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RESUMO
O estudo objetivou caracterizar hemostatica e bioquimicamente pacientes com
diabetes mellitos tipo 2 (DM2) que evoluiram para insulinizagcdo. Compuseram 0
grupo em andlise, 40 pacientes atendidos pela Unidade Bésica de Saude de
Consolacéo, Vitoria/lES, com idade entre 25 e 80 anos, diagnostico de DM2 em
utilizacdo de insulina. Para o controle, foram selecionados 40 pacientes na mesma
faixa etaria, sem diagndstico laboratorial e/ou clinico de DM. Foram dosados
marcadores de inflamacdéo, hipercoagulabilidade e fibrindlise: fibrinogénio, dimero-D
(D-Di) e inibidor do ativador do plasminogénio tipo 1 (PAI-1). O polimorfismo (-675
4G/5G) na regido promotora do gene do PAI-1 foi correlacionado com seus niveis
plasmaticos. Foram medidos os parametros bioquimicos: glicemia de jejum (GJ),
hemoglobina glicada (HbA1C), colesterol total (CT), colesterol HDL (HDLc),
colesterol LDL (LDLc), triglicerideo (TGC), proteina C reativa ultra sensivel (PCRus),
ureia e creatinina plasmaticas. Houve ainda a verificacdo do IMC, obesidade,
tabagismo, hipotireoidismo, hipertenséo, dislipidemia e resisténcia a insulina. A
analise estatistica mostrou diferenca (p < 0,05) entre os grupos em relacdo aos
valores médios de HDLc, VLDLc, TGC, ureia, PCRus e fibrinogénio. Houve diferenca
entre os grupos para VLDLc, TGC, creatinina e fibrinogénio alterados. No controle
foram observadas as correlacdes: fibrinogénio e glicemia, fibrinogénio e PCRus,
PAI-1 e glicemia, PAI-1 e IMC. No grupo DM2 em insulinizagdo houve correlagéao
para fibrinogénio e D-di, fibrinogénio e PCRus, D-Di e glicemia (negativa), PAI-1 e
triglicerideo, PAI-1 e IMC. Niveis de PAI-1 foram estatisticamente maiores no grupo
controle em individuos com genatipo 5G5G, seguido de 4G5G e 4G4G. A Regresséao
Logistica Binaria confirmou que as variaveis hipertensdo e fibrinogénio foram
significantes ao p-valor (0.009) e (0.049) e ODDS Ratio ajustado (4,184; 1,426-
12,276) e (3,293; 1,006-10,775) respectivamente, mostrando que hipertensos tém
um risco 4,18 vezes maior de terem DM2 insulinizada e que individuos com
hiperfibrinogenemia possuem um risco 3,29 vezes maior. Com o estudo espera-se
contribuir para melhor entendimento das complexas alteragdes que acompanham o
paciente diabético tipo 2 usuario de insulina numa expectativa de buscar adequado

tratamento e prevencéo para as complicagcbes macrovasculares do diabetes.

Palavras chave: Diabetes mellitus tipo 2, insulinizagéo, hemostasia, inflamacé&o.



ABSTRACT

The study aims to characterize biochemically and hemostatic mellitos patients with
diabetes mellitus type 2 (DM2) who developed insulin regimen. Composed group
under analysis, 40 patients attended the Basic Health Unit of Consolation, Vitoria /
ES, aged 25 to 80 years, diagnosed with DM2 and that were already evoluted to
insulinization. As controls, 40 patients were selected in the same age group without
laboratory and / or clinical diagnosis of DM. Markers of inflammation,
hypercoagulability and fibrinolysis were measured: Fibrinogen, D-dimer (D-Di) and
plasminogen activator type 1 inhibitor (PAI-1). The polymorphism (-675 4G/5G) in the
promoter region of the PAI-1 gene was correlated with their serum levels.
Biochemical parameters were measured: plasma glucose (PG), glycated hemoglobin
(A1C), total cholesterol (TC), HDL cholesterol (HDL-C), LDL (LDLc) cholesterol,
triglycerides (TGC), ultrasensitive C reactive protein (hsCRP), urea and serum
creatinine. There was still checking BMI, obesity, smoking, hypothyroidism,
hypertension, dyslipidemia and insulin resistance. Statistical analysis showed
significant differences (p <0.05) between groups with regard to mean values of HDL-
C, VLDL-C, TGC, urea, hsCRP and fibrinogen. There was significant difference
between groups for VLDLc, TGC, creatinine and fibrinogen. Controls present
correlations between: fibrinogen and glucose, hsCRP and fibrinogen, PAI-1 and
glucose, PAI-1 and BMI. In insulinization DM2 group correlation was observed
correlation between: fibrinogen and D-di, hsCRP and fibrinogen, D-Di and glucose
(negative), PAI-1 and triglycerides, PAI-1 and BMI. PAI-1 levels were higher in the
control group in subjects with genotype 5G5G, 4G5G and 4G4G followed. Binary
Logistic Regression confirmed that the variables hypertension and fibrinogen were
significant at p-value (0.009) and (0.049) and adjusted odds ratio (4.184, 1.426 to
12.276) and (3.293, 1.006 to 10.775), respectively, showing that hypertensive
patients have a risk 4.18 times more likely to have insulinization type 2 diabetes and
that individuals with hyperfibrinogenemia have a 3.29 times greater risk. With this
study we hope to contribute to better understanding of the complex changes that
accompany the user insulinization type 2 diabetic patients in expectation of seeking
appropriate treatment and prevention for the macrovascular complications of
diabetes.

Keywords: DM2, insulinization, hemostasis, inflammation.
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O diabetes mellitus (DM) € uma doenc¢a multifatorial associada ao aumento de
risco cardiovascular quando comparado a individuos que ndo possuem a doenca.
Dentre os tipos de DM, o diabetes mellitus tipo 2 (DM2) corresponde a cerca de 90%
dos casos de diabetes no mundo sendo que a epidemia de diabetes esta
particularmente relacionada a este subtipo, que se manifesta pela resisténcia e/ou
secrecédo reduzida de insulina. (WHO, 2013)

O DM representa um consideravel encargo econdémico tanto para o individuo
guanto para a sociedade, especialmente quando mal controlado. A maior parte dos
custos diretos de seu tratamento esta relacionada as suas complicacbes que
comprometem a produtividade, a qualidade de vida e a sobrevida dos individuos.
(PORTERO et al., 2003; MCLELLAN et al., 2006; IDF, 2013).

Os resultados de grandes estudos como The Diabetes Control and
Complications Trial Research Group (DCCT) e UK Prospective Diabetes Study
(UKPDS) demonstraram relag&o direta entre hiperglicemia cronicamente mantida e
as complicacbes micro e macrovasculares (DCCT, 1993; UKPDS, 1998). Assim,
individuos com diabetes representam cerca de 30% dos pacientes que se internam
em unidades coronarianas intensivas (SILVA et al., 2006). Cerca de 80% dos
individuos diabéticos morrem em decorréncia de eventos trombéticos e 75% dessas

mortes resultam de eventos cardiovasculares (WHO, 2013).

Isso ocorre uma vez que as alteragbes no endotélio provocadas pela
hiperglicemia promovem ativacdo do processo inflamatério, que, juntamente com
hipertensdo e dislipidemia, proporcionam a formacédo de placas ateroscleroticas.
Estudos mostraram que a insulina possui efeitos seletivos na sintese de proteinas
hepaticas em pessoas normais, e que a resisténcia aos seus efeitos levaria a
sintese aumentada de proteinas de fase aguda, como o fibrinogénio e a proteina C

reativa, caracterizando o processo inflamatério (GRANT et al., 2007).

Assim, embora os parametros da sindrome metabdlica como hiperglicemia,
dislipidemia e hipertensdo possam causar lesao vascular, a disfungédo endotelial
pode ser intrinseca ao DM2 e esse quadro pode conduzir a um estado ativado
caracterizado, em parte, pela adesdo e agregacdo plaquetaria e aumento da
coagulabilidade (OUVINA et al., 2001).
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A hiperglicemia também interfere no sistema fibrinolitico, uma vez que
estimula a producgéo do inibidor do ativador de plasminogénio tipo 1 (PAI-1). Assim,
estudos tém mostrado que pacientes com DM2 possuem niveis aumentados de
marcadores de ativacdo da cascata da coagulacdo (D-di) e fibrindlise (PAI-1),
evidenciando estados pro-trombéticos (VAUGHAN et al., 2005; NWOSE et al., 2007;
WAKABAYASHI et al., 2009). Assim, uma avaliacdo dos niveis desses marcadores
hemostéticos pode ser fundamental na avaliacdo do risco tromboético de pacientes
com DM2. (DAWSON et al., 1993; ZORIO et al., 2008).

Os niveis de PAI-1 também sdo modulados geneticamente, uma vez que a
concentragdo plasmética de PAI-1 esta correlacionada com o polimosfismo -675
4G/5G na regido promotora do gene do PAI-1. Individuos que apresentam o
genodtipo 4G/4G estdo associados a uma maior producdo de PAI-1, situacdo que
pode corroborar para estados pré-trombéticos, devido uma maior inibicdo da
fibrindlise (DAWSON et al., 1993; ZORIO et al., 2008).

Muitas pesquisas mostram a associacao positiva entre diabetes e marcadores
hemostéticos e as evidéncias apontam para desfechos que sugerem que o individuo
com DM2 apresente um estado de hipercoagulabilidade e hipofibrindlise (YAMADA
et al., 2000; SOARES et al, 2010). No entanto, as correlacbes entre as
complicagbes vasculares no diabetes, hiperglicemia cronicamente mantida e o grau

de anormalidade da hemostasia ainda ndo foram completamente elucidados.

Neste contexto e dado o carater multifatorial do DM2, os estudos necessitam
de detalhamento no que diz respeito ao grau de comprometimento do organismo, as
comorbidades e as medidas terapéuticas adotadas, uma vez que estes parametros
refletem diretamente na progressdo da doenca e nos resultados dos marcadores

laboratoriais avaliados nesses individuos.

Em consonancia ao grande impacto sobre as complicacdbes de DM2
determinadas pelos estados de inflamacao, hipercoagulabilidade e hipofibrindlise é
importante e justificavel investigar tais alteragbes em um grupo de pacientes
diabéticos tipo 2 que evoluiram para insulinoterapia a fim de mapear a situacao da
populacao afetada. Vale, contudo, ressaltar que estudos dessa natureza ainda nao
foram conduzidos na populacao de estudo.
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2.1 DIABETES MELLITUS

O diabetes Mellitus (DM), segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS),
€ uma sindrome de etiologia mudltipla, decorrente da falta de insulina e/ou
incapacidade da insulina de exercer adequadamente suas acdes, caracterizada pela
hiperglicemia crénica e altera¢gdes no metabolismo dos carboidratos, dos lipideos e
das proteinas (WHO, 2013).

O diabetes mellitus (DM) representa, atualmente, um dos problemas mais
significativos de saude publica tanto nos paises desenvolvidos como também
naqueles em desenvolvimento. Em 1985, o numero de individuos diabéticos na
populacdo mundial era de aproximadamente 30 milhbes e em 1995, o numero
chegou a 135 milhdes. Em dltima nota, a Organiza¢cdo Mundial de Saude (OMS), em
outubro de 2013, mostrou que 347 milhdes de individuos possuem diabetes mellitus
no mundo, estando, 25,1 milhdes na América Central e do Sul e 12,4 milh6es no
Brasil. Estima-se que em 2004 3,4 milh6es de pessoas morreram em consequéncia
do diabetes, sendo as complicacfes cardiovasculares responsaveis por cerca de
50% da mortalidade (WHO, 2013; SBD, 2014).

Segundo a Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD) estamos vivendo uma
epidemia de diabetes. No Brasil, na década de 80, a prevaléncia de diabetes era
estimada em 7,6%, sendo que hoje, as taxas apontam para 12,1 a 13,5%. Este
aumento pode ser explicado pelo crescente envelhecimento populacional,
urbanizacdo e principalmente pelo aumento do sedentarismo e obesidade (SBD,
2009; SBD, 2014).

Por ser o diabetes mellitus uma doenca de natureza crbnica, as complicacdes
advindas da doenca sdo geralmente graves e requerem meios onerosos para seu
controle, gerando altos gastos tanto para o paciente como para o sistema publico de
saude. Acredita-se que o custo desta doenca para o Brasil seja de aproximadamente
3,9 bilhdes de ddlares por ano (SBD, 2014).

No diabetes mellitus a hiperglicemia crbénica culmina com o desenvolvimento
de patologia microvascular nos glomérulos renais, retina, e nervos periféricos.
Assim, devido a patologia microvascular, o diabetes mellitus é a principal causa de
doenca renal crbnica, cegueira, doenca e neuropatias debilitantes (BROWNLEE,
2001; 2005).
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Além da patologia microvascular, o diabetes mellitus associa-se também a
doenca aterosclerotica macrovascular, afetando artérias que irrigam cérebro,
coracao e extremidades inferiores. Neste contexto, pacientes com diabetes também
possuem maior risco de acidente vascular cerebral, infarto agudo do miocardio e
amputacao de membros inferiores (BROWNLEE, 2001; BROWNLEE, 2005).

2.1.1 CLASSIFICACAO E DIAGNOSTICO

O diabetes mellitus € representado por varios distirbios metabdlicos
heterogénios que possuem em comum a hiperglicemia, que pode advir de

perturbacdes na acdo e/ou secrecao da insulina (SBD, 2014).

Atualmente, a classificacdo do DM € baseada na etiologia da doenca. A
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), Associacdo Americana de Diabetes (ADA) e

a Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD) classificam o diabetes mellitus em:

e DML1: ocorre destruicdo autimune ou idiopéticas das células betapancreaticas,

culminando na deficiéncia de insulina. Corresponde de 5 a 10% dos casos;

e DM2: é caracterizado por anormalidades na acdo e secrecdo da insulina.
Geralmente ambos ocorrem, no entanto pode ocorrer predominio de um dos
dois. A maior parte apresenta obesidade. Corresponde de 90 a 95% dos

Ccasos;

e OQutros tipos especificos de DM: sédo as formas menos comuns da doenca e
cujas causas podem ser observadas, como doencas pancredticas e

enddcrinas, sindromes genéticas e infeccdes;

e DM gestacional: é a alteracdo da glicemia que inicia-se ou € diagnosticada
durante a gestacdo. Também relaciona-se a resisténcia a insulina e perda de
célula beta. Acontece em 1 a 14% das gestacdes;

e Pré diabetes: Caracterizado como um estado intermediario entre homeostase
normal da glicose e o DM. Os pacientes nesta categoria possuem risco

aumentado de diabetes.

Segundo a Associacdo Americana de Diabetes (ADA), Organizagdo Mundial

da Saude (OMS) e Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD), os critérios para
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diagnostico do DM2 atualmente aceitos sdo os abaixo descritos. Caso haja
positividade em qualquer um dos parametros, pode ser confirmado o diagndstico de
diabetes (ADA, 2013; SBD, 2014).

e Sintomas de politria, polidipsia e perda ponderal acrescidos de glicemia
casual (a qualquer hora do dia) acima de 200 mg/dL;

e Glicemia de jejum (auséncia de ingestédo caldrica por no minimo 8hs) igual ou

superior a 126 mg/dL;

e Glicemia de duas horas p0s sobrecarga de 75 g de glicose acima de 200
mg/dL;

¢ Hemoglobina glicada maior ou igual a 6,5%.

A evolucdo até o DM2 ocorre em um periodo de tempo variavel, iniciando-se
em estagios intermediarios de glicemia de jejum alterada e tolerancia a glicose
diminuida, decorrentes de uma combinacdo de resisténcia a acdo da insulina e
disfuncéo de células beta (REPORTS, 1997; SBD, 2014; ADA, 2013).

Assim, a glicemia de jejum alterada e a tolerancia diminuida a glicose séo
condig¢@es clinicas que ndo caracterizam o DM2, mas que podem ser consideradas
como risco aumentado para diabetes, representando um estado intermediario entre
a normalidade e o DM2. Segundo a Associacdo Americana de Diabetes (ADA) e
Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD), os critérios para definicdo do estado de

pré-diabetes séo:

e Glicemia de jejum (auséncia de ingestao calorica por no minimo 8hs) 2100 e
<125 mg/dL;

e Glicemia de duas horas p6s sobrecarga de 75 g de glicose 2140 e <199
mg/dL;

¢ Hemoglobina glicada 25,7 e <6,4 mg/dL

A utilizagcdo de hemoglobina glicada (HbA1C) como critério de diagnostico
para o diabetes mellitus foi inicialmente proposta em 2009 / 2010 pela Sociedade
Brasileira de Diabetes e pela Associacdo Americana de Diabetes e tem sido mantida
conforme dUltima publicacdo de ambas em 2014 (SBD, 2014; ADA, 2013). No

entanto, hemoglobinopatias, anemias hemolitica e ferropriva sédo situacdes que
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podem comprometer a aplicacdo deste parametro como critério de diagnéstico. Além
disso, recentemente tem sido relatado que a etnia pode ser outro fator de
discordancia entre os resultados de HbA1C, onde evidéncias sugerem que 0S
afrodescendentes e asiaticos possuem maiores niveis de HbAlc que caucasianos
para valores iguais de glicemia (ZIEMER, et al., 2010; JOHN, et al., 2012; ADA,
2014; SBD, 2014).

E importante ressaltar que os critérios de diagnostico de DM por glicemia
plasmatica possuem nivel A de evidéncia, no entanto, embora a hemoglobina
glicada ainda seja considerada critério de diagnostico, € pertinente a realizacdo de
estudos mais conclusivos, conforme reconhece a propria SBD (SBD, 2014).

A resisténcia a insulina (RI) € um estado caracterizado pela resposta
subnormal do organismo a insulina e esta presente em mais de 80% dos pacientes
com DM2. Ela acarreta o aumento da sintese de triglicerideos, aumento do LDL-
colesterol e reducéo do HDL-colesterol. Nos rins, a agdo moduladora da insulina na
excrecdo de uratos, potassio e sodio € modificada, com maior efeito poupador de
sédio, favorecendo a manutencdo ou agravamento da hipertenséo arterial sistémica.
Dessa forma, a resisténcia a acado da insulina est4d associada a uma série de
anormalidades metabdlicas como  hipertensdo, dislipidemia, obesidade,
hiperglicemia, hiperinsulinemia, disfungcéo endotelial, hipercoagulacéo, hipofibrindlise
e inflamacgéao (FESTA et al., 2000; TEMELKOVA-KURKTSCHIEV et al., 2003; SDB,
2014).

