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RESUMO

O risco de doenga cardiovascular em mulheres com diabetes tipo 2 (DM2) € cinco vezes
maior que em mulheres ndo diabéticas. Alteracdes no sistema hemostédtico precedem o diabetes e
acompanham a progressdo da lesdo macrovascular. O objetivo deste estudo foi investigar as
alteracdes bioquimicas, hemostéticas e genéticas de mulheres com diabetes tipo 2 segundo o grau
de acometimento da carédtida avaliado pelo Doppler. Foram avaliadas 64 mulheres com diabetes
tipo 2, sendo 25 sem alteracdo no Doppler (intima-média menor que 1mm), 15 com espessamento
de intima-média (maior que 1mm e sem placa) e 24 com placa aterosclerdtica (com estenose menor
que 50%). Como covaridvel foi avaliada a influéncia do uso dos medicamentos mais utilizados
pelas pacientes. Apds andlise e discussdao dos resultados pode-se concluir que a avaliacdo isolada do
petfil lipidico de mulheres diabéticas, apds intervencao clinica e farmacoldgica, ndo permite inferir
sobre o grau de lesdo macrovascular. Todavia, mulheres com diabetes tipo 2 e maior
comprometimento macrovascular apresentam aumento dos niveis plasmdticos de dimero D,
fibrinogénio e notadamente do fator VIII. O aumento dos niveis de PAI-1 ndo estd associado a
progressdo da lesdo macrovascular, bem como a presenga das mutacdes nos genes da enzima
metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR) e da glicoproteina IIla ndo estdo associadas ao diabetes
tipo 2. Os resultados analisados como um todo sugerem, a exce¢do do fibrinogé€nio, dimero D e do
fator VIII, que o agravamento da doenca macrovascular, ainda em estidgio precoce, ndo estd
associado aos parametros laboratoriais avaliados em mulheres com DM2, nas condi¢des deste

estudo.
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ABSTRACT

Risk for cardiovascular disease is five-fold higher in type 2 diabetes women than in women
without diabetes. Increased plasma levels of hemostatic markers precede the development of type 2
diabetes and are associated with macrovascular disease. The aim of this study was to evaluate the
biochemical, hemostatic and genetic5h changes in type 2 diabetes women with different carotid
intima-media thickness assessed by doppler. Sixty four type 2 diabetes women classified into the
following subgroups according to the carotid intima-media thickness were studied: 25 with normal
result (<lmm), 15 intermediate (>1mm and without plaque) and 24 with plaque (stenosis lower than
50%). Influence of medication use was evaluated as a covariant among patients. The results of this
study show that a single assessment of the lipid profile in type 2 diabetes women, after clinical and
pharmacological intervention, do not allow speculation about the macrovascular disease
progression. However, type 2 diabetes women with macrovascular disease present increased plasma
levels of D-dimer, fibrinogen and factor VIII. Elevated PAI-1 levels in type 2 diabetes women are
not associated with macrovascular progression; as well as MTHFR and glycoprotein Illa
polymorphism are not associated with type 2 diabetes. The results taken together, except fibrinogen,
D-dimer and factor VIII, suggest that the worsening of this disease still in an earlier stage is not
associated to the other laboratory parameters assessed in type 2 diabetes women in the conditions of

the present study.
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O diabetes mellitus tipo 2 (DM2) € um distirbio metabdlico de alta prevaléncia que

compromete a qualidade de vida de milhdes de individuos em todo o mundo. Aproximadamente
80% das causas de morte nos diabéticos sdo em decorréncia de eventos trombdticos e 75% desses
sdo eventos cardiovasculares.

O aumento do risco cardiovascular em mulheres diabéticas € maior do que o observado entre
os homens diabéticos, ficando essas mais susceptiveis aos eventos cardiovasculares.

Virias alteragdes no mecanismo hemostatico ja foram descritas no diabetes, porém, ndo se
sabe exatamente a dindmica do desenvolvimento e do agravamento dessas alteracdes. A associa¢do
entre as alteracdes hemostdticas e as complicagcdes microvasculares (nefropatia, retinopatia e
neuropatia) e macrovasculares (doenca arterial coronariana, acidente vascular cerebral e doenga
arterial obstrutiva periférica) decorrentes do diabetes estdo sendo amplamente estudadas, almejando
o desenvolvimento de novas abordagens de controle e tratamento dos individuos diabéticos.

O novo contexto de abordagem do diabetes tem influenciado nos procedimentos adotados
para tratamento. Existem evidéncias que um tratamento mais agressivo, ndo somente a
hiperglicemia, mas também os fatores de risco cardiovascular como hipertensdo, dislipidemia e
obesidade visceral no individuo com DM?2 reduz significativamente a mobi-mortalidade
cardiovascular.

Sabe-se que a evolugdo do diabetes se d4a de forma heterogénea nos individuos acometidos
por esse distirbio e é de grande interesse dos profissionais da 4rea de sadde conhecer as
particularidades envolvidas e, possivelmente, determinantes nesse processo, em nosso meio,
considerando a influéncia de varidveis epidemioldgicas regionais. Portanto, um maior conhecimento
do sistema hemostético é de grande importancia para se estabelecer novas diretrizes para a adogio
de medidas preventivas e profildticas no diabetes.

Pretende-se neste trabalho caracterizar as alteragdes bioquimicas, hemostiticas e
moleculares porventura presentes em mulheres com DM2 em funcido da presenca de alteracdes

macrovasculares, notadamente as carotideas. Ndo € do nosso conhecimento, a existéncia de uma
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abordagem ampla sobre o perfil hemostatico em pacientes com diferentes graus de manifestacdes

clinicas. Tal estudo poderd fornecer importante subsidio para um maior conhecimento dos perfis
hemostatico, lipidico e glicémico em mulheres diabéticas, em nosso meio.

A importancia do presente estudo consiste na investigacdo de pardmetros hemostaticos no
estigio ainda controlado da doenca, em pacientes apresentando diferentes graus de
comprometimento vascular, porém, sem manifestacdes clinicas. O maior grau de comprometimento
vascular incluido no presente estudo consistiu na presenca de placa aterosclerdtica nas carétidas
com estenose inferior a 50%, tendo sido excluidos todos os casos mais graves. Frente a esse
conhecimento, € possivel que medidas profilaticas possam ser adotadas trazendo potenciais
beneficios aos pacientes que ainda nio evoluiram para complicagdes inexordveis e mais graves,
conforme se espera a luz dos conhecimentos atuais, considerando a historia natural da doenca.

O escopo do trabalho tem como prioridade estudar as possiveis alteracdes bioquimicas e
hemostaticas em func¢io do agravamento da doenga sob o ponto de vista do processo de formacao
de placas aterosclerdticas nas cardtidas, em estagio precoce da doenga.

Para a composicdo dos grupos algumas medidas foram tomadas para excluir a presenca de
fatores que pudessem confundir a interpretacdo dos resultados. Fatores de risco sabidamente
conhecidos que interferem na historia natural da doenca foram controlados, tais como controle
lipidico, uso de medicamentos, idade, tabagismo, hipertensdo arterial e controle glicémico. Tais
fatores foram rigorosamente controlados através do ajuste em cada grupo, mantendo percentuais
equivalentes de cada covaridvel, objetivando a composicdo de grupos bastante semelhantes nas
covariaveis. Dessa forma, a classificacdo quanto ao grau de lesdo macrovascular constituiu o ponto
principal entre os grupos.

O planejamento experimental deste estudo excluiu individuos com desequilibrio metabdllico
(forma descompensada do diabetes). Muitos estudos sobre diabetes apresentam resultados

conflitantes justamente por ndo distinguirem a presenca de comorbidades que também contribuem
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para alteracdes no perfil hemostético. Poucos sdo os trabalhos que focalizam pacientes diabéticos

controlados sob o ponto de vista clinico-laboratorial.

Dentro desse contexto, o presente trabalho se propds a investigar a hipdtese de que
alteragdes macrovasculares estdo associadas a exacerbacdo do estado de hipercoagulabilidade, ou
seja, a presenga concomitante de tais alteracdes estaria, possivelmente, relacionada.

Fatores genéticos e/ou adquiridos, ambientais, circunstanciais e familiares podem interferir
sobre a expressdo do distirbio. Assim, o estabelecimento de um estudo fundamentado dentro da
nossa realidade podera trazer respostas mais fidedignas e adequadas, tendo em vista que a grande
maioria do conhecimento sobre o DM, acumulado ao longo do tempo, foi obtido através de estudos
conduzidos fora do nosso meio.

Um melhor conhecimento sobre o diabetes e suas complicacdes macrovasculares poderd
contribuir de forma positiva para o desenvolvimento de novas estratégias para a prevencido e
tratamento do diabetes, além de uma melhor caracterizagdo acerca das alteracdes hemostaticas e

bioquimicas dessa doenga em nosso meio.



2 REVISAO DA LITERATURA



2.1 DIABETES MELLITUS

As grandes mudangas no comportamento humano, no meio ambiente e no estilo de vida tém
acompanhado a globalizagdo, e estdo favorecendo o aumento do nimero de individuos obesos e
diabéticos (Zimmet et al., 2001). O aumento do nimero de individuos diabéticos adquiriu um
carater de ‘“epidemia” nas ultimas décadas. Em 2000, o nimero de individuos diabéticos na
populacdo mundial era de aproximadamente 151 milhdes e a previsdo € de que em 2010 chegue a
221 milhdes e em 2025, 324 milhdes (Cheng, 2005).

Existem dois tipos de Diabetes mellitus que sdo mais prevalentes. O diabetes tipo 1 (DM1)
que se caracteriza pela destruicdo auto-imune das células beta do pancreas, resultando na
deficiéncia absoluta de insulina. O segundo tipo, o diabetes tipo 2 (DM2), que corresponde a
aproximadamente 90% dos casos de diabetes no mundo, se caracteriza pela resisténcia a insulina
e/ou secrecdo reduzida de insulina (Zimmet et al., 2001).

A insulina € um hormoénio que regula a concentracdo de glicose no plasma e que também
apresenta outras fungdes importantes, tais como: estimula o crescimento e a diferenciacio celular;
promove o armazenamento de energia sob a forma de gordura estimulando a lipogénese, a sintese
de glicogénio e a de proteinas, além de inibir a lipdlise, a glicogendlise e a quebra de proteinas. A
deficiéncia ou resisténcia a insulina resulta em um desarranjo nesses processos e produz elevacgio
dos niveis plasmaticos de glicose e lipides (Saltiel and Kahn, 2001).

A epidemia de diabetes estd particularmente relacionada ao DM2. Paradoxalmente, parte do
problema estd relacionado ao melhoramento dos programas de saide publica durante o século 20 e
ao aumento da expectativa de vida. Doencas que ndo sdo de notificagdo compulséria como diabetes
e doengas cardiovasculares sdo, atualmente, os maiores problemas de satde publica, responsdveis
pelas causas do aumento da morbidade e mortalidade no século 21 (Zimmet et al., 2001).

Como os custos envolvidos no tratamento da doenca primdria e no tratamento das

complicacdes sdo muito altos, tem-se investido muito na prevencdo primdria (para reduzir a
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incidéncia de DM) e na prevencdo secundaria (para reduzir as complicacdes imediatas e de longo

prazo). O tratamento da hipertensdo arterial, reducdo dos niveis de colesterol total e triglicérides,
bem como o controle dos niveis de glicemia sdo medidas bésicas para prevenir o desenvolvimento
das complicagdes (Zimmet et al., 2001).

O DM2 estd relacionado com o aumento do risco de complicacdes microvasculares e
macrovasculares (Nazimek-Siewniak et al., 2002). As formas mais prevalentes das complicagdes
microvasculares sdo a nefropatia, a retinopatia e a neuropatia; ja dentre as macrovasculares,
destacam-se a doenga arterial coronariana (DAC), o acidente vascular cerebral (AVC) e a doenga
arterial obstrutiva periférica (DAOP) (Brownlee, 2001).

Homens e mulheres diabéticos apresentam elevado risco para DAC, com duplicagio do risco
total para homens, comparando com homens sem diabetes, e um aumento de cinco vezes para
mulheres quando comparadas com mulheres ndo-diabéticas. O aumento do risco cardiovascular
para mulheres diabéticas ja foi confirmado por vérios estudos epidemiolégicos (Sowers et al., 2001,
Koerbel and Korytkowski, 2003).

A incidéncia de DM?2 entre homens e mulheres é a mesma quando os fatores de risco, como
a obesidade, sdo levados em consideracdo, e ndo ha influéncia do género na progressdo da doenca
(Resnick and Howard, 2002).

Entre os individuos ndo diabéticos, as mulheres apresentam um risco cardiovascular menor
que o dos homens. De fato, o diabetes “anula” o efeito protetivo da mulher em relaciio a doenga
cardiovascular. Nas mulheres o controle glicémico é afetado pela alta incidéncia de distdrbios
alimentares, uso de contraceptivo hormonal, menstruacdo, gravidez e climatério. Outros fatores
também contribuem para aceleracdo do risco de DAC em mulheres com diabetes, tais como,
hipertensdo arterial, dislipidemia, obesidade central, depressdio e baixo nivel sdcio-econdmico
(Koerbel and Korytkowski, 2003).

Mulheres com niveis normais de estrégeno, geralmente, apresentam baixo risco

cardiovascular. Na menopausa, com a reduc¢do do estrégeno, observa-se aumento do LDLc, reducio
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do HDLc, aumento na deposi¢do de gordura abdominal e hipertensdo. Todo esse fendmeno é

acompanhado pelo aumento da idade (Resnick and Howard, 2002).

Pacientes com diabetes sdo significativamente mais pesados que os pacientes ndo-diabéticos.
O acumulo de gordura visceral estd mais associado a disfuncdo do controle glicémico do que a
gordura subcutinea. Estudos epidemioldgicos ja observaram que ndo € possivel distinguir os dois
tipos de acumulo de gordura com o uso da medida da circunferéncia abdominal, embora essa
medida esteja associada ao diabetes. O indice de massa corporal (IMC) é a medida mais fidedigna

para expressar tamanho corporal (Resnick and Howard, 2002).

2.2 FATORES DE RISCO PARA LESOES VASCULARES NO DIABETES

O DM2 ¢ uma doenca multifatorial que mostra heterogeneidade em muitos aspectos. O
DM2 pode ser caracterizado como um distirbio metabdlico que associa a hiperglicemia a um
conjunto de fatores de risco cardiovasculares que incluem hiperinsulinemia, dislipidemia,

hipertensao, obesidade visceral, microalbumindria e hipercoagulabilidade (Zimmet et al., 2001).

2.2.1 Hiperglicemia

A hiperglicemia causa anormalidades no fluxo sangiiineo e aumenta a permeabilidade
vascular. Quatro principais hipéteses sobre como a hiperglicemia causa as complica¢des micro e
macrovasculares vém sendo estudadas (Brownlee, 2001).

1) Aumento do fluxo da via do poliol
A aldose redutase (EC 1.1.1.21) tem uma baixa afinidade pela glicose em concentracdes fisiologicas

e o metabolismo da glicose por essa via ocorre, normalmente, em baixa porcentagem. Porém, em
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situacdes de hiperglicemia ocorre o aumento da conversdo enzimatica conduzindo a formacgado de

sorbitol que é oxidado a frutose e a redu¢do de NADPH. Muitos mecanismos tém sido propostos
para explicar o efeito deletério induzido pela hiperglicemia no fluxo da via do poliol, dentre estes se
destacam o estresse oxidativo induzido pelo sorbitol, reducdo da atividade da enzima
(Na"™+K")ATPase, aumento do NADH/NAD™ citosélico e redu¢io do NADPH citosélico. Vdrios
estudos clinicos tém questionado a relevancia desse mecanismo em humanos, entretanto, um estudo
multi-dose com placebo confirmou que a inibicdo da aldose redutase reduz a nefropatia diabética
(Brownlee, 2001).

2) Aumento da formagdo dos produtos finais de glicacdo avancada (AGEs)
Os AGEs sao encontrados em grandes quantidades nos vasos da retina e do glomérulo renal de
diabéticos. Os AGEs podem ser originados pela auto-oxidac¢do da glicose a glioxal, decomposicao
dos produtos de Amadori a 3-deoxiglicosona, e pela fragmenta¢do do gliceraldeido 3-fosfato e
fosfato de dihidroxiacetona em metilglioxal. A producdo de AGEs causa lesdo celular por trés
mecanismos: primeiro, as proteinas intracelulares modificadas pelos AGEs possuem funcio
alterada; segundo, componentes da matriz extracelular modificados pelos AGEs interagem de forma
anormal com outros componentes da matriz; terceiro, proteinas plasméticas modificadas por AGEs
ligam aos receptores de AGEs nas células endoteliais, mesangiais e macréfagos, induzindo a
producdo de espécies reativas de oxigénio (Brownlee, 2001).

3) Ativacdo das isoformas da proteina quinase C (PKC)
A hiperglicemia promove o aumento de diacilglicerol (DAG) que ativa PKC. A ativagdo de PKC
tem um nimero de conseqii€ncias patogénicas tais como a reducdo da expressdo de 6xido nitrico
sintase endotelial (e-NOS) e de endotelina-1 (ET-1), aumento do fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF), aumento do fator de crescimento transformador beta (TGF-B), aumento do
inibidor do ativador do plasminogénio tipo 1 (PAI-1), do fator de transcrigdio NF-kappaB e de
NADPH oxidase (Brownlee, 2001).

4) Aumento do fluxo da via de hexosaminas
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A ativacdo da via de hexosaminas pela hiperglicemia pode resultar em vérias mudangas na

expressdo génica e na fungdo de proteinas, que juntas contribuem para a patogénese de
complicacdes diabéticas (Brownlee, 2001).

Estudos recentes apontam que os quatro mecanismos patogénicos refletem um udnico
processo induzido pela hiperglicemia que € a produgdo excessiva de superdxidos pela cadeia de
transporte de elétrons mitocondrial (Brownlee, 2001).

Frente a esse cendrio, torna-se necessario evidenciar esfor¢os no monitoramento dos niveis
plasmaticos de glicose para minimizar os efeitos deletérios causados pela hiperglicemia,
principalmente, através da dosagem da glicohemoglobina (HbAlc). Atualmente, esse marcador é
utilizado para monitorar os pacientes diabéticos e ndo para fazer diagndstico. A quantidade de
hemoglobina glicada é proporcional ao tempo e a concentracdo de glicose referente a um periodo

retrospectivo de 4 a 12 semanas (Genuth et al., 2003).

2.2.2 Hiperinsulinemia

Os individuos com DM2 podem apresentar um quadro de resisténcia a insulina e/ou
secrecdo reduzida de insulina (Zimmet et al., 2001). Especificamente na resisténcia a insulina,
observa-se o desenvolvimento de hiperinsulinemia, essa resultante de uma maior secrecido de
insulina pelas células beta-pancreaticas, atuando como um mecanismo compensatério do organismo
(Kopelman, 2000).

O periodo de resisténcia a insulina geralmente precede o aparecimento do DM2, e esse
periodo pode durar vérios anos. A hiperinsulinemia compensatéria também estd associada a baixos
niveis de estrogenos e altos niveis de andrégenos. Embora os eventos cardiovasculares sejam
relativamente raros na pré-menopausa, os fatores de risco antes da menopausa podem acumular ao

longo dos anos e somente se tornarem aparentes na pds-menopausa (Resnick and Howard, 2002).
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O papel da hiperinsulinemia como um fator de risco independente para doenca

cardiovascular ainda ndo foi esclarecido. Seu efeito, aparentemente, ndo é em decorréncia do efeito
téxico direto da insulina (Meigs et al., 2000).

A insulina apresenta efeito anabolizante, possivelmente, pela ligacdo aos receptores do fator
de crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGF-1). Dessa forma, o aumento da atividade
mitogénica nas situagdes de hiperinsulinemia pode ser um fator que contribui para o
desenvolvimento da aterogénese, promovendo a proliferacdo de células musculares lisas dos vasos
(DeFronzo, 1997).

A insulina também estd envolvida no metabolismo de lipides a qual é responsivel pela
regulacdo da transcri¢do da lipase lipoproteica, enzima que hidrolisa os triglicérides presentes nas
lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL) e nos quilomicrons (DeFronzo, 1997, Ruotolo and
Howard, 2002). Alteracdes na concentracdo e na funcionalidade da insulina promovem

anormalidades no metabolismo lipidico favorecendo as complicacdes macrovasculares no diabetes

(Kopelman, 2000, Saltiel and Kahn, 2001).

2.2.3 Dislipidemia

A dislipidemia, isoladamente, constitui um importante fator de risco para a doenca
cardiovascular. A associacdo de dislipidemia a hipertensdo e/ou diabetes aumenta aproximadamente
em 20% o risco da ocorréncia de um evento cardiovascular (DeFronzo, 1997).

A dislipidemia nos pacientes com diabetes apresenta algumas caracteristicas particulares.
Muitas evidéncias indicam que as alteracdes qualitativas nas lipoproteinas sdo mais expressivas que
as alteracdes quantitativas (Goldberg, 2001).

As complicacdes macrovasculares no diabetes se devem principalmente & formagao de

placas aterosclerdticas. Algumas teorias sobre os mecanismos da aterosclerose em diabéticos t€ém
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sido baseadas nas mesmas propostas para a populacdo ndo-diabética. As placas aterosclerdticas de

pacientes diabéticos parecem ser morfologicamente muito similares as dos individuos nao-
diabéticos. As duas teorias principais propostas para os fatores iniciadores associados a
aterosclerose sdo: primeiro, a alteragdo dos lipides plasmaticos e hipercolesterolemia e,
conseqiientemente, a formacdo de extensas lesdes ricas em lipides sem evidéncias de perda do
endotélio e presenca de trombos; e segundo, a lesdo endotelial num estado de normocolesterolemia
como fator iniciador, sendo que essa lesdo ocorre em locais de fluxo turbulento, como na entrada de
um vaso ramificado ou nas se¢des de vasos adjacentes aos que t€m estenose por aterosclerose
(Winocour, 1994).

Na sindrome metabdlica os principais componentes associados a dislipidemia sdo: aumento
de triglicérides de jejum e pods-prandial, reducdo da lipoproteina de alta densidade (HDLc) e
aumento da lipoproteina de baixa densidade (LDLc) (Ruotolo and Howard, 2002). A dislipidemia
observada nos individuos com DM2 ¢ caracterizada por aumento de triglicérides e redugdo de
HDLc. Contrariamente, os niveis de LDLc nido diferem entre os individuos com e sem DM?2
(Resnick and Howard, 2002). Entretanto, acredita-se que as particulas de LDL de pacientes
diabéticos sejam mais aterogénicas devido a alteragdo na composi¢ao, glicacao e susceptibilidade a
oxidacdo. Sabe-se, também, que essas particulas de LDL sdo menores e mais densas (Goldberg,
2001, Resnick and Howard, 2002).

O aumento de triglicérides e, conseqiientemente do VLDL, deve-se, em parte, a deficiéncia
relativa da lipase lipoproteica endotelial, que € uma enzima regulada pela insulina (Goldberg, 2001,
Ruotolo and Howard, 2002).

Além da regulacio exercida pela insulina, a disfun¢do endotelial também favorece
hipertrigliceridemia, uma vez que a enzima lipase lipoproteica endotelial encontra-se também
reduzida nessa situag@o. Dessa forma, hd um favorecimento da formacdo de placas aterosclerdticas;
em linhas gerais € a lesdo microvascular favorecendo a progressdo da lesdo macrovascular

(Kashiwazaki et al., 1998, Yudkin, 1999).
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Existem vdrias razdes para a reducdo do HDLc nos individuos diabéticos. A hipdtese mais

difundida se deve a hipertrigliceridemia que faz com que a particula de HDL substitua o colesterol
pelo triglicérides no transporte plasmético. Como o HDL mensurado laboratorialmente é o HDLc,
esse € encontrado reduzido. O sedentarismo, a obesidade e o tabagismo também ocasionam reducio
do HDLc (Goldberg, 2001).

A manutencdo dos niveis plasmdticos ideais dos lipides constitui um dos objetivos do
tratamento dos individuos diabéticos justamente para evitar a progressdo das complicacdes
macrovasculares secunddrias ao diabetes (Goldberg, 2001).

Os beneficios do tratamento com estatinas (inibidores de 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima
A redutase — HMG-CoA) nio estdo restritos a redugdo dos niveis de colesterol. Evidéncias clinicas
e experimentais t€m mostrado que as estatinas também atuam sobre o endotélio aumentando a
biodisponibilidade do 6xido nitrico (NO), estabilizam e reduzem a placa aterosclerética, regulam a
angiogénese, reduzem a resposta inflamatdria e apresentam propriedades antitromboticas (Undas et
al., 2005, Ibanez et al., 2007).

Particularmente em pacientes diabéticos com DAC, vdrias anormalidades nas concentragdes
e na composi¢do de lipoproteinas ja foram descritas na literatura (Roselli della et al., 2003).

Alguns estudos ja demonstraram que a lipoproteina (a) [Lp(a)] é um fator de risco
independente para a DAC. A Lp(a) consiste de uma particula de LDL modificada, ligada por uma
ponte dissulfeto a apolipoproteina a (apo-a). A Lp(a) é encontrada em placas ateroscleréticas e
apresenta propriedades trombogénicas devido a alta homologia estrutural da apo-a com o
plasminogénio. Entretanto, o mecanismo pela qual a concentracio de Lp(a) aumenta em individuos
diabéticos permanece obscura (Morishita et al., 1996).

A apolipoproteina A-I (apoA-I) é a principal proteina do HDL, correspondendo a 45% de
sua massa molecular. A reducdo dos niveis de HDLc estd diretamente relacionada a redugdo dos

niveis de apoA-I (Frank and Marcel, 2000).
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A apolipoproteina B (apoB) € a principal proteina do LDL, IDL, VLDL e quilomicrons. Os

niveis de apoB estimam bem o total de massa de particulas aterogénicas. Altos niveis de apoB sdo
comumente encontrados em individuos normocolesterolémicos, sugerindo que nem todos 0s riscos
cardiovasculares relacionados aos lipides possam ser estimados pela determinagdo convencional do
petfil lipidico (Relimpio et al., 2002). Vdrios estudos ja demonstraram que a producdo hepdtica de
apoB estd aumentada em pacientes diabéticos (Goldberg, 2001). A apoB estd sendo reconhecida
como melhor preditor de risco para eventos cardiovasculares do que o LDLc (Walldius and
Jungner, 2006).

As apolipoproteinas B e A-I e a relacdo apoB/apoA-I estdo sendo descritas como melhores
preditores de eventos cardiovasculares do que o LDLc e permanecem com o poder preditivo mesmo
em pacientes que fazem uso de terapia para controle lipidico (Walldius and Jungner, 2004).

