a separacao
das hemoglobinas com base nas suas interagdes idnicas com coluna analitica. As
hemoglobinas separadas passam através da célula de fluxo do fotdmetro de filtro e sdo
medidas a 415nm. O software do equipamento coleta os dados brutos de cada analise e,
juntamente com os dados de calibracdo, quantifica os valores de HbAlc, gerando um
relatério e um cromatograma para cada amostra analisada. Os valores de HbAlc

considerados para inclusdo dos individuos foram descritos anteriormente.

4.3.3. Colesterol total, triglicerideos, HDL, LDL e VLDL

A andlise de colesterol total, triglicerideos e a fragdo HDL foi realizada em
equipamento Architect c8000™ (Abbott, Illinois, EUA) que utiliza a espectrofotometria
como metodologia. Os Kits utilizados nestas dosagens sdo enzimaticos e as demais fracdes
LDL e VLDL foram calculadas utilizando a foérmula de Friedewald, comumente
empregada pelos laboratdrios de analises clinicas.

4.3.4. Glicose
A dosagem de glicose também foi dosada no equipamento Architect c8000™ (Abbott,
Illinois, EUA) que utiliza a espectrofotometria como metodologia e um kit enzimatico

para a determinagéo desse analito.
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4.3.5. PCR Ultrassensivel (PCR-US)

A determinacdo da PCR-US foi realizada em equipamento BNII (Siemens®,
Marburg, Germany) pela metodologia de nefelometria. Para este ensaio sdo utilizadas
particulas de poliestireno revestidas com um anticorpo monoclonal especifico contra a
PCR humana que, quando incubadas com soro do paciente contendo PCR, formam
aglutinados que dispersam a luz irradiada. A intensidade da dispersdo de luz é dependente
da concentracgdo da proteina PCR na amostra. Os valores de referéncia tedricos sugeridos
pelo fabricante e utilizados para as analises dos resultados foram até 0,3 mg/dL.

Para os analitos a seguir as dosagens foram realizadas em equipamento BEST
2000 (Werfen group, Barcelona, Espanha), um sistema de processamento de ensaios de
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) em placas, totalmente automatizado, que

permite a configuracao de varios kits diagnosticos.

4.3.6. Interleucina-6 (IL-6)

Os niveis de IL-6 foram dosados utilizando-se o kit da marca IBL International
(IBL, Hamburgo, Alemanha), um ELISA sanduiche indireto, onde anticorpos de
revestimento anti-IL-6 humana sdo adsorvidos nos micropogos da placa, e aos quais
ligam-se moléculas de IL-6 humana presentes na amostra ou no padrdo. Em seguida,
anticorpos anti-IL-6 humana conjugados com biotina sdo adicionados e ligam-se as
moléculas de IL-6 humana capturadas pelos primeiros anticorpos. Apés incubacdo, 0s
anticorpos anti-IL-6 humana conjugados com biotina ndo ligados sdo removidos durante
lavagem, e Estreptavidina-Peroxidase (HPS) é adicionada, ligando-se aos anticorpos anti-
IL-6 humana conjugados com biotina. Apos nova incubagéo, as moléculas de HPS nédo
ligadas sdo removidas por lavagem, e uma solucdo de substrato da enzima contendo
tetrametilbenzidina (TMB) é adicionada, formando um produto colorido proporcional a
quantidade de IL-6 humana presente na amostra ou evidenciada no padrdo. A reagdo €
interrompida pela adicdo de &cido fosférico 1M que torna a coloracdo amarela, e a
absorvancia é medida a 450 nm. Uma curva padrdo é preparada a partir de sete diluicdes
do padrdo de IL-6 humana e uma curva fit é plotada para determinar a concentragdo da

amostra de IL-6 humana.

4.3.7. Selectina Endotelial (E-selectina)
Para a dosagem de E-selectina, um kit especifico da mesma marca foi utilizado. O

ensaio é um ELISA sanduiche direto, onde anticorpos de revestimento anti-sE-selectina
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humana sdo adsorvidos nos micropocos da placa de ELISA. As moléculas de E-selectina
humana presentes nas amostras e nos padrdes ligam-se a estes anticorpos adsorvidos e,
em seguida, séo adicionados anticorpos anti-sE-selectina humana conjugados com HRP.
Apbs incubacado, os complexos ndo ligados sdo removidos por lavagem e uma solucéo de
substrato da enzima contendo TMB é adicionada, formando um produto colorido
proporcional a quantidade de E-selectina humana presente na amostra ou evidenciada no
padrdo. A reacdo € interrompida pela adi¢do de &cido fosférico 1M que torna a coloragdo
amarela, e a absorvancia é medida a 450 nm. Uma curva padréo é preparada a partir de 7
diluicdes do padrdo de E-selectina humana e uma curva fit é plotada para determinar a

concentracdo da amostra de E-selectina humana.

4.3.8. Moléculas de Adesao Celular Intracelulares 1 (ICAM-1)
Na dosagem de ICAM-1, outro kit da marca IBL International (IBL, Hamburgo,
Alemanha) foi utilizado. Foi utilizada metodologia de ELISA sanduiche direto

semelhante a empregada para a determinacdo E-selectina humana.

4.3.9. Moléculas de Adesao Celular Vasculares 1 (VCAM-1)
Para a determinacdo de VCAM-1, um kit especifico, e da mesma marca ja citada,
foi utilizado. O ensaio € um ELISA sanduiche indireto, semelhante a metodologia descrita

para a dosagem de IL-6.

4.3.10. Metaloproteinase-9 matricial (MMP-9).
A dosagem de MMP-9 utilizou um ELISA sanduiche indireto e um kit da mesma

marca ja citada. A metodologia descrita € semelhante a utilizada para a dosagem de IL-6.

4.4. Andlise Estatistica

Os resultados sdo apresentados como média + desvio-padrao.

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism,
versdo 5.0 (GraphPad Software, San Diego, California, USA). Teste Pearson Chi-Square,
t de Student, ou testes de permutacdo (Kruskal-Wallis) foram usados para comparagoes
do grupo de estudo com o controle e, quando aplicavel, foram utilizados ANOVA de uma
via e pos-teste de Dunnett nas comparagdes entre os subgrupos de diabéticos e o controle,
além de correlacdo de Pearson para quantificar a associagdo entre duas variaveis.

Os dados foram considerados estatisticamente significantes quando p < 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1. Caracteristicas dos grupos e analises laboratoriais

As caracteristicas do grupo controle e de diabéticos (DM1) quanto a distribuigéo
por género, média de idade e perfil laboratorial, podem ser observadas na tabela 4.

Os dois grupos mostraram-se similares quanto a distribuicdo entre os géneros e
idade média. No entanto, diferencas estatisticamente significantes foram encontradas no
perfil laboratorial, quanto aos niveis de triglicerideos e VLDL, com resultados dentro dos
valores de referéncia, e quanto aos niveis de hemoglobina glicada e glicose de jejum,
tendo o grupo DM1 apresentado niveis significantemente elevados em relacdo ao grupo

controle.

Tabela 4 — Distribuicdo dos grupos (controle e DM1) quanto ao género, idade e pardmetros

laboratoriais

*p-value obtido corresponde a comparacéo de médias entre os grupos utilizando teste t de Student e Chi-Square

Género Controle Diabéticos *p-value
(n=58) (DM1)
(n=31)
Masculino 34 (58.6%) 19 (61.3%)
0,8068
Feminino 24 (41.4%) 12 (38.7%)
Idade 8.36 9.06 0,0817
(+1.81) (+1.77)
Perfil Controle Diabéticos *p-value
Laboratorial ~ Média (xDP) (DM1)
Hemoglobina 13.65 13.70 0,8060
(+0.84) (+0.90)
Hematocrito 40.26 40.30 0,9402
(+2.97) (+2.32)
Hemoglobina 5.30 9.04 0,0009x10-10
glicada (0.27) (+1.64)
Colesterol 166.95 165.42 0,7172
Total (+22.14) (+16.92)
Triglicerideos 63.80 60.23 0,0198
(+16,7) (+ 20.26)
HDL 51.47 53.87 0,2357
(+9.70) (+ 8.66)
LDL 101.95 99.84 0,5884
(+18.06) (+17.09)
VLDL 12.06 14.40 0,0179
(+4.02) (+ 4.84)
Glicose 84.40 187.16 0,0000026
(jejum) (£9.03) (£ 99.01)




A fim de verificar a influéncia do tempo de diagndéstico da doenca nos niveis de
HbAlc e glicose de jejum, o grupo DM1 foi separado dois subgrupos: individuos com
menos de 5 anos de diagnostico da doenca (DM1<5) e individuos com 5 ou mais anos de
diagnostico (DM1>5). As analises estatisticas revelaram que a comparagao entre o grupo
controle e o subgrupo DM1<5, para os parametros hemoglobina glicada (p=0,015) e
glicose de jejum (p=0,0002), continuaram apresentando valor de p estatisticamente
significativo. Do mesmo modo, na comparagdo do grupo controle com o subgrupo
DM1>5, os valores dos mesmos parametros, hemoglobina glicada (p=0,018) e glicose

(jejum) (p=0,002), continuaram com um valor de p significativo (tabela 5).