Assim, a resisténcia a insulina € uma condicao fisiopatolégica de importante
investigacado clinica sendo considerada um fator de risco independente para doenca
cardiovascular. Segundo a SBD, pode-se definir que um paciente tem resisténcia a
insulina, na pratica clinica, quando se enquadra nos critérios de um dos modelos
propostos por Stern e colaboradores (2005) , ap6s estudos de grande porte que
avaliou 2.321 pacientes (STERN et al., 2005; SBD, 2014).

Neste estudo, adotaremos o modelo 3 proposto por Stern et al, que possui
81,3% de sensibilidade, 76,3% de especificidade e define os seguintes critérios para

resisténcia a insulina como sendo:
e IMC > 28,7 Km/m?, ou

e IMC>275 Km/m? + histéria familiar de DM, ou
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e Historia familiar de DM negativa, mas triglicerideo > 2,44 mmol/L (216 mg/dL)
(STERN et al., 2005; SBD, 2009; SBD, 2014).

Importante ressaltar que modificacbes no estilo de vida podem definir o
desenvolvimento ou ndo do DM2 e tornam-se decisivas na sua prevencgdo. Assim,
hébitos de vida mais saudaveis como dieta balanceada e rica em fibras, controle do
peso e realizacdo de atividade fisica sdo capazes de reduzir em 58% o risco de um
individuo com tolerancia a glicose reduzida e resisténcia a insulina tornar-se
diabético (SBD, 2014).

2.1.2 TRATAMENTO

O tratamento do DM2 visa a manutencdo do controle metabdlico e
compreende terapias ndo medicamentosa e medicamentosa (BRASIL, 2001; SBD,
2014). Os recursos medicamentosos sao empregados, geralmente, em um segundo
momento da terapéutica, diante da incapacidade de controlar os niveis glicémicos
pela pratica da dieta e de exercicios fisicos (MALERBI & FRANCO, 1997; FOSTER
et al.,, 1998; ALAD et al, 2000; ADA, 2013). O tratamento ndo medicamentoso
consiste em adotar habitos saudaveis de vida, sobretudo em relagdo a alimentacdo
adequada e a pratica de atividades fisicas regulares (MODESTO et al., 2003),
contribuindo para reducédo do indice de massa corporal, melhora da sensibilidade a
insulina, diminuicdo de glicemia e triglicerideos e aumento do HDLc, importantes
para retardar a doenca cardiovascular e outras complica¢cdes do DM2 (SBH, 2005).

A Associacdo Americana de Diabetes e a Sociedade Brasileira de Diabetes
estabelecem metas para caracterizar o0 bom controle glicémico de pacientes com
DM2 e para isto definem os niveis desejaveis e 0s niveis toleraveis para o0s

parametros laboratoriais do controle glicEmico (SBD, 2014; ADA; 2013).

Em relacao a glicemia de jejum, a meta é <100 mg/dL, com tolerancia até 130
mg/dL. Para glicemia pGs prandial, a meta € < 140 mg/dL, com tolerancia até 160
mg/dL. Para a hemoglobina glicada a meta varia conforme a idade, condi¢cbes
clinicas, risco de hipoglicemia e gestacdo, sendo <7,0% para adultos, <8,% para
criancas de 6 a 12 anos, <8,5% para criancas de 0 a 6 anos e idosos, <7,5% para
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adolescentes de 13 a 19 e <6,0 nos casos de diabetes gestacional (ADA, 2013;
SBD, 2009; SBD, 2014).

O momento em que o0 paciente € diagnosticado com DM2, nao
necessariamente coincide com o inicio da doenca. Muitas vezes o paciente tem a
doenca em evolucdo durante anos antes de seu diagnéstico. Neste sentido, a
terapia mais adequada para o paciente com DM2 € bastante individualizada e esta
intimamente relacionada com a capacidade secretdria de seu pancreas no momento

do diagndstico e durante o curso da doenca (SBD, 2014).

Conforme mencionado, o tratamento do DM2 visa o controle glicémico na
expectativa de postergar as complicacfes inerentes a doenca. No entanto, embora
haja recomendacbes e protocolos estabelecidos pela ADA e SBD, é importante
salientar que a melhor estratégia de tratamento do DM2 bem como a decisédo de
inicio da insulinoterapia também deve ser pautada na experiéncia do clinico ou do
especialista que acompanha o paciente e conhece suas particularidades clinicas,
financeiras e intelectuais (SBD, 2014, ADA, 2013).

Didaticamente, o DM2 pode ser dividido em fases de acordo com a funcéo
das céluas beta-pancreaticas. Na fase 1, periodo inicial do DM2, onde ha discreta
hiperglicemia, obesidade e insulinoresisténcia, a indicagéo terapéutica mais acertada
€ aquela que utiliza medicamentos que atuam melhorando a resisténcia a insulina e
0s niveis glicémicos por acdo periférica, ou seja, ndo aumentam a secrecdo de

insulina nem o ganho de peso. A metformina, para estes casos, € a droga de
escolha (SBD, 2009; SBD, 2014).

A reducao da secrecdo de insulina caracteriza a fase 2 da doenca, e nesta é
primordial a utilizacdo de um secretagogo, como as sulfoniluréias, geralmente em
associacdo com sensibilizadores de insulina. Nesta fase, embora ainda pouco
praticada, a insulinizacdo precoce (insulina basal) pode ser uma opc¢ao, visando
preservacao das células beta pancreéticas (SBD, 2009; SBD, 2014).

A fase 3 é marcada pela progressiva perda de secrecdo de insulina, como
consequéncia da maios faléncia de células beta e jA& com a presenca de
comorbidades. Neste momento é necessario associar aos agentes orais a

insulinizacao oportuna (injecéo de insulina de deposito) (SBD, 2009; SBD, 2014).
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Com o decorrer do DM2, a fase 4 € marcada pelo predominio claro da
insulinopenia ou insulinizacdo plena. Agora é importante que o paciente receba
quantidades de insulina que satisfacam todas as suas necessidades diaria,
geralmente 1 ou 2 aplicacdes de insulina de depdsito, acompanhada de insulina de
acdo rapida, antes das refeicbes. Importante ressaltar que a associacdo com 0
sensibilizador de insulina (metformina) pode ser mantida (BARRET et al 1998;
COUTINHO et al., 1999; SBD, 2009; SBD, 2014).

A medicacdo mais efetiva no que diz respeito a reducdo da hemoglobina
glicada em pacientes com DM2 € a insulina. No entanto e de modo geral, a
utilizacdo da insulina € muito aquém do que deveria e isso acontece pelo
desconhecimento. Assim ha o receio de prescricdo pelos médicos e de utilizacédo
pelos pacientes e seus familiares, que encaram a utilizacdo da insulina como uma
punicdo, uma vez que a via de administragcdo é mais invasiva e incébmoda (SBD,

2009; 2014).

A conduta terapéutica é feita conforme a condicédo inicial do paciente e entre
0s agentes medicamentosos disponiveis para a terapia do diabetes incluem-se os
antidiabéticos orais e a insulina. H& evidéncias de que o controle intensivo da
glicemia nos pacientes com diabetes tipo 2, tanto por meio de antidiabéticos orais ou
insulina, substancialmente diminui o risco de complicacbes microvasculares
(UKPDS, 1998).

A insulinoterapia no DM2 esta indicada sempre que as metas laboratoriais
nao se mantém adequadas com o0s agentes orais, no caso de hiperglicemia
sintomética e de emagrecimento, como forma de reposicao progressiva baseada na
evolucdo de HbALC. Assim, € importante destacar que a insulinoterapia oportuna
pode ser necessaria a qualquer tempo durante a evolucdo natural do DM2 (SBD,
2014).

Existem insulinas de a¢éo curta, intermediaria e longa e os tipos de insulina e
seus analogos disponiveis no Brasil sdo a insulina regular, aspart e lispro (curta
acdo), a insulina Protamina Neutra de Hagedorn (NPH) que é uma suspensdo de
insulina num complexo de zinco / protamina (a¢éo intermediaria) e a glargina (acao
longa). Elas permitem diferentes esquemas de administracdo como forma de

mimetizar a secrecao fisioldgica (FUCHS, et al. 2006).
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A insulina é um hormoénio relacionado ao metabolismo, mas também a fungéo
vascular e a hemostasia. Estudos tém demonstrado que a insulina estimula a
producdo de PAI-1, assim, um excesso deste hormdnio € capaz de promover
anormalidades em suas concentracfes, aumentando o risco de eventos trombotico
(COSTA et al., 2006).

2.1.3 MANIFESTACOES CLINICAS DO DM2 E COMPLICACOES

O DM2 estd associado ao aumento do risco de complicacbes
microvasculares, sendo as mais prevalentes a nefropatia, retinopatia e neuropatia e
de complicagcdes macrovasculares, com destaque para doenca arterial coronariana
(DAC), o acidente vascular cerebral (AVC) e a doenca arterial obstrutiva periférica
(DAOP) (BROWNLEE, 2001; NAZIMEK-SIEWNIAK et al.,, 2002). O DM2 é uma
doenca multifatorial que associa hiperglicemia a um conjunto de fatores de risco
cardiovasculares, incluindo hipertensdo, obesidade visceral, dislipidemia,
microalbuminudria e hipercoagulabilidade. A hipertensdo arterial sistémica (HAS)
acomete cerca de 70% dos individuos com DM2 e esses, geralmente, apresentam

controle glicémico ineficaz e dislipidemia (ZIMMET, 2001).

Cerca de 80% dos individuos diabéticos morrem em decorréncia de eventos
tromboticos e 75% a 80% dessas mortes resultam de eventos cardiovasculares
(CARR, 2001). A presenca de sobrepeso e obesidade exerce uma influéncia
consideravel na elevada morbidade e mortalidade da doenca decorrente
principalmente da associacdo com a doenca cardiovascular (ERBERLY et al., 2003).
Um estudo na populagéo brasileira revelou que 75% dos individuos com DM2 néo
estava na faixa de peso ideal, sendo que um tergo tinha obesidade (GOMES et al.,
2006). Atualmente temos evidéncias suficientes de que o melhor controle da
glicemia no inicio da doenca (STRATTON et al., 2000), da presséao arterial (UKPDS,
1998) e da dislipidemia (HEART, 2003) resulta em uma reducéo significativa nas

complicagBes microvasculares e macrovasculares do paciente diabético.

As complicagbes macrovasculares do diabetes se devem principalmente a
formacdo de placas aterosclerdticas. A insulina estd envolvida no metabolismo de

lipideos, uma vez que ela regula a transcricdo da lipase lipoproteica endotelial,
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enzima que hidrolisa os triglicerideos presentes nas VLDL e nos quilomicrons.
Assim, alteracdes na concentragdo e na funcionalidade da insulina promovem
alteracdes no metabolismo lipidico favorecendo as complicacbes macrovasculares
no diabetes (DAVIS & GRANNER, 1996). Além da regulacdo exercida pela insulina,
a disfuncdo endotelial também favorece a hipertrigliceridemia, uma vez que a
enzima lipase lipoproteica endotelial, encontra-se reduzida também nessa situacgao.
Dessa forma, ha um favorecimento da formacdo de placas aterosclerdticas
(KASHIWAZAKI et al., 1998) e a manutencdo dos niveis plasméaticos ideais dos
lipideos constitui um dos objetivos do tratamento dos individuos diabéticos para
evitar a progressdo das complicagbes macrovasculares secundarias ao diabetes
(WHO, 2013).

A hiperglicemia causa anormalidades no fluxo sanguineo e aumenta a
permeabilidade vascular. A presenca de hiperglicemia persistente durante a
evolucdo da doenca pode levar a alteracdes estruturais permanentes de tecidos e
funcdes celulares e, por isso, é tdo importante monitorar a glicemia dos pacientes,
principalmente ao primeiro sinal de hiperglicemia (UKPDS, 1998; GROSS &
MASTROTOTARO, 2000; BROWLEE, 2005; BECKMAN, et al., 2013).

2.1.4 HIPERGLICEMIA E ENDOTELIO VASCULAR

A parede dos vasos sanguineos é coberta internamente por uma fina camada
celular chamada endotélio. As células endoteliais possuem um papel primordial na
manutencao da fluidez sanguinea, tbnus e permeabilidade vasculares. Este cumpre
sua funcdo de manutencdo do tbnus vascular pela liberagdo de subtancias
vasoconstritoras e vasodilatadoras (PANENI, et al. 2013). Além disso, séao
responsaveis por controlar funcdes vasculares, respostas a expressao génica e
sinalizacdo de processos celulares, como crescimento, apoptose, migracdo e
remodelamento da matriz extracelular (BROWNLEE, 2001; BROWNLEE, 2005).

Uma das substancias liberadas pelas células endoteliais é o fator de
relaxamento derivado do endotélio (EDRF) / Oxido nitrico (NO) capaz de dilatar os
vasos em resposta a liberacdo de acetilcolina. Igualmente, estas células sintetisam e

liberam prostaciclinas (PGI2) e fatores hiperpolarizantes derivados do endotélio
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(EDHFs), que também s&o considerados EDRFs por reduzir o ténus vascular
(vasodilatadores). Além dos EDRFs, que sao benéficos a fungdo vascular e
garantem a fluidez sanguinea, o endotélio produz os fatores de constricdo derivados
do endotélio (EDCFs) (WONG et al., 2010). Embora as substancias quimicas que
representem os EDCFs ainda n&o estejam bem elucidadas, nos dltimos anos, muitas
pesquisas tém apontado a prostaglandina H2, o tromboxano A2 (TXA2), os
leucotrienos, os anions de endotelina e o superéxido como exemplos sugeridos de
EDCFs (VANHOUTTE et al., 2009).

A producéo equilibrada destes fatores € primordial para manter a homeostase
vascular, no entanto, algumas doencas, como o diabetes, prejudicam a liberagéo e
funcdo dos EDRFs, reduzindo as dilatacdes endotélio dependentes e aumentam a
liberacdo de EDCFs, contribuindo para vasoconstriccdo e complicacdes vasculares
(VANHOUTTE et al.,, 2009; THOMAS et al., 2008). Este desequilibrio leva a
disfuncéo endotelial e esta contribui para o desenvolvimento da aterosclerose por
gerar inflamacéao, rigidez arterial e alteracdo do tbnus e fluxo arteriais. Assim, a
disfuncdo endotelial tem sido apontada como a principal responsavel pela lesédo
inicial da aterosclerose e um marcador precoce de doenca cardiovascular (PANENI
et al., 2013; BECKMAN, et al., 2013).

Evidéncias sugerem que a hiperglicemia causa excesso de producdo de ROS
gerando um quadro de estresse oxidativo capaz de induzir disfuncdo endotelial e
inflamacédo, desempenhando um papel importante no desencadeamento de doenca
vascular no diabetes (BROWNLEE, 2001; BROWNLEE, 2005; CREAGER, et al.,
2003; WILD et al., 2004; PANENI, et al. 2013).

O estresse oxidativo € causado por um desequilibrio entre enzimas oxidantes
e antioxidantes, com consequente aumento da producdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) e é um determinante critico da disfuncdo endotelial no DM2.
(MEZZETTI, et al. 2000; HAJDARA, et al. 2006) A geracdao de anion superoxido
(02, induzida pela hiperglicemia, inativa NO ao formar peroxinitrito (ONOO,), um
oxidante poderoso que penetra facilmente através das membranas de fosfolipidios e
induz a nitrosilagcéo de substratos. (CREAGER et al., 2003). As proteinas nitrosiladas

diminuem a atividade de enzimas endoteliais antioxidantes e da NO sintetase,
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reduzindo a producdo de NO e retroalimentando o estresse oxidativo (PANENI et al.,
2013).

Os superéxidos diminuem a quantidade e inibem a funcdo de NO,
prostaciclina e outros EDHF e mediam a resposta EDCF por ativar COXs
aumentando a producdo de prostaglandinas vasoconstritoras. Além disso, as ROS
podem aumentar a expressdo de citocinas pro-inflamatérias e de aderéncia celular
(YANG et al., 2004), uma vez que, levam a um aumento de NF-kB e a transcri¢cdo de
genes proé-inflamatérios que codificam selectinas, moléculas de adesao celular
vascular-1 (VCAM-1) e de adeséo intracelular-1 (ICAM-1). Isso facilita a adesao de
mondcitos ao endotélio vascular, diapedese no sub-endotélio e subsequente
formacdo de células espumosas, 0 que caracteriza as placas ateroscleroticas
(PANENI, et al. 2013; BECKMAN, et al., 2013).

Para explicar a producdo de ROS induzia pela hiperglicemia, complexos
mecanismos bioquimicos tém sido propostos no sentido de associar a
anormalidades estruturais e funcionais dos tecidos vasculares a hiperglicemia.
(BROWNLEE, 2001; BROWNLEE, 2005; SANTINI, 1997) S&o eles, a via dos polidis,
o fluxo das hexosaminas, a formacgao de produtos de glicacdo avancada (AGES) e a
ativacao da proteina quinase C (PKC). (GIACCO & BROWNLEE, 2010; NISHIKAWA
et al., 2000)

2.1.4.1 Ativacéao da proteina quinase C (PKC)

Estudos sugerem que PKC é a molécula que mais afeta a homeostase
vascular em virtude da hiperglicemia. A PKC é uma quinase serinatreonina envolvida
em eventos de transducdo de sinais e que atua catalisando a transferéncia de um
grupo fosfato do ATP a vérias proteinas. Para ser ativada, a PKC também deve
sofrer fosforilacdo e esta ocorre em resposta ao aumento do mensageiro lipidico
diacilglicerol (DAG), seu principal ativador (IDRIS et al., 2001; BROWLEE, 2001,
BROWLEE, 2005)

Estados de hiperglicemia aumentam os niveis DAG, que ativa a PKC. Uma
consequUéncia importante desta ativacéo € a geracao de mais ROS, sendo esta, uma
das principais fontes de ROS através da hiperglicemia. Uma vez ativada, a PKC é

responsavel por diversas alteragbes estruturais e funcionais da vasculatura,
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incluindo aumento da permeabilidade celular, angiogénese, crescimento celular,
expansdo da matriz extracelular, apoptose, inflamacdo e estados prétromboticos
(KOYA, et al.,1997; GERALDES, et al. 2010).

A enzima NADPH oxidase do tipo fagocitica € a maior fonte de producao de
ROS em muitas células ndo-fagociticas, como fibroblastos, células musculares lisas
e endoteliais (GREENE, et al., 1999; BROWLEE, 2001; BROWLEE, 2005). Em
pequenas quantidades, a producdo de ROS pela oxidase, é primordial para a
sinalizacdo metabdlica, no entanto, em grandes quantidades pode gerar dano
oxidativo. A NADPH oxidase é formada por subunidades que podem ser fosforiladas
por quinases, como a PKC, formando uma oxidase ativa cataliticamente. (KITADA et
al., 2003; EL-BENNA et al.,, 2005) Assim, em células endoteliais vasculares, a
ativacdo da PKC induzida pela hiperglicemia aumenta a producéo de superoxido por
meio de NADPH oxidase (INOGUCHI, et al. 2000; PANENI, et al. 2013; BECKMAN,
et al.2013).