Outra vantagem do uso do indice apoB/apoA-I é de caracter metodolégico. ApoA-I e apoB
sdo mensuradas diretamente no soro, enquanto que o LDLc, principal marcador utilizado para
nortear o tratamento para dislipidemia, ¢ um parametro calculado pela dosagem de colesterol total,
triglicérides e HDLc usando a férmula de Friedewald, vdlida somente para triglicérides abaixo de
400mg/dL. Os niveis de triglicérides sofrem grande influéncia pelo tempo de jejum realizado antes
da coleta de sangue e o coeficiente de variacdo ocila entre 5 a 10%. Ja os erros nas dosagens das
apolipoproteinas sdo inferiores a 5% (Walldius and Jungner, 2006). Pacientes com aumento de
triglicérides podem apresentar valores de HDLc mais baixos por deslocamento do colesterol por
triglicérides ligado a molécula de HDL.

A apolipoproteina E (apoE) é um componente estrutural do LDL, IDL, VLDL, HDL e
quilomicrons. Em humanos, a apoE € uma proteina polimoérfica com trés isoformas predominantes,
E2, E3 e E4. Para a maioria das populacdes, individuos com apoE2 apresentam niveis mais baixos
de colesterol quando comparados com os individuos que apresentam apoE3, enquanto que

individuos com apoE4 apresentam niveis aumentados de colesterol, especialmente LDLc (Ou et al.,
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1998). Aumento dos niveis de LDLc decorrente da presenca de apoE4 estd associado ao aumento de

DAC (Ou et al., 1998).

Embora alguns estudos ja tenham observado que a freqii€éncia do polimorfismo para apoE
em individuos diabéticos (Leiva et al., 2005) é a mesma encontrada na populacdo nao-diabética, a
presenca da isoforma E4 pode ter maior freqii€ncia nos individuos estratificados segundo a presenca
de lesdao ateromatosa em individuos diabéticos, correlacionando positivamente com o agravamento

da doenca.

2.2.4 Hipertensao arterial

As disfungdes do endotélio vascular estdo relacionadas a fisiopatologia de varias doencgas
cardiovasculares, hipertensio e diabetes, e t€m sido definidas como uma alteracdo no balanco de
fatores relaxantes e contrateis (Ouvina et al., 2001).

Estima-se que a hipertensdo arterial sisttmica (HAS) acometa cerca de 70% dos individuos
com DM2 (Dodson, 2002) e esses, geralmente, apresentam controle glicémico ineficaz e
dislipidemia. Outra estimativa expressiva ¢ de que mais de 75% das complicacdes cardiovasculares
nos pacientes diabéticos podem ser atribuidas a hipertensio (Sowers et al., 2001).

A hipertensdo arterial produz um efeito de estresse por cisalhamento sobre as células
endoteliais vasculares e isso pode alterar a producio e/ou liberacdo de substincias vasoativas como
o 6xido nitrico (NO). Citocinas inflamatérias como a interleucina 1 (IL-1) e o fator de necrose
tumoral (TNF) exercem varios efeitos sobre o endotélio e podem levar a um estado pré-trombdético
e pro-inflamatorio e estimular a producao de NO através da i-NOS - NO sintase induzida (Ouvina et
al., 2001).

Um estudo longitudinal de 14 anos observou que a hipertensdo ¢ um fator de risco para as

complica¢des micro e macrovasculares. Enquanto a hiperglicemia favorece o aumento da incidéncia
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de complicacdes microvasculares, a hipercolesterolemia favorece as macrovasculares (Nazimek-

Siewniak et al., 2002). Sabe-se também que a reducdo da pressao sistélica em até 130mmHg para
pacientes diabéticos proporciona uma redugdo das complicagdes macro e microvasculares (Resnick
and Howard, 2002). Para individuos com DM?2, as recomendacdes em relacdo ao controle da
pressdo arterial sdo para sejam alcancados os niveis de 130/80mmHg ou menos para a redugdo da
progressao da nefropatia diabética (Chobanian et al., 2003).

Os fatores de risco mais importantes para o AVC em individuos diabéticos sao,
respectivamente, idade superior a 60 anos, sexo masculino e hipertensdo (Davis et al., 1999).

A normalizagdo da pressdo arterial, a redu¢do da microalbumintria e a prevencdo da
nefropatia s@o os principais objetivos da terap€utica anti-hipertensiva nos individuos diabéticos,

reduzindo o risco de lesdes micro e macrovasculares (Resnick and Howard, 2002).

2.2.5 Microalbuminuria

Nos pacientes com DM, a microalbumintria indica aumento da filtracdo glomerular e da
excrecdo urindria de albumina, fase que precede a nefropatia diabética caracterizada pela
insuficiéncia renal e proteinuria, estando assim associado a microangiopatia. No DM2 ha uma forte
associacdo entre microalbumintria e risco de doenga cardiovascular, que € independente dos fatores
de risco convencionais como hipertensdo e tabagismo, sendo paradoxalmente um preditor de
macroangiopatia e de mortalidade cardiovascular em pacientes com DM2 (Fioretto et al., 1998,
Sowers et al., 2001, Stehouwer et al., 2002).

Mais de 30% das pessoas quando sdo diagnosticadas para o diabetes ji4 apresentam
albumintria no exame de urina. Estima-se que cerca de 75% dessas pessoas apresentam

microalbumindria e 25% apresentam nefropatia diabética (Tobe et al., 2002).
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Um estudo correlacionando fator von Willebrand soldvel (fvW) e trombomodulina soltvel

(TM) — marcadores de lesao vascular — com albumintiria observou que a albumintria em individuos
diabéticos nao é somente um indicador de nefropatia (lesdo renal), mas sim um indicador de lesio
vascular sist€émica (Hirano et al., 2000).

A presenca de microalbumindria pode ser considerada como um preditor do agravamento da
nefropatia diabética e um fator de risco independente para a doenca cardiovascular (Fioretto et al.,
1998, Tobe et al., 2002).

A prevengdo da microalbuminiria nos DM1 e DM2 pode ser alcangada através de um bom
controle glicémico e controle da pressdo arterial com o uso de medicamentos anti-hipertensivos

(Tobe et al., 2002).

2.2.6 Hiperhomocisteinemia

O risco elevado de mortalidade por doenga cardiovascular ndo é totalmente explicado pelos
fatores de risco tradicionais como dislipidemia, tabagismo e hipertensdo. A hiperhomocisteinemia
também € um fator de risco reconhecido para o desenvolvimento de aterosclerose e trombose
(Glueck et al., 1995) e no diabetes pode ser um agravante.

A homocisteina, que € um indutor de lesdo endotelial, pode atuar agravando as complicacoes
micro e macrovasculares. Muitos estudos tém sido conduzidos para avaliar a influéncia da
hiperhomocisteinemia e da presenga do polimorfismo no gene da enzima metilenotetrahidrofolato
redutase (MTHFR) na evolug¢do da nefropatia diabética (Neugebauer et al., 1998, Mazza et al.,
2000, Noiri et al., 2000).

A MTHEFR € uma enzima envolvida na via de transmetilacdo na qual a homocisteina é
convertida a metionina. O polimorfismo C677T no gene da enzima MTHFR leva a uma variante

termolabil que predispde a hiperhomocisteinemia (Neugebauer et al., 1998).
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Como muitos nefrologistas suspeitam que alguns pacientes com nefropatia diabética

evoluem para hemodidlise mais rapidamente que outros, mesmo estando sob 0 mesmo controle de
pressdo arterial e glicemia, tem-se investido em estudos que avaliam a influéncia da
hiperhomocisteinemia sobre a lesdo endotelial. Em um estudo retrospectivo, analisando a presenga
do polimorfismo C677T no gene da enzima MTHFR e o tempo transcorrido entre a detec¢do da
proteindria e o inicio da hemodidlise, pode ser observada uma correlacdo significativa entre a
presenca do polimorfismo e uma progressio mais rapida da lesdo renal (Noiri et al., 2000).

A hiperhomocisteinemia também € comumente observada em pacientes sob hemodiilise, e
tem sido associada a um aumento da freqii€ncia de doenga cardiovascular nesses pacientes. A
presengca do polimorfismo C677T no gene da enzima MTHFR proporciona um aumento mais
expressivo dos niveis de homocisteina nos individuos sob hemodialise. Aparentemente, a
distribuicdo de freqiiéncia do polimorfismo nesses individuos ¢ a mesma observada na populacio

em geral (Fodinger et al., 1997).

2.3 DIABETES E ACOMETIMENTO DE CAROTIDA

A lesdo macrovascular no individuo diabético ocorre de maneira inespecifica. Sabe-se que
ha uma inter-relacdio entre a DAC e a doenga arterial carotidea, sendo assim, o exame de Doppler de
cardtida avalia o risco de AVC e de infarto agudo do miocardio (IAM) (Graner et al., 2006). O
Doppler de carétida € um exame que mostra as artérias carotideas, bem como o fluxo e a velocidade
do sangue no vaso. Trata-se de um exame de ultrassom, uma técnica ndo-invasiva que permite
identificacdo de placas aterosclerdticas e medida da espessura da parede do vaso (intima-média).

A medida da espessura da intima-média da carétida (IMT) estd relacionada com a presenca
de lesdo aterosclerdtica na perna, na aorta e em outras artérias carotideas e ja estd estabelecida como

uma medida de aterosclerose generalizada (Dijk et al., 2006).
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O aumento da IMT estd associado ndo somente a maioria dos fatores de risco para

aterosclerose como hipertensao sistélica, colesterol total e LDLc, tabagismo, PCRus e diabetes, mas
também esta associado ao risco de ocorréncia de eventos cardiacos. Um aumento de 0,19mm no
IMT proporciona um aumento no risco de doenca coronariana de 69% em mulheres e 36% em
homens. J4 o risco de AVC € 8,5 maior em mulheres e 3,6 em homens, com IMT maior ou igual a

1mm, comparado com aqueles com IMT menor que 0,6mm (Zielinski et al., 2007).

2.4 HEMOSTASIA

O sistema hemostético atua de forma a manter o sangue no estado liquido e dentro do leito
vascular, prevenindo a formagdo de trombos e/ou eventos hemorragicos (Lux et al., 2003).

Quando ocorre uma les@o vascular o organismo responde a exposi¢do do subendotélio com
formagdo de um tampao plaquetdrio, geracdo do codgulo de fibrina e deposi¢do de leucdceitos no
local da lesdo que iniciam um processo inflamatdrio. Em seguida tem-se o reparo do local e o
restabelecimento da hemostasia (Furie and Furie, 1992).

Para um melhor entendimento do complexo sistema hemostatico, uma abordagem dos seus

componentes € apresentada a seguir.
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2.4.1 Endotélio

O endotélio € constituido por uma camada tnica de células endoteliais que revestem
internamente a superficie dos vasos sangiiineos, estabelecendo uma barreira entre o sangue € 0 vaso
sangiiineo (Sumpio et al., 2002).

O endotélio integro contribui para a manutenc¢éo da fluidez do sangue por trés mecanismos:
a) prevengdo de agregacdo plaquetdria; b) presenca de propriedades anticoagulantes e c) estimulo

do sistema fibrinolitico (Quadro 1).

Quadro 1: Propriedades antitrombdticas do endotélio (van, V, 2001)

Prevencao de agregaciao

Propriedades anticoagulantes Sistema fibrinolitico

plaquetaria

Sintese de prostaciclina (PGL;) e  Ligacdo da antitrombina ao sulfato de Sintese e liberagdo do ativador do

prostaglandina E, (PGE,) heparan plasminogeénio tipo tecidual (t-PA)

Expressao na superficie de Sintese e liberacdo do inibidor da via do Sintese induzida do ativador do

ADPase fator tecidual (TFPI) plasminogénio tipo uroquinase (u-
PA) e do inibidor do ativador do
plasminogénio tipo 1 (PAI-1)

Proteoglicanos de superficie Sintese e liberac@o de proteina S (PS) Expressdo de receptores para

(sulfato de heparan) plasminogénio e u-PA

Sintese de 6xido nitrico (NO) Expressao de trombomodulina

Sintese de anexina V
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Na prevencgao da agregacdo plaquetdria, a ativacdo e a adesdo plaquetaria s@o limitadas pela

prostaciclina (PGI,) e pela prostaglandina E, (PGE;) que sdo liberadas pelo endotélio integro depois
da estimulag@o por agentes vasoativos e trombina. O efeito da prostaciclina é ampliado pelo 6xido
nitrico (NO) que também é um vasodilatador. Além disso, a superficie endotelial expressa
ectonucleotidases (como a ADPase) que convertem o ADP, um estimulante das plaquetas, em
adenosina. As cargas negativas dos proteoglicanos, especialmente o sulfato de heparan, repelem as
plaquetas da superficie endotelial e previnem a adesdo plaquetaria. O NO, PGI,, PGE, e adenosina
também induzem vasodilatagdo, fato que dificulta também a formacdo de trombos (van, V, 2001).

O endotélio fornece condi¢des que contribuem para a eficacia da anticoagulacdo natural. O
sulfato de heparan, presente na superficie endotelial, catalisa a ligacdo trombina-antitrombina
formando o complexo trombina-antitrombina (TAT). Da mesma forma, a trombomodulina catalisa
a ativacdo da proteina C (PC) pela trombina a proteina C ativada (PCa), que inativa os co-fatores Va
e VIIa. O endotélio também sintetiza o inibidor da via do fator tecidual (TFPI) que inativa os
fatores VIla e Xa, inibindo a via extrinseca da coagulacio. As células endoteliais produzem ainda a
proteina S (PS), co-fator da PCa. In vitro as células endoteliais sintetizam anexina V, substincia que
cobre os fosfolipides de carga negativa necessdrios na ativacdo da cascata da coagulagdo (van, V,
2001, Sumpio et al., 2002).

Apéds a formacgdo do coagulo de fibrina, o endotélio fornece componentes regulatérios da
fibrindlise para manter a fluidez do sangue. O endotélio sintetiza o ativador do plasminogénio tipo
tecidual (t-PA) que catalisa a conversdo do plasminogénio em plasmina e também regula esse
processo com a sintese do inibidor do ativador do plasminogénio tipo 1 (PAI-1). O endotélio
também expressa sobre a superficie receptores para o plasminogénio e o u-PA — ativador do
plasminogeénio tipo uroquinase (van, V, 2001).

Alteracdes na sintese de NO podem favorecer um estado pré-trombético e contribuir para

aumento da adesdo plaquetdria, aterosclerose, entre outros eventos. J4 o aumento da produgdo de
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NO pela NO sintase induzida (i-NOS) € indicativo de estado inflamatério, que também contribui

para os eventos anteriormente citados (Ouvina et al., 2001).

O processo inflamatério é reconhecido como um fator critico para o desenvolvimento de
processos aterotrombdticos, e a medida da proteina C reativa ultra-sensivel (PCRus) tem mostrado
ser um preditor de risco cardiovascular e um alvo de intervengéo terapéutica (Ridker, 2004).

Uma maneira para avaliar a integridade vascular ¢ através da determinagdo de
trombomodulina plasmética (TM), uma vez que a TM ¢ essencialmente uma proteina de membrana
(Aso et al.,, 2000). Dessa forma, niveis plasmaticos aumentados de TM podem implicar em
evidéncia laboratorial de lesdo endotelial e, indiretamente, reducdo da eficicia do sistema da
anticoagulacao via PC (Weiler and Isermann, 2003).

Particularmente nos pacientes com DM2, o aumento dos niveis de TM parece estar
associado a uma lesdo vascular difusa e ndo tecido-especifica (Hirano et al., 2000).

Outro marcador de lesdo endotelial é o fator von Willebrand (fvW). Em algumas condicdes
como hipertensdo e hiperinsulinemia encontra-se niveis aumentados de fvW, e pacientes com
doenca coronariana submetidos a tratamento para redugdo da hipercolesterolemia apresentam
reducdo dos niveis de fvW (Blann and Lip, 1998).

A maior parte do fvW ¢ sintetizada pelas células endoteliais, sendo que os dimeros sdo
secretados para o plasma e para o subendotélio, enquanto que os multimeros sdo armazenados nos
corpos de Weibel-Palade, dentro da célula endotelial (Sumpio et al., 2002). Por isso, quando ha
lesdo endotelial, o aumento dos niveis de fvW ¢é marcante e expressa um possivel estado de
hipercoagulabilidade.

A contribui¢do do fvW para a formag¢@o de um trombo ¢ direta pelo fato de mediar a adesao
das plaquetas aos componentes do subendotélio e indireta pela associacdo ao fator VIII prevenindo

o clearance do fator VIII do plasma, permitindo a geracdo de trombina (Ruggeri, 2003).
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2.4.2 Plaquetas

As plaquetas sdo pequenos fragmentos citoplasmdticos de megacaridcitos € ndao possuem
nudcleo. Apresentam forma discéide, didmetro médio de 2 a 3um e vida média de 6 a 10 dias. Apesar
da aparéncia morfolégica simples na microscopia Otica, as plaquetas possuem uma estrutura
funcional complexa, permitindo um rdpido reconhecimento da lesdo vascular, a fim de dar inicio a
formacdo do tampao plaquetério (Steen and Holmsen, 1987, Kottke-Marchant and Corcoran, 2002).

As plaquetas apresentam granulos denominados densos e alfa. Os principais constituintes
dos granulos densos sdo: adenosina difosfato (ADP), adenosina trifosfato (ATP), serotonina e ions
célcio. Os granulos alfa possuem diversos tipos de proteinas normalmente encontradas no plasma e,
especificamente, apresentam o fator 4 plaquetirio (PF4) e a beta-tromboglobulina (B-TG). A
determinacdo dos niveis plasmaticos dessas duas ultimas substancias tem sido utilizada como
marcador de ativagdo das plaquetas (Lux et al., 2003).

A dinamica da formacdo do tampdo plaquetdrio envolve diferentes etapas que incluem
adesdo, mudanca de forma, agregacdo e secrecio de granulos das plaquetas. O objetivo da formagdo
do tampdo plaquetdrio através da interagdo das plaquetas com o subendotélio frente a uma lesdo
endotelial € de isolar o local da lesdo. Esse processo é mediado pela glicoproteina Ib (GPIb) da
plaqueta e o fator von Willebrand (fvW) presente junto ao coldgeno subendotelial (Steen and
Holmsen, 1987, Kottke-Marchant and Corcoran, 2002).

A PGI, sintetizada pelo endotélio integro limita a expansdo do tampdo, evitando a oclusdo
da luz do vaso (Lux et al., 2003).

Ap6s a adesdo das plaquetas ao subendotélio, ocorre uma mudanca de forma das plaquetas e
exposicao de fosfolipides de carga negativa e receptores até entdo internalizados. A liberacdo de
ADP dos granulos densos junto com a mobilizacdo de cdlcio resulta em mudangas conformacionais
na plaqueta que expde a glicoproteina IIbllla (GPIIbIlla) permitindo a interagdo plaqueta-plaqueta,

por intermédio de moléculas de fibrinogénio. Esse processo inicia a agregacdo plaquetdria. A
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secrecdo dos granulos sinaliza o recrutamento de outras plaquetas para a parede do vaso e formagdo

do tampao plaquetario (Kottke-Marchant and Corcoran, 2002).
A avaliacdo da expressdo de GPIIbllla na superficie de plaquetas é uma forma de mensurar
a ativacdo de plaquetas (Kuhne et al., 1995).

Estudos recentes mostraram que um polimorfismo na GPIIla (PI*?

), quando em homozigose,
estd associada com um risco trés vezes maior de doenga cardiovascular isquémica e de quatro vezes

maior de infarto do miocdrdio. A influéncia funcional do polimorfismo sobre a reatividade da

plaqueta permanece sem explicacdo (Pamukcu et al., 2005).

2.4.3 Cascata da coagulacao

A coesdo presente no tampao plaquetério € insuficiente para interromper o sangramento de
vasos de grande calibre ou resistir a pressdo intravascular presente no sistema arterial. Nessas
circunstancias, faz-se necessdrio a formacdo de um codgulo de fibrina, que tem o tampdo
plaquetario como suporte (Lux et al., 2003).

Em condi¢des normais, as proteinas e os componentes celulares envolvidos na coagulacdo
sangiiinea estdo presentes no sangue nas formas inativas. Quando ativados, ocorre uma seqiiéncia
de reacdes que, através da geracdo de proteases, culmina na conversio de fibrinogénio em fibrina
(Furie and Furie, 1992).

O mecanismo pelo qual a coagulagdo € iniciada in vivo, em resposta a um trauma, acontece
através da exposicdo de fator tecidual (FT) que é uma proteina de membrana presente em
abundancia nas células ao redor do leito vascular. O fator VII, na forma ativa ou de zimdgeno, se
liga ao FT e forma um complexo (FT-FVIIa), esse complexo enzimdtico ativa os fatores IX e X

(Rau et al., 2007). Processos inflamatérios induzem a expressdo de FT de mondcitos/macréfagos,
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proporcionando também ativacdo da coagulacdo (Esmon, 2003). Essa via € tradicionalmente

referida como via extrinseca (Dahlback, 2005).

Sabe-se que os termos vias extrinseca e intrinseca nio se aplicam ao funcionamento do
mecanismo de coagulag@o no organismo, entretanto, essa divisdo permanece para a compreensio da
formagdo do codgulo in vitro, para a avaliagdo laboratorial da anticoagulacdo e diagndstico de
disturbios hemorrigicos (Furie and Furie, 1992, Dahlback, 2005).

O mecanismo alternativo pelo qual a coagulagdo pode ser iniciada in vitro € a via intrinseca.
Essa envolve o fator XII, cininogé€nio de alto peso molecular (HMWK) e a pré-calicreina. A
ativacdo se inicia com a unido do fator XII as superficies com carga negativa. H4 uma mudancga
conformacional do fator XII que se torna ativado. O fator Xlla converte a pré-calicreina em
calicreina, e a calicreina também ativa mais fator XII. O complexo trimolecular (XIla, calicreina e
HMWK) € responsdvel pela clivagem do fator XI em Xla. O fator Xla atua sobre o fator IX
formando IXa (Dahlback, 2000, Dahlback, 2005). Essa via é chamada via intrinseca, e a
importancia fisiolégica dessa via ainda ndo estd completamente compreendida. A deficiéncia de
fator XII prolonga o exame de tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPa), mas ndo estd
associada a distirbios hemorrdgicos (Dahlback, 2005). In vivo, especula-se que o fator IX seja
ativado pela trombina. O fator IXa forma um complexo enzimatico com fosfolipides de membranas,
fons célcio e o co-fator VIIla. Esse complexo, denominado tenase ativa o fator X em Xa.

A via comum inicia com a ativagcdo do fator X, que pode ocorrer tanto pela via intrinseca
quanto pela extrinseca. O fator Xa forma um complexo enziméatico denominado protrombinase com
fosfolipides de membranas, ions célcio e o co-fator Va, cujo complexo cliva o fator II (protrombina)
em Ila (trombina) (Furie and Furie, 1992).

Durante o processo no qual a protrombina € convertida em trombina, ha a liberacdo de um
fragmento denominado fragmento 1+2 da protrombina (F1+2). Esse fragmento é um marcador de
geracdo de trombina, e tem sido utilizado para avaliar situacdes onde héd suspeita de estados de

hipercoagulabilidade (Furie and Furie, 1992, Dahlback, 2000, Mascia et al., 2000).
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A trombina é a enzima chave da coagulagcdo, pois é responsavel pela conversdo do

fibrinogénio em fibrina, pela ativacdo de plaquetas, pela ativagdao do fator XIII que estabiliza o
codgulo de fibrina, dentre outras a¢cdes (Dahlback, 2000). A Figura 1 representa esquematicamente
a ativacdo da cascata da coagulagio.

Além da atuacdo no processo hemostético, a trombina regula muitos processos inflamatérios
incluindo expressao de moléculas de adesao de leucécitos sobre o endotélio, ativacdo plaquetdria,
sintese endotelial de fatores pré-trombdticos. A trombina é também um potente fator de crescimento
que estimula a proliferacdo de células endoteliais, fibroblastos e células musculares lisas (Rau et al.,
2007).

A molécula de fibrinogénio apresenta dois dominios D e um dominio E central em sua
estrutura. A trombina converte o fibrinogénio em mondmero de fibrina promovendo a retirada de
dois fragmentos, denominados fibrinopeptideos A e B. A presenca desses peptideos no plasma
também ¢ utilizada como marcador de ativacdo da cascata da coagulacdo (Dahlback, 2000,
Mosesson, 2005). Os monomeros de fibrina se organizam formando uma rede de fibrina fragil que
em seguida é estabilizada pelo fator XlIlla, através da formagdo de ligagdes covalentes entre os
dominios D cruzados. Apds a fibrina cumprir o seu papel ocorre a degradacdo do polimero pela

plasmina (sistema fibrinolitico) levando a formacao do dimero D (Mosesson, 2005) — Figura 2.
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Figura 1 — Representacdo esquematica da ativagao dos fatores da coagulacdo para formagao da fibrina e da regulagdo promovida
pelos anticoagulantes naturais. FT (fator tecidual), TFPI (inibidor da via do fator tecidual).
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Figura 2 - Representacdo esquematica da formagdo da rede de fibrina a partir do fibrinogé€nio e da geragdo do fragmento

dimero D, apés acdo da plasmina.

2.4.4 Anticoagulacao natural

A coagulacdo sangiiinea € potencialmente perigosa e um ponto importante € a regulacao

desse processo para que nao se torne generalizada. Alguns desses mecanismos regulatérios ja foram
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identificados e sdo denominados anticoagulantes naturais. Existem dois grandes grupos: 1)

inibidores de serinoproteases (antitrombina, co-fator II da heparina, inibidor da via do fator
tecidual) e 2) inibidores de co-fatores ativados (PC e PS). Esses mecanismos permitem que a
formacao de fibrina se limite a drea onde ha lesdao endotelial (Dahlback, 2005).

A antitrombina (AT) € um inibidor de serinoproteases. A principal enzima inibida pela AT é
a trombina e as demais serinoproteases inibidas sdo Xa, IXa, XIa e XIla. A molécula de heparina e
outros heparonéides, como o sulfato de heparan presente na superficie da célula endotelial integra,
catalisam a reacdo de inibicdo em mais de 17.000 vezes (Figura 3). Dessa forma, a AT limita a
atividade enzimadtica pro-coagulante excessiva ou indesejavel (Quinsey et al., 2004).

A determinagdo plasmatica do complexo trombina-antitrombina (TAT) é utilizada como um
pardmetro quantitativo da geracdo de trombina, enzima chave no processo de formacao de fibrina

(Lux et al., 2003, Rau et al., 2007).
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Figura 3 — Representacio esquemdtica da inativacdo da trombina pela antitrombina, catalisada pelo sulfato de heparan,

gerando o complexo TAT (TAT: complexo trombina-antitrombina ).