Tabela 5 - Distribuicdo do grupo controle e subgrupos de diabéticos quanto ao género, idade e
pardmetros laboratoriais

Género Controle Diabéticos (DM1) DMI1 <5 DM1 >5 *p-value
(n=58) (n=31) (n=22) (n=9)
Masculino 34 (58.6%) 19 (61.3%) 14 (63,6%) 5(55,6%)
0,8900
Feminino 24 (41.4%) 12 (38.7%) 8 (36,4%) 4 (44,4%)
Idade 8.36 9.06 8.64 10.11 -
(+1.81) (x177) (£1.79) (£1.27)
Controle DML1 total DM1 <5 DM1 >5 *p-value
Média (+DP) Média (xDP) Média (xDP) Média (xDP)
Hemoglobina 13.65 13.70 13.54 14.10 -
(£0.84) (£0.90) (£0.81) (£1.03)
Hematocrito 40.26 40.30 39.87 41.36 -
(£2.97) (£2.32) (£2.25) (£ 2.26)
Hemoglobina 5.30 9.04 8.83 9.57 0,0150*
glicada (£0.27) (£1.64) (£ 1.56) (£1.79) 0,0180**
Colesterol Total 166.95 165.42 165.27 165.78 -
(£22.14) (+16.92) (£17.53) (+16.33)
Triglicerideos 63.80 60.23 57.95 65.78 -
(x16,7) (+20.26) (+18.35) (+24.62)
HDL 51.47 53.87 51.59 59.44 -
(£9.70) (£ 8.66) (£6.73) (£ 10.64)
LDL 101.95 99.84 102.59 93.11 -
(£18.06) (£17.09) (£16.71) (£17.05)
VLDL 12.60 14.40 11.59 13.22 -
(£3.33) (£4.84) (£3.69) (£4.79)
Glicose (jejum) 84.40 187.16 194.14 170.11 0,0002*
(£9.03) (£99.01) (£103.94) (£89.11) 0,0020**

DM1<5: diabéticos com menos de 5 anos de diagnostico, DM>5: diabéticos com 5 ou mais anos de diagnostico
*p-value corresponde a comparagdo de médias (£DP) entre o grupo controle e DM1<5, e **p-value corresponde a
comparagdo de médias e (+xDP) entre o grupo controle e DM1>5, utilizando teste t Student, Chi-Square e testes de
permutacdo (Kruskal-Wallis).

42



5.2. Estudos ultrassonograficos
5.2.1. Resultados obtidos pela técnica de FMD

Para a técnica de FMD, os dois grupos estudados foram semelhantes quanto a
média do diametro basal da artéria braquial, e quanto aos parametros de fluxo sanguineo
na artéria braquial em situacdo basal como: indice de Pulsatilidade (P1), indice de
Resisténcia (R1), razdo entre pico de velocidade Sistolica e pico de velocidade no final da
Diéstole (S/D), Pico Sistdlico (PS), Pico Sistolico méximo (PS max), velocidade no Final
da Diastole (ED) e Tempo de Aceleracdo maximo (TA max). No entanto, diferencas
estatisticamente significantes (p=0,0008) foram encontradas quanto a percentagem de
dilatacéo fluxo-mediada méaxima (% FMD max) ap6s estimulo hiperémico, tendo o grupo
de diabéticos apresentado resultados inferiores ao grupo controle (tabela 6).

A variavel Tempo FMD max que analisa o tempo de estudo (1°, 3°, 5° ou 9°
minutos) em que que ocorreu a dilatacdo fluxo-mediada méaxima, apds o estimulo
hiperémico, revelou que em ambos os grupos, controle e DM1, o pico de FMD foi

atingido no 3° minuto (tabela 6).

Tabela 6 - Pardmetros ultrassonogréaficos de FMD (controle e grupo de estudo)

Controle Diabéticos (DM1)
Parametros analisados Média (+DP) Média (+DP) *p-value
Didm. art. brag.basal (mm) (média) 2.59 (£ 0.13) 2.59 (£ 0.13) 0,8873
% FMD max 11.45 (+ 2.86) 9.29 (£ 2.79) 0,0008
Tempo FMD max (min) 3(£1.13) 3 (£ 1.69) 0,7535
Pl basal 2.63 (£ 0.44) 2.77 (£ 0.56) 0,2378
RI basal 0.88 (+ 0.06) 0.89 (+ 0.05) 0,7927
S/D basal 11.43 (£ 7.93) 1258 (+11.18)  0,6141
PS basal (cm/s) 126.65 (+ 23.30) 131.22 (£ 27.99) 0,4412
PS max basal (cm/s) 200.03(+ 58,29) 188.18(+ 49,18)  0,3143
ED basal (cm/s) 14.61 (+ 7.10) 14.96 (+ 8.29) 0,8423
TA max basal (cm/s?) 43.30 (£ 9.15) 43.13 (+ 11.45) 0,9425

%FMD max: percentagem de dilatacdo fluxo-mediada maxima, Tempo FMD max: tempo em que ocorreu a maxima
dilatacdo fluxo-mediada, Pl: indice de pulsatilidade, RI: indice de resistividade, S/D: razdo pico de velocidade
sistolica/pico de velocidade diastélica, PS: pico sistélico, PS max: pico sistolico maximo, ED: velocidade no final da
diastole, TA max: tempo de aceleragdo maximo. *p-value obtido corresponde a comparagdo de médias entre 0s grupos
controle e de diabéticos.

A fim de avaliar se o percentual de dilatacdo fluxo-mediada maxima (%FMD),
apos estimulo hiperémico, apresentou variacdo de acordo com tempo de doenga para o
grupo de diabéticos (DM1), mais uma vez este grupo foi separado em dois subgrupos:

diabéticos com menos de 5 anos de diagnéstico (DM1 <5) e diabéticos com 5 ou mais
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anos de diagndstico (DM 1>5). Dessa forma, nao foi observada diferenca estatisticamente
significante quanto a % FMD max entre o grupo controle e o subgrupo DM1<5 (p=
0,078), mas sim entre o grupo controle ¢ o subgrupo DM1>5 (p= 0,0001), com valores
inferiores neste subgrupo, O tempo em que ocorreu a dilatacdo maxima apos estimulo

ndo se alterou com a separacao em subgrupos (tabela 7).

Tabela 7 - Pardmetros ultrassonogréficos de FMD (controle, diabéticos e seus subgrupos)

Controle Diabéticos (DM1)
Parametros analisados Média Média Média Média p-value
(xDP) (+DP) (xDP) (+DP)
Controle DM1 total DM1<5 DM1>5
2.59 2.59 2.58 2.60
Diam. art. brag.basal (mm) (média) (£0.13) (£ 0.13) (£ 0.13) (£0.13) -
11.45 9.29 10.21 7.040 0,078*
% FMD max (£ 2.86) (£2.79) (x2.7) (£ 1.38) 0,0001**
Tempo FMD max (min) 3(x 1.13) 3(+ 1.69) 3(x 1.81) 3(x 1.41) -
2.63 2.77 2.75 2.81
Pl.basal (£0.44) (£ 0.56) (£ 0.58) (£0.52) -
0.88 0.89 0.89 0.88
RI.basal (£ 0.06) (£ 0.05) (£ 0.06) (£ 0.04) -
1143 12.58 14.04 9.03
S/D.basal (£7.93) (£11.18) (£12.89) (£ 3.53) -
126.65 131.22 130.5 132.98
PS basal (cm/s) (£ 23.30) (£27.99) (£5.31) (+£35.39) -
14.61 14.96 14.29 14.29
ED basal (cm/s) (*7.1) (+ 8.29) (+ 8.6) (+ 7.69) -
43.3 43.13 43.53 42.14
2
TA max basal (cm/s?) *9.15)  (£1145)  (+1166)  (+1154)
PS max (cm/s) 200,03 188,18 196.15 168.70
(58,29) (+49,18) (+ 53.56) (+30.63)

DM1<5: diabéticos com menos de 5 anos de diagndstico, DM>5: diabéticos com 5 ou mais anos de diagnoéstico, %
FMD max: percentagem de dilatacéo fluxo-mediada méxima, Tempo FMD max: tempo em que ocorreu a maxima
dilatacéo fluxo-mediada, PI: indice de pulsatilidade, RI: indice de resistividade, S/D: razéo pico de velocidade sistdlica
/ pico de velocidade diastolica, PS: pico sistdlico, PS max: pico sistélico maximo, ED: velocidade no final da diéstole,
TA max: tempo de aceleragdo maximo.*p-value corresponde a comparagdo de médias (+DP) entre o grupo controle e
DM1<5, e **p-value corresponde a comparagdo de médias e (+DP) entre o grupo controle e DM1>5, utilizando teste
de permutacédo (Kruskal-Wallis).