A PKC pode afetar o endotélio ndo s6 pelo acumdulo intracelular de ROS, mas
também por diminuir a atividade da enzima éxido nitrico sintetase endotelial (eNOS)
(ALP, 2004; CONSENTINO, 1997). Além disso, a PKC também promove aumento
da producédo de endotelina-1 (ET-1), favorecendo a vasoconstricdo e agregacao
plaquetaria (GERALDES et al., 2010). A producdo de ROS dependente de PKC
também participa do processo aterosclerético, desencadeando inflamacgéo vascular
e propiciando estados protrombéticos pelo aumento de PAI-1. (GIACCO, et al.,
2010).

A disfuncdo endotelial no diabetes ndo é apenas o resultado
da ndo disponibilidade de NO, mas também do aumento da sintese de
vasocontritores e prostanoides (PANENI et al., 2013; HINK et al., 2001). O aumento
dos niveis da ciclo-oxigenase - 2 (COX2) mediada pela PKC associa-se a um
aumento de tromboxano A2 e uma reducdo da prostaciclina (PGI2) (PANENI, et al.
2013; BECKMAN, et al., 2013).

2.1.4.2 Aumento da producgéo de produtos de avancada glicacéo (AGES)
Os AGEs sao proteinas ou lipidios que se tornam glicados apés a exposi¢ao a

acucares oxidados e contribuem para o desenvolvimento de aterosclerose. Eles
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podem ser gerados por auto-oxidagdo da glicose paraglioxal, decomposicdo de
produtos de amadori em 3-deoxiglucosona ou fragmentacdo do gliceraldeido-3-
fosfato em metilglioxal (WELLS-KNECHT et al,. 1995). As ROS mitocondriais
também aumentam a sintese de AGEs (PANENI et al,. 2013; BECKMAN et al.,
2013).

A geracdo de AGEs leva a disfuncéo celular, provocando a ativacdo de seus
receptores (RAGES) em células endoteliais, mesangiais e macrofagos. (YAN et al,.
2010; BIERHAUS et al,. 2005) Acredita-se que os AGEs ao interagirem com seus
receptores, estimulam a producdo de ROS com consequente ativagcao de citocinas
inflamatdrias como as interleucinas 1 e 6, fator de crescimento |, fator de necrose
tumoral alfa (TNFa), prostaglandinas e fator estimulador de col6nias de granuldcitos
(BROWNLEE, 2001; BROWNLEE, 2005).

Os AGEs se acumulam na maioria dos oOrgdos-alvo que podem ser
acometidos no diabetes, como rim, retina e placas ateroscleréticas. (HAMMES et al,.
1999) A glicacéo irreversivel do colageno subendotelial e de outras proteinas
estruturais do vaso forma produtos que acumulam no subendotélio em fungcdo do
tempo e dos niveis glicémicos e estdo diretamente relacionados a aterosclerose e
insuficiéncia renal ( MEIGS et al., 2000; TAKEUCHI et al., 2001; TAN et al., 2002;).

Os AGEs promovem mudancas na estrutura e nas propriedades biofisicas da
membrana basal causando alteracbes na permeabilidade e na capacidade
vasodilatadora dos vasos (TOOKE et al., 1995; PANENI et al. 2013; BECKMAN et
al., 2013). Além disso, a glicacdo de fatores de transcricdo provoca maior expressao
de genes pré-trombdéticos (PAI-1) e pro-inflamatérios (TGFa, TGFB1) pelas células
endoteliais (DOI et al., 1992; FULOP et al., 2007; BUSE et al., 2006).

A sinalizacdo AGE- RAGE ativa ainda outras vias bioguimicas sensiveis a
ROS, como o fluxo das hexosaminas e fluxo da via dos polidis (PANENI et al., 2013;
BECKMAN et al., 2013).

2.1.4.3 Ativacao da via dos poliois
A producdo de ROS induzida pela glicose também ativa o fluxo da via dos
polidis envolvida em alteracdes vasculares (NISHIKAWA et al., 2000; BECKMAN et
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al., 2013; PANENI et al., 2013). A aldose redutase é a primeira enzima da via dos
polidis e utiliza o NADPH como cofator para reduzir aldeidos toxicos a alcoois
inativos e, em menor quantidade, a glicose a sorbitol (BROWNLEE, 2001;
BROWNLEE, 2005).

A hiperglicemia regula positivamente a via dos polidis, através da atividade
elevada da aldose redutase e sorbitol desidrogenase, resultando numa diminui¢ao
da proporcdo NADPH/NAD+ associada a um aumento da proporcao
NADH(citosolico/NAD+. Subsequentemente ocorre a supressdao da atividade das
enzimas antioxidantes superéxido dismutase (SOD) e catalase, culminando no
aumento de ROS (MEZZETTI et al., 2000; HAIDARA et al.,, 2006). Assim, a
ativacdo da aldose redutase promove maior conversao de glicose a sorbitol, reduz o
NAPH e a glutationa (antioxidantes intracelulares) e gera ainda mais estresse
oxidativo (BROWNLEE, 2001; BROWNLEE, 2005; PANENI et al., 2013; BECKMAN
et al., 2013).

2.1.4.4 Ativacao da via das hexosaminas

Em um ambiente hiperglicémico, um aumento do fluxo de frutose 6 fosfato
ativa uma cascata de eventos que resulta em diferentes padrdes de glicosilacdo e
gue sdo responsaveis pela desregulacdo de enzimas envolvidas na homeostase
vascular, como a reducdo da atividade e disfuncdo da Oxido nitrico sintetase
endotelial (eNOS) (FULOP et al., 2007; GIACCO et al., 2010). A ativacdo da via
hexosamina resulta em maior oxidacao de eNOS, aumento da producao de citocinas
inflamatorias e aumento da transcricdo de PAI-1 (BROWNLEE, 2001; BROWNLEE,
2005).

Diante do exposto, 0 estresse oxidativo € 0 mecanismo que, como
consequéncia da hiperglicemia, parece ser capaz de unificar todas as vias descritas.
Assim alteracdo central de todos estes processos parece ser a producdo aumentada
de superéxido pela cadeia de transporte de elétrons mitocondrial induzida pela
hiperglicemia (BROWLEE, 2001; BROWNLEE, 2005; PANENI et al., 2013;
BECKMAN et al., 2013).
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2.2 HEMOSTASIA, HIPERCOAGULABILIDADE E HIPOFIBRINOLISE

Além do endotélio vascular, o processo hemostatico depende da interacéo
complexa e harmlnica entre os componentes intravasculares que incluem as
plaguetas, as proteinas plasmaticas da coagulacdo, da anticoagulacdo e da
fibrindlise (JOBE, 1992; LOTSPEICH-STEININGER et al., 1992).

A integridade endotelial € primordial para a manutencdo da fluidez sanguinea
uma vez que previne agregacdo plaquetéria, apresenta propriedades
anticoagulantes e estimula o sistema fibrinolitico. Assim, para que a coagulacéo seja
iniciada, é preciso que aconteca a exposi¢cdo de componentes que, em estados
normais, estéo localizados no interior dos vasos sanguineos (VAM HINSBERG et al.,
2001).

As lesBes vasculares e as alteragcdes bioquimicas, como a liberacdo de
endotoxinas e citocinas, podem precipitar a expressdo do fator tecidual (FT) pelas
células endoteliais e mondcitos no espaco intravascular. Apds a exposicao do FT, a
coagulacao ocorre por meio de ativacao proteolitica sequencial de pré-enzimas por
proteases do plasma, resultando na formacdo de trombina, que converte por
protedlise o fibrinogénio soltvel em fibrina insolivel. E, portanto, uma cadeia de
reacBes composta pelos fatores da coagulacéo, fons célcio (Ca?") e fosfolipidios
presentes nas membranas e nos tecidos (FRANCO et al.,, 2001; LORENZI et al.,
2003) .

O processo de coagulacdo é regulado por sistemas anticoagulantes
enddégenos como a antitrombina (AT), a proteina C (PC) e a proteina S (PS) que
permitem que a formacdo de fibrina seja limitada ao local da lesdo endotelial
(DAHLBACK et al., 2005).

O sistema fibrinolitico tem por funcdo a degradacao da fibrina resultante do
processo de coagulagdo. O mecanismo pelo qual isto ocorre consiste na conversao
do plasminogénio, pela acdo do ativador do plasminogénio (t-PA), em plasmina, uma
potente enzima proteolitica que atua sobre a fibrina levando a formacéo de produtos
de degradacdoque possuem diferentes pesos moleculares. O menor fragmento
desta degradacédo é o dimero-D (D-Di), que possui uma meia vida plasmatica de 8

horas, com taxa urinaria de eliminacédo (LIJNERT et al., 2003) .
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Quando os niveis plasméaticos de D-Dimero estdo aumentados, ha indicacdo
tanto de maior formacéo de fibrina como de acdo aumentada da plasmina, sendo
considerado um marcador sanguineo tanto de fibrindlise como de
hipercoagulabilidade. Na pratica clinica, valores plasmaticos superiores a 500 ng/dL
podem estar relacionados principalmente a trombose venosa profunda (TVP) e/ou
embolia pulmonar, infarto agudo de miocérdio (IAM) e/ou angina instavel,
coagulacéo intravascular disseminada (CIVD) aguda ou cronica e cirurgia recente.
Existe, portanto, a associagao entre os niveis de dimero-D e a presenca de doencas
tromboéticas, mas clinicamente, sua maior relevancia € para exclusdo de
tromboembolismo pulmonar em servicos de emergéncia (NWOSE et al.,, 2007,
WAKABAYASHI et al., 2009; Mc BANE et al., 2010; SOARES et al., 2010).

A fibrindlise pode ainda sofrer a acdo de ativadores e de inibidores. Um
inibidor é o inibidor do ativador do plasminogénio do tipo 1 (PAI-1) que promove a
inibicdo dos ativadores do plasminogénio tipo tecidual (t-PA) e tipo uroquinase (u-
PA) resultando em menor formacéo de plasmina (RIJKEN et al., 2005).

O PAI-1 é uma proteina produzida por células endoteliais, tecido hepatico e
adiposo. Sua expressao é regulada por fatores de transcricdo nucleares chamados
PPAR (peroxisome proliferator-activated receptor) e que também estdo envolvidos
no metabolismo da glicose e dos lipidios (COSTA et al., 2006). Sua sintese é
estimulada pela interleucina 1 (IL-1), fator de necrose tumoral (TNF), fatores de
crescimento e hormdnios como estrégeno e insulina. (SOARES et al., 2010) Assim,
como insulina estimula a producdo de PAI-1 (COSTA et al.,, 2006), um excesso
deste horménio é capaz de promover anormalidades em suas concentracdes,

aumentando o risco de eventos tromboticos.

A literatura tem sugerido que pacientes com diabetes apresentam,
geralmente, estados de hipercoagulabilidade e hipofibrinélise, com a presenca de
niveis elevados dos marcadores hemostaticos (YAMADA et al., 2000; ASO et al.,
2000; MEIGS et al., 2000; CARR et al., 2001; MCBANE et al., 2010).

A hiperglicemia e a hiperinsulinemia atuam sobre o sistema fibrinolitico
estimulando a producdo de PAI-1. Dessa forma, ambos os estados associam-se a

hipofibrindlise de forma independente (DU, et al., 2000). Tal condi¢cdo favorece a
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permanéncia do coagulo de fibrina e, consequentemente, o desenvolvimento de
trombos (YUDKIN et al., 1999; DU et al., 2000).

Estudos tém evidenciado uma reducdo na capacidade fibrinolitica e niveis
elevados de PAI-1 em pacientes com doenca coronariana estabelecida e também
em individuos saudaveis que desenvolveram doenca coronariana durante o
acompanhamento (THOGERSEN et al., 1998; FALCO et al.,, 2001). No entanto,
outros estudos questionam o papel do PAI-1 neste cenario, uma vez que a
associacdo desapareceu apoOs ajuste para fatores confundidores como DM2,
hipertenséo arterial, IMC e triglicerideos (FOLSOM et al., 2001).

O inibidor do ativador do plasminogénio do tipo 1 (PAI-1) parece ser mais que
um simples marcador de sindrome metabdlica, podendo ser considerado um
verdadeiro componente desta, e ser, inclusive, um atraente alvo para o
desenvolvimento de drogas futuras (WESTRICK et al., 2007; ZORIO et al., 2008).

Os niveis de PAI-1 foram aumentados em pacientes com sindrome
metabdlica e com DM2 com sindrome metabdlica. Ha indicios de que os niveis de
PAI-1 estdo associados com parametros da sindrome metabdlica como IMC, HDL-c
e resisténcia a insulina, que sdo parametros considerados como risco para o
desenvolvimento de diabetes tipo 2 e doencas cardiovasculares (MEIGS et al., 2006;
AL-HAMODI et al., 2011).

Assim, nivel elevado de PAI- 1 parece ser um fator de risco independente
para o desenvolvimento do DM2 em individuos saudaveis, ou seja, o aumento de

PAI-1, provavelmente, precede o desenvolvimento de DM2 (GRANT et al., 2007).

Outros distarbios do sistema hemostatico como aumento da formacédo de
trombina e altos niveis de fibrinogénio foram encontrados em pacientes diabéticos
com risco cardiovascular (JUHAN-VAGUE et al., 1996; DEGUCHI et al., 2000; VAN
et al., 2003). Além disso, o0 estado de hiperglicemia de pacientes com diabetes
determina que a fibrina formada seja mais rigida, resultante do fibrinogénio glicado,
0 que também dificulta a degradacéo do coagulo (SOARES et al., 2010; UNDAS et
al., 2014).

Sabe-se que D-Di e PAI-1 sdo marcadores hemostaticos aumentados em
pacientes com DM2, no entanto, como a etiologia da complicagcdo vascular no

diabético é multifatorial, ndo se sabe se o estado de hipercoagulabilidade é causa ou
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consequéncia da lesdo vascular. Alguns estudos, inclusive, mostram que o nivel
sanguineo elevado de PAI-1 também é um fator de risco independente para o
desenvolvimento do DM2 em individuos saudaveis (GRANT et al., 2007).

Os eventos tromboéticos sdo causados por varios fatores hereditarios e
adquiridos, que agem isoladamente ou em conjunto, resultando em uma situacao de
desequilibrio hemostético e induzindo uma condicdo pro-trombética (GEMMATI et
al., 1998). Dentre os fatores genéticos tém sido descritos dois polimorfismos no gene
do inibidor do ativador do plasminogénio-1 (PAI-1), que pode estar relacionado com
a patogénese da trombose venosa e da doenga coronariana. A insergéo ou delecao
de um nucleotideo na regido promotora do gene do PAI-1 (-675 4G/5G) foi
identificada a 675 pb antes do inicio da transcricdo. Este polimorfismo produz dois
alelos contendo quatro ou cinco sequéncias de guaninas (G). Estudos in vitro tém
mostrado aumento da transcricdo do gene associado a presenca do alelo 4G, o que
explica, provavelmente, o mecanismo pelo qual € observado o aumento dos niveis
plasmaticos de PAI-1 em individuos portadores desse alelo. Recentemente, foi
descrita a associacdo do polimorfismo 4G/5G com parametros da sindrome
metabdlica, indicando que este pode aumentar o risco de DM2 e doenca
cardiovascular (AL-HAMODI et al., 2012). Portanto, a genotipagem deste
polimorfismo pode ser relevante para avaliar o risco de trombose ou doenga
coronariana (NAUCK et al.,, 1999). O genétipo 4G/4G tem sido associado a
retinopatia diabética em pacientes com DM2 (FUNK et al., 2005; EZZIDI et al.,
20009).

2.3 DIABETES MELLITUS E INFLAMAQAO
A aterosclerose € uma doenca inflamatoria originada por multifatores e de

evolucédo crénica que acontece devido a agressao ao endotélio vascular (SBD, 2013)

A disfuncdo endotelial faz com que lipoproteinas plamaticas, como a LDLc,
tornem-se mais permeaveis, atravessem o endotélio e cheguem a camada intima,
favorecendo seu acumulo no espaco subendotelial. As particulas de LDLc sofrem
oxidacdo e favorecem o surgimento de moléculas de adesdo leucocitarias na
superficie endotelial que sdo responsaveis por atrair mondcitos e linfécitos para a

intima. No espaco subendotelial os monécitos se diferenciam e macrofagos que
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fagocitam as LDLc oxidadas formando as células espumosas, principal componente
da lesdo ateroscleroética inicial. A progressdo da placa ocorre mediante secrecdo
pelos macréfagos, de citocinas inflamatérias e de enzimas proteoliticas
degradadoras de colageno e outros componentes teciduais. Mesmo que em menor
quantidade, os linfocitos T no interior do ateroma também produzem citocinas
inflamatoérias e contribuem para evolucdo do processo inflamatério (HANSSON,
2005).

As células musculares lisas da camada arterial média sdo estimuladas por
mediadores da inflamacdo a proliferarem e migrarem para a camada intima,
passando a produzir citocias, fatores de crescimento e matriz extracelular. Assim,
sdo componentes da placa aterosclerética, elementos celulares, nucleo lipidico e
necrotico e componentes da matriz extracelular. Quando estaveis, possuem maior
quantidade de colageno apresentados em espessas capas fibrosas, poucas células
inflamatdrias e pequenos nudcleos lipidicos e necroticos. No entanto, as placas
instaveis possuem acentuada atividade inflamatéria e proteolitica, proeminentes
nucleos lipidicos e necréticos e uma fina capa fibrética (LIBBY et al., 2005). S&o as
instaveis que mais determinam as manifestagées clinicas da aterosclerose, uma vez
que a ruptura dessa capa libera material lipidico altamente trombogénico,
culminando na formacao sobrejacente de trombos (aterotrombose) (CUCHEL et al.,
2007).

As células hepaticas produzem proteinas inflamatérias, sendo as mais
relevantes da pratica clinica, a proteina C reativa (PCR) e o fibrinogénio, que tém
sido consideradas marcadores de inflamagéao sistémica.

A PCR é uma proteina sintetizada por hepatocitos, células endoteliais e
adipdcitos, e cuja regulacao é feita por citocinas inflamatérias (WU et al., 2006;
ABDELLAOUI et al., 2007). Além dos estados inflamatérios agudos, os niveis de
PCR estdo ligeiramente aumentados em estados inflamatorios crénicos, como a
aterosclerose. Assim, a inflamagéo é extremamente relevante no desenvolvimento e
na progressao da aterosclerose, uma vez que o aumento dos marcadores de

inflamag&o ocorre anos antes do evento coronariano (HERNANDEZ et al., 2006).