O inibidor da via do fator tecidual (TFPI) apresenta dois dominios, um que inibe o complexo
VIIa/FT e um segundo que inibe o fator Xa. Devido a essa sua caracteristica o TFPI € conhecido
como o inibidor da via extrinseca da coagulacdo (Lux et al., 2003, Dahlback, 2005). A deficiéncia

de TFPI € incompativel com a vida (Dahlback, 2005).
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Desde a década de 80, a via anticoagulante da PC destacou-se como uma importante via

regulatdria do processo de coagulacdo. Essa via anticoagulante inicia quando a trombina se liga a
trombomodulina (TM) presente na superficie da célula endotelial. O complexo ativa a PC quando
essa se encontra ligada ao receptor endotelial de proteina C (EPCR). Quando a PC ativada (PCa)
dissocia do EPCR, ocorre a interacio da PCa com o co-fator PS, e esse complexo enzimético

catalisa a inativacdo dos co-fatores Va e VIlIla — Figura 4 (Esmon, 2000).

Figura 4 — Representacdo esquemadtica da ativagido da PC em PCa e da inativac@o do fator Va pela PCa e o seu co-fator
PS (PC: proteina C; PCa: proteina C ativada; TM: trombomodulina; EPCR: receptor endotelial para proteina C; Va:

fator V ativado; PS: proteina S; Vi: fator V inativo).

As proteinas C e S, bem como os fatores II, VII, IX e X, constituem as chamadas proteinas
dependentes da vitamina K. Essas proteinas apds serem sintetizadas no figado sofrem um processo
de gama-carboxilacdo que confere a molécula uma carga negativa que possibilita a ligacdo ao fon
célcio. A vitamina K € um co-fator nesta reagdo (Furie and Furie, 1992, Dahlback, 2000).

A atividade proteolitica da PCa € regulada predominantemente pelo inibidor da PCa (PCI).
Adicionalmente, o PAI-1 e o inibidor da alfal-protease também sdo capazes de inibir a PCa,
embora no presente momento, o papel desses inibidores ndo estdo completamente compreendidos

na hemostasia (Rau et al., 2007).
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2.4.5 Fibrinolise

Ap6s a reconstituicdo do endotélio, o codgulo de fibrina é degradado pela acdo do sistema
fibrinolitico. O plasminogénio é convertido a plasmina e essa atua sobre a fibrina levando a
formacdo dos produtos de degradacdo da fibrina (PDF) e, em tltimo estdgio, o dimero D (D-Di). O
sistema fibrinolitico também € regulado por ativadores e inibidores (Lux et al., 2003).

Dois ativadores fisiolégicos promovem a ativagdo do plasminogénio: o ativador do
plasminogénio tipo tecidual (t-PA) e o ativador do plasminogénio tipo uroquinase (u-PA). O fator
XIIa, HMWK e pré-calicreina também sdo capazes de ativar o plasminogénio (Lijnen and Collen,
1995).

O sistema fibrinolitico pode ser inibido em dois alvos distintos. O inibidor do ativador do
plasminogénio tipo 1 (PAI-1) inibe os ativadores do plasminogénio (t-PA e u-PA), reduzindo a
geracdo de plasmina. J4 outros inibidores atuam diretamente sobre a plasmina, inibindo a sua acéo
catalitica, como a alfa2-antiplasmina (Rijken, 1995).

A determinacdo dos niveis plasmdticos de D-Di avalia a funcdo do sistema fibrinolitico.
Niveis aumentados indicam uma exarcebagdo da formagdo de fibrina caracterizando um quadro de
hipercoagulabilidade (Matsuo et al., 2000).

O sistema fibrinolitico pode ficar comprometido em situacdes nas quais observa-se presenca

de niveis aumentados de PAI-1. Tal condicdo favorece a permanéncia do codgulo de fibrina e

conseqiientemente o desenvolvimento de trombos (Lux et al., 2003) — Figura 5.
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Figura 5 — Representacdo esquemdtica do sistema fibrinolitico, seus ativadores (XIla, t-PA e u-PA), inibidores (PAI-1 e

alfa2-antiplasmina) e produtos de degradacdo (PDF e D-Di).

A hiperglicemia atua sobre o sistema fibrinolitico estimulando a produg¢do de PAI-I1,
contribuindo para o estado de hipercoagulabilidade no DM (Du et al., 2000).

Alguns estudos mostram que niveis elevados de PAI-1 sdo também um fator de risco
independente para o desenvolvimento do DM2 em individuos saudaveis, isto €, o aumento de PAI-1
precede o desenvolvimento do DM2 (Grant, 2007).

O PAI-1 ¢ sintetizado por varias fontes como as células endoteliais, tecido adiposo e
hepatico. Grandes quantidades de PAI-1 s@o armazenadas nas plaquetas e proporcionam a formacao
de codgulos ricos em plaquetas resistentes a fibrindlise. Vdrias citocinas inflamatdrias como
interleucina 1 (IL-1) e fator de necrose tumoral (TNF) estimulam a sintese endotelial de PAI-1, bem

como fatores de crescimento e hormdnios (estrogeno, trombina e insulina) (Vaughan, 2005).
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2.5 DIABETES E ALTERACOES HEMOSTATICAS

Em geral, pacientes com diabetes apresentam um quadro de hipercoagulabilidade e
hipofibrindlise. Entretanto, correlagdes entre as complicagdes vasculares no diabetes e o grau de
anormalidade do sistema hemostatico ainda ndo foram claramente estabelecidas (Yamada et al.,
2000).

Cerca de 80% dos individuos diabéticos morrem em decorréncia de eventos trombdéticos e
75% dessas mortes resultam de eventos cardiovasculares (Carr, 2001).

Devido a essa condi¢@o clinica, o diabetes representa um importante fator de risco para
trombose arterial, caracterizando-se por um estado de hipercoagulabilidade. Marcadores de
hipercoagulabilidade tais como fibrinopeptideo A (FPA), fragmento 142 da protrombina (F1+2),
complexo trombina-antitrombina (TAT), fibrinogénio, fator tecidual (FT), fator von Willebrand
solivel (fvW), trombomodulina solivel (TM), dimero D (D-Di), inibidor do ativador do
plasminogénio tipo 1 (PAI-1), entre outros, podem se encontrar elevados, fato que evidencia uma
hiperativagdo do sistema hemostatico indicando um favorecimento a formacgéo de fibrina (Aso et
al., 2000, Hirano et al., 2000, Meigs et al., 2000, Yamada et al., 2000, Carr, 2001).

Individuos diabéticos com diferentes graus de complicacdes vasculares e com controle
glicémico similar apresentam alteracdes em alguns marcadores de hipercoagulabilidade como D-Di,
F1+2 e TAT (Yamada et al., 2000). Como a etiologia da complicacdo vascular no diabético é
multifatorial, ndo se sabe se o estado de hipercoagulabilidade € causa ou conseqiiéncia da lesdo
vascular.

Pacientes diabéticos com risco cardiovascular apresentam varios aspectos de distirbios do
sistema hemostitico em comum, tais como (Juhan-Vague et al., 1996):

- hiperatividade das plaquetas e aumento da concentracdo plasmdtica de fvW, que promove

adesdo plaquetdria;
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- aumento da formacdo de trombina;

- altos niveis de fibrinogénio, que promovem agregacdo plaquetiria e induzem mudancas
reoldgicas e formagdo do codgulo de fibrina;

- reducdo da atividade fibrinolitica e aumento dos niveis de PAI-1 que levam a redugdo da
remocao dos depdsitos de fibrina.

Embora a hiperglicemia, a dislipidemia e a hipertensdo possam independentemente causar
lesdo vascular, a disfungéo endotelial pode ser intrinseca ao DM2. Esse quadro pode conduzir a um
estado ativado caracterizado em parte pela ades@o plaquetiria e aumento de agregagcdo (Ouvina et
al., 2001). Em adi¢do, o efeito osmdtico da glicose consiste de um mecanismo pelo qual a
hiperglicemia aumenta a propensdo das plaquetas a agregarem e degranularem (Keating et al.,
2003).

Nao estd claro se as plaquetas interagem mais intensamente com os vasos lesados de
individuos diabéticos, porém, esse fato pode contribuir para uma maior propensdo de eventos
trombdticos arteriais. Muitos estudos avaliando a fung@o plaquetdria in vitro de individuos
diabéticos encontraram aumento da reatividade, aumento do nimero de moléculas das
glicoproteinas Ib e IIbllla e redugdo da fluidez das membranas correlacionada a glicacdo das
proteinas da membrana das plaquetas (Winocour, 1994).

A utilizacdo profildtica de antiagregantes plaquetarios vem sendo discutida e muitas vezes
justificada em alguns pacientes, tendo em vista que o diabetes raramente acontece como fator de
risco isolado para a trombose. Entre os fatores de risco comumente associados com o diabetes,
podem ser destacados: obesidade, tabagismo, hipertensdo arterial, dislipidemia, idade avangada,
infecgdes de repeticdo, imobilizacdes, tumores malignos, mulheres no climatério ou em uso de
contraceptivos orais, entre outros (Cheng, 2005).

Pacientes com diabetes sem um evento prévio de infarto possuem risco de doenga

cardiovascular similar aos individuos nao-diabéticos com histéria prévia de infarto. O tratamento de
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individuos de alto-risco reduz o risco de doengas cardiovasculares e os beneficios sdo similares em

pacientes com e sem diabetes (Mykkanen, 2000).

7z

Outro efeito direto da hiperglicemia no sistema hemostitico é sobre o fibrinogé€nio. A
glicacdo do fibrinogénio leva & formacdo de um codgulo mais denso, com fibras mais finas e

resistentes a fibrindlise — Figura 6. A fibrina glicada liga menos ao t-PA e ao plasminogénio, gera

menos plasmina e aumenta a ligacdo da antiplasmina (Grant, 2007).
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Figura 6 — Fotos de microscopia eletronica de varredura. A ) Estrutura da fibrina formada com fibrinogénio purificado
de individuos controle. B ) Estrutura da fibrina formada com fibrinogénio de individuos diabéticos com controle
glicémico inadequado - o fibrinogénio glicado forma codgulos com fibras mais finas, densas e resistentes a fibrindlise

(Grant, 2007).

O mecanismo relacionado ao aumento de fator VIII/fvW nos individuos com resisténcia a
insulina e DM2 pode estar relacionado a presenca de disfuncdo endotelial e/ou processo
inflamatério (Grant, 2007).

Individuos sauddveis com sindrome matabdlica e pacientes com DM2 apresentam valores

aumentados de fator VII. Esse aumento de fator VII estd relacionado a dislipidemia presente nas
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duas condi¢des. Ha uma correlagdo positiva entre fator VII e triglicérides e uma das hipdteses € de

que parte do fator VII circula no plasma ligado as particulas de VLDL, ricas em triglicérides o que
prolonga a meia-vida plasmatica do fator VII (Grant, 2007).

Niveis aumentados de PAI-1 estdo associados aos componentes da sindrome de resisténcia a
insulina, tais como IMC aumentado, hipertensdo, hipertrigliceridemia e hiperinsulinemia em
individuos sauddveis com resisténcia a insulina, em pacientes com DM?2 e em pacientes com doenga
cardiovascular. O aumento de PAI-1 é um fator de risco independente para o desenvolvimento de
DM2 em individuos saudédveis. Estudos intervencionais mostraram que a perda de peso, exercicios
fisicos e o uso de metformina ocasionam redugdo dos niveis de PAI-1 (Grant, 2007).

A observacdo de que niveis aumentados de PAI-1 precedem o desenvolvimento do DM2
(presenga de resisténcia a insulina e auséncia de hiperglicemia) fornecem evidéncias de que
anormalidades do sistema fibrinolitico ocorrem antes do estabelecimento do DM2 (Grant, 2007).

Atualmente, muito ji se conhece sobre as associagdes entre diabetes e marcadores
hemostaticos, entretanto, pelo fato do diabetes ser uma doenca multifatorial pode-se observar
algumas discrepancias entre os estudos, tornando-se necessario estudos mais delimitados para a

elucidacdo do processo e esclarecimento dos interferentes envolvidos.
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3 OBJETIVOS
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3.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar os perfis bioquimico, hemostético e genético de mulheres diabéticas, porém em

equilibrio metabdlico, com e sem acometimento macrovascular, avaliado pelo Doppler de carétida.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Investigar se ha associagdo entre alteragdes no perfil lipidico, PCRus e homocisteina e os
diferentes graus de lesdo macrovascular, identificados pelo resultado do Doppler de carétida, em
mulheres com DM?2.

» Investigar se ha associagdo entre alteracdes no perfil hemostético e os diferentes graus de
lesdo macrovascular, identificados pelo resultado do Doppler de carétida, em mulheres com DM?2.

» Investigar se ha associacdo entre a presenca do polimorfismo C677T no gene da enzima
MTHER e os diferentes graus de lesdo macrovascular, identificados pelo resultado do Doppler de
car6tida, em mulheres com DM?2.

» Investigar se ha associacio entre a presencga do polimorfismo C677T no gene da enzima
MTHER e os niveis plasmaticos de homocisteina.

> Investigar a presenca do polimorfismo P1** no gene da GPIIla nos diferentes graus de

lesdo macrovascular, identificados pelo resultado do Doppler de carétida, em mulheres com DM?2.
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4 MATERIAL E METODOS
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O presente estudo recebeu parecer favordvel do Comité de Etica em Pesquisa da UFMG —
COEP (Anexo 1) e do Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Santa Casa de Misericérdia de Belo
Horizonte (Anexo 2), como parte integrante de um projeto maior intitulado “Avaliacdo de
pardmetros hemostaticos em pacientes com Diabetes mellitus tipo 2”. Todas participantes
receberam esclarecimento sobre os objetivos do projeto, responderam a ficha clinica e assinaram o

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE.

Um total de 74 pacientes diabéticas foram selecionadas no ambulatério de Endocrinologia

da Santa Casa de Misericordia de Belo Horizonte por equipe médica especializada.

4.1 CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

Critérios de inclusao

- Ser do sexo feminino.

- Faixa etdria entre 40 e 75 anos.

- Diagnéstico clinico de DM2, segundo os critérios da OMS (1999), que incluem glicemia de jejum
igual ou superior a 126mg/dL, ou uso de medicamentos anti-diabéticos.

- Controle glicémico com hemoglobina glicada inferior a 9,0% (método HPLC).

- Concentracao plasmaética de triglicérides inferior a 400mg/dL.

- Exame de Doppler de cardtida para identificagdo do grau de lesdo macrovascular.
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Critérios de exclusio

- Doenca renal cronica - concentragdo de creatinina sérica igual ou superior a 2,0mg/dL (Hirano et
al., 2000), proteindria (microalbuminiria acima de 300mg/g de creatinina) ou clearance de
creatinina inferior & 70%.

- Tratamento de reposi¢do hormonal.

- Bacteridria e hematiiria.

- Tabagismo.

- Fung@o hepatica alterada com fosfatase alcalina (FAL) superior a duas vezes o limite superior de
referéncia (Dufour et al., 2000).

- Historia clinica de tumor maligno, doenga infecciosa aguda, trombose venosa profunda,
tromboembolismo pulmonar, infarto agudo do miocardio, desequilibrio metabdlico, ou uso de

medicamento com efeito sobre a fungdo hemostética.

4.2 CASUISTICA

O célculo do tamanho da amostra para este estudo utilizou como referéncia o estudo
“Importance of hypercoagulability over hyperglycemia for vascular complications in type 2
diabetes”(Yamada et al., 2000) e como desfecho primério o marcador F1+2 do grupo de pacientes
diabéticos com complica¢cdes macrovasculares.

A seguinte formula foi adotada:

X=t.s/Yn e X=A

Onde ;( = 1,69nmol/L; s = 0,59; t=2; e A = 10% da média

O célculo do “n” foi de 48 utilizando ambos 0s sexos no estudo.
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Como o presente grupo se propds a estudar somente um sexo (mulheres) e com

estratificacio da lesdo macrovascular (espessamento de intima e placa), adotamos o “n” de 25 para
cada subgrupo como meta a ser alcangada.

Na andlise post hoc dos dados obtidos, tendo o fator VIII como desfecho primdrio, a
composi¢do dos subgrupos foi validada com o< 0,05 e B =0,91.

Do total das 74 pacientes selecionadas, posteriormente foram excluidas 10 pacientes devido
a informagdes adicionais ndo concordantes com a consulta clinica e resultados laboratoriais

anormais que poderiam atuar como co-varidveis na andlise dos resultados (Tabela 1)

Tabela 1 — Pacientes excluidas e os critérios adotados

Critérios n
Trombose venosa profunda 2
Hiperprolactinemia 1
Aumento inespecifico de dimero D 1
Tabagismo 2
Recusa em realizar o exame de Doppler 1
DM secunddrio ao uso de medicamentos 2
Infarto agudo do miocardio 1
- Tt 0o

As 64 pacientes que efetivamente participaram deste estudo apresentavam as seguintes

caracteristicas:
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Tabela 2 — Caracterizacio do grupo de estudo

Pacientes com DM2

n 64

Idade (anos) 57,685
IMC (kg/m®) 28,3+5,1
Tempo de DM2 (anos) 5,0(2,0-12,5)
Hipertensao (n, %) 51(79,7)
CRE (mg/dL) 0,89 £0,22

Caracterizagdo quanto ao tamanho (n), idade, indice de massa corporal (IMC), tempo de diabetes tipo 2 (DM2),
hipertensdo e creatinina (CRE), sendo os valores expressos como freqiiéncia absoluta, freqiiéncia relativa, média e

desvio padrdo, mediana e interquartil, quando apropriado.

Como previamente delineado para o trabalho, as pacientes diabéticas foram classificadas de

acordo com o resultado do Doppler de carétida (item 4.5.1), e compuseram os seguintes grupos:

1) Mulheres com DM2 sem alteracio carotidea (Sem alteracao)

Grupo constituido de 25 mulheres com diagndstico prévio de DM2, sem alteragdo macrovascular na

car6tida que ndo apresentaram, no momento da coleta, outras manifestacdes clinicas e laboratoriais.

2) Mulheres com DM2 e espessamento de intima média (Espessamento)

Grupo constituido de 15 mulheres com diagnéstico prévio de DM2, com espessamento de intima

média e auséncia de placa aterosclerdtica (confirmado por Doppler de carétida).
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3) Mulheres com DM2 e placa aterosclerética (Placa)

Grupo constituido de 24 mulheres com diagnéstico prévio de DM2 e com presenca de placa

aterosclerética (confirmado por Doppler de carétida).

Tabela 3 — Caracterizacdo dos subgrupos de acordo com o resultado do Doppler de carétida

DM2

Sem alteracao Espessamento Placa
n 25 15 24
Idade (anos) 552178 56,9+£9,0 60,5+8,4
IMC (kg/m®) 28,6 £4.9 274140 284 +6,0
Tempo de DM2 (anos) 3,0(0,9-9,3) 3,0 (1,6 -9.,5) 11,0 (4,5 — 19,5) # #*
Hipertensao (n, %) 18 (72,0) 11(73,3) 22 91,7)
CRE (mg/dL) 0,90 £0,15 0,84 £0,19 0,90 £ 0,29

Caracterizagdo quanto ao n (tamanho), idade, IMC (indice de massa corporal), tempo de diabetes tipo 2 (DM2),
hipertensdo e creatinina (CRE), sendo os valores expressos como freqiiéncia absoluta, freqiiéncia relativa, média e
desvio padrdo, mediana e interquartil, quando apropriado. Diferenca significativa entre os grupos para p<0,05 (* vs Sem

alteracdo e ** vs Espessamento).

Como descrito anteriormente, este estudo faz parte de um projeto maior. Em um outro
momento, foi composto um grupo-controle de mulheres ndo diabéticas com faixa etaria semelhante
e que nao faziam uso de qualquer medicamento na ocasido da avaliacdo. Apesar do presente estudo
ndo ter sido delineado para um estudo de caso-controle, em alguns momentos, o grupo-controle foi

utilizado para comparagdes.
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Tabela 4 — Caracterizacio do grupo-controle

Grupo-controle

n 12
Idade (anos) 519+43
IMC (kg/m?) 250+33
Hipertensao (n, %) 00
CRE (mg/dL) 0,95£0,25

Caracterizag¢@o quanto ao n (tamanho), idade, IMC (indice de massa corporal), hipertensdo e creatinina (CRE), sendo os

valores expressos como média e desvio padrao, quando apropriado.

4.3 AMOSTRAS BIOLOGICAS

As amostras de sangue venoso foram obtidas entre 8:00 e 10:00h da manha, apds jejum de
12 a 14 horas. A coleta de sangue foi realizada utilizando tubos do sistema Vacuette® (Geiner Bio-
One) sendo 5SmL em tubo sem anticoagulante (para as dosagens bioquimicas), SmL em tubo com
EDTA (para extragdo do DNA) e 4,5mL em tubo com citrato de sédio 3,2% (para as dosagens dos
marcadores hemostaticos).

As amostras de sangue foram centrifugadas a 2500 rpm por 20 minutos. O soro e o plasma
citratado foram aliquotados, identificados e estocados a —70°C até o momento da realizagdo dos

testes.

4.4 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

O delineamento deste estudo foi observacional, analitico e transversal.
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As freqiiéncias dos principais medicamentos utilizados pelas pacientes foram avaliadas, bem

como a influéncia do uso e ndo uso sobre os marcadores laboratoriais.

Os parametros laboratoriais avaliados neste estudo foram:

Parametros bioquimicos

a)
b)
c)
d)
e)
f)

g

h)

i)
k)

)

Glicemia de jejum (GLI) e glicemia pés-prandial (GLI PP)
Hemoglobina glicada (HbAlc)

Colesterol total (CT)

Colesterol presente na lipoproteina de alta densidade (HDLc)
Colesterol presente na lipoproteina de baixa densidade (LDLc)
Triglicérides (TG)

Apolipoproteina A-I (apoA-I)

Apolipoproteina B (apoB)

Lipoproteina (a) [Lp(a)]

Proteina C reativa ultra-sensivel (PCRus)

Homocisteina total (Hcys)

Creatinina (CRE)

Parametros hemostaticos

a)
b)
c)
d)
e)
f)

g

Fator von Willebrand (fvW)

Trombomodulina (TM)

Fragmento 1+2 do protrombina (F1+2)
Dimero D (D-Di)

Inibidor do ativador do plasminogénio (PAI-1)
Fator VII (VII)

Fator VIII (VIII)
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h) Fibrinogénio (FIB)

i) Proteina C (PC)

j) Antitrombina (AT)

Analises genéticas
a) Polimorfismo C677T no gene da enzima MTHFR

b) Polimorfismo da glicoproteina plaquetaria GPIIla

4.5 METODOS

4.5.1 Doppler de carétida

O Doppler de carétida consiste de uma técnica ndo-invasiva que avalia o sistema arterial
carotideo (cardtida externa, interna e comum) através de imagens de ultra-som. A avaliacdo da
estrutura, do fluxo sanguineo, bem como da velocidade do sangue no vaso permitem a identificacio

da espessura da parede do vaso e a presenca de placas ateroscleréticas.

As imagens de ultra-sonografia (US) B-modal das carétidas foram realizadas utilizando um
aparelho eco-color Doppler de alta resolu¢do com transdutor linear de 7,5MHz. Todos os exames e
as andlises das imagens foram realizados por dois examinadores, concordantes quanto a definicdo

dos achados ultra-sonograficos, e que desconheciam os achados clinicos das pacientes.

Resumidamente, as imagens das artérias carotideas direita e esquerda foram avaliadas para a
medida da espessura da intima-média (IMT) e das placas nas proje¢des longitudinal e transversal de
um segmento de 30mm da artéria cordtida comum, na bifurcacdo e em 15mm da artéria cardtida
interna. A medida da IMT se d4 pela visualizacdo do espago entre duas linhas ecogénicas criadas

pela interface entre a luz arterial e a camada intima e entre a camada média e a adventicia e o
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resultado é expresso pela média das medidas. A reprodutibilidade e a acuricia da medida da IMT

foi examinada pela repeticdo do procedimento apds 1 semana em 20 individuos. A diferenga

absoluta média entre as duas medidas foi de 5%.

As pacientes foram agrupadas de acordo com o resultado da US:

- Normal: espessura da intima-média < Imm;

- Espessamento de intima-média: espessura da intima-média > Imm, mas com ausé€ncia de

placa aterosclerdtica;

- Placa aterosclerdtica: presencga de placa aterosclerdtica com estenose < 50%.

Pacientes com estenose de cardtida > 50% foram excluidas, pois este achado equivale a

doenca macrovascular clinica.

4.5.2 Parametros bioquimicos

a) Glicemia de jejum e glicemia pés-prandial (GLI e GLI PP)

A determinacdo da glicemia de jejum foi realizada no plasma fluoretado, pelo método

enzimatico glicose oxidase previamente padronizado, seguindo as instrugdes fornecidas pelo

fabricante em sistema automatizado.

Valor de referéncia: 70 a 99mg/dL (Genuth et al., 2003).
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b) Hemoglobina glicada (HbA1c)

A determinag@o da hemoglobina glicada (HbAlc) foi realizada no sangue total colhido em
EDTA, pelo método de cromatografia liquida de troca idnica (HPLC), seguindo as instrugdes
fornecidas pelo fabricante em sistema automatizado.

Valor de referéncia: 3,4 a 6,5%.

¢) Colesterol total (CT)

A determinag¢do do colesterol total foi realizada no soro, através do uso do conjunto
diagnéstico COLESTEROL (BIOCLIN®), pelo método enzimatico-Trinder (esterase/oxidase),
seguindo as instrugdes fornecidas pelo fabricante. O ensaio foi realizado utilizando-se o aparelho
Cobas Mira Plus® em sistema automatizado.

Valor de referéncia: Desejavel < 200mg/dL

d) Colesterol presente na lipoproteina de alta densidade (HDLc)

A determinagdo do HDLc foi realizada no soro, através do uso do conjunto diagnéstico HDL
DIRETO (BIOCLIN®), pelo método enzimético-Trinder (esterase/oxidase) na presenca de
surfactantes especificos para HDL, seguindo as instru¢des fornecidas pelo fabricante. O ensaio foi
realizado utilizando-se o aparelho Cobas Mira Plus® em sistema automatizado.

Valor de referéncia: Homens > 40mg/dL e mulheres > 50mg/dL
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e) Colesterol presente na lipoproteina de baixa densidade (LDLc)

A determinacdo da concentragdo plasmatica de LDLc foi realizada através da férmula de
Friedewald (LDLc = CT — (HDLc + TGLY/S).
Valor de referéncia: Recomendado para diabéticos < 100mg/dL

Desejavel < 130mg/dL

f) Triglicérides (TG)

A determinagao do triglicérides foi realizada no soro, através do uso do conjunto diagndstico
TRIGLICERIDES (BIOCLIN®), pelo método enzimético colorimétrico, seguindo as instrucoes
fornecidas pelo fabricante. O ensaio foi realizado utilizando-se o aparelho Cobas Mira Plus® em
sistema automatizado.