Na figura 18 observa-se que o subgrupo DMI>5 apresentou resposta
vasodilatadora inferior ao subgrupo DM<5 e ao grupo controle em todos os tempos de
exame e, no 3° min, o percentual de FMD maximo ou resposta vasodilatadora maxima

foi significantemente menor em relagédo ao grupo controle (p= 0,0038).
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Figura 18 — Percentagem de dilatacdo fluxo-mediada (%FMD) nos quatro tempos estudados (1°,
3°, 5° e 9° minutos) apds estimulo hiperémico, nos grupos: controle, diabéticos com menos de 5
anos de diagnodstico (DM1<5) e diabéticos com 5 ou mais anos de diagnéstico (DM1>5). Os
resultados foram analisados utilizando o teste estatistico ANOVA de uma via e pés-teste de Tukey,
comparando o 3°min de DM1>5 com o 3°min do controle com um *p = 0,0038.

Embora a figura 19 sugira que, em todos os tempos (A, B, C, D), os participantes
masculinos do grupo controle tenham apresentado uma maior resposta vasodilatadora ao
estimulo hiperémico, em relacdo aos participantes femininos deste grupo, ndo foram
encontradas diferencas estatisticas significantes entre os géneros. No entanto, no
subgrupo DM1<5, foram encontradas diferengas estatisticamente significantes entre os
géneros, no 1° min apo6s estimulo (figura 19A) (p=0,023), com uma resposta
vasodilatadora maior nos individuos masculinos. No subgrupo DM1>5 néo se verificou
diferenca entre os géneros, quanto a resposta vasodilatadora. Observamos ainda, que, no
1° minuto ap6s estimulo (figura 19A), os individuos masculinos do subgrupo DM1>5
apresentaram resposta vasodilatadora significativamente menor que os individuos
masculinos do grupo controle (p=0,02) e que, apds 0 3° minuto (figura 19B), os individuos
do sexo feminino do subgrupo DMI>5 apresentaram este mesmo padriao de

comportamento, em relagéo aos individuos femininos do grupo controle (p=0,05).
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Figura 19 — Percentagem de dilatagéo fluxo-mediada (%FMD) avaliada em cada um dos quatro
tempos apo6s estimulo hiperémico (1°, 3°, 5° e 9° minutos), segundo 0 género, nos grupos: controle,
diabéticos com menos de 5 anos de diagndstico (DM1<5) e diabéticos > 5anos (DM1>5). F:
feminino, M: masculino. Os resultados foram analisados utilizando o teste estatistico ANOVA de
uma via e pds-teste de Dunnett, (A) comparando o grupo controle com o grupo DM1>5 do sexo
masculino no 1°min *p = 0,02, e um teste t Student mostrou diferengas entre 0s sexos no grupo

DM1<5, com *p = 0,023, (B) comparando o grupo controle com o grupo DM1>5 anos de
diagndstico do sexo feminino no 3°min revelou um p = 0,05. Nos tempos de estudo (C) e (D) ndo

houve diferengas estatisticas significantes entre 0s grupos e sexos

As figuras de 20 a 26 comparam o desempenho do fluxo arterial braquial, durante
cinco tempos de estudo (basal, 1min, 3 min, 5 min e 9 min), ap6s estimulo hiperémico,
nos 3 grupos (controle, DM1<5 e DM1>5), quanto aos parametros: PI (figura 20), RI
(figura 21), PS (figura 22), percentual de aumento maximo do PS (figura 23), ED (figura
24), S/D (figura 25), TA max (figura 26).
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Quando avaliamos o PI (figura 20), apenas o subgrupo DM1<5 apresentou
resposta de decréscimo em seus valores com o aumento do fluxo local, no 1° min. Neste
subgrupo, os valores de PI, nos 1° e 3° minutos, foram inferiores em relagdo ao controle,
com diferencas estatisticamente significantes (p=0,05 nos dois tempos). Os demais
grupos (controle e DM1>5) ndo apresentaram o comportamento esperado de queda no PI

com a resposta vasodilatatdria, sem diferencas estatisticamente significantes.
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Figura 20 — indice de pulsatilidade (P1) do fluxo da artéria braquial em repouso (tempo 0 ou basal)
e nos quatro tempos ap6s estimulo hiperémico (1°, 3°, 5° e 9° minutos), nos grupos: controle,
diabéticos com menos de 5 anos de diagnéstico (DM1<5) e diabéticos com 5 ou mais anos de
diagnostico (DM 1>5). Os resultados foram analisados utilizando o teste estatistico ANOVA de
uma via e pos-teste de Dunnett *p = 0,05 comparando o grupo controle com o grupo DM1<5 no
1°min e no 3°min com *p = 0,05
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Na figura 21 observa-se que 0 Rl também n&o apresentou a reducéo esperada em
seus valores em consequéncia da vasodilatacdo e aumento do fluxo local, tendo
permanecido praticamente inalterado em todos os tempos do exame, de forma semelhante

no controle e subgrupos de diabéticos.
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Figura 21 — Indice de resistividade (RI) do fluxo da artéria braquial em repouso (tempo 0 ou basal)
e nos quatro tempos apés estimulo hiperémico estudados (1°, 3°, 5° e 9° minutos), nos grupos:
controle, diabéticos com menos de 5 anos de diagnéstico (DM1<5) e diabéticos com 5 ou mais
anos de diagndstico (DM 1>5). Nao houve diferencas estatisticas significantes entre os grupos.

Ao avaliarmos o PS (figura 22), parece ter ocorrido 0 acréscimo esperado em seus
valores com o aumento da resposta vasodilatatoria, ap6s estimulo, em todos os grupos,
sem diferencas estatisticamente significantes entre os mesmos. No entanto, o subgrupo
DM1<5 apresentou valores maiores que o controle, de forma estatisticamente
significante, no 9° min, sugerindo um retorno mais tardio do fluxo ao nivel basal neste

subgrupo, em relagéo ao controle.
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Figura 22 — Velocidade de pico sistolico (PS) do fluxo da artéria braquial no repouso (tempo 0 ou
basal) e apds estimulo hiperémico nos quatro tempos estudados (1°, 3°, 5° e 9° minutos), nos
grupos: controle, diabéticos com menos de 5 anos de diagndstico (DM1<5) e diabéticos com 5

anos ou mais anos de diagnostico (DM 1>5).
Os resultados foram analisados utilizando o teste estatistico ANOVA de uma via e pos-teste de
Dunnett *p= 0,0034 comparando o grupo controle com o grupo DM1<5 no 9°min.

A figura 23 mostra um percentual de aumento maximo do PS maior no grupo
controle, seguido do subgrupo DMI<5 e este do subgrupo DM1>5, entretanto, sem

diferencas estatisticamente significantes entre os trés grupos.
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Figura 23 — Percentual maximo de aumento da velocidade do pico sistélico (PS) do fluxo da
artéria braquial apos estimulo hiperémico nos grupos: controle (C), diabéticos com menos de 5
anos de diagnostico (DM1<5) e diabéticos com 5 ou anos de diagnoéstico (DM 1>5). Nao houve
diferencas estatisticas significantes entre 0s grupos.
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Ao observar-se a figura 24, o grupo controle e o subgrupo DM1<5 parecem
apresentar um aumento da ED, no 1°min ap6s o estimulo hiperémico, conforme o
esperado, ndo observando-se 0 mesmo no DMI>5, porém, sem diferengas

estatisticamente significantes entre os trés grupos.
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Figura 24 — Velocidade no final da diastole (ED) do fluxo da artéria braquial em repouso (tempo
0 ou basal) e nos quatro tempos apés estimulo hiperémico estudados (1°, 3°, 5° e 9° minutos), nos
grupos: controle, diabéticos com menos de 5 anos de diagnostico (DM1<5) e diabéticos com 5 ou
mais anos de diagndstico (DM1>5). Nao houve diferencas estatisticas significantes entre os

grupos.