Estudos tém evidenciado que a PCR inibe a oxido nitrico sintetase endotelial

e consequentemente a liberagdo de NO, induz a expressao de moléculas de adeséao,
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estimula producéo de fator tecidual e a captacdo de colesterol pelos macréfagos, e
promove ativagdo plaguetaria e aumenta a producéo de citocinas pré-inflamatérias
pelos mondcitos (PRADHAM et al., 2001; MOJIMINIYI et al., 2002; DARVALL et al.,
2007; DANDONA et al., 2007).

O fibrinogénio € uma glicoproteina de alto peso molecular composta por dois
pares de trés cadeias polipeptidicas ndo idénticas, que sdo ligadas por pontes de
hidrogénio (SAITO et al., 1996).

A trombose arterial pode ser definida como um acumulo crénico de ateroma,
seguido de ruptura da placa, agregacéo plaquetéria e faléncia do sistema fibrinolitico
em lisar o trombo (BAUER, 1998). O fibrinogénio é capaz de promover trombose
arterial por meio da formacdo de fibrina, agregacdo plaquetaria e aumento da
viscosidade plasmatica. Além disso, ele induz a proliferacdo de células do endotélio,

corroborando para o desenvolvimento da aterosclerose (DARVALL et al., 2007).

Assim, a inflamacgcdo que acompanha a aterosclerose pode colaborar para os
niveis elevados de fibrinogénio e este pode contribuir para trombose arterial na
medida em que aumenta a formacdo de fibrina, a viscosidade plasmatica, a

agregacao plaquetaria e proliferacdo muscular lisa (ERNST et al., 1997).

O aumento dos niveis plasmaticos de fibrinogénio também é considerado um
fator de risco independente para a doenca cardiovascular (JUHAN-VAGUE, 1996;
DEGUCHI, et al., 2000; VAN & ROSENDAAL, 2003) e este se encontra aumentado
nos pacientes com DM2. (DUNCAN et al., 1999; YUDKIN et al., 1999; MEIGS et al.,
2000).

Os individuos que apresentam sindrome metabdlica, estado que geralmente
antecede o DM2, possuem um guadro subclinico de inflamacao crénica. A insulina é
um hormdnio que promove o aumento da sintese hepatica de albumina e diminuicéo
de fibrinogénio e PCR. Assim, individuos com a reducéo dos efeitos fisioldgicos da
insulina ou resisténcia a insulina, perdem esta funcao e podem ter os niveis desses
marcadores inflamatorios aumentados. (DARVALL et al., 2007; DANDONA et al.,
2007; FESTA et al., 2000; SCHIMIDT et al., 1999).

Um estudo prospectivo de fatores de risco para doenca cardiovascular em
adultos com idade igual ou superior a 65 anos avaliou 5.888 pessoas que tinham

glicemia de jejum normal e o papel dos marcadores inflamatérios, PCR e
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fibrinogénio, no desenvolvimento do DM2. Os pacientes que desenvolveram DM2
apresentaram niveis basais mais elevados de PCR do que aqueles que se
mantiveram normoglicémicos. Pacientes com niveis elevados de PCR tiveram 2,03
vezes mais chance de desenvolver diabetes durante o acompanhamento
(BARZILARY et al., 2001).

No Insulin Resistance Atherosclerosis Study (IRAS), foi observado um
aumento linear dos niveis de PCR com o aumento do numero de desordens
metabdlicas. Posteriormente, nesse mesmo estudo, foram analisados os niveis de
PCR e fibrinogénio em pacientes que desenvolveram diabetes em cinco anos de
acompanhamento. Os pacientes apresentavam valores basais significativamente
mais elevados de fibrinogénio e PCR quando comparados aos que hao
desenvolveram diabetes (FESTA et al., 2000).

Neste interim, evidéncias tém sugerido que a inflamacdo crbnica pode
preceder o desenvolvimento do DM2 e valores elevados dos marcadores
inflamatorios como PCR e fibrinogénio podem identificar uma populagéo de alto risco
entre pessoas com tolerancia normal a glicose, com o potencial de prevenir doenca
aterosclerotica e DM2 (BARZILARY et al., 2001; FESTA et al., 2002).



3 OBJETIVOS
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3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliacdo de marcadores bioquimicos, hemostaticos e inflamatdrios em

pacientes com diabetes mellitus tipo 2 em insulinizacdo do territério de Consolacéo,
Vitoria / ES.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizacao bioquimica de pacientes com diabetes tipo 2 em insulinizacgéo,
através da avaliacdo de: hemoglobina glicada, glicemia de jejum, colesterol
total, colesterol HDL, colesterol LDL, triglicerideos, proteina C reativa ultra-

sensivel, ureia e creatinina;

Determinar os niveis plasmaticos de inibidor do ativador do plasminogénio
tipo 1 (PAI-1), D-Dimero (D-Di) e fibrinogénio para caracterizacbes
hemostatica e inflamatoria de pacientes com diabetes mellitus tipo 2 em
insulinizacao;

Correlacionar os marcadores inflamatérios e hemostéticos (PAI-1, fibrinogénio
e D-dimero) entre si e com parametros clinicos, bioquimicos e

antropomeétricos em pacientes com DM2 em insulinizacao;

Correlacionar a presenca de polimorfismo (-675 4G/5G) na regido promotora
do gene do PAI-1 com seus niveis plasméaticos em pacientes com DM2 em
insulinizacao;

Estudarmos a razdo de ocorréncia das covariaveis e sua influéncia nos

individuos afetados para predizer, independentemente, a ocorréncia de DM2

em insulinizacao.



4. METODOLOGIA
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Trata-se de um estudo de caso-controle, onde as observacdes e estudo de
resultados foram referentes a individuos com diagndstico de diabetes mellitus tipo 2
(DM2), especificamente os que utilizam insulina, e individuos sem diabetes mellitus
(controles). Ao todo foi tomada uma amostra de 80 pessoas, sendo dessas 40

portadoras de DM2 em insulinizagéo e as outras 40, individuos sem DM.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da
Universidade Federal do Espirito Santo (UFES) (anexo 1) e os individuos que
participaram do estudo, apos serem convidados e receberem explicacfes sobre o
projeto, responderam ao questionario de pesquisa (Apéndice 1) e assinaram o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE (Apéndice 2).

4.1 CASUISTICA
4.1.1 POPULACAO DO ESTUDO

A Atencdo Bésica (AB) é caracterizada por um conjunto de acgbes de
promocao, prevencao, recuperacao e reabilitacdo de saude nos ambitos individual e
coletivo que séo realizadas através do trabalho em equipe e dirigidas a populacdes
de territérios delimitados Como forma de implementar a AB, o Governo Federal
prop6s aos municipios a Estratégia de Saude da Familia (ESF), que é direcionada
para a comunidade com foco nas familias, para as quais promove suas principais
acOes (MS, 2006).

Os patrticipantes deste estudo pertencem ao territério de salde composto
pelos bairros Horto, Consolacéo, Sdo Benedito e Gurigica (Floresta e Jaburu) do
municipio de Vitéria / ES. Este territorio conta com um total de 11.645 habitantes que
sdo atendidos pela equipe de ESF da Unidade Béasica de Saude de Consolacao
(PMV/IBGE, 2011). A principal causa de mortalidade é devido as doencas
cardiovasculares que contabilizam 32,6% das mortes no local, sendo maior que a
média nacional de 31,9% (PMV, 2012).

E o territério do municipio com o maior nimero de familias cadastradas no
programa bolsa familia do governo nacional, sendo que sua populac¢do caracteriza-
se pelo alto indice de analfabetismo, baixa escolaridade e baixa renda familiar, o que

pode refletir negativamente no estilo de vida bem como dificultar a compreensao e
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conscientizacdo de seus processos nosologicos. O territério possui ainda um alto
indice de violéncia, sendo classificado como de alto risco socioeconémico. Além
disso, apresenta-se como morros, becos e escadarias, fruto de sua ocupacéo
desordenada, o que pode prejudicar 0 acesso dos usuarios aos servicos oferecidos
pela Unidade Bésica de Saude de Consolagdo bem como influenciar na qualidade
de vida e acesso as necessidades basicas (PMV, 20012).

4.1.2 CRITERIOS DE INCLUSAO

Foram incluidos 40 individuos adultos, de ambos os sexos, na faixa etaria de
25 a 80 anos, cadastrados e atendidos pela Estratégia Saude da Familia (ESF) de
uma Unidade Basica de Saude (UBS) do municipio de Vitéria, com diagndstico
clinico e laboratorial de diabetes mellitus tipo 2 ha pelo menos um ano e que
tivessem evoluido para insulinoterapia. Para o grupo controle, foram incluidos 40

individuos adultos com idade entre 25 e 80 anos sem histoérico de diabetes mellitus.
Assim, 0s pacientes selecionados compuseram 0s seguintes grupos:
e Grupo controle: 40 individuos que ndo possuiam diabetes mellitus.

e Grupo com DM2: 40 individuos dom diagndstico clinico e laboratorial de DM2

e ja evoluidos para insulinoterapia.

4.1.3 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Foram excluidos de ambos os grupos, individuos que apresentavam

gualquer uma das seguintes condi¢cdes:
e Cancer;
e Doenca infecciosa aguda ou processo infeccioso em desenvolvimento;
e Doenca hepatica cronica;
e Gravidez;
e Alcoolismo;

e Disturbios da coagulacéo;
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e Uso de antiagregante plaquetario e/ou anticoagulantes;
e Terapia de reposi¢ao hormonal;

eInicio do uso de anticoncepcional contendo derivados de estrogénio nos trés

meses antecedentes ao estudo;

e Submisséo a cirurgia nos trés meses antecedentes ao estudo.

4.2 METODOS

4.2.1 AMOSTRA BIOLOGICA

A coleta de sangue foi realizada entre marco e novembro de 2013. Foi
solicitado aos participantes que respeitassem um periodo de 12 horas de jejum
antes da coleta que foi feita por puncgéo venosa utilizando um sistema de tubos sob

vacuo (Vacuette®).

Para as dosagens bioquimicas, glicemia de jejum (GJ), hemoglobina glicada
(HbGALc), ureia, creatinina, colesterol total (CT), HDLc, LDLc, VLDLc e proteina C
reativa ultra sensivel (PCRus), foram coletados de cada paciente 4,0 mL de sangue
venoso em tubos do sistema Vacuette® com anticoagulante EDTA e 4,0 mL de
sangue venoso em tubos do sistema Vacuette® sem anticoagulante. Estas amostras
seguiram para as dosagens que foram realizadas pelo Laboratério Central da
Prefeitura Municipal de Vitéria.

Para a extracdo do DNA, foram coletados 4mL de sangue venoso em tubos
do sistema Vacuette® com anticoagulante EDTA. As amostras obtidas foram
aliquotadas, identificadas e armazenadas a -20°C até o momento da extragdo do
DNA no laboratério de Bioquimica Clinica da UFES.

Para as dosagens dos marcadores hemostéticos, foram coletados 4,0 mL de
sangue venoso em tubos com citrato de sédio 3,8%. As amostras obtidas em citrato
foram centrifugadas a 3.000 rpm durante 20 minutos, para obtencdo das amostras
de plasma pobre em plaquetas, e foram aliquotadas, identificadas e armazenadas a

- 80° C até o momento das dosagens de PAI-1, d-dimero e fibrinogénio na UFES.
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4.2.2 AVALIACAO DOS PARAMETROS CLINICOS E ANTROPOMETRICOS

Os parametros sexo, idade, tabagismo, indice de massa corporal (IMC),
tempo de diagnéstico, tempo de inicio da insulinoterapia, presenca de histéria
familiar de diabetes, resisténcia a insulina (RI), hipertenséo arterial sistémica (HAS),
hipotireoidismo, e medicamentos em uso foram medidos e/ou obtidos no momento
da realizacdo do questionario respondido pelos pacientes e por meio das

informacdes contidas no prontuario eletrénico de cada paciente.

4.2.3 AVALIACAO DOS PARAMETROS BIOQUIMICOS

Os parametros bioquimicos foram analisados pelo Laboratério Central da
Prefeitura Municipal de Vitéria (PMV) e permitiram tracar os perfis glicémico e

lipidico, além de evidenciar os marcadores renal e inflamatorio dos participantes.

4.2.3.1 Perfil Glicémico

4.2.3.1.1 Determinacéo de hemoglobina glicada (HbA1C)

A determinacdo da hemoglobina glicada foi feita por cromatografia liquida de
alta performance (HPLC) em coluna de troca idnica, utilizando o sistema VARIANT Il
HbA1C (Bio-Rad), seguindo rigorosamente as instru¢des dos fabricantes. Valor de

referéncia conforme citado em topico anterior (SBD, 2014 e ADA, 2013).

4.2.3.1.2 Determinacédo de glicose (glicemia de jejum)

As concentracdes de glicose foram determinadas por ensaio colorimétrico
enzimatico com hexoquinase, utilizando os sistemas automatizados Roche/Hitachi
cobas, seguindo rigorosamente as instru¢des dos fabricantes. Valor de referéncia
conforme citado em topico anterior (SBD, 2014 e ADA, 2013).

4.2.3.1.3 Determinagédo da resisténcia a insulina (RI)
Neste estudo, adotaremos para determinacdo da resisténcia a insulina o

modelo 3 proposto por Stern et al, que define os seguintes critérios:
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e IMC > 28,7 Km/m?, ou
e IMC > 27,5 Km/m? + histéria familiar de DM, ou

e Historia familiar de DM negativa, mas triglicerideo > 2,44 mmol/L (216 mg/dL)
(STERN et al., 2005; SBD, 2009; SBD, 2014).

4.4.3.2 Perfil Lipidico

4.2.3.2.1 Determinacédo de Trigliceridio
As concentragfes de trigliceridio foram determinadas por ensaio colorimétrico
enzimatico com lipase lipoproteica, utilizando os sistemas automatizados

Roche/Hitachi cobas, seguindo rigorosamente as instrucées dos fabricantes.
Valor de referéncia (SBC, 2013):
e Adultos acima de 20 anos:
e Otimo: < 150 mg/dL
e Limitrofe: 150 a 200 mg/dL
e Elevado: 200 a 499mg/dL

e Muito elevado = 500 mg/dL

4.2.3.2.2 Determinagéo de Colesterol total

As concentracdes de colesterol total foram determinadas por ensaio
colorimétrico enzimatico com colesterol oxidase, utilizando o0s sistemas
automatizados Roche/Hitachi cobas, seguindo rigorosamente as instru¢cées dos

fabricantes.
Valor de referéncia (SBC, 2013):
e Adultos acima de 20 anos:
e Desejavel: < 200 mg/dL
e Limitrofe: 200 a 239 mg/dL

e Elevado: = 240 mg/dL
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4.2.3.2.3 Determinagé&o de Colesterol LDL

Os niveis plasmaticos de colesterol LDL foram determinados através da
equacéao do Friedwald, sabendo da dificuldade de dosar os valores de LDLc quando
0s niveis de trigliceridios sdo superiores a 400 mg/dL, na presencga de quilomicrons
e hiperproteinemia tipo 3 (Fredrickson).

Equacéao de Friedewald: LDLc = CT — (HDLc + VLDLc)
Valor de referéncia (SBC, 2013):

Adultos acima de 20 anos:

e Otimo: < 100 mg/dL

e Desejavel: 100 a 129 mg/dL
e Limitrofe: 130 a 159 mg/dL
e Elevado: 160 a 189 mg/dL

e Muito elevado = 190 mg/dL

4.2.3.2.4 Determinagéo de Colesterol HDL

As dosagens de colesterol HDL foram feitas por teste colorimétrico enzimatico
na presenca de ions de magnésio e sulfato de dextrano, utilizando os sistemas
automatizados Roche/Hitachi cobas, seguindo rigorosamente as instrucdes dos
fabricantes.

Valor de referéncia (SBC, 2013):
e Adultos acima de 20 anos:
e Baixo: <40 mg/dL

e Elevado: > 60 mg/dL

4.2.3.2.5 Determinacéo de Colesterol VLDL
Os niveis plasmaticos de colesterol VLDL foram determinados através da
equacéao do Friedwald.

VLDLc =TG/5 (para TG< 400 mg/dL)
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Valor de referéncia (SBC, 2013):

e Inferior a 30 mg/DlI

4.2.3.3 Marcadores Renais

4.2.3.3.1 Determinacgdo de Uréia
As concentracfes de ureia foram determinadas por ensaio colorimétrico
enzimatico com urease / glutamato desidrogenase, utilizando o0s sistemas

Roche/Hitachi cobas
Valor de referéncia (SBC, 2013):
e <65 anos: <50 mg/dL

e >65anos: <71 mg/dL

4.2.3.3.2 Determinacgao de Creatinina

A creatinina plasmatica foi determinada por ensaio colorimétrico cinético
baseado no método de Jaffé com picrato alcalino, utilizando os sistemas
automatizados Roche/Hitachi cobas, seguindo rigorosamente as instrucdes dos
fabricantes.

Valor de referéncia (SBC, 2013):
e Homens: 0,7 a 1,2 mg/dL

¢ Mulheres: 0,5 a 0,9 mg/dL

4.2.3.4 Marcador de inflamacao

4.2.3.4.1 Determinacédo de Proteina C Reativa ultra sensivel (PCRus)

Os niveis plasmaticos totais de proteina C reativa foram determinados pelo
ensaio imunoturbidimétrico com intensificacdo da reagcdo por particulas de latex
revestidas com anticorpos monoclonais anti-PCR, utilizando os sistemas
automatizados Roche/Hitachi cobas, seguindo rigorosamente as instrucdes dos

fabricantes.
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Valor de referéncia (SBC, 2013):

e Adulto: < 0,5 mg/dL

4.2.4 AVALIACAO DOS PARAMETROS GENETICOS

4.2.4.1 Extracéo do DNA gendGmico

O DNA gendmico dos pacientes foi extraido com o kit “Wizard Genomic DNA
Purification” (Promega), seguindo-se rigorosamente as instrucdes do fabricante.
Uma aliquota de 300 pL da amostra de sangue total de cada paciente foi transferida
para um tubo eppendorf de 1,5 mL estéril e incubada com uma solucéo de lise de
hemécias por dez minutos, a temperatura ambiente. Apds, a amostra foi
centrifugada a 14.000 rpm, durante um minuto em microcentrifuga. A etapa foi
repetida. Houve o descarte do sobrenadante e ao sedimento foi adicionada solugéo
de lise celular. Foi adicionada solucdo de precipitacdo de proteinas e a amostra foi
agitada em vortex durante trinta segundos. A amostra foi centrifugada a 14.000 rpm
durante trés minutos. Para um tubo contendo isopropanol, foi transferido o
sobrenadante contendo DNA e a amostra foi invertida cerca de trinta vezes para
precipitacdo do DNA. A amostra foi centrifugada a 14.000 rpm por trés minuto. O
isopropanol foi descartado e, em seguida, adicionado etanol a 70%. Os tubos foram
invertidos por cerca de trinta vezes, a amostra foi centrifugada a 14.000 rpm por trés
minutos. O sobrenadante foi descartado e as amostras permaneceram secando por
doze horas. Foi adicionado 30uL de solucdo de hidratagcdo (Tris 10 mM/ EDTA 0,1
mM) e houve incubacdo em banho seco a 65°C por 1 hora.