Valor de referéncia: Desejavel < 150mg/dL

g) Apolipoproteina A-I (apoA-I)

A determinacdo da apoA-I foi realizada no soro, através do uso do conjunto diagndstico
APOLIPOPROTEINA A (BioTécnica®), pelo método turbidimétrico, seguindo as instrugdes
fornecidas pelo fabricante. O ensaio foi realizado utilizando-se o aparelho Cobas Mira Plus® em
sistema automatizado.

Valor de referéncia: 110 a 210mg/dL.
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h) Apolipoproteina B (apoB)

A determinacdo da apoB foi realizada no soro, através do uso do conjunto diagndstico
APOLIPOPROTEINA B (APOB) (BioTécnica®), pelo método turbidimétrico, seguindo as
instrugdes fornecidas pelo fabricante. O ensaio foi realizado utilizando-se o aparelho Cobas Mira
Plus® em sistema automatizado.

Valor de referéncia: 60 a 155mg/dL.

i) Lipoproteina (a) [Lp(a)]

A determinagdo da Lp(a) foi realizada no soro, através do uso do conjunto diagndstico LPA
(BioTécnica®), pelo método turbidimétrico, seguindo as instru¢des fornecidas pelo fabricante. O
ensaio foi realizado utilizando-se o aparelho Cobas Mira Plus® em sistema automatizado.

Valor de referéncia: até 30mg/dL.

j) Proteina C reativa ultra-sensivel (PCRus)

A determinacdo da PCRus foi realizada no soro, através do uso do conjunto diagndstico
PCR TURBILATEX (BioTécnica®), pelo método turbidimétrico, seguindo as instru¢des fornecidas
pelo fabricante. O ensaio foi realizado utilizando-se o aparelho Cobas Mira Plus® em sistema
automatizado.

Valor de referéncia: 0,1 a 2,5 mg/dL
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k) Homocisteina total (Hcys)

A determinag@o quantitativa da homocisteina foi realizada no soro, através do uso do

® Homocysteine (Bayer®), cujo principio analitico é

conjunto diagndstico ADVIA Centaur
quimioluminescéncia, seguindo as instru¢des fornecidas pelo fabricante. O ensaio foi realizado

utilizando-se o aparelho Advia Centaur® (Bayer®) em sistema completamente automatizado.

Valor de referéncia: 5,0 a 13,9umol/L

1) Creatinina (CRE)

A determinacdo da concentrag@o de creatinina plasmadtica foi realizada utilizando soro, pelo
método de cinética colorimétrica, previamente padronizado, seguindo as instru¢des fornecidas pelo
fabricante em sistema automatizado.

Valor de referéncia no soro: 0,4 a 1,4mg/dL.

4.5.3 Parametros hemostaticos

a) Fator von Willebrand (fvW)

A determinag¢do quantitativa do fvW plasmatico foi realizada no plasma citratado, através do
uso do conjunto diagnéstico ASSERACHROM® VWF:Ag (DIAGNOSTICA STAGO®), cujo
principio analitico € ELISA de captura, seguindo as instru¢des fornecidas pelo fabricante. A leitura

a 450nm foi realizada utilizando-se o leitor de ELISA (Multiskan EX® Labsystems).
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O teste de ELISA se baseia na especificidade da ligacdo entre antigenos e anticorpos. Os

antigenos presentes na amostra (no caso, fvW) se ligam aos anticorpos monoclonais especificos
fixados a superficie da placa (anticorpos anti-fvW). Em seguida, anticorpos monoclonais marcados
com uma enzima (no caso, anticorpos anti-fvW marcados com peroxidase) se ligam a outros
determinantes antigénicos. Os anticorpos que ndo se ligam sdo retirados por sucessivas lavagens.
Na préxima etapa, o substrato cromdgeno (tetrametilbenzidina) é adicionado e reage com a enzima
produzindo um produto corado. A reagdo € interrompida com uma solugéo acida e a intensidade de
cor produzida € diretamente proporcional a concentracio do antigeno na amostra.

A curva de calibracdo foi construida utilizando-se o calibrador, fornecido pelo fabricante.
Um controle, também fornecido pelo fabricante, foi utilizado para verificar o desempenho do

ensaio.

Valor de referéncia: 50 a 160 %

b) Fragmento 1+2 da protrombina (F1+2)

A determinagdo do F1+2 plasmadtico foi realizada no plasma citratado, através do uso do
conjunto diagnéstico Enzygnost® F1+2 (Dade Behring®) cujo principio analitico é ELISA de
captura, seguindo as instrugdes fornecidas pelo fabricante. A leitura em 450nm foi realizada
utilizando-se o leitor de ELISA (SpectraMax 340).

O teste de ELISA para determinacdo do F1+2 se baseia no mesmo principio ja descrito para
o fvw.

A curva de calibracio foi construida utilizando-se o calibrador, fornecido pelo fabricante.
Um controle, também fornecido pelo fabricante, foi utilizado para verificar o desempenho do
ensaio.

Valor de referéncia: 69 a 229 pmol/L
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¢) Trombomodulina solavel (TM)

A determinacio quantitativa da TM plasmatica foi realizada no plasma citratado, através do
uso do conjunto diagndstico IMUBIND® Thrombomodulin (American Diagnostica® Inc.), cujo
principio analitico € ELISA de captura, seguindo as instru¢des fornecidas pelo fabricante. A leitura

a 450nm foi realizada utilizando-se o leitor de ELISA (SpectraMax 340).

O teste de ELISA para determinag¢do da TM se baseia no mesmo principio ja descrito para o
fvw.

A curva de calibracdo foi construida utilizando-se o calibrador, fornecido pelo fabricante.
Um controle, também fornecido pelo fabricante, foi utilizado para verificar o desempenho do
ensaio.

Valor de referéncia: ainda nao estabelecido.

OBS: o fabricante informa que mulheres jovens apresentam valor médio de 2,73ng/mL e

que mulheres acima de 60 anos apresentam valor médio de 4,79ng/mL.

d) Dimero D (D-Di)

A determinacdo quantitativa do D-Di foi realizada no plasma citratado, através do uso do
conjunto diagnéstico VIDAS® D-Dimer New (BioMérieux®), cujo principio analitico é o ensaio
imunoenzimatico fluorescente (ELFA), seguindo as instru¢des fornecidas pelo fabricante. O ensaio
foi realizado utilizando-se o aparelho MiniVidas® (BioMerieux®) em sistema completamente

automatizado.
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O teste se baseia na especificidade da ligacdo entre antigenos e anticorpos. A amostra é

incubada com anticorpos monoclonais anti-D-Di (esses anticorpos encontram-se marcados com
fosfatase alcalina). Um cone com anticorpos monoclonais anti-D-Di adsorvidos a superficie aspira a
mistura antigeno-anticorpo marcado, proporcionando a ligacdo do antigeno ao segundo anticorpo
(fixo). Os anticorpos que ndo se ligam sdo retirados por sucessivas lavagens. Na préxima etapa, o
substrato (4-metil-umbeliferil fosfato) € adicionado ao sistema e ocorre entdo a formacdo de um
produto fluorescente cuja leitura é realizada em 450nm. A intensidade de fluorescéncia é
diretamente proporcional a concentracdo do antigeno na amostra.

A curva de calibracdo fornecida pelo fabricante foi confirmada utilizando-se dois
calibradores fornecidos pelo fabricante. Dois plasmas controles foram utilizados para verificar o
desempenho do ensaio.

Valor de referéncia: até 500ng/mL

e) Inibidor do ativador do plasminogénio tipo 1 (PAI-1)

A determinacdo quantitativa do PAI-1 foi realizada no plasma citratado, através do uso do
conjunto diagnéstico IMUBIND® Plasma PAI-1 ELISA (American Diagnostica® Inc.), cujo
principio analitico € ELISA de captura, seguindo as instru¢des fornecidas pelo fabricante. A leitura

em 490nm foi realizada utilizando-se o leitor de ELISA (SpectraMax 340).

O teste de ELISA para determinacio do PAI-1 se baseia no mesmo principio ja descrito para
o fvWw.
A curva de calibragao foi construida utilizando-se o calibrador, fornecido pelo fabricante.

Valor de referéncia: 2 a 47ng/mL
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f) Fator VII (VII)

A determinacdo quantitativa da atividade do fator VII foi realizada no plasma citratado,
através do uso do conjunto diagndstico Neoplastin CI Plus® (Stago®) juntamente com o Plasma
deficiente em fator VII (Stago®), pelo método coagulométrico, seguindo as instru¢des fornecidas
pelo fabricante. As determinacdes foram realizadas utilizando-se o aparelho STA Compact
(Stago®) para sistema automatizado.

O fundamento do ensaio consiste no tempo de protrombina (TP) modificado pela adi¢do de
plasma deficiente em fator VII. Dessa forma, o tempo de formacdo do codgulo € dependente
somente da atividade do fator VII presente na amostra.

A curva de calibracdo foi construida utilizando-se Unicalibrador. Os controles P e N do
mesmo fabricante foram utilizados para verificar o desempenho do ensaio.

Valor de referéncia: 70 a 130%

g) Fator VIII (FVIII)

A determinacdo quantitativa da atividade do fator VIII foi realizada no plasma citratado,
através do uso do conjunto diagnéstico PTT® (Stago®) juntamente com o Plasma deficiente em
fator VIII (Stago®), pelo método coagulométrico, seguindo as instru¢cdes fornecidas pelo fabricante.
As determinagdes foram realizadas utilizando-se o aparelho STA Compact (Stago®) para sistema
automatizado.

O fundamento do ensaio consiste no tempo de tromboplastina parcial ativado (TTPa)
modificado pela adi¢do de plasma deficiente em fator VIII. Dessa forma, o tempo de formagdo do

codgulo é dependente somente da atividade do fator VIII presente na amostra.
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A curva de calibracdo foi construida utilizando-se Unicalibrador. Os controles P e N do

mesmo fabricante foram utilizados para verificar o desempenho do ensaio.

Valor de referéncia: 60 a 150%

h) Fibrinogénio (FIB)

A determinagdo quantitativa do fibrinogénio foi realizada no plasma citratado, através do
uso do conjunto diagnéstico FIBRINOGEN® (Stago®), pelo método coagulométrico de Clauss,
seguindo as instrugdes fornecidas pelo fabricante. As determinagdes foram realizadas utilizando-se
o aparelho STA Compact (Stago®) para sistema automatizado.

O fundamento do ensaio consiste no tempo de formacdo do codgulo de fibrina pela adi¢do
de trombina em excesso ao plasma teste.

A curva de calibragdo foi construida utilizando-se Unicalibrador. Os controles P ¢ N do
mesmo fabricante foram utilizados para verificar o desempenho do ensaio.

Valor de referéncia: 200 a 400mg/dL

i) Proteina C (PC)

A determinagdo quantitativa da atividade da PC foi realizada no plasma citratado, através do
uso do conjunto diagndstico STACHROM Protein C® (Stago®), pelo método cromogénico
cinético, seguindo as instrugdes fornecidas pelo fabricante. As determinagdes foram realizadas

utilizando-se o aparelho STACompact (Stago®) para sistema automatizado.
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No ensaio a PC ¢é ativada & PCa pelo extrato do veneno de vibora (Agkistrodon c.

contortrix). A quantidade de PCa formada é dosada pela sua atividade amidolitica sobre o substrato
sintético CBS 42.46. A liberacdo de paranitroanilina é medida a 405nm.

A curva de calibragdo foi construida utilizando-se Unicalibrador. Os controles P ¢ N do
mesmo fabricante foram utilizados para verificar o desempenho do ensaio.

Valor de referéncia: 70 a 130%

J) Antitrombina (AT)

A determinacdo quantitativa da AT foi realizada no plasma citratado, através do uso do
conjunto diagnéstico STACHROM® Antithrombin III (Stago®), pelo método cromogénico
cinético, seguindo as instrugdes fornecidas pelo fabricante. As determinagdes foram realizadas
utilizando-se o aparelho STACompact (Stago®) para sistema automatizado.

O teste se baseia na formag@o do complexo trombina-antitrombina (TAT) na presenca de
excesso de heparina, sendo que a antitrombina se encontra na amostra e a trombina e heparina nos
reagentes fornecidos pelo fabricante. Apds incubacdo, a trombina residual é dosada pela sua
atividade amidolitica sobre o substrato cromégeno CBS 61.50. A liberagdo de paranitroanilina é
medida a 405nm. A intensidade de cor € inversamente proporcional a quantidade de antitrombina
presente na amostra.

A curva de calibracdo foi construida utilizando-se Unicalibrador. Os controles P e N do
mesmo fabricante foram utilizados para verificar o desempenho do ensaio.

Valor de referéncia: 80 a 120%



59
4.5.4 Analises genéticas

a) Polimorfismo C677T no gene da enzima MTHFR

Para a pesquisa do polimorfismo no gene da enzima MTHFR (C677T) foi utilizada a técnica
da Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR), seguida de digestio com enzimas de restri¢do para
andlise do Polimorfismo de Tamanho de Fragmento de Restricdo (RFLP).

As amostras de DNA foram obtidas a partir de 300uL de sangue total colhido em EDTA,
submetido ao processo de precipitagdo com acetato de amonio (segundo o protocolo e os reagentes
do “Wizard Genomic DNA Purification Kit” — Promega®).

A identificacdo da troca de uma C por uma T na posicdo 677 do gene da enzima MTHFR foi
realizada como descrito previamente (Frosst et al., 1995).

A reacdo de PCR foi executada utilizando-se os oligonucleotideos 5’-TGA AGG AGA AGG
TGT CTG CGG GA-3’ e 5’-AGG ACG GTG CGG TGA GAG TG-3’. As condig¢des da reacdo de
PCR consistiram de 35 ciclos de desnaturacio a 94'C por um minuto, anelamento a 64'C por 30
segundos e extensdo a 72'C por um minuto, precedidos de um passo inicial de desnaturagado a 94'C
por trés minutos e finalizados com um passo de 72'C por 10 minutos.

O produto de PCR de 198pb foi submetido a digestdo com a enzima de restricio Hinf 1
(Promega®). A presenga do polimorfismo cria uma seqiiéncia que a enzima Hinf I reconhece e leva
a quebra do fragmento em duas partes, uma de 175pb e outra de 23pb. Individuos heterozigotos
para o polimorfismo apresentam trés fragmentos (198, 175 e 23pb) e homozigotos possuem os dois
fragmentos (175 e 23pb).

O produto da digestdo foi analisado por eletroforese em gel de poliacrilamida a 6%, seguido
de coloracdo pela prata.

O padrio de peso molecular “1Kb Plus” (Gibco®) foi utilizado como referéncia nas

eletroforeses. Os fragmentos com menos de 100pb nao sio visualizados no gel corado.
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b) Polimorfismo da GPIIIa (P1*)

A andlise do polimorfismo do gene da glicoproteina Illa de plaqueta foi realizado através do
procedimento de PCR-RFLP, utilizando-se os oligonucleotideos e a metodologia descrita por
Pamukcu (Pamukcu et al., 2005), conforme descrito abaixo:

Apés a extragdo de DNA total, uma regido de 282 pares de bases do gene codificador da
GPIlla foi amplificado, utilizando-se os oligonucleotideos 5' GCT CCA ATG TAC GGG GTA
AAC 3" e 5' GGG GAC TGA CTT GAG TGA CCT 3'. As condig¢des da reacido de PCR consistiram
de 35 ciclos de desnaturacio a 94'C por 30 segundos, anelamento 2 55C por 30 segundos e
extensdo 2 72'C por 45 segundos, precedidos de um passo inicial de desnaturacio a 94'C por quatro
minutos e finalizados com um passo de 72°C por 8 minutos.

O produto de PCR de 282pb foi submetido a digestdo com a enzima de restrigio Msp 1
(Promega®). A presenga do polimorfismo cria uma seqiiéncia que a enzima Msp I reconhece e leva
a quebra do fragmento em duas partes, uma de 125pb e outra de 157pb. Individuos heterozigotos
para o polimorfismo apresentam trés fragmentos (282, 157 e 125pb) e homozigotos possuem os
dois fragmentos (157 e 125pb).

O produto da digestdo foi analisado por eletroforese em gel de poliacrilamida a 6%, seguido
de coloragio pela prata.

O padrio de peso molecular “1Kb Plus” (Gibco®) foi utilizado como referéncia nas

eletroforeses. Os fragmentos com menos de 100pb nao sio visualizados no gel corado.

As andlises genéticas foram realizadas no Laboratério de Biologia Molecular do

Departamento de Anélises Clinicas e Toxicoldgicas da Faculdade de Farmédcia da UFMG.
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4.6 ANALISE ESTATISTICA

As varidveis discretas estdo apresentadas como freqii€ncias absolutas e relativas. Para
comparar as varidveis discretas foi usado o teste de X°. Para as varidveis continuas foram calculados
os valores de média e desvio-padrido, mediana e interquartil, quando apropriado. Foi realizada
andlise de variancia (ANOVA) para comparagdo dos grupos e para localizar a diferenca foram
aplicados os testes de Tukey (paramétrico) e Kruskal-Wallis/Dunn (ndo-paramétrico), também
quando apropriado. Os testes ¢ de Student (paramétrico) e Mann-Whitney (nido-paramétrico) foram
utilizados para comparag¢do de dois grupos. Para o marcador D-Di foi realizada transformacio
logaritmica dos dados.

Foram utilizados os programas Prism 3.0., SigmaStat 2.0 e SPSS 13.0.

Valor de p menor que 0,05 foi considerado estatisticamente significativo.
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5 RESULTADOS
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5.1 USO DE MEDICAMENTOS

O levantamento do uso de medicamentos foi realizado tendo em vista dois objetivos:
conhecer o perfil de uso de medicamentos do grupo de estudo e registrar essa informacéo, para caso
fosse necessdrio, realizar uma andlise posterior tendo o medicamento como uma covaridvel dos
resultados laboratoriais. No primeiro momento, o desejado era que os subgrupos apresentassem
freqiiéncias semelhantes quanto ao uso dos grupos de medicamentos. Os medicamentos avaliados
foram os mais utilizados pelas pacientes para o controle glicémico, lipidico e para tratamento de
hipertensao.

Os resultados obtidos estdo apresentados nas Tabelas 5 e 6, a seguir, nas pacientes e nos

subgrupos de acordo com o Doppler de carétida.

Tabela 5 - Uso de medicamentos das pacientes diabéticas

Pacientes com DM2

n 64

Metformina (n, %) 46 (71,9)
Insulina (n, %) 18 (28,1)
Estatina (n, %) 45 (70,3)
Beta-bloq (n, %) 14 (21,9)
IECA (n, %) 34 (53,1)

Tamanho do grupo (n), beta-bloqueador (Beta-bloq), inibidor da enzima conversora de angiotensina (IECA). Os valores

estdo expressos como freqii€ncia absoluta e relativa.
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Tabela 6 - Uso de medicamentos das pacientes diabéticas nos subgrupos de acordo com o Doppler

de carétida

DM2
Sem alteracao Espessamento Placa

n 25 15 24

Metformina (n, %) 17 (68,0) 10 (66,7) 19 (79,2)
Insulina (n, %) 2 (8,0) * 6 (40,0) 10 (41,7)
Estatina (n, %) 17 (68,0) 9 (60,0) 19 (79,2)
Beta-bloq (n, %) 5(20,0) 4(26,7) 5(20,8)
IECA (n, %) 11 (44,0) 9 (60,0) 14 (58,3)

Tamanho do grupo (n), beta-bloqueador (Beta-bloq), inibidor da enzima conversora de angiotensina (IECA). Os valores
estdo expressos como freqii€ncia absoluta e relativa. Diferenca significativa entre os grupos para p<0,05 (* entre os

demais subgrupos).

5.2 PARAMETROS BIOQUIMICOS

Os resultados dos pardmetros bioquimicos obtidos neste trabalho encontram-se nas Tabelas
a seguir. Os dados estdo apresentados com os valores de médias e dos desvios padrio para as

pacientes diabéticas.
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5.2.1 Perfil glicémico

Para avaliagcdo do perfil glicémico das pacientes envolvidas neste estudo, foram avaliados,
conforme o planejamento experimental, os pardmetros glicemia de jejum (GLI), glicemia pés-
prandial (GLI PP) e hemoglobina glicada (HbA1c). Os resultados obtidos encontram-se nas Tabelas

abaixo.

Tabela 7 - Perfil glicémico das pacientes diabéticas

Pacientes com DM2

n 64
GLI (mg/dL) 139,6 £53.4
GLI PP (mg/dL) 130,0 (110,0 — 197,0)
HbAlc (%) 7,7+18

Tamanho do grupo (n), glicemia de jejum (GLI), glicemia p6s-prandial (GLI PP) e hemoglobina glicada (HbA1c).

Tabela 8 - Perfil glicémico das pacientes diabéticas nos subgrupos de acordo com o Doppler de

car6tida comparadas ao grupo-controle

Controle DM2
Sem alteracao Espessamento Placa
n 12 25 15 24
GLI (mg/dL) 92,5 (86,0-97,5) 129,0 (106,5 - 144,8) * 113,0(100,3 —129,8) * 148,5 (107,0 - 178,0) *
GLI PP (mg/dL) 126,0 (106,7 — 183,3) 124,0 (110,5 — 183,5) 152,5 (110,0 — 238,0)
HbAlc (%) 7,113 7,6 12,0 8,4 £2,0 **

Tamanho do grupo (n), glicemia de jejum (GLI), glicemia pés-prandial (GLI PP) e hemoglobina glicada (HbAlc).

Diferenga significativa entre os grupos para p<0,05 (* vs Controle; ** vs Sem alteracao).
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Tabela 9 - Perfil glicEmico das pacientes diabéticas de acordo com o uso de metformina

DM2
Metformina SIM Metformina NAO
n 46 18
GLI (mg/dL) 132,0 (105,0 — 166,0) 122,0 (101,0 — 143,0)
GLI PP (mg/dL) 135,0 (110,0 - 214,0) 122,5 (108,0 — 170,0)
HbAlc (%) 8,0+19 6,8+1,0*

Tamanho do grupo (n), glicemia de jejum (GLI), glicemia pds-prandial (GLI PP) e hemoglobina glicada (HbAlc).

Diferenga significativa entre os grupos para p<0,05 (* vs Metformina SIM).

Tabela 10 - Perfil glicémico das pacientes diabéticas de acordo com o uso de metformina nos

subgrupos de acordo com o Doppler de carétida

DM2
1
. 1 . x
Metformina SIM i Metformina NAO
1
1
1
1
Sem alteracao Espessamento Placa 1 Sem alteracao Espessamento Placa
1
n 17 10 19 8 5 5
GLI (mg/dL) 1350 (122,0-162,3)  109,0 (99,0 -156,0) 1490 (111,3—170,0) 1 1175 (101,5-136,5) 1180 (106,8—127,3) 1480 (93,8 — 187.3)

GLI PP (mg/dL) 126,0 (108,3 —202.,8) 132,0 (112,0 - 240,0) 145,0 (110,0 - 210,0) 122,5 (99,0 - 152,0) 112,0 (106,0 - 118,3) 189,0 (137,3 —284.8)

HbAlc (%) 73+14 83+22 85+%2,1 6,6 £0,6 6,2%0,3 7,7£1,5**

Tamanho do grupo (n), glicemia de jejum (GLI), glicemia pds-prandial (GLI PP) e hemoglobina glicada (HbAlc).

Diferenca significativa entre os grupos para p<0,05 (** vs Metformina NAO / Espessamento).



Tabela 11 - Perfil glicémico das pacientes diabéticas de acordo com o uso de insulina

DM2

Insulina SIM

Insulina NAO

GLI (mg/dL)

GLI PP (mg/dL)

HbAlc (%)

18

147,0 (111,0 - 185,0)

206,0 (124,0 - 268,0)

89(8,2-99)

46

126,0 (103,0 — 150,0)

124,5(108,0 - 170,0) *

6,7 (62-7,5) *
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Tamanho do grupo (n), glicemia de jejum (GLI), glicemia pés-prandial (GLI PP) e hemoglobina glicada (HbAlc).

Diferenca significativa entre os grupos para p<0,05 (* vs Insulina SIM).

Tabela 12 - Perfil glicémico das pacientes diabéticas de acordo com o uso de insulina nos subgrupos

de acordo com o Doppler de carétida

DM2

Insulina SIM : Insulina NAO
1
1
1
1
Sem alteracdo  Espessamento Placa 1 Sem alteracao Espessamento Placa

1

n 2 6 10 : 23 9 14
1
1

GLI (mg/dL) 151,0£17,0 172,8 +123,0 148,3+57,1 1 133,2+37,7 112,7+13,2 1454449
1
1

GLI PP (mg/dL) 241,0 £38,2 2145+ 111,0 190,7 £ 94,6 : 122,0 (104,0-170,0) ~ 112,0(109,5-127,3)  150,5 (102,0 - 192,0)
1
1

HbAlc (%) 8,410,1 9,7+ 1,6 93+24 : 70+13 6,2+04 7,7+ 1,3 **
1

Tamanho do grupo (n), glicemia de jejum (GLI), glicemia pds-prandial (GLI PP) e hemoglobina glicada (HbAlc).

Diferenca significativa entre os grupos para p<0,05 (** vs Insulina NAO / Espessamento).



Tabela 13 - Perfil glicEémico das pacientes diabéticas de acordo com o uso de estatinas

DM2
Estatina SIM Estatina NAO
n 45 19
GLI (mg/dL) 126,0 (100,8 — 156,0) 139,0 (111,5 - 187,3)
GLI PP (mg/dL) 130,0 (109,5 — 198,3) 124,0 (110,5 — 166,5)
HbAlc (%) 7,2 (6,4-8,7) 7,2 (6,2-38.,5)

68

Tamanho do grupo (n), glicemia de jejum (GLI), glicemia pds-prandial (GLI PP) e hemoglobina glicada (HbAlc). Nao

houve diferenca significativa entre os grupos.

Tabela 14 - Perfil glicémico das pacientes diabéticas de acordo com o uso de estatinas nos

subgrupos de acordo com o Doppler de carétida

DM2

Estatina SIM ! Estatina NAO
1
1
1
1
Sem alteracao Espessamento Placa 1 Sem alteracio  Espessamento Placa

1

n 17 9 19 : 8 6 5
1
1

GLI (mg/dL) 1249 +327 127,3£76,2 145,8 + 46,0 1 1553+379 150,8 91,3 149,6 + 66,0
1
1

GLI PP (mg/dL) 115,0 (106,8 - 183,3) ~ 137,0 (107,5-208,5)  170,0 (113,8 - 249,0) : 155,6 £ 53,2 153,3+97,5 152,2 + 69,3
1
1

HbAlc (%) 6,7 (6,3-173) 8,1(6,3-9,1) 8,0 (6,8 -8,9) * : 7,3 (6,6 — 8,4) 62(059-67) 19(72-9)5)
1

Tamanho do grupo (n), glicemia de jejum (GLI), glicemia pds-prandial (GLI PP) e hemoglobina glicada (HbAlc).