Os valores de S/D mantiveram-se praticamente estaveis em todos os tempos de
exame, no grupo controle e subgrupos de diabéticos, de forma semelhante, ndo sendo

encontradas diferencas estatisticamente significantes entre os mesmos (figura 25).

50



00 Basal
80 3 Controle
£ DM1<5
70- & pm1>5
60+
50+
a
n
40-
304
20+
gl @ééﬁﬁi!l--

0 1°3°5°9°0 1°3°5°9°0 1°3° 5° 9°

Figura 25 — Razdo velocidade de pico sistélico/velocidade no final da diéstole (S/D) do fluxo da
artéria braquial em repouso (tempo 0 ou basal) e nos quatro tempos estudados (1°, 3°, 5° e 9°
minutos), nos grupos: controle, diabéticos com menos de 5 anos de diagnostico (DM1<5) e
diabéticos com 5 ou mais anos de diagnostico (DM1>5). Nao houve diferengas estatisticas
significantes entre 0s grupos.

A figura 26 sugere um aumento nos valores de TA max, apos o estimulo no grupo
controle e em menor escala no subgrupo DM1<5, seguido do DM1>5. No entanto, ndo

foram encontradas diferencas estatisticamente significantes entre os grupos.
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Figura 26 — Tempo de aceleracdo maxima (TA max) do fluxo da artéria braquial em repouso
(tempo 0 ou basal) e nos quatro tempos apds estimulo hiperémico estudados (1°, 3°, 5° e 9°
minutos), nos grupos: controle, diabéticos com menos de 5 anos de diagnéstico (DM1<5) e
diabéticos com 5 ou mais anos de diagndstico (DM1>5). Nao houve diferencas estatisticas
significantes entre os grupos.
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5.2.2. Resultados obtidos pela técnica de medida da IMT
Quando a medida da espessura das camadas intima-média (IMT) das carotidas
direita e esquerda foi avaliada, ndo foram encontradas diferengas estatisticamente

significantes entre os grupos (tabela 8).

Tabela 8 — Medidas da IMT da carétida por ultrassonografia (controle e DM1)

Controle Diabéticos (DM1)

Parametros analisados IMT Média (+tDP) Média (xDP) *p-value
IMT. CE.méd. 0.55 (£ 0.04) 0.56 (+ 0.06) 0,7625
IMT. CD méd. 0.55 (+ 0.05) 0.56 (+ 0.04) 0,3596
IMT.max.CD e CE(mm) 0.61 (+ 0.06) 0.61 (+ 0.05) 0,8263

IMT: espessura intima-média, CE; carétida esquerda, CD: car6tida direita.
*p-value corresponde a comparacdo de médias (£DP) entre o grupo controlee DM1<5, e **p-value corresponde a
comparacao de médias (xDP) entre o grupo controle e DM1>5, utilizando teste de permutagdo (Kruskal-Wallis).

A fim de verificar-se a interferéncia do tempo de doenca sobre a IMT das
cardtidas, o grupo de DM1 foi novamente separado em dois subgrupos (DM1<5 e DM>5),
e os resultados obtidos ndo evidenciaram uma relagdo entre a IMT das carotidas e o tempo
de doenca em nossa populacdo, tendo o grupo controle e os subgrupos diabéticos
permanecido com valores similares (tabela 9).

Tabela 9 — Medidas da IMT da cardétida por ultrassonografia (controle e subgrupos DM1)

Controle Diabéticos

(DM1)

Parémetros analisados DFM Média Média Média Média p-value

(+DP) (+DP) (+DP) (xDP)

Controle DM1total DMI1<5 DMI1>5

0.55 0.56 0.55 0.57 0,737*
IMT. CE méd. (£0.04) (£0.06) (£0.05) (£0.08) 0,208**
0.55 0.56 0.56 0.54 0,185*
IMT. CD méd. (£0.05) (£0.04) (£0.04) (£0.05) 0,805**
0.61 0.61 0.6 0.63 0,628*
IMT.max.CD e CE(mm) (£0.06) (£0.05) (£0.04) (£0.07) 0,252**

IMT: espessura intima-média, CE; cardtida esquerda, CD: carétida direita. *p-value corresponde a comparagdo de
médias (+DP) entre o grupo controle e DM1<5, e **p-value corresponde a comparacéo de médias (xDP) entre o grupo
controle e DM1>5, utilizando teste de permutacédo (Kruskal-Wallis).
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5.3. Analises laboratoriais especificas

Os niveis séricos de interleucina-6 e PCR-US foram dosados com o objetivo de
verificar a presenca de um estado inflamatorio nos individuos diabéticos dos subgrupos
DMI1<5 e DMI1>5.

Na figura 27 observa-se que o grupo controle e os subgrupos de diabéticos
apresentaram niveis séricos de IL-6 dentro dos valores de referéncia e sem diferengas

estatisticamente significantes entre os grupos.
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Figura 27 - Niveis séricos de interleucina-6 (IL-6) nos grupos: controle (C), diabéticos com menos
de 5 anos de diagnodstico (DM1<5) e diabéticos com 5 ou mais anos de diagnostico (DM1>5).
Ndo houve diferencas estatisticas significantes entre os grupos. Valores de referéncia:
<12,7pg/ml.

Entretanto, na figura 28, ao analisarmos os niveis de PCR-US de todos os grupos,
considerando o valor de referéncia de 0,3 mg/dL, observamos uma discreta elevacdo de
PCR-US no subgrupo de diabéticos DM>5, com diferenca estatisticamente significante

em relagéo ao grupo controle.
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Figura 28 - Niveis séricos de proteina C reativa ultrassensivel (PCR-US) nos grupos: controle
(C), diabéticos com menos de 5 anos de diagnostico (DM<5) e diabéticos com 5 ou mais anos de
diagnodstico (DM>5). Os resultados foram analisados utilizando o teste estatistico ANOVA de
uma via e pos-teste de Dunnett, comparando DM 1>5 com C, com *p=0,0026. Valor referéncia <
0,3mg/dL.
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A fim de verificar a presenca de marcadores sugestivos de disfuncdo endotelial
nos individuos com DM1, comparados ao grupo controle, mensuramos 0s niveis séricos
das moléculas de adeséo E-Selectina, sVCAM-1 (VCAM-1 soluvel) e SICAM-1 (ICAM-
1 soluvel).

A figura 29 mostra os niveis sericos de E-Selectina encontrados e, considerando
os valores de referéncia indicados pelo fabricante na informag&o técnica do kit 21-186
ng/mL, todos os grupos apresentaram resultados acima deste intervalo. No entanto,
comparando-se os valores dos grupos estudados, observamos que o subgrupo DM1>5
apresentou niveis superiores aos outros dois grupos, com diferenca estatisticamente

significante apenas em relagcdo ao grupo controle.
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Figura 29 - Niveis séricos E-selectina nos grupos: controle (C), diabéticos com menos de 5 anos
de diagnostico (DM 1<5) e diabéticos com 5 ou mais anos de diagnostico (DM 1>5). Os resultados
foram analisados utilizando o teste estatistico ANOVA de uma via e pOs-teste de Dunnett,
comparando DM 1>5 com C, com *p= 0,001. Valores de referéncia 21-186 ng/mL.

Na figura 30 avaliamos os niveis séricos de SVCAM e, diferentemente da analise
anterior, os resultados do grupo controle mostraram-se dentro dos valores de referéncia
estabelecidos pelo kit: 400,6-1340,8 ng/mL. Entretanto, os dois subgrupos de DM1
apresentaram resultados acima dos valores de referéncia, com diferencas estatisticamente

significante em relagdo ao grupo controle.
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Figura 30 - Niveis séricos sSVCAM nos grupos: controle (C), diabéticos com menos de 5 anos
de diagnostico (DM 1<5) e diabéticos com 5 ou mais anos de diagnostico (DM 1>5). Os resultados
foram analisados utilizando o teste estatistico ANOVA de uma via e pés-teste de Dunnett,
comparando DM1<5 ¢ DM1>5 com C, com *p e **p= 0,0001. Valores de referéncia: 400,6-
1340,8 ng/mL.