O DNA de cada amostra foi quantificado usando-se um espectrofotbmetro
(NanoDrop® ND-2000 UV-vis). Apds este procedimento, as amostras foram

armazenadas em geladeira para posterior pesquisa do polimorfismo.

4.2.4.2 Detecgéo do polimorfismo - 675 4G/5G

O polimorfismo - 675 4G/5G na regidao promotora do gene do PAI-1 foi
detectado utilizando a técnica de PCR alelo especifica. Esta foi padronizada de
acordo com condi¢cbes previamente descritas, utilizando-se os oligonucleotideos
descritos na literatura (MANSFIELD et al., 1995) (Quadro 1).
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Quadro 1 - Oligonucleotideos sintéticos utilizados na PCR para detecc¢ao do
polimorfismo (- 675 4G/5G) na regido promotora do gene do PAI-1

Mutacao Oligo senso Oligo antisenso
PAI-1 4G 5 GTC TGG ACA CGT GGG GA 3’
PAI-1 5G 5" GTCTGG ACACGT GGG GG ¥
PAI-1 4G/5G 5 AAGCTTTTACCATGG TAACCCCTGGT 3 5 TGC AGC CAG CCA
CGTGATTGT CTAG ¥

Polimorfismo 4G/5G no gene do PAI-1 (MANSFIELD, et al., 1995).

Para a PCR, foi utilizado o termociclador modelo S1000 ThermalCycler da
marca BIO-RAD, e os reagentes foram oligonucleotideos (Invitrogen®),
desoxirribonucleotideos (Promega®), tampéo (15 mM de MgCl,, 500 mM de KCI, 100
mM de Tris HCI pH 8,4 e 1% de TritonX-100) e Taq polimerase (Promega®). As

misturas foram preparadas para um volume final de 20 pL.

As condi¢cdes de amplificacdo, como o nimero de ciclos, concentracdo de
reagentes e temperatura de anelamento foram padronizados para cada segmento
gendmico a ser amplificado com o objetivo de se obter um bom sinal de amplificacédo
com o minimo de inespecificidade (Quadros 2 e 3). Em todos os conjuntos de
reagOes de amplificagao foi utilizado um tubo sem DNA (branco), que funciona como

controle dos reagentes.

Quadro 2 - Concentragdes de reagentes utilizados nas PCR’s para deteccao do
polimorfismo (- 675 4G/5G) na regido promotora do gene do PAI-1

Concentracéo Concentracfes de uso
Reagentes Estoque PAI-1 4G PAI-1 5G
Tampéao 5X (7,5mM MgCly) 1X (1,5mM MgCly) 1X (1,5mM MgCly)
Dntp 2mM 0,2 Mm 0,2 mM
Oligo senso 100 puM 10 uM (4G) 10 uM (5G)
Oligo antisenso 100 uM 10,0 uM 10,0 uM
Taq polimerase 5 U/uL 1U 1U
DNA 53 ng/pL (média) 212 ng 212 ng
Agua gsp * 20uL 20puL

gsp: quantidade suficiente para
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Quadro 3 - Programa de PCR, para deteccédo do polimorfismo (- 675 4G/5G) na
regido promotora do gene do PAI-1, utilizado no termociclador

Gene a ser amplificado
Etapas
PAI-1 (4G/5G)

Desnaturagao prévia 95° - 5 min
Desnaturacédo 95° - 1 min
Anelamento 58° - 1 min
Extenséo 72° - 1 min

N © de ciclos 25 ciclos
Extenséo final 72° - 5 min

Apos amplificacdo do segmento especifico para os gene PAI-1 4G5G, foi
realizada e eletroforese em gel de poliacrilamida a 6% corado pela prata. Através da
separacédo eletroforética foi possivel verificar se o individuo analisado foi heterozigoto
4G5G, homozigoto 4G4G ou homozigoto 5G5G, conforme o perfil de bandas

apresentado no Quadro 4 .

Quadro 4 - Perfil de bandas (PCR alelo especifica PAI-1 4G5G)

Polimosfismo PAI-1 (4G5G)
4G 5G Genotipo
260pb 260pb Controle
139 pb _ 4G4G
_ 139 pb 5G5G
139 pb 139 pb 4G5G
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4.2.5 AVALIACAO DOS PARAMETROS HEMOSTATICOS

4.2.5.1 Determinacao dos niveis plasmaticos de PAIl

A determinacdo dos niveis plasmaticos do inibidor do ativador do
plasminogénio (PAI-1) foi feita pelo método de ELISA (Enzyme-Linked
Immunoabsorbent Assay), utilizando-se IMUBIND® Plasma PAI-1 ELISA REF 822
(American Diagnostica® Inc. — Estados Unidos), seguindo-se rigorosamente as

instrucdes do fabricante. A leitura da absorbancia foi realizada a 490 nm.
Valor de referéncia (SBC, 2011):

e Normal: 0 a 47 ng/mL

4.2.5.2 Determinacgdo dos niveis plasmaticos de d-dimero (D-di)

A determinacdo dos niveis plasméticos do d-dimero foi feita pelo ensaio
imunoturbidimétrico com intensificacdo da reacao por particula (aglutinacdo em latex
de segunda geracdo) para determinacdo quantitativa dos produtos de degradacao
da fibrina em plasma humano, utilizando os sistemas Roche/Hitachi cobas c,
seguindo-se rigorosamente as instrugcbes do fabricante. Alta sensibilidade e
intermediaria especificidade.

Valor de referéncia (SBC, 2004):

e Normal: < 0,5 pg/mL

4.2.5.3 Determinacao dos niveis plasmaticos de fibrinogénio
A determinacéao do fibrinogénio foi realizada pelo método de Clauss, utilizando
o conjunto diagnéstico Dade® Fibrinogen Determination Reagents (SIEMENS),

seguindo-se rigorosamente as instru¢des do fabricante.
Valor de referéncia (SBC, 2013):

e Normal: 180 a 350 mg/dL
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4.2.6 ANALISE ESTATISTICA

Para a analise estatistica inicial foi utilizado o programa GraphPad Prism 5.0.
O estudo contou com variaveis quantitativas e qualitativas (categoricas). Antes da
comparacao entre 0s grupos e para verificar quais varidveis quantitativas possuiam
distribuicdo normal foi realizado teste de Shapiro Wilk. Para comparacdo das

variancias foi realizado teste F.

Quando as variaveis quantitativas dos dois grupos comparados apresentaram
distribuicdo normal e ndo houve diferenca estatistica entre as variancias, o teste
realizado foi t de Student. Quando as variaveis quantitativas dos dois grupos
comparados apresentaram distribuicdo normal, mas houve diferenca estatistica
entre as variancias foi realizado teste T com correcdo de Welch e quando as
variaveis quantitativas de ambos 0s grupos ndo seguiram a normalidade, foi

realizado o teste ndo paramétrico de Mann Whitney.

A comparacao entre os grupos estratificados por genotipo foi feita utilizando
andlise de variancia de 1 fator para grupos independentes (ANOVA) seguida do
teste de bonferroni post hoc, para as varidveis que apresentaram distribuicdo
normal. Para as variaveis que apresentaram distrubuicdo fora da normalidade, a
comparacao entre mais de dois grupos foi realizada com teste de Kruskal-Wallis

seguido do teste de multipla comparagédo de Dunn post hoc.

Para verificar a homogeneidade entre dois grupos, foi realizada analise de
frequéncia das variaveis qualitativas através dos testes qui-quadrado (x°) ou exato
de Fisher. Considerando que o N total sempre foi = 37, o teste de Fisher foi usado
quando algum valor da tabela de contingéncia foi < 5 e 0 %%, quando todos os
valores foram > 5. Para a frequéncia entre mais de dois grupos foi realizado o teste

v% em todas as situacdes.

Para a investigacdo da correlacdo entre os parametros estudados foi feito
teste de Pearson, para as variaveis com distribuicdo normal e teste de Sperman

para as variaveis com distribuicao fora da normalidade.

Para filtrar os agentes que mais explicassem o modelo e a contribuicdo
dessas variaveis na implicacdo de ter DM2 ou ndo sob as condigbes pre-

estabelecidas no desenvolvimento do estudo, os dados foram compilados no
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Software SPSS 20.0 e ap0s agregacao das variaveis significativas ao nivel p (0.20 —
20%) pelo teste de associacdo y?, foi realizado um modelo de Regressdo Logistica
Bivariada com as variaveis mais significativas para a estimacdo das Odds Ratio.
Destaca-se que o método de escolha das variaveis utilizado foi um Backward
Stepwise Conditional, significante ao p valor < 0.05 (5%). Neste modelo, foi utilizado
o calculo dos Odds Ratio bruto e ajustado, mas foi considerado o Odds Ratio
ajustado por ser uma medida mais precisa, uma vez que parte da estimagédo do
pardmetro que mede cada variavel no modelo e ndo apenas da razdo de
proporcionalidade feita no calculo do Odds Ratio bruto. A partir da construgédo do
intervalo de confianca (0,05 — 5%) para o Odds Ratio ajustado foi extraida a
informacdo de quanto a covariavel influencia na caracteristica omitida que esté

sendo usada para comparagéo no modelo.



5 RESULTADOS



59

5.1 CARACTERIZACOES CLINICA E ANTROPOMETRICA

Para a composicdo do grupo de estudo, este trabalho contou com a
participacdo de pacientes cadastrados em uma unidade béasica de salude com
estratégia saude da familia (ESF), pertencente ao municipio de Vitoria / ES. Todos
os 104 pacientes cadastrados nesta unidade, com diagnéstico de DM2 que
evoluiram para insulinizacdo, receberam um convite com dia e hora para explicacédo

sobre a participacéo no projeto.

Dos 104 pacientes convidados, 66 compareceram e concordaram em
participar do estudo, assinaram termo o TCLE e responderam ao questionario da
pesquisa. Destes, foram selecionados 42 pacientes que respeitavam os critérios de
incluséo e excluséo do estudo. Os 42 pacientes seguiram para a coleta de sangue,
realizada no posto de coleta da unidade de saude. Dois pacientes foram excluidos

devido erro de coleta de amostra.

A selecdo do grupo controle totalizou 40 pacientes que ndo possuiam
diagnoéstico de DM2 e que concordaram em participar do estudo mediante assinatura

do TCLE, seguindo os mesmos procedimentos do grupo DM2.

As informacdes coletadas através do questionario aplicado e do prontuério
eletrdnico dos participantes permitiram as caracterizagdes sociodemografica, clinica
e antropométrica dos participantes. Estas caracteristicas bem como a analise

estatistica entre os grupos e valores p estao representadas na tabela 1.

O teste X? mostrou que houve homogeneidade entre os grupos no que diz
respeito a variavel sexo (p = 0,1520). Além disso, a média de idade dos participantes
de ambos os grupos assim como a idade por faixa etaria também foram
estatisticamente iguais, como evidenciam os testes de Mann Whitney (p = 0,9539) e

qui quadrado (p = 0,2770), respectivamente (tabela 1).

O teste exato de Fisher ndo resultou em diferenca estatistica em relacao a
variavel qualitativa tabagismo (p = 0,1084) entre os participantes dos dois grupos.
Da mesma maneira, o teste T de Student mostrou que a média dos valores do indice
de massa corporal dos participantes ndo foi uma variavel com diferenga estatistica

entre os grupos deste estudo (p = 0,5712), conforme tabela 1.
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A variavel IMC foi ainda categorizada em obeso e ndo obeso, de acordo com
as recomendagdes da Associacao Brasileira para o Estudo da Obesidade e da
Sindrome Metabdlica (ABESCO, 2009), que admite como obeso o individuo
com IMC = 30 Km/m? O teste X?> de Pearson realizado para a analise de
associacdo mostrou que, ao nivel de significancia igual a 0,05 (5%), a variavel IMC
categorizada (obesidade) néo foi estatisticamente diferente entre os grupos, mesmo
que o grupo DM2 em insulinizagdo tenha ficado com a maior porcentagem de
pacientes alterados destas categorias (tabela 1).

Em relacdo a resisténcia a insulina (RI), classificada segundo 3° modelo de
Stern et al (STERN et al, 2005; SBD, 2011; 2014), o teste X?> ndo mostrou diferenca
estatistica entre os grupos (p = 0,0736), estando presente em 16 individuos (40%)
do grupo controle e em 24 (60,0%) pacientes do grupo DM2 em insulinizagéo (tabela
1).

A caracterizacao do grupo DM2 em insulinizagcdo mostrou que, em relacao ao
tempo de duracdo do DM2, 34 pacientes (85%) possuiam a doenca hi mais de 5
anos e que a duracédo da insulinizacdo destes individuos estava em torno de 5,54 (+
5,846) anos (Tabela 1).

Os pacientes de ambos os grupos foram classificados como hipertensos ou
ndo mediante diagndstico médico explicitado em prontuario e foram classificados
como dislipidémicos conforme os parametros estipulados pela V Diretriz Brasileira
Sobre Dislipidemias e Prevencdo da Aterosclerose (SBC, 2013), o que seria a
alteracdo de pelo menos um dos parametros LDLc, HDLc e/ou TGC no momento da

coleta.

Neste contexto, o teste X? evidenciou diferenca estatistica na frequéncia de
hipertensdo (p = 0,0001) e de dislipidemia (p = 0.0124) entre os grupos, sendo
ambas mais frequentes no grupo DM2 insulinizado. No entanto, o teste exato de
Fisher mostrou ndo haver diferenca estatistica na frequéncia de hipotirteoidismo (p =

0,9999) entre os participantes dos dois grupos (tabela 1).
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Tabela 1 — Caracteristicas sociodemogréficas, clinicas e antropométricas dos

participantes dos grupos controle e DM2 em insulinizacao.

Grupo DM2 em

Variavel Categoria Grupo controle i L Valor p
insulinizacao
Feminino 30 (75,0%) 24 (60,0%) 0,152®
Sexo (n, %) ]
Masculino 10 (25,0%) 16 (40,0%)
Idade (M + DP) - 57.05 + 2.386 57.33+1.819  0,9539®
20 A 29 anos 00 (0,0%) 01 (2,5%)
30 A 39 anos 08 (20,0%) 03 (7,5%)
Idade por faixa etéria (n, %) 40 A 49 anos 08 (20,0%) 05 (12,5%) 0,2770®@
60 A 79 anos 07 (17,5%) 11 (27,5%)
80 ou mais 17 (42,5%) 20 (50,0%)
Fumante 01 (2,5%) 06 (15,0%)
Tabagismo (n, %) 0,1084©
N&o Fumante 39 (97,5%) 34 (85,0%)
IMC (M + DP) - 27,75 + 0,9683 28,43+0,7354  0,5712°
Obeso 14 (37,8%) 10 (25,0%)
IMC categorizado (n, %) 0,2240@
N&o obeso 23 (62,2%) 30 (75,0%)
Presente 16 (40%) 24 (60,0%)
Resisténcia a insulina (n, %) 0,0736@
Ausente 24 (60%) 16 (40,0%)
DM2 h& mais de 5 anos (n, %) - - 34 (85,0) -
Duracéo Insulinizacdo (M + DP) - - 5,54 + 5,846 -
Presente 15 (37,5%) 32 (80,0%)
Hipertensédo Arteria Sistémica (n, %) 0,0001@
Ausente 25 (%) 08 (20,0%)
Presente 11 (27,5%) 22 (55,0%)
Dislipidemia (n, %) 0.0124@
Ausente 29 (72,5%) 18 (45,0%)
Presente 02 (5,0%) 01 (2,5%)
Hipotireoidismo (n, %) 0,9999
Ausente 38 (95,5%) 39 (97,5%)

* Indica diferenca estatistica para p < 0,05 (5%)
(a) Teste X2 (b) Teste de Mann Whitney; (c) Teste T de Student; (d) Teste exato de Fisher
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Com relacdo aos medicamentos em uso, o teste X* ndo mostrou diferenca
estatistica na frequéncia do uso dos medicamentos representados pelas classes
diurético tiazidico (hidroclorotiazida), betabloqueador (atenolol) e inibidor da ECA
(enalapril). O teste exato de Ficher também evidenciou ndo haver diferenca estatiica
na frequéncia do uso dos medicamentos representados pelas classes antagonista
da angiotensina Il (losartan), inibidor canal calcio (anlodipino), diurético de alca
(furosemida), estatina (sinvastatina) e fibrato (fenofibrato). Em relacédo ao grupo DM2
em insulinizacdo, todos os 40 pacientes (100%) relataram 0 uso, possuiam
prescricdo médica e dispensacgédo regular de insulina NPH, 05 (12,5%) de insulina
regular e 22 (55%) de metformina (tabela 2).

Tabela 2 — Tipo e frequéncia de medicamentos em uso pelos participantes dos

grupos controle e DM2 em insulinizacao.

Variavel Grupo Controle Grupo com DM2 em insulinizagéo Valor p
(N = 40) (N = 40)

Enalapril (n, %) 08 (20) 13 (32,5) 0,2044®
Losartan (n, %) 03 (7,5) 10 (25,0) 0,0660®
Atenolol (n, %) 07 (17,5) 08 (20,0) 0,7772®
Anlodipino (n, %) 01 (2,5) 05 (12,5) 0,2007®
Hidroclorotiazida (n, %) 12 (30,0) 18 (45,0) 0,1658@
Furosemida (n, %) 4 (10,0) 01 (2,5) 0,3588®
Sinvastatina (n, %) 01(2,5) 06 (15,0) 0,1084®
Fenofibrato (n, %) 00 (0,0) 02 (5,0) 0,4936®
Levotiroxina (n, %) 02 (5,0) 01 (2,5) 0,9999®
Metformina (n, %) - 22 (55,0) -

Insulina NPH (n, %) - 40 (100,0) _

Insulina Regular (n, %) - 05 (12,5) -

Diferenca estatistica para p < 0,05 (5%); (a) Teste X*; (b) Teste exato de Fisher
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5.2 CARACTERIZACAO BIOQUIMICA

Os parametros bioquimicos, dosados pelo laboratério central da PMV foram
representados por variaveis quantitativas que ajudaram a compor os perfis glicémico
(glicemia e HbA1C) e lipidico (CT, HDLc, LDLc, VLDLc e Triglicerideos) além de
evidenciarem os marcadores renal (uréia e creatinina) e de inflamacéo (PCRus).