Diferenga significativa entre os grupos para p<0,05 (* vs Estatina SIM / Sem alteracio).
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Tabela 15 - Perfil glicémico das pacientes diabéticas de acordo com o uso de beta-bloqueadores

DM2

Beta-bloq SIM

Beta-blog NAO

n 14
GLI (mg/dL) 137,0 (111,0 - 167,0)
GLI PP (mg/dL) 117,0 (110,0 - 214,0)
HbAlc (%) 8,4+26

50

125,5 (103,0 - 156,0)

132,0 (108,0 — 196,0)

75%15

Tamanho do grupo (n), glicemia de jejum (GLI), glicemia pds-prandial (GLI PP) e hemoglobina glicada (HbA1c). Nao

houve diferenca significativa entre os grupos.

Tabela 16 - Perfil glicémico das pacientes diabéticas de acordo com o uso de beta-bloqueadores nos

subgrupos de acordo com o Doppler de carétida

DM2
1
Beta-blog SIM : Beta-blog NAO
1
1
1
1
Sem alteracao Espessamento Placa 1 Sem alteracao Espessamento Placa
1
n 5 4 5 : 20 11 19
1
1
GLI (mg/dL) 154,6 +£40,8 162,0 + 100,6 140,0 £ 61,3 : 129,6 34,8 127,5+75,0 148,3 473
1
GLI PP (mg/dL) 122,0 (109,0-222,8)  126,0 (111,0-226,5)  110,0 (103,0 - 183,0) : 128,0 (105,5-174,5) 1240 (109,0-182,8) 1700 (125,8 —249,0)
1
1
HbAlc (%) 77+15 79+3,1 9,6+32 : 69+1,2 75+1,7 80%15
1

Tamanho do grupo (n), glicemia de jejum (GLI), glicemia pds-prandial (GLI PP) e hemoglobina glicada (HbA1c). Nao

houve diferenca significativa entre os grupos.
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Tabela 17 - Perfil glicémico das pacientes diabéticas de acordo com o uso de inibidor da enzima

conversora de angiotensina (IECA)

DM2

IECA SIM IECA NAO
n 34 30
GLI (mg/dL) 149,1 £ 63,8 128,8 £ 36,5

GLI PP (mg/dL)

HbAlc (%)

138,5 (110,0 — 199,0)

7.4 (6,4-8,9)

125,0 (110,0 — 181,0)

7,0 (6,3-8.4)

Tamanho do grupo (n), glicemia de jejum (GLI), glicemia pds-prandial (GLI PP) e hemoglobina glicada (HbA1c). Nao

houve diferenca significativa entre os grupos.

Tabela 18 - Perfil glicEmico das pacientes diabéticas de acordo com o uso de inibidor da enzima

conversora de angiotensina (IECA) nos subgrupos de acordo com o Doppler de carétida

DM2

IECA SIM IECA NAO
I
Sem alteracdo  Espessamento Placa : Sem alteracdo Espessamento Placa

I
]

n 11 9 14 : 14 6 10
I

GLI (mg/dL) 131,4 £32,6 153,2+102,0 160,5 £ 52,1 : 137,1 £40,5 112,0£ 12,4 127,1 £39,2
I
I

GLI PP (mg/dL) 137,8 £39,1 184,7£99,0 176,0 £81,3 : 156,4 £ 63,9 113,3+94 169,0 £79,1
|
I

HbAlc (%) 69112 84123 83+x16 1 72%173 6,5t1,1 8,5+t24
I
1

Tamanho do grupo (n), glicemia de jejum (GLI), glicemia pds-prandial (GLI PP) e hemoglobina glicada (HbA1c). Nao

houve diferenca significativa entre os grupos.
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5.2.2 Perfil lipidico

Para a anélise do perfil lipidico foi excluida uma paciente pertencente ao grupo Placa que na
triagem nao possuia TG > 400mg/dL mas que apds a execucdo dos métodos apresentou TG acima

deste valor.

Os resultados obtidos encontram-se nas Tabelas e Figuras abaixo.

Tabela 19 — Perfil lipidico das pacientes diabéticas

Pacientes com DM2

n 63

CT (mg/dL) 170,9 £27,4
HDLc (mg/dL) 46,1 +10,6
LDLc (mg/dL) 101,6 £24.,5
TG (mg/dL) 115,7 £50,0
apoA-I (mg/dL) 164,6 = 34,1
apoB (mg/dL) 615+114
apoB/apoA-I 0,39 £0,12
Lp(a) (mg/dL) 25,2+ 18,6

Tamanho do grupo (n), colesterol total (CT), triglicérides (TG), apolipoproteina A-I (apoA-I), apolipoproteina B

(apoB), indice apoB/apoA-I (apoB/apoA-I) e lipoproteina (a) [Lp(a)].
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Tabela 20 — Perfil lipidico das pacientes diabéticas nos subgrupos de acordo com o Doppler de

cardtida comparadas com o grupo-controle

Controle DM2
Sem alteracao Espessamento Placa
n 12 25 15 23
CT (mg/dL) 191,9£394 183,2£25,8 156,3 +26,8 *, ** 166,9 £ 245
HDLc (mg/dL) 49,8 £9,2 438+ 11,1 46,3+ 13,1 484 +7,6
LDLc (mg/dL) 126,4 +34.4 115,8 £21,8 85,7 £ 19,8 *, ** 96,6 £ 22,2 * #*
TG (mg/dL) 78,8+41,6 118,1 £50,9 121,4 £62,5 109,3 £41,0

apoA-I (mg/dL)
apoB (mg/dL)
Indice apoB/apoA-I

Lp(a) (mg/dL)

134,4 (129,5 — 140,4)  156,5 (131,5 — 188.4)

67,1 £12,1 66,0£11,2
0,49 £0,09 0,431+0,12

24,3 (8,9 -50,3) 15,1 (8,0 —30,8)

169,6 (154,1 —196,9) *

58,8 £13,0

0,38 +0,15

30,0 (17,7-43,9)

171,6 (1474 — 197,6) *

58,5£9,5

0,36 £ 0,09 *

19,7 (9,5-36,3)

Tamanho do grupo (n), colesterol total (CT), triglicérides (TG), apolipoproteina A-I (apoA-I), apolipoproteina B

(apoB), indice apoB/apoA-I (apoB/apoA-I) e lipoproteina (a) [Lp(a)]. Diferenca significativa entre os grupos para

p<0,05 (* vs Controle e ** vs Sem alteracio).
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Tabela 21 - Perfil lipidico das pacientes diabéticas de acordo com o uso de metformina

DM2

Metformina SIM Metformina NAO
n 46 17
CT (mg/dL) 169,8 £ 28,5 173,6 24,8
HDLc (mg/dL) 45,2+ 10,6 48,5£10,5
LDLc (mg/dL) 101,3 £26,0 102,6 + 20,5
TG (mg/dL) 116,7 £ 50,7 112,9 + 49,6
apoA-I (mg/dL) 162,8 £34.4 169,1 £34,0
apoB (mg/dL) 61,8+12,6 60,8 8,2
Indice apoB/apoA-1 0,40 £0,13 0,38 £0,10
Lp(a) (mg/dL) 20,2 (9,1 — 37,6) 20,4 (12,5 - 33,7)

Tamanho do grupo (n), colesterol total (CT), triglicérides (TG), apolipoproteina A-I (apoA-I), apolipoproteina B
(apoB), indice apoB/apoA-I (apoB/apoA-I) e lipoproteina (a) [Lp(a)]. Ndo houve diferenca significativa entre os

grupos.
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Tabela 22 - Perfil lipidico das pacientes diabéticas de acordo com o uso de metformina nos

subgrupos de acordo com o Doppler de carétida

DM2
I
Metformina SIM | Metformina NAO
|
I
I
Sem alteracdo  Espessamento Placa 1 Sem alteracdo  Espessamento Placa

I

n 17 10 19 | 8 5 4
I
|

CT (mg/dL) 184,4 £23,4 150,8 £30,8 * 166,8 £25,9 1 180,9+32,1 167,4+12,5 167,0 £ 19,9
|
|

HDLc (mg/dL) 40,6 £9,4 45,5+143 492+179 : 50,5+ 12,1 48,0x11,6 450+5.6
I
I

LDLc (mg/dL) 119,8 +18.9 79,3 +19,1 * 96,3 £23,9 * : 107,4+£26,2 98,6+ 154 98,0+ 14,0
I
I

TG (mg/dL) 119,7 £47.6 130,0£ 71,6 106,9 £40,5 1+ 114,8 £ 60,7 104,2 £39,6 120,3+£47,3
I
I

apoA-I (mg/dL) 153,9 £30,4 164,3£43,1 170,0 £32,7 : 173,7 £ 36,1 169,0 £37,4 162,0 £33,6
I
I

apoB (mg/dL) 68,5110 56,6 £ 14,9 * 58,5£103 * : 60,9 £10,3 63,3£6,8 58,3+16,1
|

. I

Indice apoB/apoA-I 0,46 £0,11 0,38+£0,17 0,36 £0,09 * 1+ 0,37£0,11 0,39 £0,11 0,37 £0,09
I
|

Lp(a) (mg/dL) 22,5+20,6 342+19.8 242 +18.8 : 21,2+16,3 23,7+10,2 28,0 £20,5
|

Tamanho do grupo (n), colesterol total (CT), triglicérides (TG), apolipoproteina A-I (apoA-I), apolipoproteina B
(apoB), indice apoB/apoA-I (apoB/apoA-I) e lipoproteina (a) [Lp(a)]. Diferenca significativa entre os grupos para

p<0,05 (* vs Metformina SIM / Sem alterag@o).
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Tabela 23 - Perfil lipidico das pacientes diabéticas de acordo com o uso de insulina

DM2

Insulina SIM Insulina NAO
n 17 46
CT (mg/dL) 163,6 £31,0 173,5 £25,8
HDLc (mg/dL) 48,1+ 11,8 45,3+10,1
LDLc (mg/dL) 95,0 £24.9 104,1 £24,1
TG (mg/dL) 102,5 £39,9 120,5 £52,9
apoA-I (mg/dL) 167,3 £ 38,7 163,5+32,6
apoB (mg/dL) 584+11,8 62,7+11,2
Indice apoB/apoA-1 0,37 £0,12 0,40 £0,12
Lp(a) (mg/dL) 23,2 (13,3 -49,0) 20,1 (8,6 —35,3)

Tamanho do grupo (n), colesterol total (CT), triglicérides (TG), apolipoproteina A-I (apoA-I), apolipoproteina B
(apoB), indice apoB/apoA-I (apoB/apoA-I) e lipoproteina (a) [Lp(a)]. Ndo houve diferenca significativa entre os

grupos.
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Tabela 24 - Perfil lipidico das pacientes diabéticas de acordo com o uso de insulina nos subgrupos

de acordo com o Doppler de carétida

DM2

1
Insulina SIM : Insulina NAO
L
1
1
Sem alteracao Espessamento Placa 1 Sem alteracio Espessamento Placa

1

n 2 6 9 : 23 9 14
1
1

CT (mg/dL) 194,0 £ 12,7 ** 138,2 £29,1 173,8 £23,3 *#* 1 182,3£26,6 168,4 £ 17,8 162,4 £25,1
[}
[}

HDLc (mg/dL) 52,5+£16,3 47,7%+16,5 47,4182 : 43,0+10,8 454+113 49,1+7,5
1
1

LDLc (mg/dL) 1259 £2,7 73,6+ 184 102,3+ 19,6 : 1149+225 93,8+17,0 * 92,9+£23,7*
1
1

TG (mg/dL) 78,0 £31,1 84,5£42,0 120,0£349 1+ 121,6 51,2 146,0 £ 63,4 102,4+£442
1
1

apoA-I (mg/dL) 177,5 £44,0 163,3 £53,1 167,7£31,8 : 158,8 £32,7 167,5+32,1 168,9 £33,9
1
1

apoB (mg/dL) 69,4 £2,5 ** 46,1 £7,2 63,5 £8,9 ** : 65,7116 67,2+7,8 54,9 £8,4 *, **
1

. 1

Indice apoB/apoA-I 0,40 £ 0,09 0,33 £0,20 0,39£0,07 1 043%0,12 0,42 £0,10 0,34+0,10
1
1

Lp(a) (mg/dL) 4431412 34,2 £16,7 25,6214 : 202t 16,4 28,4+ 18,8 24,6 £17,5
1

Tamanho do grupo (n), colesterol total (CT), triglicérides (TG), apolipoproteina A-I (apoA-I), apolipoproteina B

(apoB), indice apoB/apoA-I (apoB/apoA-I) e lipoproteina (a) [Lp(a)]. Diferenca significativa entre os grupos para

p<0,05 (* vs Insulina NAO / Sem alteracdo; ** vs Insulina SIM e Insulina NAO / Espessamento).
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Tabela 25 - Perfil lipidico das pacientes diabéticas de acordo com o uso de estatinas

DM2

Estatina SIM Estatina NAO
0 44 19
CT (mg/dL) 171,0 £ 30,6 170,4 £ 18,7
HDLc (mg/dL) 48,2+10,0 41,2+104 *
LDLc (mg/dL) 100,7 £ 27,1 103,8 £ 17,1
TG (mg/dL) 110,6 £ 52,1 127,5+43.8
apoA-I (mg/dL) 173,7 £30,0 143,1 £344 *
apoB (mg/dL) 609+ 124 62,9+89
Indice apoB/apoA-1I 0,36 £0,12 0,46 £0,10 *
Lp(a) (mg/dL) 20,1 (8,8 -37,7) 20,6 (12,7 -35,1)

Tamanho do grupo (n), colesterol total (CT), triglicérides (TG), apolipoproteina A-I (apoA-I), apolipoproteina B
(apoB), indice apoB/apoA-I (apoB/apoA-I) e lipoproteina (a) [Lp(a)]. Diferenca significativa entre os grupos para

p<0,05 (* vs Estatina SIM).
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As Figuras 7 e 8 apresentam as correlagdes entre os resultados de HDLc e apoA-I (no qual

foi encontrada correlagdo positiva) e HDLc e indice apoB/apoA-I (no qual foi encontrada

correlacdo negativa).

Figura 7 — Correlag@o entre os valores de HDLc e apolipoproteina A-I (apoA-I).

Figura 8 — Correlacdo entre os valores de HDLc e indice apolipoproteina B/apolipoproteina A-I (apoB/apoA-I).
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Tabela 26 - Perfil lipidico das pacientes diabéticas de acordo com o uso de estatinas nos subgrupos

de acordo com o Doppler de carétida

DM2

1
Estatina SIM : Estatina NAO
L
1
1
Sem alteracao Espessamento Placa 1 Sem alteracdo  Espessamento Placa

1

n 17 9 18 : 8 6 5
1
1

CT (mg/dL) 187,5£28,9 1473 £23,5 * 167,3£27,3 1 174,1£15,5 169,8 £27,7 165,2£11,5
[}
[}

HDLc (mg/dL) 46,6 £ 11,8 49,1 £11,8 493+7,2 : 37,8+6,7 4221149 454194
1
1

LDLc (mg/dL) 117,3£24,6 77,6 £164 * 96,6 £24,2 * : 112,6 £ 14,8 97,9 £ 19,1 96,7+ 15,0
1
1

TG (mg/dL) 117,7£57,2 103,2 £ 62,7 107,5+43,1 1+ 119,0£373 148,7 £ 56,1 115,6 £35.4
1
1

apOA—I (mg/dL) 169,3 (137,6 - 197,7) 195,8 (157,9 - 202,3) 186,0 (159,0 —202.4) : 152,3+£25,8 1404 + 48,4 131,7+29.9
1
1

apoB (mg/dL) 66,9 £12,6 53,8+11,7* 59,0+ 10,5 : 643+7,7 66,3+ 11,6 56,5+34
1

. 1

Indice apoB/apoA-I 0,43£0,14 0,30 £ 0,08 * 0,34+£0,07* 1 04310,04 0,51£0,14 0,45+0,10
1
1

Lp(a) (mg/dL) 20,1 (6,8 -37.5) 30,0 (15,5 -42,0) 18,1(8,9-339) : 17,4 £10,7 29,3+152 34,6 +£23,7
1

Tamanho do grupo (n), colesterol total (CT), triglicérides (TG), apolipoproteina A-I (apoA-I), apolipoproteina B

(apoB), indice apoB/apoA-I (apoB/apoA-I) e lipoproteina (a) [Lp(a)]. Diferenca significativa entre os grupos para

p<0,05 (* vs Estatina SIM / Sem alteracdo).
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Tabela 27 - Perfil lipidico das pacientes diabéticas de acordo com o uso de beta-bloqueadores

DM2
Beta-bloq SIM Beta-bloq NAO

n 14 49

CT (mg/dL) 164,1+ 16,6 172,8 29,7
HDLc (mg/dL) 45,6+10,3 46,2 +10,7
LDLc (mg/dL) 95,3 +20,2 103,4 +25,4
TG (mg/dL) 116,2+48,6 115,5+50,9
apoA-T (mg/dL) 158,9 +£33,5 166,2 34,4
apoB (mg/dL) 60,9 +8,7 61,7122
Indice apoB/apoA-1 0,40 £ 0,09 0,39 £0,13
Lp(a) (mg/dL) 30,3 +21,7 23,8+17,6

Tamanho do grupo (n), colesterol total (CT), triglicérides (TG), apolipoproteina A-I (apoA-I), apolipoproteina B
(apoB), indice apoB/apoA-I (apoB/apoA-I) e lipoproteina (a) [Lp(a)]. Ndo houve diferenca significativa entre os

grupos.
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Tabela 28 - Perfil lipidico das pacientes diabéticas de acordo com o uso de beta-bloqueadores nos

subgrupos de acordo com o Doppler de carétida

DM2

Beta-bloq SIM

Beta-blog NAO

1
1
1
L
1
1
Sem alteracdo  Espessamento Placa 1 Sem alteracdo  Espessamento Placa

1

n 5 4 5 : 20 11 18
1
1

CT (mg/dL) 169,0 £ 16,6 162,8 £15,0 160,2+£19,9 1 186,8 £26,8 154,0 £30,3 * 168,7 £25,8
[}
[}

HDLc (mg/dL) 41,6+43 51,0+159 452194 : 444 +123 44,6 £ 12,3 49,3+7,1
1
1

LDLc (mg/dL) 106,3 £21,3 86,3+ 16,0 91,4 £20,7 : 118,2 £ 21,7 85,5+21,7 % 98,0 £23,0 *
1
1

TG (mg/dL) 105,6 £31,4 127,5+83,6 117,8+£343 1 121,3£549 119,2£57.,8 106,9 £43,2
1
1

apoA-I (mg/dL) 164,3£23,2 187,9+22,4 130,1 £ 28,8 ** : 159,2+£354 157,8 £42,7 178,4 £25,3
1
1

apoB (mg/dL) 65,2£9,6 62,2+9,6 55,5+4,6 : 66,2+11,7 57,6 £14,2 59,2+£10,3
1

, 1

Indice apoB/apoA-I 0,40 £0,05 0,34 £0,09 0,44 £0,11 1 044£0,13 0,40 £0,17 0,34 £0,07 *
1
1

Lp(a) (mg/dL) 19,2+ 13,1 39,5+26,3 34,1242 : 17.6 (7.7-28.7) 24.8(17.7-37.8) 18,1 (8,9-33.9)
1

Tamanho do grupo (n), colesterol total (CT), triglicérides (TG), apolipoproteina A-I (apoA-I), apolipoproteina B

(apoB), indice apoB/apoA-I (apoB/apoA-I) e lipoproteina (a) [Lp(a)]. Diferenca significativa entre os grupos para

p<0,05 (* vs Beta-bloq NAO / Sem alteracio; ** vs Beta-bloq SIM / Espessamento).
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Tabela 29 - Perfil lipidico das pacientes diabéticas de acordo com o uso de inibidor da enzima

conversora de angiotensina (IECA)

DM2
IECA SIM IECA NAO

n 33 30

CT (mg/dL) 173,31£29,2 168,1 £25,6
HDLc (mg/dL) 457+11,2 46,6 £10,0
LDLc (mg/dL) 103,4 £25,5 99,6 £23,5
TG (mg/dL) 121,2 £50,4 109,6 £49,8
apoA-I (mg/dL) 162,6 £35,8 166,9 £32,5
apoB (mg/dL) 62,5£11,6 60,3+113
Indice apoB/apoA-1 0,41 £0,12 0,38 £0,11
Lp(a) (mg/dL) 28,3+ 18,0 21,7+ 189

Tamanho do grupo (n), colesterol total (CT), triglicérides (TG), apolipoproteina A-I (apoA-I), apolipoproteina B

(apoB), indice apoB/apoA-I (apoB/apoA-I) e lipoproteina (a) [Lp(a)]. Ndo houve diferenca significativa entre os

grupos.
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Tabela 30 - Perfil lipidico das pacientes diabéticas de acordo com o uso de inibidor da enzima

conversora de angiotensina (IECA) nos subgrupos de acordo com o Doppler de carétida

DM2

1
IECA SIM : IECA NAO
L
1
1
Sem alteracao Espessamento Placa 1 Sem alteracdo  Espessamento Placa

1

n 11 9 13 : 14 6 10
1
1

CT (mg/dL) 192,5£29,6 154,4 £ 28,7 * 170,2£19,6 1+ 176,0£20,7 159,2 £ 26,1 162,5 £30,4
[}
[}

HDLc (mg/dL) 42,7+£12,0 47,7149 468+7,5 : 444 +£123 443+ 10,8 50,6 7,7
1
1

LDLc (mg/dL) 124,3£22.4 81,9+ 16,8 * 100,7 £19,3 * : 118,2+£21,7 91,5+24,0 91,2+25,5
1
1

TG (mg/dL) 127,4+52,3 124,4 £70,5 113,7+32,7 1+ 121,3+549 116,8 £ 54,1 103,5£51,1
1
1

apOA—I (mg/dL) 142,8 (130,3 - 181,2) 195,8 (150,0 - 202,3) 171,6 (151,4-195.4) : 165,4 + 34,5 160,9 + 30,7 172,6 £33,1
1
1

apoB (mg/dL) 69,6 £12,0 56,2+ 13,6 * 61,170 : 63,3+ 10,1 62,6 +12,0 548+ 11,5
1

. 1

Indice apoB/apoA-I 0,47£0,11 0,37+0,18 0,38 £ 0,08 1 0,40£0,12 0,40£0,11 0,33 £0,10
1
1

Lp(a) (mg/dL) 23,5+ 18,3 30,7 +21,1 30,5+ 16,3 : 15,1 (6.0 -23,6) 34,0 20.1-37.8) 9.1(6,7-18.1)
1

Tamanho do grupo (n), colesterol total (CT), triglicérides (TG), apolipoproteina A-I (apoA-I), apolipoproteina B

(apoB), indice apoB/apoA-I (apoB/apoA-I) e lipoproteina (a) [Lp(a)]. Diferenca significativa entre os grupos para

p<0,05 (* vs IECA SIM / Sem alteracio).
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5.2.3 Proteina C reativa ultra-sensivel e homocisteina

Outros dois marcadores comumente avaliados nas doencgas cardiovasculares sdo a proteina C

reativa ultra-sensivel (PCRus) e a homocisteina (Hcys). Por esse motivo, esses dois marcadores

foram incluidos no estudo.

Tabela 31 — Proteina C reativa ultra-sensivel (PCRus) e homocisteina das pacientes diabéticas

Pacientes com DM2

n 64
PCRus (mg/L) 1,6 (1,0 -3,3)
Hcys (umol/L) 10,5+ 3,5

Tamanho do grupo (n), proteina C reativa ultra-sensivel (PCRus), homocisteina (Hcys).

Tabela 32 — Proteina C reativa ultra-sensivel (PCRus) e homocisteina das pacientes diabéticas nos

subgrupos de acordo com o Doppler de carétida comparadas com o grupo-controle

Controle DM2
Sem alteracao Espessamento Placa
n 12 25 15 24
PCRus (mg/L) 1,7 (1,1 - 4,6) 1,6 (1,0-3,5) 2,1(0,8-32) 1,7(12-32)
Hcys (umol/L) 8,6 (7,1 — 10,5) 9,1 (7,8 -11,1) 10,3 (7,7-12,5) 10,2 (8,9 - 13,0)

Tamanho do grupo (n), proteina C reativa ultra-sensivel (PCRus), homocisteina (Hcys). Ndo houve diferenga

significativa entre os grupos.
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Tabela 33 - Proteina C reativa ultra-sensivel (PCRus) e homocisteina das pacientes diabéticas de

acordo com o uso de metformina

DM2
Metformina SIM Metformina NAO
n 46 18
PCRus (mg/L) 1,6 (1,0-3,3) 1,9 (0,8-3,2)
Hcys (umol/L) 10,4+3,4 10,6 £3,9

Tamanho do grupo (n), proteina C reativa ultra-sensivel (PCRus), homocisteina (Hcys). Ndo houve diferenga

significativa entre os grupos.

Tabela 34 - Proteina C reativa ultra-sensivel (PCRus) e homocisteina das pacientes diabéticas de

acordo com o uso de metformina nos subgrupos de acordo com o Doppler de carétida

DM2
I
. | . e
Metformina SIM I Metformina NAO
I
|
I
I
Sem alteracao Espessamento Placa I Sem alteracio Espessamento Placa

|

n 17 10 19 : 8 5 5
I
I

PCRus (mg/L) L410-3D)  21(10-49  16(L1-32) ! 28+23 1,9+1,1 2,6+2,1
[}
I

Hcys (umol/L) 9,6 £2,7 11,3+3,7 10,6 £3,7 9,7£3,7 94123 13,2+49
I

Tamanho do grupo (n), proteina C reativa ultra-sensivel (PCRus), homocisteina (Hcys). Nao houve diferenca

significativa entre os grupos.



86
Tabela 35 - Proteina C reativa ultra-sensivel (PCRus) e homocisteina das pacientes diabéticas de

acordo com o uso de insulina

DM2
Insulina SIM Insulina NAO
n 18 46
PCRus (mg/L) 1,0 (0,8 -2,3) 1,9(1,3-3,7)
Hcys (umol/L) 11,3+4,8 10,1 £2,8

Tamanho do grupo (n), proteina C reativa ultra-sensivel (PCRus), homocisteina (Hcys). Ndo houve diferenga

significativa entre os grupos.