A figura 31 revela que todos o0s grupos apresentaram niveis séricos de sSICAM
dentro dos valores de referéncia, sem diferencas estatisticamente significantes entre os

mesmaos.
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Figura 31 - Niveis séricos SICAM nos grupos: controle (C), diabéticos com menos de 5 anos de
diagnostico (DM1<5) e diabéticos com 5 ou mais anos de diagndstico (DM1>5). Ndo houve
diferencas estatisticas significantes entre os grupos. Valores de referéncia 302-1115ng/mL.
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Para avaliar a presenca de marcadores sugestivos de remodelamento vascular do
processo aterosclerético dosamos os niveis séricos da enzima MMP-9 no grupo controle
e subgrupos de diabéticos.

Na figura 32, observamos que todos 0s grupos apresentaram niveis séricos de
MMP-9 dentro dos valores de referéncia, sem diferencas estatisticamente significantes

entre 0S mesmos,
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Figura 32 - Niveis séricos de metaloproteinase-9 (MMP-9) nos grupos: controle (C), diabéticos
com menos de 5 anos de diagnéstico (DM1<5) e diabéticos com 5 ou mais anos de diagnéstico
(DM1>5). Néo houve diferencas estatisticas significantes entre os grupos. Valores de referéncia: 2-139,4
ng/mL.

5.4. Correlacgdo entre variaveis

Com o objetivo de verificar a correlacdo entre 0 %FMD e 0s marcadores que
apresentaram elevac@es significativas em seus niveis séricos nas analises especificas,
utilizamos a correlacdo linear de Pearson que avalia a correlacdo entre duas variaveis
mensuraveis. Este teste ndo evidenciou correlacdo linear entre %FMD e PCR-US (r = -
0,16) (figura 33), %FMD e sE-selectina (r = - 0,13) (figura 34) ou %FMD e sVCAM-1 (r
=-0,099) (figura 35).

No entanto, ao avaliarmos a correlacdo linear de Pearson entre 0 %FMD e HbAlc
(r =-0,35) (figura 36), 0 %FMD e glicose de jejum (r = - 0,35) (figura 37), e 0 %FMD e
0 tempo de diagndstico (r = 0,09) (figura 38) observamos uma moderada correlagédo

negativa entre estas variaveis.
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Figura 33 — Correlagéo linear de Pearson entre %FMD e PCR-US
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Figura 34 — Correlagéo linear de Pearson entre %FMD e sE-selectina
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r=-0.099, p = 0.41
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Figura 35 — Correlacéo linear de Pearson entre %FMD e VCAM-1
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Figura 36 — Correlagéo linear de Pearson entre %FMD e HbAlc
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Figura 37 — Correlacdo linear de Pearson entre %FMD e glicose de jejum
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Figura 38 — Correlagéo linear de Pearson entre % FMD e tempo de diagndstico
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DISCUSSAO

As doencas macro e microvasculares constituem as principais causas de
morbidade e mortalidade em pacientes com Diabetes mellitus, e a perda do papel
modulador do endotélio vascular pode representar seu principal fator desencadeante (DE
VRIESE et al., 2000). Reconhecidamente, o DM1 predispde a doenca arterial
aterosclerdtica prematura e ha consistente evidéncia de que o comprometimento da
funcéo endotelial antecede o estabelecimento da mesma (DI CARLI et al., 2003).

As células endoteliais regulam ativamente o tdnus e a reatividade vascular em
condicdes fisioldgicas e patologicas, respondendo a estimulos mecanicos e mediadores
neuro-humorais com a liberacdo de uma variedade de fatores relaxantes e constritores
vasculares, além de sintetizarem substancias com funcédo reguladora da inflamacéo e da
hemostasia (CALLES-ESACANDON e CIPOLLA, 2001). Como a acdo dessas células
pode afetar uma ou mais fungdes, simultaneamente ou em sequéncia temporal, ainda ndo
estd estabelecido um exame padrdo-ouro para avaliacdo de disfuncdo endotelial
(CALLES-ESCANDON e CIPOLLA, 2001). Entretanto, de maneira geral, a funcdo
endotelial tem sido estimada por variac@es no fluxo sanguineo ou no didmetro do vaso
arterial em resposta a estimulo mecéanico ou quimico, avaliados de forma invasiva
(cateterizacdo coronariana) ou ndo invasiva (ultrassom), além da mensuragcdo da
concentracdo sanguinea de substancias quimicas que medeiam a funcdo endotelial
(CALLES-ESCANDON e CIPOLLA, 2001).

Em nossa populacdo, como ja relatado, utilizamos a metodologia
ultrassonografica de FMD da artéria braquial, associada a medidas da IMT da carétida, e
correlacionamos 0s achados com dosagens séricas de: interleucina-6, PCR-US, E-
selectina, VCAM-1, ICAM-1 e MMP-9.

Nossos grupos mostraram-se semelhantes quanto ao género, idade, niveis de
hemoglobina, hematocrito e perfil lipidico. Diferencas estatisticamente significantes
foram encontradas entre o grupo controle e ambos os subgrupos de diabéticos (DM1<5 e
DM1>5), quanto a glicose de jejum e aos niveis de HbAlc, refletindo um controle
glicémico sub-6timo dos individuos diabéticos, independentemente do tempo de
diagndstico. A manutencdo do estado hiperglicémico nestes participantes pode afetar a
funcdo endotelial ao alterar os mecanismos moleculares de regulacao da sintese de dxido
nitrico e/ou sua degradacdo (BECKMAN et al., 2002) e promover estresse oxidativo,
induzindo efeito deletério sobre as células do endotélio (SIEGELAAR et al., 2010) por
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meio das quatro vias metabdlicas, ja descritas na revisdo da literatura: a ativacdo da PKC,
a formacédo de PFGA, a via da hexosamina, e o aumento do fluxo de glicose atraves da
via poliol-sorbitol (GIANNINI et al., 2011). Dessa forma, o desequilibrio entre a
producdo dos fatores derivados do endotélio, compromete a regulacdo do ténus vascular
e outras propriedades fisioldgicas do endotélio (CALLES-ESCANDON e CIPOLLA,
2001), favorecendo um estado de vasoconstricdo (DREXLER, 1997) e um estado
inflamatorio (BECKMAN et al., 2002), perpetuado pela hiperglicemia (KING, 1996). Em
nossa populacdo, os resultados da correlacdo linear de Pearson corroboram essas
afirmacdes ao evidenciar uma correlacdo entre o comprometimento da resposta
vasodilatadora e os niveis séricos elevados de HbAlc e glicose de jejum.

Quanto ao tempo de ocluséo utilizado na técnica de FMD da artéria braquial,
encontram-se na literatura variac@es entre 5 e 10 minutos, sendo sugerido como ideal o
tempo de 5 minutos por ser mais facilmente tolerado pelos individuos (CORRETTI et al.,
2002). Entretanto, na realizagdo de nosso estudo, observamos uma intolerancia das
criancas a permanéncia do manguito insuflado em 50 mmHg acima da presséo arterial
sistélica durante os 5 minutos preconizados. Shivalkar et al, 2006, emprega um tempo de
oclusdo de 4 min em individuos adultos diabéticos tipo 1 e, dada a faixa etaria de 6 a 12
anos de nossos participantes, optamos pelo tempo de oclusdo de 3 min. Este tempo foi
bem tolerado pelas criancas estudadas, e a adaptacdo no protocolo foi baseada no
conhecimento de que o aumento no diametro da artéria braquial, apds a liberacdo do
manguito, ocorre a partir de um tempo de oclusdo de 30s até 5 min, variando pouco entre
5e 10 min de ocluséo (CORRETTI et al., 2002).

Nossos resultados mostraram uma vasodilatacdo maxima, tanto no grupo controle
como nos diabéticos, no 3° min apds o estimulo hiperémico, sugerindo uma resposta mais
tardia em nossa populacdo, pois estudos relatam que o aumento maximo do diametro da
artéria ocorre aproximadamente 60 segundos ap0s a liberacdo do manguito pneumatico
(UEHATA et al., 1997; CORRETTI et al., 1995). Esta resposta tardia pode relacionar-se
ao menor tempo de estimulo oclusivo em nossa populacdo. No entanto, apesar dos
diferentes resultados, nossos grupos apresentaram semelhangas quanto ao didmetro basal
da artéria braquial, eliminando qualquer viés relacionado ao tamanho da artéria, uma vez
que, as artérias com diametros maiores apresentam menores percentuais de dilatacdo
maxima e vice-versa (CELERMAJER et al., 1992).