Os valores referentes a mediana e intervalo interquartil de cada variavel bem

como analise estatistica entre os grupos e valor p estédo representados na tabela 3.

Tabela 3 — Parametros bioquimicos dos participantes dos grupos controle e

DM2 em insulinizacdo expressos como mediana, intervalo interquartil e valor p.

Grupo controle Grupo DM2 em insulinizagao

Variavel

Mediana (Q3 — Q1) Mediana (Q3 — Q1) valor p®
GJ (mg/dL) 93,0 (87,1 - 98,6) 197,5 (120,5 — 246,8) < 0.0001*
HbALc (%) 54 (51-5,7) 9,6 (7,8 —12,1) < 0.0001*
CT (mg/dL) 200,0 (180,3 — 223,3) 195,5 (160,0 — 231,5) 0,6215
LDLc (mg/dL) 117,0 (108,3 — 139,3) 125,5 (84,7 — 148,0) 0,7388
HDLc (mg/dL) 50,0 (40,2 — 57,7) 44,0 (37,0 — 49,0) 0,0042*
VLDLc (mg/dL) 23,0 (16,7 — 28,0) 29,0 (19,0 - 36,2) 0,0224*
Triglicerideo (mg/dL) 117,5 (85,5 — 148,0) 150,0 (98,7 — 205,3) 0,0339*
Creatinina (mg/dL) 0,7 (0,6 - 0,8) 0,8(0,6-1,4) 0,1302
Uréia (mg/dL) 27,5 (15,8 — 81,9) 32,45 (18,9 — 182,9) 0,0355*
PCRus (mg/dL) 0,24 (0,07 — 0,35) 0,32 (0,18 — 0,61) 0,0212*

* Indica diferenca estatistica para p < 0,05 (5%)
GJ: glicemia de jejum, HbA1C: hemoglobina glicada, CT: colesterol total, PCRus: proteina C reativa ultra

sensivel, (a) Teste de Mann Whitney; Q3-Q1: Intervalo interquartil.
Neste contexto, a analise revelou que houve diferenca estatistica entre os

grupos no que diz repeito ao perfil glicEmico, representado palas variaveis HbAlc (p
< 0,0001) e glicemia de jejum (p < 0,0001) (tabela 3).
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Em relacdo ao perfil lipidico, as varidveis HDLc (p = 0,0042), VLDLc (p =
0,0224) e triglicerideo (p = 0,0339) foram estatisticamente diferentes entre os
grupos, enquanto que as variaveis colesterol total e LDLc ndo foram tiveram
diferenca (p>0,05) (tabela 3).

Dentre os marcadores que expressam a fungéo renal dos pacientes, apenas a
uréia mostrou diferenca estatistica entre os grupos (p = 0,0355), uma vez que a
variavel creatinina resultou em p >0,05. O marcador de inflamacdo PCRus foi

estatisticamente diferente entre os grupos (p = 0,0212) (tabela 3).

Além das varidveis glicemia de jejum e hemoglobina glicada, que séo critérios
para diagndstico de diabetes mellitus, o teste X* mostrou que os grupos também
apresentaram diferenca estatistica em relacdo a frequéncia de parametros
considerados normais ou alterados, segundo os valores de referéncia, para as
variaveis VLDLc (p = 0,0210), triglicerideo (0,0210) e creatinina (0,0220). Estas
variaveis apresentaram-se acima dos valores de referéncia considerados normais,
respectivamente, em 20 (50,0%), 20 (50,0%) e 12 (30,8%) pacientes do grupo DM2
e em 10 (25%), 10 (25%) e 04 (10%) individuos do grupo controle (tabela 4).

Conforme ja mencionado, quando os valores de glicemia de jejum estdo entre
100 e 125 mg/dL e/ou de hemoglobina glicada estédo entre 5,7 e 6,4 mg/dL, pode-se
evidenciar que o individuo esteja em um estado de tolerancia alterada a glicose
(SBD, 2011). Em vista deste parametro, é importante ressaltar que, no momento
analisado, 13 participantes do grupo controle (32,5%) enquadravam-se neste
estado, muito embora que, para fins clinicos, haja necessidade de confirmacédo dos

niveis plasmaticos mediante nova dosagem.
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Tabela 4 — Parametros bioquimicos dos participantes dos grupos controle e
DM2 em insulinizagdo categorizados por seus valores de referéncia e valor p.

) Controle DM2 em insulinizagdo
Categoria > -
Variavel N % N % valor p @
Alterado 0 0,0% 31 77,5%
GJ < 0,0001*
Normal 40 100,0% 9 22,5%
Alterado 0 0,0% 36 90,0%
HbAlc < 0,0001*
Normal 40 100,0% 4 10,0%
Alterado 20 50,0% 19 47,5%
CT 0,8230
Normal 20 50,0% 21 52,5%
Alterado 9 22,5% 14 35,0%
HDLc 0,2170
Normal 31 77,5% 26 65,0%
Alterado 15 37,5% 16 40,0%
LDLc 0,8180
Normal 25 62,5% 24 60,0%
Alterado 10 25,0% 20 50,0%
VLDLc 0,0210*
Normal 30 75,0% 20 50,0%
Alterado 10 25,0% 20 50,0%
TGC 0,0210*
Normal 30 75,0% 20 50,0%
) Alterado 2 5,0% 3 7,5%
Uréia 0,6440
Normal 38 95,0% 37 92,5%
o Alterado 4 10,0% 12 30,8%
Creatinina 0,0220*
Normal 36 90,0% 27 69,2%
Alterado 7 17,5% 11 27,5%
PCRus 0,2840
Normal 33 82,5% 29 72,5%

* Indica diferenca estatistica para p < 0,05 (5%).
GJ: glicemia de jejum, HbAlc: hemoglobina glicada, CT: colesterol total, TGC: triglicerideo, PCRus: proteina C

reativa ultra sensivel, (a) Teste x?

5.3 CARACTERIZAQAO HEMOSTATICA DOS PARTICIPANTES

Para a avaliacdo dos marcadores hemostaticos, foram realizadas as
determinacdes plasmaticas de fibrinogénio, D-Di e PAI-1. Os valores referentes a
meédia, desvio padrdo, mediana e intervalo interquartil de cada variavel bem como

analise estatistica entre 0os grupos e valor p estdo representados na tabela 5.

Segundo teste t de Student, foi observada diferenca estatistica nos niveis
médios de fibrinogénio entre os grupos (p = 0,0153), sendo que o nivel médio de

fibrinogénio foi maior no grupo DM2 em insulinizagdo. Os niveis médio de D-Di e
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PAI-1 ndo foram estatisticamente diferentes entre os grupos, segundo os testes de
Mann Whitney (p = 0,2889) e t de Student (p = 0,0826), respectivamente.

Tabela 5 - Niveis plasmaticos de fibrinogénio, D-Di e PAI-1 nos grupos controle
e DM2 em insulinizacdo expressos como médias, desvios padrdo, mediana,

intervalo interquartil e valor p.

* Indica diferenga estatistica para p < 0,05, (a) Teste t de Student, (b) Teste de Mann Whitney

Grupo controle Grupo DM2 em insulinizagao
Marcador Mediana ] Mediana
Média + DP Média + DP Valor p
(Q3-0Q1) (Q3-Q1)
Fibrinogénio 292,0 3411 *(a)
297.7+£8.9 332.8+10,8 0,0153
(mg/dL) (268,7 — 335,5) (288,9 — 381,5)
D-Di 0,504 0,533 ®
0.566 + 0.292 0.769 £ 0.114 0,2889
(ng/mL) (0,383 -10,701) (0,430 —-0,806)
PAI-1 38,8 32,2 @
43,9+ 3,7 35,7+2,9 0,0826
(ng/mL) (27,2 -57,9) (18,8 —49,3)

D-Di: d-dimero, PAI-1: Inibidor do ativador do plasminogénio tipo 1

Tabela 6 — Parametros hemostaticos dos participantes dos grupos controle e

DM2 em insulinizagéo, categorizados por seus valores de referéncia e valor p.

) Controle DM2 em insulinizagéo
Categoria N % N 7
Variavel ° 0 valor p @
o ) Alterado 07 17,9% 18 45,0% .
Fibrinogénio 0,0100
Normal 32 82,1% 22 55,0%
Alterado 19 51,4% 25 64,1%
D-Di 0,2600
Normal 18 48,6% 14 35,9%
Alterado 15 38,5% 11 27,5%
PAI-1 0,3000
Normal 24 61,5% 29 72,5%

* Indica diferenca estatistica para p < 0,05 (5%).
D-Di: d-dimero; PAI-1: Inibidor do ativador do plasminogénio tipo 1
(a) Teste X*

O teste X? mostrou que, somente em relacdo & variavel fibrinogénio (p =
0,010), houve diferenca estatistica em relacdo a frequéncia de parametros
considerados normais ou alterados, segundo os valores de referéncia. O fibrinogénio

apresentou-se acima dos valores de referéncia considerados normais em 7 (17,9%)
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pacientes do grupo controle e em 18 (45,0%) pacientes do grupo DM2 (tabela 6).
Embora sem diferenca estatistica, importante mencionar que a frequéncia de
individuos com niveis de PAI-1 alterados foi superior no grupo controle em relagéao

ao grupo DM2 (tabela 6).

As correlagbes estatisticamente significativas entre os marcadores avaliados
encontram-se na tabela 7. Foi observada correlacdo positiva entre 0s niveis
plasmaticos de fibrinogénio e glicemia, fibrinogénio e PCR, PAI-1 e glicemia e PAI-1
e IMC no grupo controle. Também houve correlacdo positiva entre os niveis de
fibrinogénio e D-Di, fibrinogénio e PCR, PAI-1 e triglicerideo e PAI-1 e IMC no grupo
DM2 em insulinizacdo. Houve ainda correlagdo negativa entre os niveis de D-Di e

glicemia no grupo DM2 em insulinizagao.

Tabela 7 - Coeficiente de Correlacdo (r) de Spearman e valor p para o0s
marcadores Fibrinogénio, D-Di e PAI-1 nos participantes dos grupos controle e
DM2 em insulinizacéo.

Grupo Marcadores R Valor p
Fibrinogénio e glicemia 0,33 0,0357®
Fibrinogénio e PCR 0,32 0,0432+®
Controle . . (a)
PAI-1 e glicemia 0,32 0,0483*
PAI-1 e IMC 0,52 0,0010*®
Fibrinogénio e D-Di 0,33 0,0368*"
Fibrinogénio e PCR 0,40 0,0101+®
DM2 em . i ) b
) o D-Di e glicemia -0,33 0,0442+®)
insulinizacdo o b
PAI-1 e triglicerideo 0,48 0,0019*"
PAI-1 e IMC 0,42 0,0076*@

* Indica diferenca estatistica para p < 0,05 (5%); r: Coeficiente de Correlacéo; D-Di: D dimero
(a) Teste de correlagdo de Pearson; (b) Teste de correlacdo de Sperman
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Figura 1 - Graficos de dispersdo correspondentes as correlagdes do grupo controle
estatisticamente significantes para p < 0,05: fibrinogénio e glicemia, fibrinogénio e PCRus,
PAI-1 e glicemia, PAI-1 e IMC
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Figura 2 - Graficos de dispersdo correspondentes as correlacfes do grupo DM2 em

insulinizacdo estatisticamente significantes para p < 0,05: fibrinogénio e D-Di, fibrinogénio e
PCRus, D-Di e glicemia (negativa), PAI-1 e triglicerideo, PAI-1 e IMC
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5.4 CARACTERIZACAO GENETICA DOS PARTICIPANTES
A investigacdo da presenca do polimorfismo para a delecéo/insercdo -675
4G/5G no gene do PAI-1 foi realizada em todos os participantes do estudo.

A figura 3 mostra o resultado da eletroforese em gel de poliacrilamida corado
pela prata, para a deteccdo do polimorfismo 4G/5G no gene do PAI-1. O padréo de
peso molecular corresponde a primeira canaleta. As canaletas 2 e 3 representam o
genotipo heterozigoto 4G/5G, as canaletas 4 e 5 exibem o gendétipo homozigoto para
a delecdo (5G/5G) e as canaletas 6 e 7 mostram o0 homozigoto para a insercéo
(4G/4G).

1: 4G/5G 2:5G/5G 3:4G/4G

ppm

4G 3G - 5G 4G

Legenda: Canaletas: 1) PPM, 2-3) gendtipo 4G5G, 4-5) gendtipo 5G/5G e 6-7) gendtipo 4G4G.

Figura 3 - Eletroforese em gel de poliacrilamida para detec¢c&o do polimorfismo (-675 4G/5G) na

regido promotora do gene do PAI-1, através da técnica de PCR alelo especifico.

A figura 4 e a tabela 8 mostram as frequéncias genotipicas e alélicas do
polimorfismo 4G/5G na regido promotora do gene do PAI-1. O teste X*> mostrou
diferenca estatistica (p = 0,0483) na composi¢cdo dos grupos caso e controle tanto
em relacdo a frequéncia dos genétipos do polimorfismo 4G/5G como na frequéncia
dos alelos (p = 0,0158).

No grupo controle, 08 (20,0%) individuos foram homozigotos para a delecao
(4G/4G), 18 (45,0%) heterozigotos (4G/5G) e 14 (35,0%) homozigotos 5G/5G. Além
disso, as frequéncias dos alelos 4G e 5G foram, respectivamente, 0,42 e 0,58 no

grupo controle (figura 4).

Entre os pacientes do grupo DM2 em insulinizagdo, 02 (5,1%) foram
homozigotos 4G/4G, 15 (38,5%) foram heterozigotos 4G/5G e 22 (56,4%)
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homozigotos 5G/5G. A frequéncia dos alelos 4G e 5G foram, respectivamente, 0,24
e 0,76 no grupo DM2 em insulinizacao (figura 4).

Tabela 8 — Parametros genéticos dos pacientes dos grupos controle e DM2 em

insulinizagéo.

Frequéncias genotipica e alélica

Controle n (%) DM2 em insulinizag&o n (%) Valorp @
4G/AG 8 (20%) 2 (5,1%)
Polimorfismo 4G/5G 18 (45%) 15 (38,5%) 0,0483*
5G/5G 14 (35%) 22 (56,4%)
4G 34 (0,42) 19 (0,24)
Alelo 0,0158*
5G 46 (0,58) 59 (0,76)

* Indica diferenca estatistica para p < 0,05
(a) Teste X*
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) p=0,0158
25 p=00483 e B A4 8- B Akbse
] == 4G5G

. .
o =1 5656
2 33,5% 2
€ 154 35% 5
@ 1 m
@ !
ol o
€ 10 e
< 20% 2
g 3
E w
w

5_

5.1%
0
CONTROLE Dl CONTROLE D2

Figura 4 - Frequéncia genotipica e alélica do polimorfismo (-675 4G/5G) na regido promotora do

gene do PAI-1), nos grupos controle e DM2 em insulinizac&o.

O teste ANOVA seguida do teste de bonferroni para multiplas compara¢des mostrou
que houve diferenca estatistica (p = 0,0072) no que diz respeito aos niveis
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plasmaticos de PAI-1 entre os individuos do grupo controle estratificados por
gendtipo, havendo diferenca estatistica (p < 0,05) na comparacdo entre 0s
individuos com gendtipo 4G4G com 5G5G e entre os de gendtipo 4G5G com 5G5G.
(tabela 9 e figura 5). No grupo DM2, no entanto, ndo foi observada diferenca

estatistica, segundo teste de Kruskal Wallis seguido de Dunn post hoc (tabela 9).

Tabela 9 — Niveis plasméaticos de PAI-1 dos individuos nos grupos controle e

DM2 em insulinizacao estratificados por genoétipo e valores p

Niveis de PAI-1 (ng/mL)

Controle DM2
Polimorfismo média + desvio padrao média + desvio padrao Valor p
4G/4AG 54,2 + 27,2 278+7,6 0,0630 ©
4G/5G 51,5+22,5 37,7+18,8 00677 ®
5G/5G 29,1+13,6 34,4+ 19,6 0,3806 (b)
0,0072* © 0,7725 @

Valor p

* Indica diferenca estatistica para p < 0,05
PAI-1: inibidor do ativador de plasminogénio tipo 1; (a) Teste T com corre¢éo de Welch; (b) Teste T; (c) Anova e

Bonferroni post hoc; (d) Kruskal Wallis e Dunn post hoc

100~ p =0,0072

80

60

T
T = T

4G4G 4G5G 5G5G

PAI-1 (ng/mL) - Grupo controle

Figura 5 - Gréaficos Box-plot correspondentes aos niveis plasmaticos de PAI-1 (ng/mL) dos

participantes do grupo controle estratificados por gendtipo e diferenga estatistica para p < 0,05
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5.5 ANALISE DA INFLUENCIA DAS COVARIAVEIS NA PREDICAO DE DM2
EVOLUIDA PARA INSULINIZACAO

O resultado dos testes de associacao (qui quadrado) das variaveis sexo, faixa
etaria, hipertensao, hipotireoidismo, tabagismo, genotipagem, obesidade, colesterol
total, HDLc, LDLc, VLDLc, triglicerideo, ureia, creatinina, PCR, fibrinogénio, Dimero-
D e PAI-1 foram analisados e aqueles cujo nivel de significancia foi < 20% (p < 0,2)
foram selecionados para a realizacdo do modelo de regressdo logistica. Neste
contexto, foram significativas ao p valor igual a 0,2 (20%) as variaveis sexo (p =
0,1520), hipertensao (p = 0,0001), VLDL (p = 0,0210), TGC (p = 0,0210), creatinina
(p = 0,0220), gendtipo (p = 0,0483) e fibrinogénio (p = 0,0100) (tabelas 1, 4, 6 e 8).

Quando estas foram lancadas no modelo de regresséo logistica para estudar
a razdo de ocorréncia das covariaveis e sua influéncia nos individuos afetados,
apenas duas foram significativas para efeito de comparacéo do grupo caso-controle.
A tabela 10 mostra que estas variaveis foram hipertenséo, significante ao p-valor
(0.009) e ODDS Ratio ajustado 4,184 (I1.C. 95%: 1,426-12,276), e fibrinogénio,
significante ao p-valor (0,049) e ODDS Ratio ajustado 3,293 (I.C. 95%: 1,006-
10,775).

No estudo, estes achados mostram que os individuos hipertensos possuem
um risco 4,18 vezes maior de serem diabéticos que os individuos néo hipertensos.
Significa, ainda, que os individuos com niveis plasmaticos de fibrinogénio alterado
tém risco 3,29 vezes maior de serem diabéticos, quando comparados aos individuos

com niveis de fibrinogénio dentro da normalidade.
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Tabela 10 - Odds Ratio bruto e ajustado das variaveis que apresentaram

significancia estatistica no estudo entre individuos dos grupos controle e DM2

em insulinizacéo.