Tabela 36 - Proteina C reativa ultra-sensivel (PCRus) e homocisteina das pacientes diabéticas de

acordo com o uso de insulina nos subgrupos de acordo com o Doppler de carétida

DM2
1
. I . e
Insulina SIM I Insulina NAO
1
1
I
1
Sem alteracdo  Espessamento Placa I Sem alteracio Espessamento Placa
1
n 2 6 10 : 23 9 14
[}
1
PCRus (mg/L) 0,6+0,3 24+28 1,8+1,2 : 1,6(1,1-3,6) 25(1,5-35 191,4-6,0)
1
1
Hceys (umol/L) 8,0£1,8 10,7 £4,2 123£55 1+ 98%+30 10,6 £3,0 104 £2,4
1

Tamanho do grupo (n), proteina C reativa ultra-sensivel (PCRus), homocisteina (Hcys). Nao houve diferenca

significativa entre os grupos.
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Tabela 37 - Proteina C reativa ultra-sensivel (PCRus) e homocisteina das pacientes diabéticas de

acordo com o uso de estatinas

DM2
Estatina SIM Estatina NAO
n 45 19
PCRus (mg/L) 1,6 (1,0 - 3,5) 2,1(1,1-3,0)
Hcys (umol/L) 10,2+ 3,0 11,2145

Tamanho do grupo (n), proteina C reativa ultra-sensivel (PCRus), homocisteina (Hcys). Ndo houve diferenga

significativa entre os grupos.

Tabela 38 - Proteina C reativa ultra-sensivel (PCRus) e homocisteina das pacientes diabéticas de

acordo com o uso de estatinas nos subgrupos de acordo com o Doppler de carétida

DM2
|
. | . g
Estatina SIM | Estatina NAO
|
|
1
I
Sem alteracdo  Espessamento Placa I Sem alteracio Espessamento Placa
|
n 17 9 19 : 8 6 5
|
I
PCRus (mg/L) 1,6 (0,8 -4.5) 1,0 (0,8 -2,3) 1,7(1,3-32) : 1,7+0,8 3,7+1,7 23+23
|
I
Hcys (umol/L) 9,7+29 10,7+3,5 104+28 1+ 9,6%33 10,6 £3.4 143%6,5
I

Tamanho do grupo (n), proteina C reativa ultra-sensivel (PCRus), homocisteina (Hcys). Nao houve diferenca

significativa entre os grupos.
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Tabela 39 - Proteina C reativa ultra-sensivel (PCRus) e homocisteina das pacientes diabéticas de

acordo com o uso de beta-bloqueadores

DM2
Beta-bloq SIM Beta-bloq NAO

n 14 50

PCRus (mg/L) 1,9(14-3,2) 1,6 (1,0-3,3)

Hcys (umol/L) 10,5140 104+£34

Tamanho do grupo (n), proteina C reativa ultra-sensivel (PCRus), homocisteina (Hcys). Ndo houve diferenga

significativa entre os grupos.

Tabela 40 - Proteina C reativa ultra-sensivel (PCRus) e homocisteina das pacientes diabéticas de

acordo com o uso de beta-bloqueadores nos subgrupos de acordo com o Doppler de carétida

DM2
Beta-bloq SIM Beta-blog NAO
Sem alteracdo  Espessamento Placa Sem alteracao  Espessamento Placa
n 5 4 5 20 11 19

PCRus (mg/L) 1,4(1,2-4,1) 3,1(23-53) 1,6(1,3-3,1) ' 1,6(0,9-3,6) 1,5(0,8-2.,5) 1,7(1,1-3,2)

Hceys (umol/L) 10,4 +3.8 8,9+2,1 11,9+54

I
I
I
1
|
T
l
l
I
|
|
l
l
l
l
1
: 9,5+28 113+£3,6 11,0+£3,7
1

Tamanho do grupo (n), proteina C reativa ultra-sensivel (PCRus), homocisteina (Hcys). Nao houve diferenca

significativa entre os grupos.
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Tabela 41 - Proteina C reativa ultra-sensivel (PCRus) e homocisteina das pacientes diabéticas de

acordo com o uso de inibidor da enzima conversora de angiotensina (IECA)

DM2

IECA SIM IECA NAO
n 34 30
PCRus (mg/L) 1,6 (1,1 —42) 1,7(0,8-32)
Hcys (umol/L) 10,4 (8,5-12,6) 9,3 (7,6 -10,9)

Tamanho do grupo (n), proteina C reativa ultra-sensivel (PCRus), homocisteina (Hcys). Ndo houve diferenca

significativa entre os grupos.

Tabela 42 - Proteina C reativa ultra-sensivel (PCRus) e homocisteina das pacientes diabéticas de

acordo com o uso de inibidor da enzima conversora de angiotensina (IECA) nos subgrupos de

acordo com o Doppler de carétida

DM2

IECA SIM IECA NAO
|
Sem alteracdo  Espessamento Placa : Sem alteracao Espessamento Placa

|
T

n 11 9 14 : 14 6 10
I

PCRus (mg/L) 1,4 (1,1-3,6) 19(09-46) 17(13-43) , 24+2]1 23114 23%17
|
I

Hceys (umol/L) 10,6 £ 3,1 10,9 £3,7 11,3+£3,7 : 79(,1-93) 10,0(7,6-122)  9,9(9,0-13,0)
|

Tamanho do grupo (n), proteina C reativa ultra-sensivel (PCRus), homocisteina (Hcys). Nao houve diferenca

significativa entre os grupos.
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5.3 PARAMETROS HEMOSTATICOS

Os resultados dos pardmetros hemostaticos obtidos neste trabalho encontram-se nas Tabelas
e Figuras a seguir. Os dados estdo apresentados com os valores de médias e dos desvios padrdo para
as pacientes diabéticas.

A dosagem de creatinina sérica foi realizada para confirmar a auséncia de les@o renal e como
medida de precaucido, caso fosse necessario fazer a correcio de algum parametro hemostatico, mas,
entretanto, nao foi indicado. Sabe-se que os marcadores hemostiticos aumentam quando ha reducdo
do clearance renal. Os resultados de creatinina sérica estdo apresentados na casuistica (item 4.2).
Essa estratégia é comumente adotada nos casos de aumento de creatinina e a expressdo dos

resultados € dada como indice corrigido pela creatinina sérica.
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Tabela 43 — Marcadores hemostaticos das pacientes diabéticas

Pacientes com DM2

n 64
fVW (%) 123.4440,0

TM (ng/mL) 2,9(2.2-38)
F1+2 (pmol/L) 363241555
D-Di (ng/mL) 356.5 (260.7 — 566.2)
PAI-1 (ng/mL) 99,4 +49,0

VII (%) 11224338
VIII (%) 171,44 69,6

FIB (mg/dL) 3672 +92,1

PC (%) 129.2+ 24,8

AT (%) 1050 13,1

Tamanho do grupo (n), fator von Willebrand (fvW), trombomodulina (TM), fragmento 142 da protrombina (F1+2),
Dimero D (D-Di), inibidor do ativador do plasminogénio tipo 1 (PAI-1), fator VII (VII), fator VIII (VIII), fibrinogénio

(FIB), proteina C (PC), antitrombina (AT).
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Tabela 44 — Marcadores hemostaticos das pacientes diabéticas nos subgrupos de acordo com o

Doppler de carétida comparadas com o grupo-controle

Controle DM2
Sem alteracao Espessamento Placa
n 12 25 15 24
fvW (%) 100,8 + 31,6 108,6 £37,3 130,5 £ 33,1 134,3+432
TM (ng/mL) 3,1(2,3-3,8) 2,7(2,2-3,5) 292,1-39)
F1+2 (pmol/L) 331,4 £ 96,0 362,8 £ 179,5 396,6 £ 186,5
D-Di (ng/mL) 266,0 (231,8 —386,6) 319,9 (213,6 —434,6) 353,7 (278,2-454,3) 403,3 (318,5-631,9) *, **

PAI-1 (ng/mL)

VII (%)

VI (%)

FIB (mg/dL)

PC (%)

AT (%)

37,6 £332 108,8 £48,5 * 109,7 £ 62,6 * 83,2+£36,0 *
- 110,0 (94,8 -130,00 99,0 (83,3 - 169,5) 93,5 (84,0-118,5)
121,2 £40,7 133,8 £46,8 184,5 £74,3 *, ** 202,5 £70,5 *, **
I 335,2+£67,3 359,0£95,9 405,8 £101,0 **
127,0 £ 15,6 122,6 £21,8 138,9 £26,0 130,0 £ 25,8
115,4£9,3 100,7 £ 11,5 * 107,9£9,3 107,7+ 15,6

Tamanho do grupo (n), fator von Willebrand (fvW), trombomodulina (TM), fragmento 1+2 da protrombina (F1+2),

Dimero D (D-Di), inibidor do ativador do plasminogénio tipo 1 (PAI-1), fator VII (VII), fator VIII (VIII), fibrinogénio

(FIB), proteina C (PC), antitrombina (AT). Diferenca significativa entre os grupos para p<0,05 (* vs Controle e ** vs

Sem alteracgdo).

As Figuras a seguir ilustram as distribui¢des dos dados obtidos para os pardmetros hemostéticos

avaliados.
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Figura 9 - Distribui¢do dos valores do fator von
Willebrand (fvW). A drea sombreada corresponde a
faixa de normalidade (50 a 160%) e as linhas
horizontais representam as médias dos grupos. Nio

houve diferenca significativa entre os grupos.
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Figura 11 — Distribui¢do dos valores do fragmento 1+2
da protrombina (F1+2). A drea sombreada corresponde
a faixa de normalidade (69 a 229 pmol/L) e as linhas
horizontais representam as médias dos grupos. Nao

houve diferenca significativa entre os grupos.
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Figura 10 - Distribuigdo dos valores de

trombomodulina  (TM). As linhas horizontais
representam as médias dos grupos. Nao houve diferenga

significativa entre os grupos.
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horizontais representam as médias dos grupos. *
representa diferenca significativa em relagdo ao grupo
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ativador do plasminogénio tipo 1 (PAI-1). A drea fator VII (VII). A drea sombreada corresponde a faixa
sombreada corresponde a faixa de normalidade (2 a 47 de normalidade (70 a 130 %) e as linhas horizontais
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(VII). A drea sombreada corresponde a faixa de (FIB). A érea sombreada corresponde a faixa de
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Figura 17 - Distribuicdo dos valores de proteina C
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normalidade (70 a 130 %) e as linhas horizontais
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Figura 18 — Distribuicdo dos valores de antitrombina
(AT). A drea sombreada corresponde a faixa de
normalidade (80 a 120 %) e as linhas horizontais
representam as médias dos grupos. Nao houve diferengca

significativa entre os grupos.

A Figura 19 apresenta a correlacdo entre os resultados de fator VIII e fator von Willebrand

(fvW)), expressos em porcentagem. Foi encontrada correlagcdo positiva.
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Figura 19 — Correlacéo entre os valores de fator VIII (VIII) e fator von Willebrand (fvW).
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Tabela 45 - Marcadores hemostaticos das pacientes diabéticas de acordo com o uso de metformina

DM2
Metformina SIM Metformina NAO
n 46 18
fvwW (%) 119,8 + 38,4 132,4+435
TM (ng/mL) 292,1-3,7) 3,02,3-42)

F1+2 (pmol/L)

D-Di (ng/mL)

PAI-1 (ng/mL)

VII (%)

VIII (%)

FIB (mg/dL)

PC (%)

AT (%)

308,0 (265,0 — 416,0)

363,2 (266,1 — 567,5)

80,5 (66,0 — 127,0)

99,5 (84,0 - 138,0)

172,2 £ 66,9

368,5+96,9

128,3+25,2

104,8 £ 14,2

356,5 (302,0 - 507,0)

356,5 (248,9 — 462,4)

100,5 (57,0 134,0)

101,5 (93,0 - 122,0)

169,6 £78,0

364,1 £81,1

131,4 £24,1

105,4 £10,0

Tamanho do grupo (n), fator von Willebrand (fvW), trombomodulina (TM), fragmento 142 da protrombina (F1+2),

Dimero D (D-Di), inibidor do ativador do plasminogénio tipo 1 (PAI-1), fator VII (VII), fator VIII (VIII), fibrinogénio

(FIB), proteina C (PC), antitrombina (AT). Ndo houve diferenca significativa entre os grupos.
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Tabela 46 - Marcadores hemostaticos das pacientes diabéticas de acordo com o uso de metformina

nos subgrupos de acordo com o Doppler de carétida

DM2

Metformina SIM Metformina NAO
Sem alteracao Espessamento Placa Sem alteracao Espessamento Placa
n 17 10 19 8 5 5
fvW (%) 104,9 £32,2 133,0+£31,9 126,3 £43,7 116,5+£47,9 125,4 + 38,8 165,0£25,3
TM (ng/mL) 3,02,3-3,7) 2,8(1,9-3,7) 2,8(2,1-3,7) 30+£1,2 3,0£09 37t14
F1+2 (pmol/L) 317,1 £88,2 353,4 £208,1 390,0 £203,4 361,9£110,6 381,6 £121,2 421,8 +113,1

D-Di (ng/mL)

PAI-1 (ng/mL)

VII (%)

VIII (%)

FIB (mg/dL)

PC (%)

AT (%)

319.9 (197,8 — 400,8)

103,0 (78,5 - 135,0)

115,1 £33,0

133,0£43,2

335,1£72,6

121,9+23,4

100,3£13,2

350,8 (284,4 —488,7)

76,0 (58,0 — 161,0)

119,7£49,4

205,7+72,0 *

373,7£106,6

137,2£26,0

110,4£9,5

426.6 (314,5-638,0) *

77,0 (66,3 - 111,8)

105,7 £31,1

189,5+67,5*

395,6 £106,0

129,4 £26,2

106,0 £ 16,4

291,5 (235,8 -617,8)

105,4 £42,7

112,0 £24,6

135,6 £57,0

3355+59,2

124,1 £19,3

101,5+7,7

354,0 (267,2 - 438.5)

136,7£78,4

131,0£38,5

142,0£65,3

329,6 £70,7

142,2 £ 28,7

102,8 +£7,3

366.,4 (336,8 — 700,0)

64,7373

94,0£7,6

251,6 £ 65,3 *, **

4442 4755 *, #*

132,4 £27,1

1142 £ 11,7

Tamanho do grupo (n), fator von Willebrand (fvW), trombomodulina (TM), fragmento 142 da protrombina (F1+2),

Dimero D (D-Di), inibidor do ativador do plasminogénio tipo 1 (PAI-1), fator VII (VII), fator VIII (VIII), fibrinogénio

(FIB), proteina C (PC), antitrombina (AT). Diferenga significativa entre os grupos para p<0,05 (* vs Metformina SIM e

Metformina NAO / Sem alteracdo; ** vs Metformina NAO/ Espessamento).



Tabela 47 - Marcadores hemostaticos das pacientes diabéticas de acordo com o uso de insulina

DM2
Insulina SIM Insulina NAO
N 18 46
fvwW (%) 137,5+ 39,8 117,8 £39,1
TM (ng/mL) 3,3(2,4-40) 2,8 (2,1-3,8)

F1+2 (pmol/L)

D-Di (ng/mL)

PAI-1 (ng/mL)

VII (%)

VIII (%)

FIB (mg/dL)

PC (%)

AT (%)

303,0 (269,0 — 457,0)

374,5 (312,6 — 567.5)

87,4£47,0

101,5£32,0

219,1 74,6

424,77+ 115,6

131,2+27,0

1114+ 12,6

341,0 (265,0 — 416,0)

330,4 (240,4 — 564.9)

104,1 £49,5

116,4 £33,9

152,8 £58,4 *

344,7£70,6 *

128,5+24,1

102,5£12,5 *

98

Tamanho do grupo (n), fator von Willebrand (fvW), trombomodulina (TM), fragmento 1+2 da protrombina (F1+2),

Dimero D (D-Di), inibidor do ativador do plasminogénio tipo 1 (PAI-1), fator VII (VII), fator VIII (VIII), fibrinogénio

(FIB), proteina C (PC), antitrombina (AT). Diferenca significativa entre os grupos para p<0,05 (* vs Insulina SIM).
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Tabela 48 - Marcadores hemostaticos das pacientes diabéticas de acordo com o uso de insulina nos

subgrupos de acordo com o Doppler de carétida

DM2

Insulina SIM Insulina NAO
Sem alteracao Espessamento Placa Sem alteracao Espessamento Placa
n 2 6 10 23 9 14
fvW (%) 101,0+ 1,4 150,7 £ 26,8 136,9 £46,7 109,3 £38,9 117,0£31,0 132,5+£42,2
TM (ng/mL) 3,5@3,2-3,7) 2,3(1,9-3,7) 3,6(29-44) 3,0(2,2-3,8) 2,8(2,5-35) 2,42,0-3,1)
F1+42 (pmol/L) 376,5+113,8 233,7+83,3 409,2 + 1474 327,5£96,2 448,9 +176,7 387,6 £215,1
D-Di (ng/mL) 342,9 (312,6-373,3) 3351 284,4-488,7)  411,0(359,0-5754) , 3199 (208,8-4589)  354,0 273,6-438,5)  400,0 (270,4 — 881,0) *

PAI-1 (ng/mL)

VII (%)

VIII (%)

FIB (mg/dL)

PC (%)

AT (%)

146,6 = 81,7

93,0 (89,0 -97,0)

140,5 £62,9

354,1£99

112,0£4,2

106,0 £4,2

75,71£45,5

83,0 (69,0 -93,0)

231,7%+74,6

402,5 +130,7

129,3£21,3

108,0£7,8

82,6 £37,2

96,5 (89,0 - 113,0)

227,2+73,7

452,2+116,0

136,1 £31,7

114,6 £ 15,5

105,5 £ 46,1

115,9 £30,7

133,3+47,0

333,6 £70,0

123,6 £22,5

100,2+11,9

132,5 £ 64,1

140,7£37,0

153,0 £ 58,2

330,0 £55,4

145,2 £ 28,0

107,8 £ 10,7

83,6 £36,6

101,6 £30,1 **

184,8 £ 65,0 *

372,6 £76,6

125,7£20,9

102,8 £ 14,3

Tamanho do grupo (n), fator von Willebrand (fvW), trombomodulina (TM), fragmento 1+2 da protrombina (F1+2),

Dimero D (D-Di), inibidor do ativador do plasminogénio tipo 1 (PAI-1), fator VII (VII), fator VIII (VIII), fibrinogénio

(FIB), proteina C (PC), antitrombina (AT). Diferenca significativa entre os grupos para p<0,05 (* vs Insulina NAO /

Sem alteragio; ** vs Insulina NAO / Espessamento).



Tabela 49 - Marcadores hemostaticos das pacientes diabéticas de acordo com o uso de estatinas

DM2
Estatina SIM Estatina NAO
n 45 19
fvwW (%) 131,1 £40,0 105,1 £34,5 *
TM (ng/mL) 3,0(2,0-3,8) 2,8(2,4-3.8)
F1+42 (pmol/L) 369,7 £ 155,0 347,8 £160,0

D-Di (ng/mL)

PAI-1 (ng/mL)

VII (%)

VIII (%)

FIB (mg/dL)

PC (%)

AT (%)

373,3 (288,4 - 594.,0)

81,0 (62,0 — 129,0)

101,0 (86,3 — 136,5)

177,2 £ 66,3

375,2+81,9

128,2+24.4

106,8 £ 12,1

2404 (219,2-3214) *

103,0 (68,3 — 133,0)

101,0 (91,0 - 136,0)

157,8 £77,0

348,4£113,0

131,5£26,2

100,8 £ 14,7

100

Tamanho do grupo (n), fator von Willebrand (fvW), trombomodulina (TM), fragmento 1+2 da protrombina (F1+2),

Dimero D (D-Di), inibidor do ativador do plasminogénio tipo 1 (PAI-1), fator VII (VII), fator VIII (VIII), fibrinogénio

(FIB), proteina C (PC), antitrombina (AT). Diferenga significativa entre os grupos para p<0,05 (* vs Estatina SIM).
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Tabela 50 - Marcadores hemostaticos das pacientes diabéticas de acordo com o uso de estatinas nos

subgrupos de acordo com o Doppler de carétida

DM2

Estatina SIM Estatina NAO
Sem alteracao Espessamento Placa Sem alteracao Espessamento Placa
n 17 9 19 8 6 5
fvW (%) 114,5+37,5 139,0 £30,0 1422 £42.8 96,0 +35,9 117,7£36,2 104,6 £32,6
TM (ng/mL) 3,1(2,0-3,7) 2,7(2,1-39) 2,9 (2,0-3.8) 34109 33123 42127
F1+2 (pmol/L) 3445 +108,8 338,6 £129,7 407,1 £1954 303,6 £57,1 399,2 £246,4 356,8 £160,0

D-Di (ng/mL)

PAI-1 (ng/mL)

VII (%)

VIII (%)

FIB (mg/dL)

PC (%)

AT (%)

349,1 (212,3 - 580,8)

95,0 (70,3 - 137.,0)

110,0 (93,0 - 138,0)

139,01+ 47,4

346,4+61,3

122,2+22,7

104,1 £11,1

375,8 (318,0 - 468,9)

92,0 (54,8 — 169.,0)

93,0 (79,5 - 162,3)

189,3 £74,1

347,71+46,4

133,2+24.3

110,0£6,2

379,3 (333,2-797,9)

72,0 (63,5-90,0)

94,0 (84,8 — 127,0)

205,6 £ 63,1 *

413,9+96,7 *

131,3£26,0

107,6 £ 14,8

274,9 (214,9 - 322,9)
111,2£33,6
106,4 £26,3
1229 +46,5
3114775
123,5+21,1

934192

280,3 (266,1 —430,5)

101,4 £41,2

139,2£40,0

177,2£81,0

376,0 £147,5

147,3£28,3

104,7 £ 12,7

426,6 (251,8 -475.8)

80,7£44,0

88,8 £18,8 **

190,4 £ 102,0

374,6 £122,6

1254 £27.5

108,2 £20,4

Tamanho do grupo (n), fator von Willebrand (fvW), trombomodulina (TM), fragmento 142 da protrombina (F1+2),

Dimero D (D-Di), inibidor do ativador do plasminogénio tipo 1 (PAI-1), fator VII (VII), fator VIII (VIII), fibrinogénio

(FIB), proteina C (PC), antitrombina (AT). Diferenca significativa entre os grupos para p<0,05 (* vs Estatina SIM /

Sem alteragio; ** vs Estatina NAO / Espessamento).
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Tabela 51 - Marcadores hemostaticos das pacientes diabéticas de acordo com o uso de beta-

bloqueadores
DM2
Beta-bloq SIM Beta-bloq NAO
N 14 50
fvW (%) 103,6 £ 34,9 128,9 £ 39,9 *
TM (ng/mL) 2,9 (2,2-4,0) 2,92,1-3.8)
F1+2 (pmol/L) 348,4 +129,5 367,4+163,0

D-Di (ng/mL)

PAI-1 (ng/mL)

VII (%)

VIII (%)

FIB (mg/dL)

PC (%)

AT (%)

322,9 (241,5 — 426,6)

93,5 (80,0 — 130,0)

103,9£27,2

170,6 £ 90,7

369,7 £128,9

1258 £22,2

103,6 £ 13,9

369,8 (269,8 — 576,8)

79,0 (59,0 - 129,0)

114,5£353

171,7£63,6

366,5 = 80,6

130,2 £25,6

105,4 £13,0

Tamanho do grupo (n), fator von Willebrand (fvW), trombomodulina (TM), fragmento 1+2 da protrombina (F1+2),

Dimero D (D-Di), inibidor do ativador do plasminogénio tipo 1 (PAI-1), fator VII (VII), fator VIII (VIII), fibrinogénio

(FIB), proteina C (PC), antitrombina (AT). Diferenca significativa entre os grupos para p<0,05 (* vs Beta-bloq SIM).
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Tabela 52 - Marcadores hemostaticos das pacientes diabéticas de acordo com o uso de beta-

bloqueadores nos subgrupos de acordo com o Doppler de carétida

DM2
|
Beta-bloq SIM : Beta-blog NAO
L
1
1
Sem alteracao Espessamento Placa 1 Sem alteracdo Espessamento Placa

1

n 5 4 5 : 20 11 19
1
1

fvW (%) 91,0 £43,7 131,0 £ 28,7 944+194 1+ 113,0+354 130,3+£35,9 144,8 £41,7 *
[}
[}

TM (ng/mL) 33+£1,1 30+£1,1 38+25 : 3,1(22-3.) 2,72,0-3,5) 2,92,0-3,8)
1
1

F1+42 (pmol/L) 315,0 £62,8 346,8 £91,9 383,0 £203,2 : 335,5£103,5 368,6 £206,1 400,2 £ 187,6
1

D-Di (ng/mL) 312,6 (204,7-388,1) 3680 (283,1-449,4) 3532 (251,8 - 463.8) : 330,0 211,2-446,8)  354,0 278,2-454,4)  442,6 (334,7-797,9) *
1
1

PAI-1 (ng/mL) 103,3£27,2 117,8 £50,8 89,1 £37.3 : 110,1 £53,0 106,8 = 68,4 81,6 £36,6
1
1

VII (%) 104,6 £10,3 124,3 £40,2 870+£17,8 1 116,5%+33,0 123,2+48,4 107,5 £29,1
1
1

VIII (%) 117,4+52,4 205,3+101,7 196,0 £103,3 : 138,0 £45,8 176,9 £ 66,2 204,2 £ 63,0 *
[}
1

FIB (mg/dL) 336,4 £109,6 337,8 £ 65,0 428,6 +179,2 : 334,9 £56,5 366,7 £ 106,6 399,7+75,6 *
[}
1

PC (%) 122,8 23,9 132,5+16,6 1234+276 ' 122,6%219 141,2+29,0 131,8 £25,9
1
1

AT (%) 96,2£9,0 109,5 £10,0 106,4 £18,9 : 101,8 £ 12,0 107,3£9,5 108,1 £15,3
1

Tamanho do grupo (n), fator von Willebrand (fvW), trombomodulina (TM), fragmento 142 da protrombina (F1+2),
Dimero D (D-Di), inibidor do ativador do plasminogénio tipo 1 (PAI-1), fator VII (VII), fator VIII (VIII), fibrinogénio
(FIB), protefna C (PC), antitrombina (AT). Diferenca significativa entre os grupos para p<0,05 (* vs Beta-bloq NAO /

Sem alteracdo).
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Tabela 53 - Marcadores hemostaticos das pacientes diabéticas de acordo com o uso de inibidor da

enzima conversora de angiotensina (IECA)

DM2

IECA SIM IECA NAO
n 34 30
fvW (%) 123,2 £ 40,2 123,5+404
TM (ng/mL) 2,8(2,2-3.8) 3,1(2,1-3,8)
F1+2 (pmol/L) 376,8 £185,7 347,8 £113,4

D-Di (ng/mL)

PAI-1 (ng/mL)

VII (%)

VIII (%)

FIB (mg/dL)

PC (%)

AT (%)

371,1 (255,3 - 567.5)

80,5 (58,0 — 130,0)

101,5 (84,0 - 136,0)

177,1 £ 66,3

371,1£87.8

133,6 £23,5

108,6 £ 12,7

353,6 (276,0 — 564.9)

92,0 (67,0 —129,0)

98,0 (89,0 - 138,0)

165,0 £73,8

362,9 £98,1

124,2 £25,7

100,9 £ 12,5 *

Tamanho do grupo (n), fator von Willebrand (fvW), trombomodulina (TM), fragmento 142 da protrombina (F1+2),

Dimero D (D-Di), inibidor do ativador do plasminogénio tipo 1 (PAI-1), fator VII (VII), fator VIII (VIII), fibrinogénio

(FIB), proteina C (PC), antitrombina (AT). Diferenga significativa entre os grupos para p<0,05 (* vs IECA SIM).
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Tabela 54 - Marcadores hemostaticos das pacientes diabéticas de acordo com o uso de inibidor da

enzima conversora de angiotensina (IECA) nos subgrupos de acordo com o Doppler de carétida

DM2

IECA SIM IECA NAO
Sem alteracao Espessamento Placa Sem alteracao Espessamento Placa
n 11 9 14 14 6 10
fvW (%) 108,6 £48,8 134,1 £33,0 127,7 £36,3 108,6 £27,2 125,0£35,6 143,6 £51,9
TM (ng/mL) 3,02,5-3,7) 3,1(1,8-4,6) 2,7(2,1-3,8) 3,3(2,0-3,8) 2,6(2,4-28) 3,2(2,0-4,0)
F142 (pmol/L) 353,6 £108,0 375,0 £228,1 396,1 £213,7 313,9+85,4 344,5+79,6 397,3£151,3
D-Di (ng/mL) 3342 (208,8-550,3) 3758 (280,8-469,0)  396,5 (2553 -644,2) | 3162 (223,4-373,3)  324,2(276,0-430,5) 4774 (358,9-619,4) *

PAI-1 (ng/mL)

VII (%)

VIII (%)

FIB (mg/dL)

PC (%)

AT (%)

112,9 £46,5

123,2+36,6

130,7 £49,2

345,5+61,2

129,0 £23,4

1049+ 12,4

112,1 £75,2

120,6 £49,2

211,3+72,8 *

381,6 £112,5

142,6 £26,6

112,0£9,5

78,7£383

97,5£21,7

191,6 £56,3 *

384,4 £89,9

131,5+21,3

109,4 £ 14,8

105,5£51,5
106,9 £22,7
136,3£46,5
327,1£72,9

117,6 £ 19,8

1
1
1
1
L
1
1
1
|
T
|
|
|
1
1
1
1
1
!
1
1
I
|
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
|
1
|
|
1
1
1
1
1
1
1
1
: 99,0 (90,0 - 103,0)
1

106,3+43,4

127,8 £41,8

144,2 61,0

325,2+57,0

133,3 £26,1

102,0 (97,0 - 104,0)

89,4 £33,5

111,3+34,8

217,7£87,6 *

435,6 £ 112,7 *, **

128,0£32,3

105,5 (92,0 - 116,0)

Tamanho do grupo (n), fator von Willebrand (fvW), trombomodulina (TM), fragmento 1+2 da protrombina (F1+2),

Dimero D (D-Di), inibidor do ativador do plasminogénio tipo 1 (PAI-1), fator VII (VII), fator VIII (VIII), fibrinogénio

(FIB), proteina C (PC), antitrombina (AT). Diferenca significativa entre os grupos para p<0,05 (* vs IECA SIM e IECA

NAO /Sem alteracdo; ** vs IECA NAO / Espessamento).