A resposta vasodilatatoria significantemente reduzida no DM1>5, em relacdo ao

controle, com valor médio de %FMD max (7,040%) inferior ao limite minimo
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considerado normal em adultos (8%) (ELTAYEB et al, 2014), e reduzida, mas néo de
forma significante, em relagdo ao controle, no DM1<5 (10,21%), sugere que a presenca
de disfuncdo endotelial em criancas com DM1 deva ocorrer somente a partir de 5 anos de
instalacdo da doenca, mesmo quando o controle metabdlico € insatisfatorio nos anos
anteriores. Resultados semelhantes sdo encontrados em estudo em populagéo pediatrica
diabética, com idade meédia de 14 anos e tempo médio de doenga de 6 anos, sem
complicagdes vasculares, que também evidencia uma funcdo endotelial diminuida,
avaliada por FMD, em relacdo ao grupo controle (WILTSHIRE et al.,2002).

Quanto as alteracGes ap0s estimulo hiperémico nos parametros relacionados ao
fluxo da artéria braquial, como Indice de Pulsatilidade (P1), indice de Resistividade (RI),
Pico Sistdlico (PS), Percentual de aumento méximo no PS, , velocidade do fluxo no final
da diastole (ED), pico de velocidade Sistolica/ pico de velocidade no final da Diastole
(S/D), , velocidade do fluxo no Final da Diastole (ED), Tempo de Aceleracdo maxima
(TA max), os resultados pouco conclusivos e por vezes paradoxais, principalmente em
relacdo ao Pl e RI, podem decorrer de dificuldades técnicas na realizacdo do exame
relacionadas a populacdo pediatrica. Talvez por esse motivo ndo encontremos na
literatura trabalhos que abordem os parametros de fluxo arterial no exame de FMD em
populacOes pediatricas, impossibilitando uma discussdo mais aprofundada.

Ao avaliarmos a espessura médio-intimal da cardtida, embora os valores médios
encontrados estivessem acima dos valores de referéncia para a faixa etéaria de 6-12 anos
dos participantes (aproximadamente 0,20-0,52 mm, segundo Mufioz et al, 2013), os
resultados semelhantes entre os subgrupos de diabéticos e o controle, ndo permitem
afirmar a presenca de alteracBes estruturais ateroscleréticas em nossa populagdo de
diabéticos. Os resultados com médias acima dos valores de referéncia em todos os grupos,
inclusive no controle, podem relacionar-se a limitacGes na realizacdo das medidas de
forma manual, ponto a ponto, com compasso ultrassénico, e ndo de forma automatica
pelo préprio equipamento.

Ao compararmos nossos achados de FMD e IMT, com os dados encontrados na
literatura, observamos que Singh et al. (2003), em estudo americano, também nao
encontram diferencas na IMT da cardtida entre adolescentes diabéticos e grupo controle,
embora a FMD encontrada seja inferior, de forma significante, no grupo diabético. Estes
autores concluem que apesar da disfuncdo endotelial ocorrer na primeira década de
instalagdo do DM1, o aumento na IMT da carétida parece ocorrer apenas ap6s um tempo

consideravelmente maior de exposi¢do ao meio diabético.
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Outro estudo realizado em uma populacéo finlandesa com DML, idade entre 7-14
anos e tempo médio de doenca de 4,4+2,9 anos, sem complicagdes microvasculares
também evidencia uma resposta similarmente atenuada na técnica de FMD, em criancas
diabéticas de ambos o0s sexos, quando comparadas ao controle, com resultados
estatisticamente significativos. No entanto, diferentemente de nosso estudo, o pico de
maior resposta vasodilatadora ocorre entre 60 e 90 segundos apds o estimulo oclusivo e,
o subgrupo com disfungédo endotelial apresenta valores significantemente maiores de IMT
da carotida que o subgrupo sem disfuncdo endotelial e o grupo controle, ndo sendo
observadas diferencas significantes quanto ao diametro basal da artéria braquial, indices
antropométricos, tempo de doenca ou niveis de HbAlc, entre os grupos diabéticos com e
sem disfuncio endotelial (JARVISALO et al.,2004).

Estudo mais recente realizado no Egito por Eltayeb et al. (2014), avalia a fun¢édo
endotelial e alteracBes miocardicas em populacao pediatrica com DM1, com idade entre
5-16 anos, sem complicagcdes microvasculares e tempo de doenca entre 1-4 anos. Estes
autores também relatam achados de pico de FMD significantemente menores e de IMT
da carédtida significantemente maiores no grupo de diabéticos, em comparacdo com o
grupo controle. Além disso, evidenciam niveis séricos significantemente mais elevados
de PCR-US, intervalos QT corrigidos mais prolongados (aumento no tempo total de
despolarizacédo e repolarizacao ventricular, corrigido para a frequéncia cardiaca), assim
como um significante comprometimento da funcéo diastolica do ventriculo esquerdo,
com funcdo sistolica preservada, em individuos com menos de 4 anos de doenca,
contradizendo estudo anterior que relaciona a disfuncao diastolica do ventriculo esquerdo
ao tempo de diagnostico de DM1 superior a 4 anos (FROM et al. (2009). De forma
semelhante, estudo na Turquia, realizado por Ciftel et al., 2014, com diabéticos tipo 1
entre 7-16 anos, com pelo menos 5 anos de diagndstico, sem complicacbes diabéticas
microvasculares ou riscos cardiovasculares adicionais, também mostra uma menor FMD
e maior IMT da car6tida em individuos diabéticos, em relacdo ao controle, achados estes
também correlacionados com disfuncdo diastélica do ventriculo esquerdo, sem
comprometimento da funcdo sistolica.

Os diferentes resultados entre os estudos podem decorrer de variados niveis de
controle metabdlico entre as populagdes estudadas e, em parte, da utilizacdo de diferentes
protocolos para a técnica de IMT da carotida, diferentes métodos para a realizagdo das
medidas (manual ou automatico), além de sistemas de ultrassom com variados niveis de

resolutividade.
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Recente estudo longitudinal italiano de Bruzzi et al.(2014), demonstra por meio
de avaliacdo da FMD, ap6s seguimento médio de 3 anos, que a funcdo endotelial de
criancas e adolescentes entre 5-18 anos, com DM1 e com tempo de diagndstico médio de
4 anos, deteriora severamente, sendo o género masculino considerado um preditor
negativo de comprometimento da FMD no decorrer do tempo. Segundo os autores, a
duracgéo da doenga deveria representar um importante fator na deterioragéo da FMD, tanto
em adultos quanto em adolescentes, no entanto, nesse estudo, o tempo de diagnostico é
relativamente curto para todos os individuos envolvidos. Relatam, ainda, que o controle
dos niveis glicémicos proximo do adequado ndo parece proteger os diabéticos da
evolugdo da vasculopatia, sugerindo a influéncia de fatores intrinsecos (genéticos) e
extrinsecos (fatores nutricionais, sedentarismo) no estabelecimento do dano endotelial.

Em geral, participantes femininos apresentam uma atividade vasomotora mediada
pelo endotélio maior que os participantes masculinos e, entre as varias hipdteses estdo: a
menor superficie corporal, menor indice de massa corporal e menor didmetro basal da
artéria braquial, em relacdo ao género masculino. Além disso, o estrogeno, apresenta
papel positivo na funcdo endotelial, nos participantes em idade puberal e adulta (MIZIA-
STEC et al., 2007). Nossa populacao pré-pubere praticamente ndo apresentou diferencas
entre 0s géneros na resposta vasodilatadora, provavelmente pelos didmetros de artéria
braquial basal semelhantes entre os grupos e pela auséncia da agdo hormonal iniciada com
a puberdade. No entanto, em nosso estudo, observou-se uma correlacdo entre o
comprometimento da resposta vasodilatatéria na FMD e o tempo de diagnéstico de DM1.