ODDS RATIO BRUTO

ODDS RATIO AJUSTADO

95% IC para EXP(B)

95% IC para EXP(B)

Variaveis p-valor OR LI LS p-valor OR LI LS
Sexo feminino 0,155 0,500 0,192 1,300 0,097 0,388 0,127 1,189
Hipertenséo 0,000 6,667 2,440 18,212 0,009 4,184 1,426 12,276
VLDL alterado 0,023 3,000 1,164 7,732
Creatinina alterada 0,028 4,000 1,161 13,777
Genotipo 4G4G 0,033 0,159 0,029 0,861
Genotipo 4G5G 0,195 0,530 0,203 1,383
Hiperfibrinogenemia 0,012 3,740 1,338 10,456 0,049 3,293 1,006 10,775

IC: intervalo de confianga; EXP(B): Exponencial de B, LI: limite inferior; LS: limite superior; OR: Odds Ratio
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Antes de qualquer andlise, € importante ressaltar que o0s pacientes que
compuseram este estudo residem em um territério do municipio de Vitéria (ES) onde
as condicdes de saneamento basico, laser e bem estar social séo precéarias, além de
contar com uma populacdo com um alto nivel de analfabetismo e baixa

escolaridade.

Ha anos, autores tém apontado a educagdo como uma pega central no
tratamento de pacientes com diabetes através de estudos em comunidades com
distintos aspectos socioecondémicos, mostrando que tais caracteristicas podem
interferir diretamente no autocuidado e na maneira como 0S pacientes encaram a
doenca e o tratamento proposto (OTERO, 2008, MONDADORI, 2008) Além disso,
mais de 80% das mortes por diabetes ocorrem em paises de renda baixa e média,
segundo dados publicados pela OMS (OMS, 2011).

O reconhecimento desta situacdo fez com que surgissem 0s objetivos do
presente estudo e a importancia de avaliar marcadores bioquimicos e hemostéticos
em pacientes com DM2 usuarios de insulina no territério de consolacdo. Neste
contexto e para além das caracteristicas etiologicas referentes ao curso e evolucao
da doenca, os aspectos socioecondmicos dos pacientes e do territdério em questédo
podem contribuir para explicar o perfil bioquimico encontrado nos pacientes com

DM2 deste estudo, que foi marcado pela alta descompensacao glicémica.

Sabe-se que a inflamacdo ocupa um papel central em todas as fases de
arteriosclerose, desde a patogénese do ateroma até a sindrome coronariana aguda.
Estudos tém demonstrado que a proteina C reativa (PCR), além de ser um marcador
de risco de doencas cardiovasculares, tem sido recentemente definida como um
possivel fator capaz de promover a aterogénese, tendo inclusive, mostrado que a
PCR pode induzir a produgado de citocinas, de TNFa, de moléculas de adesao e
diminuir a sintese de 6xido nitrico sintetase, prejudicando a homeostase endotelial
(VERMA et al, 2004; DEVARAJ et al, 2004; TESTA et al, 2008).

Estudos mostram que a insulina possui efeitos seletivos na sintese de
proteinas hepaticas em pessoas normais e que tanto estados de hiperinsulinemia
como de hiperglicemia levariam a producdo aumentada de proteinas de fase aguda,
como o fibrinogénio e a PCR. (PRADHAM et al., 2001; MOJIMINIYI et al 2002).
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Neste estudo, tanto os valores médio dos niveis plasmaticos de fibrinogénio
(p = 0,0153) como os de PCR (p = 0,0212) no grupo DM2 em insulinizagdo foram
estatisticamente maior que o do grupo controle. Assim, devido a associacao de
niveis superiores de dois marcadores inflamatérios no grupo de estudo, ha que se
considerar que os individuos do grupo DM2 em insulinizacdo evidenciam um maior

estado inflamatério quando comparado ao controle.

Os niveis plasmaticos de fibrinogénio geralmente estdo aumentados em
pacientes diabéticos, como ressaltado por outros autores (DUNCAN et al., 1999;
YUDKIN et al, 1999; MEIGS et al., 2000). Além disso, estudos tém mostrado que a
hiperfibrinogenemia estd implicada como uma fonte de aterosclerose e suas
complicacBes e que niveis elevados de fibrinogénio significam aumento do risco
cardiovascular, sendo este considerado um fator de risco independente para DCV
(EMST et al., 1993; JUHAN-VAGUE, 1996; BEMBDE et al., 1012).

Neste trabalho, a frequéncia de hiperfibrinogenemia no grupo DM2 em
insulinizacao foi estatisticamente maior (p = 0,010) que no controle, embora o valor
plasmatico médio do marcador neste grupo tenha se mantido dentro da normalidade.
Assim, mesmo que os valores de fibrinogénio tenham se mostrado maiores no grupo
DM2 em insulinizagdo, seriam esperados valores ainda maiores dada a
caracteristica de descompensacéao glicémica apresentada pelo grupo.

Sabe-se que o tratamento com insulina ndo altera os niveis de fibrinogénio,
entretanto, a terapia com metformina pode resultar em reducdo dos niveis de
fibrinogénio nos pacientes com DM2 (GRANT et al., 2007). Assim, como 55% dos
pacientes do grupo DM2 insulinizados possuem prescricédo, dispensacao e referem
utilizar metformina, isso pode ter contribuido para reducdo do nivel médio de

fibrinogénio no grupo DM2 em insulinizacao.

O nivel plasmético elevado de fibrinogénio é considerado um fator de risco
trombodtico uma vez que pode resultar em ativacdo da coagulacdo. Assim, além de
marcador de inflamacdo, o fibrinogénio também é considerado um marcador de
coagulagdo uma vez que a hiperfibrinogenemia aumenta a capacidade de
coagulacdo e estd associado com hiperviscosidade sanguinea e ativagao

plaguetaria (AZAD et al., 2014). Neste contexto, o grupo DM2 em insulinizagédo
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apresenta um estado pro-trombotico quando comparado com o controle devido a
hipercoagulabilidade revelada pelos maiores niveis de fibrinogénio.

Alguns estudos tém evidenciado uma correlacdo positiva entre fibrinogénio e
hipertenséo arterial (BIASIUTTI, 2003; KOENING, 2003) Além disso, em individuos
saudaveis, 0s niveis séricos de fibrinogénio tém sido correlacionados nédo sé a
glicemia de jejum, mas também a outros componentes da sindrome metabdlica
como niveis pressoricos e IMC. Assim, é provavel que os pacientes com DM2 que
possuam, concomitantemente, hipertensédo ou obesidade, possam contar com mais

fatores contribuidores para elevacéo dos niveis de fibrinogénio (VOLP et al, 2008).

O mesmo pode ter ocorrido em nosso estudo, em relagédo a hipertenséo. E
importante mencionar que embora haja individuos hipertensos e obesos em ambos
0s grupos, houve diferenca estatistica somente na frequéncia de hipertenséao (p =
0,00011), que foi maior no grupo DM2. Neste interim, € possivel que ndo sé a
hiperglicemia, mas também a hipertensdo possa estar influenciando niveis
plasmaticos mais elevados de fibrinogénio encontrados no grupo DM2 em

insulinizacdo em relacdo ao controle.

A literatura refere que outra alteracdo na hemostasia promovida pela
hiperglicemia refere-se ao fibrinogénio, uma vez que, quando glicado, faz com que o
coagulo de fibrina formado a partir dele seja mais resistentes a fibrindlise justamente
por ser mais denso e rigido (CARR et al, 2001; GRANT et al, 2007) Além disso, um
estudo que avaliou, através de microscopia eletronica de varredura, o coagulo de
fibrina em estados saudaveis e na presenca de doencas como DM2, mostrou que
individuos nesta condicdo contam com uma formacdo mais acelerada dos coagulos
e gue estes sdo constituidos por redes compactas, altamente ramificadas, com

fibras finas e relativamente resistentes a lise (UNDAS, 2014).

Sabendo-se que o dimero-D é o ultimo fragmento resultante da degradacédo
de fibrina polimerizada e que o fibrinogénio é o precursor da fibrina, € possivel
explicar a positiva correlagdo estatisticamente encontrada, neste estudo, entre os

niveis plasmaticos de fibrinogénio e de dimero-D no grupo DM2 em insulinizacéo.

Evidéncias tém mostrado que pacientes com DM2 geralmente possuem niveis
elevados de dimero-D. No entanto, alguns autores tém sugerido que os valores de

dimero-D em pacientes com DM2 podem estar subestimados e isso pode ser
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explicado pelo estado de hipofibrindlise, geralmente associado ao DM2, e pelo fato
de a fibrina formada no diabético ser, provavelmente, mais rigida, o que dificultaria a
sua degradacdo em dimero-D. (WAKABAYASHI, 2009; NWOSE, 2007).

Em nosso trabalho, embora a média dos niveis plasmaticos de dimero-D no
grupo controle tenha sido menor que no grupo DM2, ela nédo foi estatisticamente
diferente entre os grupos (p = 0,2889). Como o grupo de pacientes com DM2 em
insulinizacdo deste estudo comporta individuos glicemica e cronicamente
descompensados, podemos sugerir que os valores de dimero-D possam estar
menores que o esperado devido a possivel formacdo de um codgulo de fibrina mais
rigido, uma vez que a hiporegulacdo da fibrindlise ndo foi evidenciada, dado os
niveis de PAI-1, que se mantiveram dentro da normalidade em 72% dos pacientes
do grupo DM2, tendo inclusive, apresentado um valor médio inferior ao do grupo

controle.

Além disso, outro fator que confabula para sugerir tal associacao é que este
estudo encontrou uma correlacdo negativa e estatisticamente significativa (p =
0,0442) ente os valores de dimero-D e glicemia de jejum, 0 que ndo aconteceu no
grupo controle. Assim, é possivel sondar que cronicamente, quanto maior a glicemia,
maior seria a alteracdo na formacédo fibrina, maior a dificuldade de degrada-la e,

portanto, menores seriam os valores de D-Di.

Concentracfes elevadas de dimero-D podem indicar tanto coagulacdo como
fibrindlise aumentadas e na prética clinica podem estar relacionadas principalmente
a trombose venosa profunda (TVP) elou embolia pulmonar, infarto agudo de
miocardio (IAM) e/ou angina instavel, coagulacdo intravascular disseminada (CIVD)
aguda ou crdnica e cirurgia recente. Assim, existe a associacdo entre os niveis de
dimero-D e a presenca de doencas trombdticas, mas clinicamente, sua maior
relevancia é para exclusdo de tromboembolismo pulmonar em servicos de
emergéncia, que geralmente é descartado quando os valores plasmaticos de
dimero-D sao inferiores a 500 ng /dL. (NWOSE et al., 2007; WAKABAYASHI et al.,
2009; Mc BANE et al., 2010; SOARES et.al., 2010)

Dada a possibilidade de os valores plasmaticos de dimero-D estarem
subestimados em pacientes com DM2, o que poderia, inclusive, estar acontecendo

neste estudo, pode-se inferir que, ao realizar a dosagem de d-dimero, seria
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importante levar em consideracdo o fato de o paciente possuir ou ndao DM2 e
principalmente se € um diabético descompensado. Neste contexto, ha que se
ressaltar que o d-dimero, quando dosado isoladamente, parece nao ser um bom
marcador para avaliar fibrindlise e coagulacdo em pacientes com DM2. Neste
estudo, também n&o foi observada correlacdo entre os niveis de dimero-D e PAI-1,

em ambos 0S grupos.

Os pacientes tomados como controle deste estudo, ndo possuiam diabetes
mellitus, no entanto, algumas variaveis evidenciaram que parte destes individuos
possuiam caracteristicas referentes a sindrome metabolica como hipertenséo arterial
sistémica (37,5%), dislipidemia (27,5%), resisténcia a insulina (40,0%) e obesidade
(62,2%). Embora as taxas de HAS e dislipidemia tenham sido estatisticamente
maiores no grupo com DM2, as taxas de obesidade e Rl ndo apresentaram
diferenca estatistica entre os grupos. Isso pode ter contribuido para a os resultados
do estudo, principalmente os que se referem ao PAI-1, que n&o apresentou
diferenca estatistica entre a média de seus niveis plasmaticos nos grupos caso e

controle.

A insulina € um hormonio que estimula a producdo de PAI-1, assim, um
excesso deste hormbénio € capaz de promover anormalidades em suas
concentracbes, aumentando o risco de eventos tromboéticos. Estudos tém
demonstrado que os efeitos prejudiciais da glicose jA ocorrem em niveis glicémicos
abaixo do limiar para o diagnostico de diabetes, ou seja, alteracbes precoces na
glicemia, associadas a resisténcia a insulina, hiposecrecéo de insulina e obesidade
sdo responsaveis por modificacdes funcionais e estruturais na parede dos vasos
sanguineos e consequente risco cardiovascular. (BARTNIK et al, 2009; WEI et al,
1998). Neste contexto, ndo so a hiperglicemia, mas também a resisténcia a insulina
parecem ser pecas centrais no desenvolvimento da aterosclerose e suas
complicacBes (PANENI et al, 2013; BECKMAN et al, 2013).

Neste sentido, alguns autores corroboram com o achado de nosso estudo
quando dizem acreditar que alterac6es nos niveis de PAI-1 ndo sdo advindas do
DM2, mas de um verdadeiro conjunto de componentes da sindrome metabdlica e
gue niveis plasmaticos elevados de PAI-1 sdo considerados fator de risco para o

desenvolvimento do DM2 em individuos saudaveis (GRANT, 2007). Assim, a causa
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da complicagdo vascular nos pacientes com DM2 é multifatorial e ainda ndo é

conhecido se o estado de hipofibrindlise é causa ou consequiéncia da leséo vascular.

Estudos de intervencdo mostraram que o0 uso de medicamentos
sensibilizadores de insulina, como a metformina, promove reducdo dos niveis de
PAI-1. (GRANT, 2007) Por este motivo, assim como a resisténcia a insulina e a
obesidade podem ter sido fatores importantes para determinar o aumento da média
dos valores plasmaticos de PAI-1 no grupo controle, o uso de metformina por 55%
dos pacientes do grupo DM2 em insulinizacdo pode ter contribuido para a reducao
da média dos niveis plasmaticos de PAI-1 neste grupo.

O PAI- 1 € um dos reguladores primarios do sistema fibrinolitico, assim, o
aumento dos niveis plasmaticos deste inibidor pode comprometer a degradacao da
fibrina e promover estados proé trombdticos. Devido o prejuizo da fibrindlise, o
aumento dos niveis de PAI-1 configura situacdes clinicas de alto risco para
ocorréncia de eventos tromboéticos em pacientes com obesidade e sindrome
metabdlica (ZORIO et al, 2008)

Neste estudo, o PAI-1, correlacionou-se estatisticamente com triglicerideo no
grupo DM2 em insulinizagdo (p = 0,0019) e com IMC em ambos os grupos (p =
0,0010 e p= 0,0076, respectivamente no controle e DM2). Essas correlacdes
confirmam a hip6tese que o tecido adiposo esteja relacionado com os niveis deste
marcador, corroborando com a literatura que tem sugerido que altos niveis de acidos
graxos, evidenciados pela obesidade, geram uma lipotoxicidade no organismo
guando presentes de forma crénica (LOPES et al, 2008). Assim, o tecido adiposo
estimularia a producéo de citocinas, inflamatérias como interleucina 1 (IL-1) e TNFa
(FESTA et al., 2000; TEMELKOVA-KURKTSCHIEV et al, 2003), que por sua vez,
estimulariam a sintese de PAI-1 (SOARES et a., 2010)

A literatura refere que, ao menos em parte, os niveis plasmaticos de PAI-1
sdo modulados geneticamente, uma vez que a concentracdo de PAI-1 ja foi
relacionada com o polimorfismo -675 4G/5G no gene promotor do PAI-1. A insercao
de uma guanina na cadeia de DNA da regido promotora (alelo 5G) interfere no
processo de transcricdo conferindo um local de ligagdo para um inibidor. Assim,
estudos tém relatado uma associacdo entre a presenca do alelo 4G e niveis
plasmaticos mais elevados de PAI- 1 (ZORIO, 2008).
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Embora o n deste estudo seja pouco representativo para determinar
frequéncia alélica ou genotipica na populacdo estudada, a quantificacdo tanto dos
alelos (p= 0,0158) como dos trés tipos de gendtipo (p= 0,0483), foi estatisticamente
diferente entre os grupos. O grupo DM2 em insulinizacdo, além de ter apresentado
uma menor frequéncia do alelo 4G, contou com 22 (56,4%) pacientes com o
gendtipo 5G5G e apenas com 2 (5,1%) pacientes com o0 genétipo 4G4G, que é
aguele que determina maiores niveis plasmaticos de PAI-1, ou seja, este grupo ndo

contou com a contribuicdo genética para elevar a média dos niveis plasmaticos do
grupo.

No entanto, o grupo controle contou com uma maior frequéncia do alelo 4G,
além disso possuiu 8 (20%) pacientes com o0 genotipo 4G4G e 18 (45%) pacientes
com genotipo 4G5G, o que pode ter contribuido para niveis mais altos de PAI-1
neste grupo. Assim, os achados estdo de acordo com a literatura e o fator genético,
neste estudo, também pode estar contribuindo para os niveis de PAI-1 encontrados

em ambos 0S grupos.

Ainda em relagcdo ao componente genético, o grupo DM2 em insulinizacdo,
selecionado aleatoriamente contou com um namero muito reduzido de portadores do
gendtipo 4G4G, inviabilizando a analise estatistica e possivelmente influenciando na
nao significancia encontrada ao realizar o teste de comparacdo. No entanto, a
contribuicdo genética para os niveis de PAI-1 nos individuos do grupo controle foi
encontrada uma vez que os portadores dos gendtipos 5G5G apresentaram niveis
plasmaticos estatisticamente menores que os portadores tanto do gendétipo 4G/4G
como do 4G/5G. Estes dados estdo de acordo com a literatura que mostra que a
presenca do alelo 4G esta associada a aumentos na transcricao do gene do PAI-1 e

consequentemente em maiores niveis plasmaticos.

O complexo mecanismo que envolve a alteracdo de marcadores hemostaticos
e inflamatérios por intermédio da hiperglicemia est4 intimamente associado a
producdo de espécies reativas de oxigénio dependente de PKC que participa do
processo ateroscleroético, desencadeando inflamagéo vascular com o aumento de
fibrinogénio e PCR e propiciando estados protromboticos pelo aumento de PAI-1. No

entanto, o que mais tem intrigado os pesquisadores é que a tanto a maior formacéo



83

de AGEs como a ativacdo da PKC parecem nao ser interrompidas imediatamente
apos a normalizacéo da glicemia (GIACCO et al, 2010).