106

5.4 ANALISES GENETICAS

a) Polimorfismo C677T no gene da enzima MTHFR

A Figura 20 ilustra os resultados obtidos para identificagdo do polimorfismo no gene da

enzima MTHFR (C677T), através da técnica de PCR-RFLP, em participantes deste estudo.

300 pb =—>

200 pb  =—p

100 pb  =—p

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Figura 20: Identificagdo do polimorfismo no gene da enzima MTHFR (C677T).

Gel de poliacrilamida corado pela prata, obtido apds PCR seguida de digestdo com a endonuclease de restri¢do Hinf I e
eletroforese. Na canaleta 1, padrdo de peso molecular; na canaleta 2, branco da reacdo; na canaleta 7, banda de 175pb
(controle homozigoto para o polimorfismo); na canaleta 8, uma banda de 198 e outra de 175pb (controle heterozigoto
para o polimorfismo); nas canaletas 6, 9 e 10, banda de 198pb (individuos nido portadores do polimorfismo); nas
canaletas 3 e 5, banda de 175pb (individuos portadores do polimorfismo em homozigose); e nas canaletas 4, 11, 12 e

13, uma banda de 198 e outra de 175pb (individuos portadores do polimorfismo em heterozigose).
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Tabela 55 — Freqiiéncia do polimorfismo C677T no gene da enzima metilenotetrahidrofolato

redutase (MTHFR) nas pacientes diabéticas

Polimorfismo Todas as DM2
C677T no gene da pacientes
Sem alteracao Espessamento Placa

enzima MTHFR
n 64 25 15 24
Ausente (n, %) 28 (44) 9 (36) 8 (53) 11 (46)
Heterozigose (n, %) 33(52) 14 (56) 7(47) 12 (50)
Homozigose (n, %) 34) 2(8) 0(0) 1(4)

Tamanho do grupo (n), metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR). Nao houve diferenca significativa entre os grupos.

Tabela 56 — Avaliacdo da influéncia da presenca do polimorfismo C677T no gene da enzima

metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR) nos niveis plasmaticos de homocisteina

Polimorfismo C677T no gene da Pacientes diabéticas Homocisteina (umol/L)

enzima MTHFR
Ausente 28 10,6 £2,9
Heterozigose 33 103+3,9
Homozigose 3 10,8 5,0

Metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR). Ndo houve diferenca significativa entre os grupos.
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b) Polimorfismo da glicoproteina plaquetdria GPIIIa (P1*)

A Figura 21 ilustra os resultados obtidos para identificacdo do polimorfismo no gene da

glicoproteina ITTa (PI* ), através da técnica de PCR-RFLP, em participantes deste estudo.

300pb =—>
200 pb  =—p

100 pb  =—p

Figura 21: Identificagiio do polimorfismo na GPIIIa (P1%).

Gel de poliacrilamida corado pela prata, obtido apés PCR seguida de digestdo com a endonuclease de restricdo Msp I e
eletroforese. Na canaleta 1, padrdo de peso molecular; na canaleta 7, branco da reacdo; na canaleta 5, bandas de 157 e
125pb (controle homozigoto para o polimorfismo); na canaleta 6, bandas de 282, 157 e 125pb (controle heterozigoto
para o polimorfismo); nas canaletas 2 e 4, banda de 282pb (individuos ndo portadores do polimorfismo); e na canaleta

3, bandas de 282, 157 e 125pb (individuo portador do polimorfismo em heterozigose).

Das amostras submetidas ao exame do polimorfismo GPIIIa, duas pacientes pertencentes ao

subgrupo Espessamento nio apresentaram material suficiente para andlise.
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Tabela 57 — Freqiiéncia do polimorfismo PI* no gene da glicoproteina Illa (GPIIla) nas pacientes

diabéticas
Polimorfismo PI* no Todas as DM2
gene da GPIIIa pacientes

Sem alteracao Espessamento Placa
n 62 25 13 24
PI*' A (n, %) 50 (81) 21 (84) 7 (54) * 22(92)
PI*"*% (n, %) 11 (18) 3(12) 6 (46) * 2(8)
P1%**% (n, %) 1(1) 1(4) 0(0) 0 (0)

Tamanho do grupo (n), PI*" Al (auséncia do polimorfismo), pIAl A2 (heterozigose), pIA% A2 (homozigose). Diferenca

significativa entre os grupos para p<0,05 (* vs Placa).
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6 DISCUSSAO
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Individuos diabéticos apresentam o mesmo risco cardiaco de individuos ndo diabéticos que
jé sofreram um evento cardiovascular (Mykkanen, 2000). Mulheres diabéticas apresentam um risco
cardiaco semelhante ao de homens diabéticos, perdendo o efeito protetivo relacionado ao sexo
feminino (Koerbel and Korytkowski, 2003). Dessa forma, é de grande interesse avaliar marcadores
bioquimicos, hemostiticos e genéticos de mulheres diabéticas para melhor entender a evolugédo
natural da doenga e o efeito do tratamento.

Neste estudo podemos observar que a idade e o IMC ndo estdo associados com a progressao
da lesdo macrovascular. J4 o tempo de DM2 mostrou-se significativamente mais elevado nas
pacientes do grupo Placa — Tabela 3.

Existem alguns pontos que devem ser considerados na andlise desse parametro. O tempo de
diabetes ¢ uma varidvel pouco fidedigna para andlise, uma vez que o momento de diagndstico da
doenca ndo corresponde exatamente ao inicio da mesma. Dessa forma, a andlise isolada do tempo
de doenca pode ndo corresponder exatamente aos achados clinicos. Os tratamentos farmacolégicos
e ndo-farmacoldgicos interferem muito no quadro clinico, principalmente nos niveis glicémicos.
Mesmo sendo uma informacdo sujeita a erros, ha plausibilidade bioldgica na associagdo de que
quanto maior o tempo de exposi¢do a hiperglicemia, maior € a progressdo das lesdes
macrovasculares. J4 o aumento da idade e a obesidade, independente do DM2, sdo fatores de risco

para a DAC.

6.1 USO DE MEDICAMENTOS

Os resultados encontrados em relacéo ao uso de medicamentos dentro do grupo de mulheres

com diabetes tipo 2 corresponderam ao esperado.
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Em relacdo aos medicamentos para controle glicémico, as freqii€éncias observadas para o uso

de metformina ndo mostraram diferenca significativa entre os grupos, mesmo tendo o grupo Placa
apresentado uma freqiiéncia um pouco mais elevada. O grupo Sem alteracdo apresentou uma
freqiiéncia significativamente menor de uso de insulina (8,0%), enquanto que oS grupos
Espessamento e Placa apresentaram freqiiéncias semelhantes (~40,0%) — Tabela 6.

Em relacdo ao uso de estatinas, ndo houve diferenca entre as freqiiéncias observadas nos
grupos, entretanto, pode-se observar diferencas entre os grupos em relacdo ao perfil lipidico
(resultado que serd posteriormente discutido). No primeiro momento o esperado era que a
contribuicdo do uso de estatinas estivesse homogeneamente distribuida entre os grupos. Entretanto,
na coleta de informacdes, esse dado foi avaliado de forma dicotdomica (uso e ndo uso). Ndo foi
levado em consideracdo qual o tipo de estatina nem a dosagem utilizada do medicamento, uma vez
que o presente estudo ndo teve como desfecho primdrio a avaliacdo da influéncia do uso de
medicamentos nas varidveis medidas.

Atualmente, sabe-se que as estatinas apresentam outros efeitos que ndao somente a redugdao
dos niveis de colesterol. Sobre o sistema hemostdtico, alguns estudos sugerem que as estatinas
atuam reduzindo a expressdo de fator tecidual (FT) em mondcitos e varias células vasculares,
resultando em uma redugdo na geracdo de trombina. As estatinas também podem atuar sobre o
endotélio reduzindo a liberacdo de TM para o plasma e aumentando a disponibilidade da TM sobre
a superficie endotelial. Tal fato contribui para uma maior eficicia do sistema anticoagulante da
proteina C, contribuindo para o potencial antitrombdtico da estatina (Undas et al., 2005).

Alguns estudos tém sugerido que o uso de estatinas reduz o risco de desenvolvimento de
DM2 em cerca de 30%, pois a estatina aumenta a sensibilidade da insulina (Danesh and Kanwar,
2004). Outro ponto relevante é que alguns estudos tém sugerido que os beneficios clinicos do uso
de estatinas podem ser em parte independentes dos efeitos de reducdo do colesterol, influenciando

até na redugdo de lesdo renal nos individuos diabéticos (Danesh and Kanwar, 2004).
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Em relagdo ao uso de beta-bloqueadores e de IECA as freqiiéncias observadas entre os

grupos nao diferiram significativamente.

6.2 PARAMETROS BIOQUIMICOS

6.2.1 Perfil glicémico

Em relag@o aos pardmetros de avaliacdo do controle glicEmico ndo houve diferenca entre os
subgrupos de acordo com o Doppler de carétida em relagcdo as médias das glicemias de jejum (GLI)
e pos-prandial (GLI PP). Quando comparados ao grupo-controle, todos os sub-grupos de pacientes
diabéticas apresentaram diferenca significativa em relacdo a glicemia de jejum — Tabela 8.

Dentre os pardmetros de avaliacdo do perfil glicémico, a HbAlc foi o marcador que
apresentou diferencga significativa entre os subgrupos Placa e o Sem alteracdo. Esse pardmetro é
utilizado para o monitoramento do controle glicémico, uma vez que reflete a glicemia dos ultimos
120 dias. Dessa forma, € possivel inferir que o pobre controle glicémico esta associado a progressao
da lesdo macrovascular, independente da intervencdo farmacolégica.

Em relagdo a avaliacdo do controle glicémico, nem a GLI, nem a GLI PP podem refletir
fielmente os efeitos da exposi¢do a longo prazo, j4 a HbAlc € um marcador mais confidvel pelas
suas caracteristicas intrinsecas. Vdrios estudos prospectivos sugerem que o controle glicEémico
ineficaz aumenta o risco cardiovascular (Fuller et al., 2001).

Na andlise estratificada para uso de medicamentos, pode-se observar que, considerando o
uso de metformina, o grupo que ndo usa metformina apresentou valor médio de HbAlc inferior ao
grupo que usa o medicamento. Esse cendrio sugere que mulheres que ndo necessitam de

medicamentos para controle glicémico sao aquelas que apresentam melhor perfil glicémico.
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Um quadro semelhante foi observado na andlise das pacientes quanto ao uso de insulina. As

pacientes que ndao fazem uso de insulina apresentam valores médios mais baixos de GLI PP e
HbAlc.

Considerando o uso de estatinas, ndo houve diferenca em relacdo aos parimetros de
avaliagdo do perfil glicémico. Entretanto, na subandlise de acordo com o Doppler de cardtida, o
grupo que usa estatina e tem Placa apresentou valores de HbAlc significativamente mais altos.

Considerando o uso de beta-bloqueadores e de IECA, ndo foram observadas diferencas
significativas do perfil glicémico, inclusive quando levado em consideragdo os resultados do
Doppler de carétida. Tal fato confirma que esses medicamentos nao influenciam no perfil glicémico

e que as pacientes estavam igualmente distribuidas nos subgrupos sob esse aspecto.

6.2.2 Perfil lipidico

Muitos estudos jd comprovaram a associagdao de DAC e AVC com fatores de risco cldssicos
como hipertensdo, hipercolesterolemia e tabagismo, entretanto, para a populagdo diabética, ha falta
de consisténcia entre os resultados dos estudos devido ao cardter multifatorial do DM2. Individuos
que ndo apresentam os fatores de risco cldssicos, ainda assim, podem apresentar eventos de DAC e
AVC e uma possivel justificativa € o fato de que alteracdes qualitativas dos lipides possam ser mais
importantes que as alteracdes quantitativas nos individuos diabéticos (Fuller et al., 2001).

No presente estudo, a avaliacdo do perfil lipidico das pacientes diabéticas de acordo com o
resultado do Doppler de carétida mostrou uma redugdo dos niveis de CT (Placa X Sem alteracdo
p=0,077; Espessamento X Sem alteragdo p=0,006; ANOVA B=0,766) ¢ LDLc (Placa X Sem
alteragdo p=0,008; Espessamento X Sem alteracido p<0,001; ANOVA B=0,980) com o agravamento
da lesdo macrovascular. Quando comparados com o grupo de mulheres ndo diabéticas (grupo-

controle) de mesma faixa etdria pode-se observar os valores mais reduzidos de CT e LDLc e uma
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grande semelhanca do grupo-controle com o grupo Sem alteracdo — Tabela 20. Tem-se também

aumento de apoA-I no subgrupos Espessamento e Placa e redu¢do do indice apoB/apoA-I no
subgrupos Placa quando comparados com o grupo-controle.

Esse resultado apresentando valores de perfil lipidico mais satisfatdrios nos subgrupos com
maior agravamento da lesdo macrovascular foi exaustivamente analisado.

As andlises do perfil lipidico na classificagdo das pacientes quanto ao uso de metformina e
insulina n3o mostraram diferenca significativa entre os grupos, indicando que os medicamentos
para controle glicémico ndo influenciam no perfil lipidico. Para os medicamentos beta-bloqueador e
IECA, também nao houve diferenga entre os grupos para a andlise do perfil lipidico. Nas andlises
estratificadas para os subgrupos de acordo com o Doppler de cardtida, as diferengas significativas
mantiveram um perfil semelhante ao observado na andlise primaria segundo o Doppler de carétida.

O uso de estatinas foi analisado como covaridvel para investigar o resultado do perfil
lipidico inverso ao esperado no delineamento do estudo. A intervengdo farmacoldgica mais intensa
comumente associada ao agravamento da doenga, ado¢do de medidas ndo-farmacoldgicas (por
exemplo: dieta, mudancas no hébito alimentar, exercicios fisicos), adesdo ao tratamento, sdo
medidas mais aceitas pelas mulheres do que pelos homens, por isso sdo mais evidentes nesse grupo.

As intervencdes farmacoldgica e ndo-farmacolégica sobre o perfil lipidico confundem a
andlise da associacdo dos resultados ao grau de lesdo macrovascular. Apesar das freqiiéncias de uso
de estatinas entre os grupos terem sido semelhantes, isto ndo impediu que os grupos apresentassem
resultados com uma tendéncia de associacdo inversa, isto €, quanto maior o grau de lesdo
macrovascular melhores foram os valores dos marcadores do perfil lipidico convencional.

Cabe ressaltar que no presente estudo néo se investigou qual estatina estava sendo utilizada,
nem a dosagem da mesma. A introducdo do tratamento farmacoldgico, bem como a posologia
adotada sdo norteadas pelos valores basais de LDLc das pacientes e pela disponibilidade do
medicamento na rede publica. Segundo a equipe de endocrinologistas envolvida neste estudo,

atualmente, somente sdo submetidas ao tratamento as pacientes que apresentam LDLc maior que
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130mg/dL e a meta do tratamento é que os niveis reduzam a valores inferiores a 100mg/dL. A

Tabela 25 confirma essa informacao com valores médios de LDLc préximos de 100mg/dL.

Admite-se que quanto maior for a dislipidemia, maior também serd a lesdo macrovascular;
consequentemente a intervencdo farmacoldgica para o controle lipidico devera ser mais utilizada,
podendo ser pelo uso de estatinas mais eficazes ou pelo uso de dosagens maiores.

Segundo a literatura, a dislipidemia observada em individuos diabéticos caracteriza-se por
aumento de TG e reducdo do HDLc, sendo que o LDLc ndo altera (Resnick and Howard, 2002). O
aumento de LDLc ndo é caracteristico do DM2, porém o uso de estatinas proporciona reducdo dos
niveis de LDLc. Essa reducdo beneficia os pacientes diabéticos uma vez que o LDLc nesses
individuos aparenta ser mais aterogé€nico devido as alteragdes qualitativas da molécula (Ruotolo and
Howard, 2002).

A influéncia do uso de estatinas sobre as pacientes diabéticas proporcionou aumento do
valor médio de HDLc, aumento de apoA-I (f=0,937) e redugdo do indice apoB/apoA-I (3=0,831).
Nio houve diferenca significativa entre os niveis de CT, LDLc, TG, apoB e Lp(a) entre as mulheres
diabéticas que usavam e as que ndo usavam estatinas.

Cabe ressaltar que no presente estudo foram excluidas as pacientes com TG maior que
400mg/dL e que o TG sofre grande influéncia da dieta, sendo assim, o resultado de uma tnica
avaliac@o deve ser analisado com cautela.

Como a apoA-I é uma apolipoproteina estrutural da molécula de HDL (Frank and Marcel,
2000) e a apoB € estrutural do LDL (Relimpio et al., 2002), o aumento de HDLc no grupo de uso de
estatinas estd correlacionado ao aumento de apoA-I (Figura 7). A correlagdo entre aumento de
HDLc e redugdo do indice apoB/apoA-I (Figura 8) segue a mesma correlagcdo anteriormente citada.
Ja em relacdo a apoB ndo houve diferenga significativa entre os grupos devido a auséncia de
diferenca do LDLc que € o atual parimetro alvo no tratamento da dislipidemia.

A andlise das pacientes diabéticas que faziam uso de estatinas, estratificadas segundo o

Doppler de cardtida, mostra que os parimetros LDLc (=0,959) e indice apoB/apoA-I (f=0,794)
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encontraram-se reduzidos nos subgrupos Espessamento e¢ Placa, enquanto que o CT ($=0,847) e

apoB encontraram-se reduzidos apenas no subgrupo Espessamento.

O subgrupo Espessamento, aparentemente, apresenta um melhor perfil de controle lipidico
podendo ser decorrente de uma resposta mais eficiente a intervencao farmacoldgica e/ou clinica.

Na literatura ja estd bem descrito que o uso do indice supera as dosagens isoladas das
apolipoproteinas, e que o indice apoB/apoA-I tem se mostrado um melhor preditor de risco
cardiovascular que o LDLc e outros indice propostos (Walldius and Jungner, 2006). O indice
apoB/apoA-I mantém a capacidade de avaliar o risco cardiovascular mesmo em paciente em uso de
estatinas. No presente estudo, todos os grupos, em todas as andlises, apresentaram valores médios
dentro da categoria de risco baixo para infarto agudo do miocérdio (0,3 a 0,6) (Walldius and
Jungner, 2006).

Outro fator que aumenta o poder de andlise deste estudo estd relacionado a avaliagdo de
apenas um sexo. Mulheres usualmente apresentam uma maior adesdo aos tratamentos
farmacolégico e ndo-farmacoldgico, formando grupos menos heterogéneos. Como o risco
cardiovascular para mulheres aumenta em cinco vezes pela presenca do diabetes, espera-se que as
alteragdes observadas no perfil lipidico sejam as mais detalhadas.

Para a Lp(a) ndo foi observada diferenca significativa entre os grupos, independente do tipo
de agrupamento. Segundo o presente estudo, o aumento de Lp(a), aparentemente, ndo estd
associado ao diabetes tipo 2, ndo contribui para a formacdo de placas e nao sofre influéncia do uso
de estatinas. Um outro estudo conduzido no Brasil com pacientes diabéticos com acidente vascular
cerebral apresentou perfil semelhante ao nosso estudo (Holanda et al., 2004).

Embora alguns trabalhos demostrem aumento de Lp(a) em individuos diabéticos, pode-se
observar que individuos diabéticos sem angiopatia apresentam valores de Lp(a) semelhantes aos
valores do grupo-controle, e que o aumento efetivo de Lp(a) estd presente nos pacientes diabéticos
com DAC. Dessa forma, o aumento de Lp(a) pode estar associado a doenga macrovascular grave, e

ndo propriamente ao diabetes (Morishita et al., 1996).
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No presente estudo o grupo Placa era composto por mulheres com placa aterosclerdtica com

estenose inferior a 50%, tal fato pode justificar a auséncia de valores aumentados de Lp(a), uma vez
que os casos mais graves da doenca foram excluidos.

Uma das limitagdes deste estudo se refere a composi¢do do grupo-controle. As mulheres
participantes deste grupo ndo faziam uso de qualquer medicamento e também ndo faziam uso
constante de medidas ndo-farmacoldgicas para controle de dislipidemia. Isso justifica, em parte, o
achado de alguns valores médios superiores em relacdo as mulheres diabéticas. Outro viés deste
estudo foi o fato de néo ter sido realizado Doppler de carédtida para o grupo-controle, justamente por
elas ndo apresentarem fatores de risco clinicos para a solicitagdo desse exame.

Este estudo também apresenta limitacdes em relagdo ao tamanho dos grupos para avaliagdo
do perfil lipidico (mesmo com valores de  maiores que 0,80 para alguns parimetros) e pode estar
sujeito a erros do tipo II, ou seja, os resultados devem ser interpretados com cautela e outros estudos
sdo necessarios para reforcar os achados. Por outro lado, o desenho do presente estudo buscou
minimizar o efeito de diferentes varidveis no sentido de obter grupos mais homogéneos, nos quais
as covaridveis, tais como hipertensio e uso de medicamentos, fossem incluidas com igual
proporcionalidade nos grupos.

Desta forma, pode-se concluir que a avaliagdo isolada do perfil lipidico de mulheres com
diabetes tipo 2 ndo reflete sobre o grau de lesdo macrovascular, independente do uso ou ndo de

estatinas.

6.2.3 Proteina C reativa ultra-sensivel e homocisteina

Em relag@o aos parametros PCRus e Hcys nédo foi observada diferenca significativa entre os

subgrupos e nem em relagdo ao grupo-controle. Esses dois marcadores, em momentos diferentes, ja
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foram considerados marcadores fidedignos de risco cardiaco, mas atualmente ndo ocupam o mesmo

lugar de destaque.

Alguns estudos ja demonstraram que esses marcadores ndo estdao associados exclusivamente
a doenca macrovascular e que podem sofrer influéncia de outras condi¢des. Dessa forma, o uso
desses parametros como marcadores de risco ou de prognéstico estd cada vez menos valorizados
(van and Stehouwer, 2002, Dhingra et al., 2007), fato corroborado pelos achados do presente
estudo.

O processo inflamatério é reconhecido como um fator associado ao processo
aterotrombético. O uso da PCRus como marcador inflamatério foi largamente estudado e foram
estabelecidos pontos de estratificacdo: menor que 1mg/L (baixo risco); entre 1 e 3mg/L (risco
moderado) e maior que 3mg/L (alto risco) para eventos cardiovasculares (Ridker, 2004). Alguns
estudos observaram o aumento de PCRus como preditor de eventos cardiovasculares, inclusive para
pacientes diabéticos (Ridker et al., 2000, Takebayashi et al., 2006, Pfutzner and Forst, 2006).

Ao longo do tempo, estudos como o da Universidade de Montreal (Moussavi et al., 2004)
mostraram que pacientes com DM2, bem controlados e sem complica¢des macrovasculares também
apresentavam niveis elevados de PCRus.

Atualmente, o uso da PCRus estd sendo bem menor, pois individuos sem lesdo
macrovascular, mas com processo inflamatério apresentam valores elevados de PCRus e esse dado
deve ser interpretado com cautela (Dhingra et al., 2007). Além disso, o uso de medicamentos como
estatinas, IECA, beta-bloqueadores, antiinflamatérios, hipoglicemiantes, entre outros, também
ocasionam redugdo dos valores de PCRus, sendo esse mais um interferente que exige interpretacio
cautelosa dos resultados (Prasad, 2006).

Como existem interferentes que podem aumentar e reduzir os valores de PCRus, os
resultados do presente estudo permitem inferir que as pacientes avaliadas ndo estavam com
processo inflamatério agudo, o que poderia estar associado ao aumento de outros marcadores que

também sdo proteinas de fase aguda, como o fibrinogénio e o fator VIII.
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A hiperhomocisteinemia é reconhecida como um fator de risco independente para a

aterosclerose e trombose (Glueck et al., 1995). Valores reduzidos de homocisteina em pacientes
diabéticos ja foram descritos e atribuidos a politria encontrada no diabetes (Mazza et al., 2000),
bem como valores aumentados (Soinio et al., 2004).