Com relacdo aos exames laboratoriais, 0s niveis séricos de PCR-US levemente
acima dos valores de referéncia no subgrupo DMI1>5, superiores de forma
estatisiticamente significante em relacdo ao controle, sugerem a presenca de um estado
inflamatdrio sistémico de baixa intensidade em nossa populacdo diabética com maior
tempo de diagnostico.

O The Search Case-Control Study, que avalia diabéticos tipo 1 com idade entre
10-22 anos, relata niveis séricos de IL-6, PCR-US e fibrinogénio significantemente
maiores nos individuos diabéticos com peso adequado para a idade, em relacdo aos
controles. No caso da IL-6 e do fibrinogénio, de forma independente dos niveis de HbAlc.
No entanto, a PCR-US apresenta niveis significativamente maiores apenas nos grupos
com niveis de HbAlc nos trés quartis mais elevados (SNELL-BERGEON et al., 2010).
Considerando nosso estudo, o subgrupo DMI1>5, com niveis de PCR-US

significantemente elevados em relagdo ao controle, apresentou os niveis de HbAlc mais

64



elevados (9.57%, p = 0.018), superiores aos do subgrupo DM1<5 (8.83%, p = 0.015), e
superiores aos niveis do grupo controle, com significancia estatistica, corroborando os
achados de Snell-Bergeon et al., 2010.

A hiperglicemia aguda e um pior controle glicémico no curso inicial do DM1 tem
sido associado com um aumento da inflamacdo em criangas diabéticas, mas esta
associacao estd menos clara na hiperglicemia crdnica entre criangas com maior tempo da
doenga (SNELL-BERGEON et al., 2010). Em estudo com 22 criangas com DM1 a
hiperglicemia aguda mostra-se associada a aumentos nos niveis de IL-6, IL-4, IL-la. e 0
aumento na inflamacdo persiste por pelo menos 2h ap6s a correcdo da hiperglicemia
(ROSA et al., 2008). Em nossa populagdo, o subgrupo DM1<5 revelou o maior nivel
médio de glicose de jejum entre os grupos, e uma leve tendéncia a niveis superiores de
IL-6 em relacdo ao controle e ao DM 1>5, embora dentro do intervalo de referéncia, sem
diferencas estatisticamente significantes, ndo permitindo afirmar a presenca de um estado
inflamatorio naquele subgrupo.

Na literatura, a elevacdo nos niveis séricos da IL-6 e PCR-US tem sido associada
ao desenvolvimento subsequente de aterosclerose (LIBBY et al, 20012). Entretanto, para
fins de aplicacdo clinica, o0 marcador inflamatorio mais promissor parece ser a PCR-US,
(PEPYS, 1981) pois, em comparacdo com a IL-6 que induz sua producdo hepaética,
apresenta um meia-vida mais longa, com niveis séricos mais estaveis, sem variacao
circadiana dos mesmos (MEIER-EWERT et al., 2001), o que talvez possa explicar em
nosso estudo, a elevacdo dos niveis séricos de PCR, ndo acompanhada da elevacdo dos
niveis de IL-6, no subgrupo DM 1>5.

Segundo Verma et al. (2002), a PCR induz a liberacéo de ET-1, IL-6 e moléculas
de adesdo (E-selectina, VCAM-1 e ICAM-1) pelas células endoteliais, diminuindo a
sintese de NO e inibindo a sintese da eNOS, além de facilitar a captacdo de LDL pelo
macréfago, apresentando papel ndo sé no desenvolvimento de disfuncdo endotelial, mas
do processo de aterosclerose.

As moléculas de adesdo celular medeiam a chegada de grande quantidade de
leucdcitos (selectinas) e sua adesdo (VCAM-1 e ICAM-1) ao endotélio, no entanto,
embora reflitam um estado inflamatorio generalizado, investigacdes adicionais sao
necessarias para determinar seu papel no desenvolvimento e progressao da aterosclerose
(BARAC et al., 2007).

Curiosamente, em nosso estudo, 0s niveis séricos de SE-Selectina foram

encontrados acima dos valores de referéncia no grupo controle e podem ser justificados
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por variagdes biologicas aceitaveis quando testes de aplicabilidade em pesquisa clinica, e
ndo em rotina laboratorial, sdo utilizados. Ja os niveis séricos de E-selectina acima dos
valores de referéncia nos dois subgrupos diabéticos, de forma estatisticamente
significante no DM 1>5, em relagdo ao controle, somados aos niveis de sVCAM-1 acima
dos valores de referéncia, e significativamente elevados em ambos os subgrupos
diabéticos, em relacdo ao controle, sugerem a presenca de disfuncdo endotelial em nossa
populacdo diabética, principalmente naqueles com maior tempo de diagndstico. No
entanto, apesar dos resultados laboratoriais estatisticamente significativos, 0s niveis
séricos de PCR-US, sE-selectina e sVCAM-1 ndo apresentaram correlacdo com a resposta
vasodilatadora no teste de Pearson.

A maioria dos dados da literatura sobre marcadores de disfungéo endotelial vém
de estudos em pacientes adultos com DM2. Os dados em pacientes com DM1,
especialmente criancas sdo escassos e inconsistentes. O EURODIAB Prospective
Complications Study em adultos com DML1 revela concentragdes significantemente
elevadas de sVCAM-1, sE-selectina, PCR-US, IL-6 e TNF-a em diabéticos com
complicacdes cronicas, comparados aqueles sem complicacdes (SCHRAN et al., 2003).
Outro estudo longitudinal dinamarqués, em adultos com DM1 demonstra concentracfes
significantemente maiores de sICAM-1, sVCAM-1, IL-6 e PAI-1 em pacientes que
morreram durante os 10 anos de seguimento (ASTRUP et al., 2008).

Dogruel et al. (2001), observam em criancas com DM1, sem complicacdes
vasculares, niveis significantemente elevados de E-selectina, sem diferencas
significativas dos niveis de VCAM-1 e ICAM-1, em relacdo ao controle. Por outro lado,
em populagdo semelhante com 30 diabéticos tipo 1, sem complicagBes microvasculares,
Velarde et al, 2010, encontram, como em nosso estudo, niveis significantemente elevados
de sE-selectina e VCAM-1, em relacdo ao controle.

Em estudo polonés com 123 criangas e adolescentes com fatores de risco
cardiovasculares, entre os quais 51 diabéticos tipo 1, Glowinska et al, 2005, relatam
concentracdes significantemente elevadas de sICAM-1, sVCAM-1, assim como SE-
selectina no grupo de estudo. Mais recentemente, estudo polonés de Machnica et al, 2014,
com criancas e adolescentes entre 8-18 anos e tempo de diagnostico de pelo menos 3 anos
para criangas pré-puberes e, pelo menos 2 anos para adolescentes, com média de HbAlc
relativamente satisfatoria (7,17%), evidencia concentragdes significantemente superiores

de sVCAM-1, TNF-a e IL-6 no grupo de diabéticos e de sE-selectina no grupo controle.
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As diferencas observadas entre os varios estudos podem ser justificadas pela
potencial influéncia de estimulos sobre as moléculas de ades&o ainda pouco conhecidos
e, por este motivo, dificeis de controlar. Além do que, muitos dos dados disponiveis vém
de grupos relativamente pequenos, 0 que poderia adicionalmente comprometer 0s
resultados. Devendo-se considerar, ainda, os variados niveis de controle metabdlico do
DML1 (niveis de HbAlc) entre os participantes dos estudos como fator confundidor.

Jude et al., 2002, em estudo prospectivo com 5 anos de seguimento, em populacéo
adulta, associam os niveis elevados de ICAM-1 a um maior risco de desenvolvimento de
doenca cardiovascular no DM1, ndo sendo observada a mesma associa¢cdo com niveis
elevados de VCAM-1, P-selectina e E-selectina. Em nossa populacéo de diabéticos, os
niveis séricos normais de sSICAM-1 parecem indicar um baixo risco de desenvolvimento
de doencas macrovasculares em curto prazo, corroborado pelos resultados das medidas
de IMT das cardtidas ao ultrassom que sugerem a auséncia de lesdes estruturais iniciais
de aterosclerose.