Evidéncias tanto laboratoriais como clinicas tém sugerido a expressao
"memaoria metabolica" para explicar o dano endotelial persistente mesmo apos a
normalizacdo dos niveis de glicemia em pacientes com DM2 que passaram por um
periodo de descompensacdo glicémica. O mecanismo que explica a memoria
metabdlica ainda ndo € completamente compreendido, mas uma causa sugerida &
que a hiperglicemia intracelular induza uma superproducdo de ROS ao nivel

mitocondrial.

A superproducdo de ROS é o primeiro e fundamental evento na ativagdo de
todas as outras vias envolvidas na patogénese de complicacGes diabéticas, tais
como fluxo via do poliol e das hexosaminas, o aumento da formacdo de AGE e a
ativacao da PKC. A ligacdo de AGEs em seus receptores RAGE resulta na geragéo
de ROS intracelular, que pode influenciar a expressdo genética de RAGE,
promovendo sua maior expressao e, a0 mesmo tempo, pode contribuir para uma
maior producdo de radicais livres ao nivel mitocondrial. Assim, a a producdo de
anion superéxido mitocondrial seria uma condicdo que ndo dependeria dos niveis
glicémicos. E esta condicdo de auto-manutencdo, que conduz a uma geracao de
estresse oxidativo persistente independente dos reais niveis de glicemia, poderia
contribuir para o aparecimento da memoéria metabdlica (CERIELLO et al., 2009).

Importante relembrar que o0s pacientes componentes do grupo DM2
apresentam um quadro cronico de descompensacéo glicémica, uma vez que séo
individuos que ja evoluiram para a fase 4 da doenca, marcada pela insulinizacdo

plena e tida como o ultimo estagio evolutivo das células beta pancreaticas.

Neste interim, o conceito de memadria metabdlica parece corroborar com o0s
resultados de nosso estudo, uma vez que os niveis glicémicos correlacionaram-se
estatisticamente tanto com os niveis de PAI-1 (p = 0,0483) como de fibrinogénio (p =
0,0357) somente no grupo controle, ou seja, aqueles cujos niveis glicémicos estao

mantidos dentro da normalidade.

O mesmo nao aconteceu com o grupo DM2, onde ndo houve correlacéao
estatisticamente significante entre os niveis glicémicos e fibrinogénio, nem entre

glicemia e PAI-1, sugerindo que a correlacdo dos niveis glicémicos com o marcador
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de inflamacdo e hipergoagulabilidade fibrinogénio e com o marcador de
hipofibrindlise PAI-1, aconte¢a em pacientes que ndo foram submetidos a um estado
de hiperglicemia crénica e que, portanto, nao tiveram o gatilho acionado para o inicio

do dano endotelial, possivelmente correlacionado a memoaria hiperglicémica.

Estudos epidemioldgicos tém avaliado o papel dos marcadores inflamatérios e
hemostéaticos na evolucdo do DM2 e tém mostrado, ap0s anos de acompanhamento,
gue tanto os niveis de fibrinogénio como de PAI-1 estdo mais elevados em pacientes
gue desenvolvem diabetes do que naquele que ndo desenvolvem a doenca (FESTA
et al., 2001).

Em relacdo a predicdo de DM2 em insulinizagdo, a regresséo logistica deste
estudo mostrou que duas variaveis, ofereceram risco ao individuo de tornar-se
diabético tipo 2 em insulinizacdo. Fibrinogénio e hipertensdo foram significantes aos
p valores (0,049) e (0,009) e ODDS Ratio ajustados (3,293; 1,006 — 10,775) e
(4,184; 1,426 — 12,276), respectivamente. Neste trabalho, isto significa que os
individuos hipertensos possuem um risco 4,18 vezes maior de serem diabéticos tipo
2 em insulinizacdo que o0s ndo hipertensos e que o0s individuos com
hiperfibrinogenemia possuem um risco 3,29 vezes maior de serem diabéticos tipo 2
em insulinizacdo quando comparados aos individuos com niveis de fibrinogénio

dentro da normalidade.

Esse resultado corrobora com estudos que mostram que valores elevados de
marcadores inflamatérios podem ajudar a identificar uma populacdo com risco de
desenvolver diabetes tipo 2 e também doenca aterosclerética (The Cardiovascular
Health Study, 2001). Neste contexto, estudos tém associado o fibrinogénio ao risco
de desenvolver DM2. Apos sete anos de acompanhamento, um trabalho concluiu
gue os individuos que possuiam hiperfibrinogenemia apresentaram um risco de 1,2
vezes maior de desenvolver diabetes melito tipo 2 (DM2) (SHIMIDT, 1999). Em outro
estudo o fibrinogénio foi associado a um risco de 1,14 vezes mais chance de
desenvolvimento de retinopatia diabética (NGUYEN et al.,, 2009).

Da mesma forma, a hipertensdo predizendo o DM2 evoluido para
insulinoterapia também estad de acordo com as evidéncias cientificas que apontam
gue o adequado controle pressoérico pode apresentar efeitos benéficos em termos da

prevencdo do DM2. O estudo UKPDS (1998) j& evidenciou que ha um maior risco de
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desenvolvimento de DM2 em pacientes hipertensos e de igual maneira os pacientes
diabéticos sdo mais frequentemente hipertensos. O mesmo estudo mostrou que
apos 8,4 anos do acompanhamento de 1.148 pacientes hipertensos com diabetes,
foi observado que naqueles com menores niveis pressoricos houve uma reducao de
44% no acidente vascular cerebral e de 32% nas mortes relacionadas ao diabetes
(UKPDS, 1998).

Embora a correlacdo entre inflamacdo e DM2 possa ocorrer
independentemente da obesidade, € fato que a etiopatogenia do DM2 conta com
uma importante participacdo do tecido adiposo uma vez que este é capaz de
secretar citocinas inflamatorias como IL-1, IL-6, IL-8 e TNF-alfa (FRANCISCO et al,
2006).

Neste estudo, 0s grupos néo se diferenciaram estatisticamente pela presenca
de obesidade, o que também refletiu nos individuos do grupo controle com
resisténcia a insulina, que também nao foi estatisticamente diferente do grupo DM2.
Isso pode ter contribuido para o fato da variavel PAI-1, preditora de casos de DM2
em alguns estudos, ndo ter se mostrado significante no modelo de regressao

logistica deste trabalho.

Por outro lado, o fato de nao ter havido diferenca estatistica entre os grupos
no que diz respeito a obesidade e a resisténcia a insulina contribuiu para a
confirmacdo de que o aumento de PAI-1, provavelmente, precede o
desenvolvimento de DM2 e que estes componentes possam iniciar alteracfes
vasculares mesmo com niveis glicémicos abaixo do limiar para o diagndstico de
diabetes, o que lhes sugerem ser pecas centrais no desenvolvimento da
aterosclerose e suas complicagées (GRANT, 2007; PANENI et al., 2013).

Diante dos nossos resultados e em conjunto com dados da literatura, embora
com limitagdo no numero de amostras, é possivel sugerir que os pacientes com DM2
em insulinizagdo possuem um estado inflamatério exacerbado além de um risco
trombotico aumentado, estando mais favoraveis para o desenvolvimento de doencas
cardiovasculares. No entanto, a rede complexa entre a coagulacao, inflamacao e
hiperglicemia destaca a importancia de estudos que investiguem a contribuicdo e
interacdo desses fatores de risco para trombose e doenca cardiovascular e suas

mais diversas correlacdes, como em pacientes com DM2, na intencao de contribuir
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para um melhor manejo da doenca, tratamentos adequados e prevencdo de maiores

complicag@es principalmente aqueles que evoluiram para insulinizacédo plena.



7 CONCLUSOES
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e Os pacientes diabéticos tipo 2 em insulinizacdo possuem niveis maiores de
fibrinogénio e PCRus, indicando a presenca de maior estado inflamatorio e
hipercoagulabilidade com possivel contribuicdo para risco de desenvolvimento de

doenca cardiovascular;

e O polimorfismo -675 4G/5G na regidao promotora do gene do gene do PAI-1
influencia os niveis desse marcador em individuos do grupo controle e

possivelmente contribui para seus niveis elevados;

e As correlacbes positivamente existentes entre glicemia e o0os marcadores
fibrinogénio e PAI-1 em individuos sem diabetes mellitus do tipo 2 ndo se mantém
em pacientes com diabetes mellitus do tipo 2 em insulinizacdo, sugerindo que o
aumento destes marcadores ocorra até um certo limite de evolucdo dos niveis

glicémicos;

e A analise de Regressdo Logistica Bivariada evidencia que os individuos com
hipertensdo arterial sistémica possuem um risco 4,18 vezes maior de
desenvolverem DM2 em insulinizagdo que 0s néo hipertensos e que as pessoas
com hiperfibrinogenemia possuem 3,29 vezes mais chance de tornarem-se
diabéticas do tipo 2 em insulinizacdo que aguelas com niveis dentro da

normalidade.
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APENDICE 1
QUESTIONARIO PARA APLICAGAO
Ficha de Acompanhamento - Usudrios de Insulina — USF Consola¢do
Nome: Data: / /
DN: / / M/F: Tel:
Endereco:
1. Profissao: 2. N° dependentes: 3. Renda:Familiar:
5. Estado Civil: 6. Escolaridade:
()Solteiro () Analfabeto
4.Sexo:( )M ( )F () Fundamental
( )Casado () Médio
() Divorciado () Superior
( )Outro P
7. Ingere bebida alcodlica?:
() Diariamente
() Todos os finais de semana 8. Fumante?: ( )Sim ( )N&o
() Socialmente, em eventos
(" )Nunca

9. H& quanto tempo possui diagndstico de DM2? (- )Menoss5anos () Mais 5 anos

10. H3 quanto tempo utiliza insulina?

11. Utiliza algum servico que ndo pertence ao SUS (particular) para o tratamento do DM2? () Sim

)Néao

12. Ja foi diagnosticado com algum tumor maligno? ( )Sim ( )N&o  Sesim, ha qtos
anos?

13. Possui doenca renal crénica? ( )Sim (. )Ndo  Sesim, ha qtos
anos?

14. No momento, esta com alguma doenca infecciosa aguda?( )Sim ( )N&do Sesim,
qual?

15. Fazuso de AAS? ( )Sim () N&o Se sim, qual foi o ultimo dia que
tomou?

16. Faz uso de Varfarina (Marevan)?( )Sim ( )N&o Sesim, qual foi o tltimo dia que
tomou?

17. Faz uso de Ginkgo biloba? (  )Sim () N&o Se sim, qual foi o ultimo dia que
tomou?

18. Faz reposi¢ao hormonal (para mulheres no climatério)?( )Sim ( )N&o Sesim,
qual?

19. Faz uso de anticoncepcional?( )Sim () N&o Sesim, qual
b

20. J4 fez alguma cirurgia? ( )Sim ( )N&o Sesim, ha gtotempo? () Menosde3meses ( ) Maide 3 meses

21. Familiares com Diabetes:  ( )Sim ( )N&Go Sesim, quem:
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22. Tem ou ja teve depressdo?( )Sim ( )N&o Sesim, quando?

2.3 Outras doengas crénicas: () Sim () N&o Quais:

24. Possui Glicosimetro? ( )Sim ( )Ndo Sesim, foi fornecido pela PMV?

PARAMETROS A VERIFICAR

P.A.

I.M.C.

Exames Laboratoriais

ENTREVISTA

1) Vocé as vezes tem problemas em se lembrar de tomar a sua medica¢do?

Medicamentos em uso e

posologia 2) Vocé as vezes se descuida de tomar seu medicamento?

3) Quando esta se sentindo melhor, vocé as vezes para de tomar seu medicamento?

4) As vezes, se vocé se sentir pior ao tomar a medicacdo, vocé para de toma-la?




113

APENDICE 2

UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO
SANTO

Centro de Ciéncias da Saude

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O Sr. (?) esta sendo convidado (a) a participar do estudo: “Avaliagao do impacto
do acompanhamento multiprofissional na adesdo ao tratamento, controle
metabdlico e melhoria da qualidade de vida de pacientes com Diabetes Mellitus
tipo 2 insulino-dependentes.” O projeto de pesquisa sera realizado pelo Centro de
Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Espirito Santo em colabora¢do com
a Unidade de Saude da Familia de Consolacdo, em Vitéria (ES). O presente estudo
visa avaliar o impacto da acdo da equipe multiprofissional (médico, farmacéutico,
enfermeiro e educador fisico) na educacdo, adesdo ao tratamento, melhoria da
qualidade de vida, controle metabdlico e hemostasia, de pacientes com diabetes
mellitus tipo 2 (DM2) insulino-dependentes do territério de Consolacgéo.

Se vocé concordar em participar neste estudo, vocé irda responder a um
guestionario, bem como ira realizar exames laboratoriais periddicos para
acompanhamento da doenca em questdo. Os dados coletados serdo utilizados
somente para 0s objetivos propostos pelo estudo. Este acompanhamento sera
realizado durante um ano.

A participacdo € voluntaria e este consentimento podera ser retirado a
qualquer tempo, se vocé quiser participar desse estudo, solicitamos que autorize a
coleta de 4,5 mL de seu sangue para realizarmos exames laboratoriais. Sua recusa
nao trara nenhum prejuizo em sua relagcdo com o pesquisador ou com a instituicao
gue forneceu os seus dados, como também na que trabalha.

O sr(a) ndo tera nenhum custo ou quaisquer compensacdes financeiras. O
beneficio relacionado a sua participacdo sera de aumentar o conhecimento cientifico

no controle da diabetes.
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A coleta de amostras de sangue venoso inclui um pequeno risco de acidente
de puncéo, representado, principalmente por extravasamento sanguineo subcutaneo
sem gravidade, que pode resultar em leve dor localizada e formacgédo de um pequeno
hematoma. Para minimizar o risco de formacdo de hematomas, a coleta de sangue
ser& realizada por um profissional com experiéncia e capacidade técnica.

Suas respostas serdo tratadas de forma andénima e confidencial, isto é, em
nenhum momento sera divulgado o seu nome em qualquer fase do estudo. Os
dados coletados serao utilizados apenas nesta pesquisa e os resultados divulgados
em eventos e/ou revistas cientificas.

Qualquer outra informacéo que desejar podera ser obtida com as professoras
responsaveis ou através do Comité de Etica em Pesquisa da UFES / CEP, pelo

telefone 3335-7211, ou e-mail. cep.ufes@hotmail.com.

Profa. Daniela Amorim Melgaco Guimardes do Bem

Telefone: 3335-7556 e-mail: dani.far.ufes@gmail.com

Profé. Rita de Céssia Ribeiro Goncgalves
Telefone: 3335-7307 e-mail: ritacassiarg@yahoo.com.br

Prof?. Carolina Maia Martins Sales

Telefone: 3335-7283 e-mail: carolnurse@hotmail.com

Nome:

Documento de identificacao:

Assinatura:
Data: / /



mailto:cep.ufes@hotmail.com
mailto:dani.far.ufes@gmail.com
mailto:ritacassiarg@yahoo.com.br

115

ANEXO 1

CENTRO DE CIENCIAS DA Plataforma
SAUDE/UFES %ﬂfl

PROJETO DE PESQUISA

Titulo:  Avaliago do impacto do acompanhamente multiprofissional na adesdo ao fratamento,
controle metabalico, hemostasia e melhoria da qualidade de vida de pacientes com Diabetes
Mellitus tipo 2 insulino-dependentes

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 05519812.3.0000.5080

Pesquisador:  Daniela Amorim Melgaco Guimardes do Bem
Instituigdo:  Centro de Ciéncias da Sadde ((CCS-UFES))

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Miamero do Parecer: 85600
Data da Relatoria: 29710812012
Apresentagio do Projeto:

- Trata-se de um estudo de intervengéo e prospectivo;

- s sujeitos da pesquisa serfio pacientes diagnosticados com diabetes melittus tipo 2 (DM2), que utilizam
insulina como tratamento para controle da glicemia, de ambos os sexos, vinculados as equipes de sadde da
familia da USF Consolago;

- Os pacientes dispostos a participar do estudo, serfo randomizados aleatoriamente em dois grupos
proporcionais: grupe controle (n = 65 pacientes) e grupo de intervengéo (n = 65 pacientes);

- Os pacientes inscritos no grupo controle receberdo o atendimento habitual oferecido na unidade de Saude da
Familia;

- Oz pacientes randomizados para o grupo de intervengdo, além das atividades habituais oferecidas, também
receberdio acompanhamento multiprofissional demiciliar. A intervengdo se dara de forma individual, por meio da
aplicagdo de um guestionario, seguido de orientagdes especificas abordando as deficiéncias identificadas em
cada paciente, aléem de atividades educativas em grupo que poderdo ser realizadas de acordo com as
necessidades ohservadas.

Objetivo da Pesquisa:

Avaliar o impacto da agdo da equipe multiprofissional (médico, farmacéutico, enfermeiro & educador fisico) na
educagdo, adesdo ao tratamento, melhoria da gualidade de vida, controle metabdlico & hemostasia, de
pacientes com diabetes mellitus tipo 2 (DM2) insulino-dependentes do teritorio de Consolagdo.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:a coleta de amostras de sangue venoso inclui um pequeno risco de acidente de pungdo, representado,
principalmente por extravasamento sanguineo subcutineo sem gravidade, que pode resultar em leve dor
localizada e formagdo de um pequeno hematoma. Para minimizar o risco de formagdo de hematomas, a coleta
de sangue sera realizada por um profissional com experiéncia e capacidade técnica. Além disso, as coletas
serdo realizadas em local com infra-estrutura adequada para este procedimento.

Beneficios: indiretos, aumentar o conhecimento cientifice no controle da diabetes.

Enderego:  Aw. Marechal Campos 1488
Bairro: SN CEP: 20 040-001
UF: ES Municipio: VITORIA

Telefone: (27)3325-7211 E-mail: cep.ufes@hotmail.com ; cepi@ces.ufes br
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Comentarios e Congideragdes sobre a Pesquisa:

Pesquisa muito bem delineada. As pendéncias foram resolvidas.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

O TCLE esta de acordo com o que preconiza a Resolugo 196.

Recomendagies:

Sem recomendagdes.

Conclusdes ou Pendéncias e Lizsta de Inadequagdes:

Projeto Aprovado

Situagio do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagio da COMEP:

Mao

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Os membros aprovaram o parecer do relator,

VITORIA, 30 de Agosto de 2012

Assinado por:
Adauto Emmerich Oliveira

Enderego:  Awv. Marechal Campos 1468

Bairro: SM CEF: 20.040-091

UF: ES Municipio: VITORIA

Telefone: (27132257211 E-mail: cep ufesi@hotmail.com ; cepi@ocs ufes. br