A auséncia de diferenca significativa entre os grupos no presente estudo, assim como a
auséncia de valores elevados pode ser decorrente do fato do grupo de mulheres avaliadas estarem
bem controladas em relacdo a doenca de base, bem como nio serem tabagistas, habito associado ao
aumento dos niveis de homocisteina.

Também ndo foi encontrada diferenca significativa para esses marcadores na analise

estratificada quanto ao uso de medicamentos.

6.3 PARAMETROS HEMOSTATICOS

Marcadores de lesdo endotelial

O fator de von Willebrand (fvW) € uma glicoproteina multimérica sintetizada por
megacaridcitos e células endoteliais (Ouvina et al., 2001). O fvW atua na adesdo plaquetdria ao
subendotélio e o aumento plasmadtico desse marcador estd relacionado a lesdo endotelial pois uma
das organelas que armazenam fvW sdo os corpos de Weibel-Palade, presentes no citoplasma das
células endoteliais (Ruggeri, 2003).

No presente estudo nédo foi observado diferenca significativa entre os subgrupos de acordo
com o Doppler de carétida (Tabela 44), mas pode-se observar uma tendéncia de aumento de fvW no
grupo Placa. Na andlise de variancia o valor p encontrado foi de 0,056.

Muitos estudos epidemiolégicos demonstram claramente que niveis elevados de fvW

predizem o desenvolvimento e/ou a progressio de doengas cardiovasculares. Estudos
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intervencionais mostraram que o fato de parar de fumar, o tratamento da hipercolesterolemia,

hipertensdo, diabetes e hiperhomocisteinemia promovem reducio dos niveis de fvW (Blann and
Lip, 1998). A disfun¢do endotelial, evidenciada pelo aumento de fvW, precede o DM2 (Meigs et
al.,, 2006) e hd uma associacdo positiva entre o aumento de fvW e a progressdo da disfuncio
microvascular (Hirano et al., 2000) e macrovascular (Blann and Lip, 1998) no diabetes.

Considerando o uso de metformina e insulina, ndo foi encontrada diferenga significativa
entre os grupos para o marcador fvW. Aparentemente, o controle glicEmico ndo estd diretamente
associado ao aumento plasmatico de fvW.

Segundo o uso de estatinas, o grupo que ndo utilizava estatina apresentou valor médio de
fvW inferior ao grupo que estava em uso. Tal resultado sugere que as pacientes que faziam uso de
estatina apresentavam lesdo endotelial mais exarcebada, independente do grau de lesdo
macrovascular.

Em relagdo ao uso de beta-bloqueador, o grupo que ndo usava o medicamento apresentou
valor médio significativamente mais aumentado que o grupo que fazia uso. Sabe-se que pacientes
hipertensos apresentam um estresse por cisalhamento que ocasionam lesdo endotelial (Blann and
Lip, 1998). Na andlise estratificada pelo Doppler de carétida foi possivel observar diferenga
significativa entre os grupos para as pacientes que ndo faziam uso de beta-bloqueador. O grupo
Placa apresentou valor médio de fvW mais alto que o grupo Sem alteracao.

Considerando o uso de IECA ndo houve diferencga sinificativa entre os grupos, entretanto, na
andlise estratificada, pode-se observar uma tendéncia de aumento do fvW com o agravamento do
resultado do Doppler de cardtida. Nesse caso da andlise estratificada, pode ter ocorrido um erro do
tipo Il devido a pequena amostragem em cada subgrupo.

Outro mecanismo envolvido na regulacdo dos niveis plasmdticos de fvW, porém ndo
abordado no presente estudo, ¢ a acdo da A Desintegrina e Metaloproteinase com sitio de
Trombospondina tipo 1, membro 13 (ADAMTS-13) que promove a clivagem do fvW. A

deficiéncia de ADAMTS-13, bem como a presenca de anticorpos contra ADAMTS-13, faz com que
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haja aumento de fvW e aumento da ocorréncia de trombose em pequenas artérias (Ruggeri, 2003,

Rieger et al., 2005).

A trombomodulina (TM) é uma glicoproteina presente na superficie da membrana das
células endoteliais e estd funcionalmente envolvida no processo de ativacdo da PC (Aso et al.,
2000). O aumento das concentra¢des plasmaticas de TM reflete o grau de lesdo endotelial (Weiler
and Isermann, 2003).

No presente estudo ndo foi encontrado diferenca significativa entre os niveis de TM nos
subgrupos de mulheres diabéticas de acordo com o grau de lesdo macrovascular segundo o Doppler
de carétida.

Nas andlises quanto ao uso de medicamentos, também ndo foi encontrada diferenca
significativa entre os grupos para o marcador TM. Tal fato permite inferir que no presente estudo, o
marcador TM nido sofreu interferéncia frente as diferentes condi¢Ges avaliadas para as pacientes
diabéticas. Como j4 referido anteriormente, o uso de estatinas atua sobre o endotélio podendo
reduzir a liberacdo de TM para o plasma, bem como aumentar a expressdo de TM sobre o endotélio
(Undas et al., 2005).

Outro estudo avaliando a progressao da lesdo microvascular em individuos com DM?2
mostrou que a TM era um bom marcador somente nos quadros mais acentuados de lesdo (Hirano et
al., 2000). Como no presente estudo as pacientes aparentemente estavam bem controladas, tal fato

pode justificar a auséncia de diferenca entre os grupos.

Marcador de ativacdo da cascata de coagulagao

O fragmento 1+2 da protrombina (FI1+2) ¢ um fragmento gerado na conversdo de

protrombina em trombina, refletindo a ativacdo da cascata da coagulagcdo (van der Putten et al.,
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2006). No presente estudo ndo foi observado diferenca significativa entre os subgrupos, entretanto

pode-se observar uma leve tendéncia de aumento de valores médios — Tabela 44.

Na anélise estratificada de acordo com o uso de medicamentos também ndo foi encontrada
diferenca significativa para o marcador F1+2.

Estudos envolvendo pacientes com DM2 ja demonstraram aumento de F1+2 (Yamada et al.,
2000, Mascia et al., 2000, Carr, 2001). Porém, como ji mencionado, o DM2 é uma patologia
multifatorial e a causa de aumento de F1+2 nesses estudos pode ser decorrente de outras condi¢des
presentes na sindrome, ou mesmo pela presenca de pacientes apresentando um estigio mais
complicado da doenca.

Outro fator que pode influenciar nos resultados de F1+2 é a meia-vida do fragmento que é
de 90 minutos, bem como a formagdo do fragmento in vitro (apdés a coleta de sangue) (van der
Putten et al., 2006). Uma alternativa para confirmar o aumento de F1+2 ¢é a realiza¢do de dosagens
seriadas e a execucdo de estudos de acompanhamento para verificar a associagdo desse marcador

com o risco cardiovascular.

Marcadores do sistema fibrinolitico

Os resultados do presente estudo mostraram uma associagdo positiva entre aumento de D-Di
e aumento do comprometimento macrovascular em mulheres com DM2 (subgrupo Placa) sem
eventos clinicos prévios, indicando uma maior formagéao de fibrina (p<0,05; f=0,670).

A elevacdo dos niveis plasmdticos de D-Di indica uma exarcebagdo na formagdo de fibrina
além de confirmar a atuacdo do sistema fibrinolitico, caracterizando um quadro de
hipercoagulabilidade (Matsuo et al., 2000).

A literatura apresenta dados controversos, mostrando aumento, redu¢do e nenhuma alteragao

dos niveis de D-Di em pacientes diabéticos quando comparados aos ndo-diabéticos (Sumida et al.,
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1997,Carr, 2001). Dessa forma, mais uma vez é reforcada a idéia de que outros parimetros, e nio a

presenga exclusiva do diabetes venha explicar o estado de hipercoagulabilidade nessa doenca.

O aumento de D-Di ja foi descrito na progressao da lesdo microvascular (Wakabayashi and
Masuda, 2007) e macrovascular (Nwose et al., 2007) de individuos com DM?2.

No presente estudo todos os grupos apresentaram individuos com valores de D-Di acima do
valor de referéncia, porém, pode-se observar o aumento significativo do marcador hemostatico no
grupo com maior comprometimento macrovascular (Figura 12).

A possivel deteccdo da formacdo de fibrina antes da ocorréncia de um evento trombdtico é
de grande valia, uma vez que podera contribuir para a ado¢do de medidas profildticas mais
incisivas, contribuindo para a qualidade de vida dos pacientes diabéticos. Entretanto, a andlise
isolada desse parametro ndo permite estabelecer novas intervencdes terapéuticas, necessitando da
andlise combinada com outros pardmetros hemostdticos para compreender melhor o processo
envolvido na doenga.

O marcador D-Di estd muito bem estabelecido no uso de exclusdo de trombose venosa
profunda (TVP) devido ao seu alto valor preditivo negativo (VPN). Entretanto, o achado de niveis
aumentados de D-Di estd sendo largamente estudado, pois se sabe que pode estar relacionado a
varias doencas e/ou condi¢des, mas nada ainda estd consolidado em relagéo a esse aspecto.

Na andlise de acordo com o uso de medicamentos somente para estatina foi encontrada
diferenca significativa entre os grupos. O grupo que ndo fazia uso de estatina apresentou média de
D-Di inferior ao grupo que fazia uso. Na analise dos subgrupos, o grupo Placa, sistematicamente
apresentou valor de média superior aos demais grupos, independente da estratégia de analise. Tal
resultado permite concluir que, apesar da intervengdo terapéutica adotada, hd uma associagcdo
positiva entre o aumento da lesdo macrovascular de mulheres diabéticas e aumento de ativagdo da
cascata da coagulagdo.

Para o inibidor do ativador do plasminogénio tipo 1 (PAI-1) ndo foi observado diferenca

significativa entre os subgrupos, entretanto, pode-se observar uma discreta redugdo do valor médio
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no grupo Placa. Quando comparadas ao grupo-controle, as pacientes diabéticas apresentam valores

aumentados de PAI-1. Sabe-se que os niveis elevados de PAI-1 precedem o aparecimento do
diabetes e possivelmente esse aumento estd associado a sindrome metabdlica (Festa et al., 2006,
Grant, 2007).

Os niveis de PAI-1 aumentam com o avango da idade, apresentando nivel médio de 50 a
60ng/mL, e variam desde niveis indectdveis até valores superiores a 200ng/mL. Esse fato se
justifica porque ha uma variacio circadiana na qual se observa niveis mais elevados na parte da
manha. Essa variagdo circadiana pode ter influéncia direta sobre o pico circadiano de incidéncia de
infarto agudo do miocardio (IAM) (Vaughan, 2005).

No presente estudo os niveis de PAI-1 das pacientes diabéticas apresentaram-se elevados,
conforme esperado, entretanto ndo houve associagdo positiva com a progressao macrovascular. A
coleta de todas pacientes foi realizada no periodo da manhd, o que minimiza a variacéo circadiana e
corresponde possivelmente aos niveis mais elevados que as pacientes possam apresentar ao longo
do dia.

Independente da andlise realizada, considerando o uso de medicamentos, ndo houve
diferenca significativa entre os grupos para o marcador PAI-1. Como o PAI-1 atua inibindo a
fibrindlise, favorecendo a permanéncia do codgulo de fibrina, especula-se que, se as pacientes
apresentassem niveis mais baixos de PAI-1, poderiam ser encontrados niveis mais elevados de D-

Di. No presente estudo nao foi observada correlagdo entre os niveis plasmaticos de D-Di e PAI-1.

Fatores de coagulacdo

O fator VII é uma proteina vitamina K dependente sintetizada pelo figado (Grant, 2007). O

aumento de fator VII estd relacionado a dislipidemia, especialmente ao aumento de TG e
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quilomicrons. O fator VII se liga as particulas de VLDL ricas em TG e a deficiéncia no catabolismo

do VLDL prolonga a meia-vida do fator VII, aumentando os niveis plasméticos (Grant, 2007).

O fator VII ativado em complexo com o FT ativa os fatores X e IX, seqiiéncia que precede a
formacao de fibrina (Furie and Furie, 1992, Rao et al., 1999, Dahlback, 2000). Sendo assim, o
aumento de VII favorece a formacdo de fibrina e predispde ao estado de hipercoagulabilidade.

Para o fator VII, no presente estudo, ndo foi observado diferenca significativa entre os
subgrupos de acordo com o Doppler de cardtida. Entretanto, pacientes com dislipidemia grave (TG
maior que 400mg/dL) foram excluidas do estudo.

Sabe-se que pacientes em uso de estatinas apresentam reducdo dos niveis plasmaticos de
fator VII (Undas et al., 2005).

Dentre as pacientes que ndo faziam de insulina, o subrupo Placa apresentou valor médio de
fator VII inferior ao subgrupo Espessamento. O mesmo foi observado para as pacientes que nao
faziam uso de estatina. Como ndo hd associacdo direta entre a lesdo macrovascular e niveis
reduzidos de fator VII, esse achado pode ter sido fortuito, uma vez que os valores médios dos
subgrupos estio dentro dos valores de normalidade.

O fator VIII é uma glicoproteina que circula no plasma ligado ao fvW. Apds ser ativado pela
trombina, o fator VIII dissocia do fvW e passa a compor um complexo enzimético junto com o fator
IX, denominado complexo tenase, que ativa o fator X (Duncan et al., 1999, Dahlback, 2000).

O aumento dos niveis de fator VIII no diabetes ja € largamente conhecido (Duncan et al.,
1999, Rao et al., 1999, Carr, 2001, Grant, 2007), porém pouco se sabe se hd ou ndo associacdo do
aumento dos niveis do fator com a progressdo da lesdo macrovascular.

Para o fator VIII, no presente estudo — Figura 15, foi observado diferenga significativa entre
os subgrupos Sem alteracdo e Espessamento e entre os subgrupos Sem alteracdo e Placa (p=0,005;
=0,910). Houve uma associa¢@o positiva entre o aumento da lesdo macrovascular e o aumento dos

niveis de fator VIII.
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O aumento de fator VIII é sabidamente um fator de risco para eventos tromboticos (Tripodi

and Mannucci, 2001). Como o fator VIII € também uma proteina de fase aguda poderia se atribuir o
aumento de VIII a um processo inflamatério decorrente da lesdo macrovascular ou outra patologia
inflamatéria subclinica. Entretanto, tal hipdtese ndo foi confirmada uma vez que na avaliacdo da
PCRus, outra conhecida proteina de fase aguda, ndo houve diferenca significativa entre os
subgrupos e nem foi encontrada correlacdo positiva entre os dois marcadores. Dessa forma, pode-se
especular que o aumento de fator VIII nas pacientes diabéticas classificadas segundo o Doppler de
cardtida € independente de processo inflamatério. O presente estudo ndo permite concluir se o
aumento de fator VIII é causa ou efeito da lesdo macrovascular, apenas que ha uma associagdo entre
as duas varidveis favorecendo a ocorréncia de um evento trombético.

Independente do uso de medicamentos o aumento de fator VIII com a progressdo da lesdo
macrovascular foi consistente. Dessa forma, pode-se inferir que em pacientes diabéticas t€m-se
aumento de fator VIII independe da terapéutica dotada. Corroborando ao achado do presente
estudo, outros estudos mostram que nao hé efeito do uso de estatina sobre os niveis plasmaticos de
fator VIII, bem como nos niveis de fvW (Undas et al., 2005).

O fibrinogénio (FIB) é a tdltima proteina envolvida na cascata da coagulacdo que, quando
clivado pela trombina, leva a formacdo do codgulo de fibrina. O fibrinogénio € sintetizado pelo
figado e é uma importante proteina de fase aguda (Furie and Furie, 1992, Duncan et al., 1999,
Dahlback, 2000, Mosesson, 2005).

Niveis elevados de FIB t€m se mostrado, consistentemente, nos estudos epidemioldgicos,
como um forte e independente fator de risco cardiovascular (Grant, 2007). Nos pacientes com
diabetes varios estudos ja observaram aumento de fibrinogénio (Duncan et al., 1999, Carr, 2001).

No presente estudo pode-se observar aumento do fibrinogénio no grupo Placa em relagédo ao
grupo Sem alteracdo (p=0,018) — Figura 16.

O padrdo de comportamento do fibrinogénio foi semelhante ao fator VIII, porém em menor

propor¢do. A associacdo positiva entre a lesdo macrovascular e o aumento dos niveis de
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fibrinogénio foi independente da terapéutica adotada no tratamento das pacientes e pode estar

associada a0 mesmo processo envolvido no aumento do fator VIII.

O efeito das estatinas sobre as concentragdes de fibrinogénio também ja foi extensivamente
estudado. Alguns estudos jd mostraram aumento e redu¢do, mas a maioria dos relatos se refere a
auséncia de alterac@o nos niveis de fibrinogénio. A maioria dos estudos que utilizam o método de
Clauss conclui que as estatinas ndo alteram as concentra¢des de fibrinogénio (Undas et al., 2005).
No presente estudo o mesmo foi observado, utilizando a mesma metodologia de dosagem.

Entretanto, uma caracteristica particular ao DM, independente do aumento dos niveis
plasmaticos, é a alteracdo do padrio de formacdo de fibrina ocasionada pela glicacdo do
fibrinogénio. O fibrinogénio glicado forma uma fibrina com fibras mais finas e mais densas, que é
resistente a fibrindlise. A fibrina glicada promove uma menor interagdo com o t-PA e com o
plasminogénio, gerando menos plasmina e aumentando a ligacdo da antiplasmina. Tal condig¢do
favorece a permanéncia da fibrina, quando formada, favorecendo o desenvolvimento de novos
codgulos (Carr, 2001, Grant, 2007). Logo, os niveis de D-Di, importante marcador de
hipercoagulabilidade, podem estar subestimados em virtude da menor geragdo de plasmina, enzima

responsével pela quebra da fibrina.

Anticoagulantes naturais

A proteina C (PC) € uma proteina dependente da vitamina K com atividade anticoagulante.
A trombina quando se liga a trombomodulina sobre a superficie da célula endotelial é capaz de
ativar a PC quando ligada ao receptor endotelial de PC (EPCR). A PC ativada (PCa) inativa os
cofatores Va e VIIla da cascata da coagulacdo. Alteracdes qualitativas e quantitativas da

trombomodulina sobre a superficie endotelial podem comprometer a acdo da PC (Esmon, 2000).
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A antitrombina (AT) é uma glicoproteina de 58KDa sintetizada pelo figado; é o

anticoagulante natural mais importante nos mamiferos (Quinsey et al., 2004). A AT,
preferencialmente, inibe as enzimas livres de complexos, como a trombina (Dahlback, 2000) e a
acdo enzimdtica é potencializada pela heparina (Furie and Furie, 1992).

As deficiéncias de PC e AT sdo fatores de risco para eventos trombéticos (Tripodi and
Mannucci, 2001), ja que ambas sdo essenciais para a eficiéncia dos principais mecanismos de
anticoagulacao natural.

No presente estudo ndo houve diferenca significativa entre os subgrupos de pacientes
diabéticas de acordo com o Doppler de carétida para os parametros PC e AT. Nenhuma paciente
avaliada apresentou deficiéncia de PC ou AT.

O subgrupo Sem alteragdo quando comparado com o grupo-controle apresentou valor médio
de AT significativamente mais baixo, entretanto, esse achado nio tem significado clinico. O mesmo

foi observado entre as pacientes classificadas de acordo com o uso de insulina e uso de IECA.

6.4 ANALISES GENETICAS

A hiperhomocisteinemia € reconhecida como um fator de risco para doencgas
cardiovasculares. O aumento dos niveis de homocisteina pode ser decorrente de mutagdes nas
enzimas envolvidas nas vias de metabolismo. O polimorfismo C677T na enzima MTHFR em hetero
e homozigose reduz a atividade da enzima tornando-a termolabil. Individuos com o polimorfismo
C677T em homozigose apresentam niveis mais elevados de homocisteina. Por esse motivo, o
polimorfismo na enzima MTHFR tem sido estudado, pois pode representar um fator de risco
genético para a doenga vascular (Frosst et al., 1995, Glueck et al., 1995).

Alguns estudos ja mostraram associa¢do do polimorfismo com a doenca microvascular

diabética (Neugebauer et al., 1998, Noiri et al., 2000), auséncia de associacdo entre o polimorfismo
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e os niveis de homocisteina em pacientes com DM2 (Mazza et al., 2000) e associa¢do do

polimorfismo com a doenga macrovascular diabética (Sun et al., 2005).

Na andlise da freqii€éncia do polimorfismo C677T para o gene da enzima MTHFR, no
presente estudo, ndo foi encontrada diferenca significativa entre a freqiiéncia descrita na literatura
(Arruda et al., 1998) e nem entre os subgrupos de andlise.

Nao foi observada também associag¢do entre niveis aumentados de homocisteina e a presencga
do polimorfismo em homozigose.

O presente estudo muito se assemelha a um estudo italiano (Scaglione et al., 2002) com
pacientes com DM2 no qual também ndo foi encontrada associagdo entre niveis aumentados,
polimorfismo na MTHFR e lesdo macrovascular avaliada por Doppler de carétida.

A glicoproteina GPIIla da superficie de plaquetas é um receptor de membrana para o
fibrinogénio e fvW e tem um papel importante na agregacao plaquetéria. A presenca do alelo A2 na
GPIlla em homozigose estd associada com um aumento de trés vezes do risco para doenga
cardiovascular (Pamukcu et al., 2005).

A presenca do polimorfismo em individuos diabéticos é a mesma observada na populacdo
em geral (Kozieradzka et al., 2007) e muito se assemelha a freqii€ncia observada no presente estudo
para o total de pacientes diabéticas.

A freqtiéncia observada no subgrupo Espessamento que diferiu da freqiiéncia do subgrupo
Placa pode ter ocorrido devido ao “n” pequeno do subgrupo Espessamento, incorrendo em um erro
do Tipo L. Esse resultado deve ser interpretado com cautela e o recomendado seria ampliar o grupo
para confirmar ou refutar o achado. O resultado também ndo apresenta plausibilidade biolégica,
pois o esperado seria que o subgrupo Placa apresentasse uma maior freqiiéncia do alelo A2, caso a
presenca do polimorfismo realmente estivesse envolvido na progressdo da lesdo macrovascular.

Outros estudos concordam com a ndo associagdo entre o polimorfismo da GPIIla e a

progressao das lesdes micro e macrovasculares no DM2 (Carter et al., 1998, Scaglione et al., 2000).
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6.5 CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

A populacdo mundial tem apresentado uma maior sobrevivéncia em funcdo da melhoria da
assisténcia a saiude, bem como do acesso a populacdo menos favorecida, dentre outros aspectos. Por
outro lado, com o envelhecimento aumenta a incidéncia das doengas crdnicas, notadamente o
Diabetes mellitus, causa de grande morbidade e mortalidade. Portanto, tornam-se prementes estudos
adicionais para um melhor entendimento sobre a fisiopatologia dessa doenca e co-morbidades
associadas, nos diversos estdgios de evolucdo, o que poderd impactar favoravelmente o diagnostico,
intervengdo e progndstico. Além do mais, ¢ amplamente sabido pela comunidade cientifica que
mudangas no estilo de vida e controle rigoroso dos fatores de risco desencadeantes do diabetes
(prevengdo primdria) podem reduzir o nimero de portadores desse distirbio. Assim, a adogdo de
dieta adequada, realizacdo de exercicios fisicos regulares, assisténcia e tratamento das co-
morbidades, além de acompanhamento por profissionais especializados, sdo algumas das medidas
que podem modificar positivamente a histéria natural da doenga contribuindo para a melhoria de
vida dos pacientes.

Este estudo pretende ter respondido os objetivos propostos, mesmo apresentando algumas
limitacdes. Admite-se que o “n” reduzido de amostras estudadas, bem como o cardter multifatorial
do DM2, tenham ocasionado o achado de resultados fortuitos, dificultando a devida interpretacio
para alguns pardmetros avaliados. Todavia, cumpre ressaltar que o desenho do presente estudo
buscou minimizar fatores confusionais em decorréncia de covaridveis como hipertensdo e uso de
medicamentos. Dessa forma, tais covaridveis foram criteriosamente observadas para que os
subgrupos de estudo apresentassem proporcionalidade similar desses interferentes.

Além da selecdo criteriosa dos grupos e do rigor na execugdo dos métodos laboratoriais, um

aspecto positivo a ser levantado consiste no fato de que o presente estudo, obtido em nosso meio,
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reflete 0o que acontece em parte da nossa populacio que certamente difere dos estudos americanos,

europeus e asiaticos.

Por outro lado, ao longo da execugdo deste estudo, outros aspectos relevantes foram
vislumbrados motivando interessantes discussdes, novas idéias para pesquisas e melhoramentos na
conducdo experimental. O grupo de estudos dos Laboratérios de Hematologia Clinica, Bioquimica
Clinica e Biologia Molecular pretende, em breve, dar seguimento a andlise do perfil hemostético,
dentre outros aspectos, dos individuos com diabetes tipo 2.

Alguns pardmetros de interesse do grupo sdo, a priori: investigacdo da freqiiéncia de
polimorfismo de hemocromatose, polimorfismo do PAI-1, niveis plasmaticos de LDL oxidada,

investigacdo do grupo ABO, polimorfismo na ADAMTS 13, entre outros.
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7 CONCLUSOES
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Ap6s a andlise, discussao e interpretacdo dos resultados obtidos no presente estudo, pode-se

concluir que:

1 — A avaliagdo isolada do perfil lipidico de mulheres diabéticas, apds intervengao clinica e
farmacoldgica, ndo pode ser utilizada para inferir sobre o grau de lesdo macrovascular, ou seja,

sobre o agravamento da doenga.

2 — As alteragdes no sistema hemostatico de mulheres com DM2 e maior comprometimento
macrovascular, avaliado pelo Doppler de carétida, foram evidenciadas pelo aumento de dimero D,

fibrinogénio e notadamente, fator VIIIL.

3 — O aumento dos niveis de PAI-1 nas mulheres com DM2 ndo estd associado a progressio

da lesdo macrovascular.

4 — Nao foram observados niveis elevados de marcadores de lesdo endotelial, tais como
homocisteina e trombomodulina em fung¢do do agravamento da lesdo macrovascular, embora tenha

sido observada tendéncia de aumento dos niveis plasmaticos do fator von Willebrand.

5 — A presenca do polimorfismo no gene da enzima MTHFR ndo interferiu nos niveis

plasmaticos de homocisteina.

6 — Os resultados obtidos sugerem, com excec¢ao do fibrinogénio, dimero D e fator VIII, que
a formacdo da placa carotidea, configurando o agravamento precoce da doenga, parece nio estar

associada aos outros fatores estudados nas pacientes com DM2, nas condi¢gdes descritas.
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