Além disso, os niveis séricos de MMP-9 mostraram-se dentro dos valores de
referéncia em todos os grupos, sem diferencas estatisticamente significantes entre os
mesmos. Como relatado anteriormente, as metaloproteinases matriciais, MMP-2 e MMP-
9 sdo responsaveis pela destruicdo da matriz extracelular, digerindo gelatinas (colageno
desnaturado), fibronectina, elastina e laminina, favorecendo o remodelamento vascular
no processo aterosclerético (BORDEN e HELLER, 1997). O meio hiperglicémico induz
um aumento de MMP-1, MMP-2 e MMP-9 (ANDERSON et al., 1996), e seus niveis
estdo de acordo com o estagio do diabetes e a severidade das complicacfes (VERA et al,
2002). As MMP-2 séo sintetizadas pelas células endoteliais, entretanto, como as MMP-9
sdo predominantemente secretadas por macréfagos e um aumento na sua concentragdo
pode ser esperado com o desenvolvimento de complicacfes vasculares em individuos
diabéticos (ALISON et al., 2003).

Lee et al. (2005), em estudo com adultos diabéticos tipo 2, com no maximo 3 anos
de diagndstico, sem complicacdes vasculares, ndo evidenciam em sua populacédo elevagédo
dos niveis séricos de MMP-9, mas sim de MMP-2. No entanto, estudo de Symeonidis et
al. (2013), em criancas diabéticas tipo 1, entre 5 e 15 anos, mostra um significante
aumento da MMP-9 e MMP-2, em amostras lacrimais, sem correlagdes significantes com
0 tempo de doencga ou com os niveis séricos de HbAlc. Estes autores sugerem que seus

achados podem indicar um processo inflamatorio relativamente agudo ativo no sistema

67



lacrimal dos pacientes pediatricos, com progressdo da doenca microvascular (retinopatia
diabética), assim como um remodelamento patoldgico localizado.

Em estudo de Thrailkill et al. 2010, com individuos diabéticos tipo 1, com idade
entre 4 e 40 anos e controle glicémico sub-6timo (HbAlc 8,3+1,8%), as concentracdes
plasmaticas de MMP-9 ndo apresentam diferencas em relacdo ao controle, mas estdo
significantemente elevadas na urina. Segundo os autores, seu estudo demonstra que a
excrecdo urinaria de MMP-9 esté positivamente correlacionada com os niveis de HbAlc
e com o tempo de doenca, sugerindo que sua mensuracdo pode funcionar como um
marcador de nefropatia latente, antecedendo a microalbumindria definida clinicamente.

A monitorizacdo de MMP-9 parece ter utilidade como marcador preditivo de
complicagdes microvasculares do DM1, e a auséncia dessas complicag6es, bem como de
complicacBes macrovasculares aterosclerdticas em nossa populacdo pode justificar os
valores normais encontrados em nosso estudo.

Este estudo tem relevancia por avaliar a presenga de disfungdo endotelial e
alteracOes estruturais iniciais de aterosclerose em criangas diabéticas tipo 1, com faixa
etaria pré-escolar a pré-puberal e tempos de diagnosticos de 1 més a 9 anos, por meio de
métodos ultrassonograficos e dosagem de trés tipos de biomarcadores: de inflamacéo,
disfungdo endotelial e injuria vascular. Existem outros estudos na literatura que fazem o
mesmo, no entanto, de forma menos abrangente.

As limitacGes do estudo estdo relacionadas ao tamanho pequeno da populacéo do
grupo de diabéticos (n=31); critérios de exclusdo mais liberais para os valores de
colesterol total (>200mg/dL) e LDL (>130mg/dL), em relacdo aos preconizados para a
populagdo pediatrica (>150mg/dL e >100mg/dL, respectivamente), podendo a leve
dislipidemia representar fator confundidor no processo de disfuncédo endotelial pelo DM1;
tempo de 3 min para a oclusdo da artéria braquial que pode ndo ter permitido a dilatacédo
maxima potencial da mesma; limitacGes técnicas em relacdo a técnica de IMT (medidas
manuais); e a realizacdo dos exames ultrassonograficos por um Unico examinador, sem

uma avaliacdo da variabilidade entre observadores independentes.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Em conclusdo, nosso estudo sugere que criangas diabéticas com 5 ou mais anos de
diagnostico podem apresentar disfuncdo endotelial e um estado inflamatorio sistémico de
baixa intensidade, embora sem alteracdes estruturais de aterosclerose, estando a
diminuicdo da resposta vasodilatadora correlacionada ao tempo de diagnostico e aos
niveis séricos de HbAlc e glicose de jejum. Os achados ndo sdo tranquilizadores, posto
que a disfuncdo endotelial constitui o passo inicial para o desenvolvimento de doenca
macrovascular aterosclerética com suas complicacdes cardiovascular, cerebrovascular e
vascular periférica na vida adulta que manifestam-se de forma precoce na populacéo
diabética, em relacéo a populacéo geral.

Como a reatividade da artéria braquial parece melhorar com a modificacdo de
fatores de risco e o tratamento com drogas que reduzem o risco cardiovascular, o
conhecimento da ocorréncia de disfuncdo endotelial em diabéticos na faixa etaria
pediatrica estimula a busca e adocdo de estratégias que possam prevenir e atenuar o
processo nesta populacdo, contribuindo, assim, para a redugdo do impacto do Diabetes
mellitus tipo 1 na morbi-mortalidade na vida adulta.

Estudos adicionais sdo necessarios para determinar se a avaliacdo da funcéo
endotelial por FMD e dosagem laboratorial de provas inflamatorias e moléculas de adesdo
constituem ferramentas clinicamente (teis para a estratificacdo do risco cardiovascular
em criancas diabéticas tipo 1, em termos individuais e populacionais, bem como se uma
melhora na funcdo endotelial diminuiria o risco de desenvolvimento de complicacGes

vasculares ateroscleroticas nestes individuos ao longo do curso da doenca.
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9. APENDICE

1 - Termo de consentimento livre e esclarecido
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UNIVERSIDADE DE BRASILIA-HOSPITAL UNIVERSITARIO DE BRASILIA
Laboratdrio de Pesquisa e Centro de Estudos de Doenca Celiaca

Equipe de Pesquisa: aluna de mestrado Antonella Marcia Mercadante de Albuquerque do
Nascimento, Profa. Dra. Lenora Gandolfi, Profa. Dra. Yanna Karla de Medeiros Nobrega,

Prof. Dr. Daniel Franca Vasconcelos, sob a coordenacdo do Prof. Dr. Riccardo Pratesi

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Venho por meio deste termo de consentimento livre e esclarecido, solicitar sua
autorizacdo para a participagdo do menor sob sua responsabilidade,

, Nho projeto de

pesquisa intitulado “Associacio de disfuncio endotelial com alteracdes estruturais
iniciais de aterosclerose e presenca de marcadores séricos sugestivos de inflamacao,
disfuncéo endotelial e injaria vascular em criancas portadoras de Diabetes Mellitus
tipo1”. Este projeto tem como objetivo detectar alteracdes nos vasos sanguineos que
antecedem o estabelecimento do processo de aterosclerose. A aterosclerose leva uma
obstrucdo lenta e gradual dos vasos sanguineos, determinando, na vida adulta, infarto do
miocardio, acidente vascular cerebral, trombose em vasos das pernas, entre outras
doencas com elevada taxa de mortalidade em pessoas diabéticas. Dai a importancia de
verificar-se, 0 mais cedo possivel, o inicio desse processo para que suas consequéncias a
longo prazo sejam evitadas.

Para participar do estudo serdo necessarios a retirada de uma amostra de sangue
das veias do braco, com minimo risco para a salde, como usualmente se realiza nos
exames laboratoriais de rotina, e a realizagdo de 2 tipos de exames com aparelho de
ultrassom (um no braco e outro no pesco¢o), sem dor ou desconforto para o participante.

Os testes serdo realizados por profissionais experientes, sem nenhum custo
financeiro para o participante. Os resultados serdo informados oportunamente ao
responsavel e 0 nome do menor sera mantido em privacidade, sem sua identificacdo em
relatorio ou publicacdo de qualquer natureza. A recusa em participar da pesquisa nao
implicard em qualquer prejuizo na prestacdo de assisténcia pela equipe médica envolvida
e, mesmo apos a assinatura do termo de consentimento, o participante podera abandonar
a pesquisa a qualquer momento, também sem prejuizo algum.

Assine este termo se estiver satisfeito e sem davidas relacionadas as informagdes

acima.
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Em caso de davidas, mesmo ap0s a assinatura, as mesmas poderao ser esclarecidas
pela principal pesquisadora colaboradora, Antonella de Albuquerque do Nascimento pelo
telefone (61)78133888.

Data: / /

Assinatura do responsavel pelo menor participante do projeto

Assinatura do medico
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