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FARIAS, Alanna Silva Huk. Estresse oxidativo em pacientes com insuficiéncia
venosa cronica 77 p. Dissertacdo de mestrado (Programa de Pd6s-Graduagdo em
Patologia Experimental) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2023.

RESUMO

Insuficiéncia Venosa Crénica (IVC) € definida como conjunto de manifestagoes
clinicas causadas pela anormalidade do sistema venoso periférico. O "aprisionamento
de leucocitos" € o mecanismo responsavel pela elevada permeabilidade da parede
venosa e estresse oxidativo nas veias doentes. O objetivo deste trabalho foi
caracterizar o perfil da resposta oxidativa de pacientes com IVC em estagios iniciais e
em estagios avangados. Um total de 101 pacientes foram recrutados no ambulatorio
de Cirurgia Vascular do Hospital Municipal Santa Alice — cidade de Santa Mariana -
para participar da pesquisa entre setembro de 2022 e abril de 2023. Os pacientes
responderam a um questionario sobre idade, habitos e doengas cronicas e amostras
de sangue foram coletadas para analise dos parametros de estresse oxidativo. Os
pacientes foram estratificados em 2 grupos de acordo com a classificagdo da
insuficiéncia venosa crénica CEAP (Clinica, Etiologica, Anatdmica e Fisiopatologica).
O grupo 1 (n=73) inclui pacientes classificados como CEAP1, CEAP2 e CEAP3,
enquanto o grupo 2 (n=28) inclui pacientes classificados como CEAP4, CEAP5 e
CEAPG. Os eritrocitos foram utilizados para quantificar hidroperdxidos de membrana,
glutationa reduzida (GSH), superoxido dismutase (SOD) e atividade da catalase
(CAT). Os resultados da analise dos dados sociodemograficos mostraram a
prevaléncia do sexo feminino nos dois grupos (p= 0,001) e o numero de gestacdes
(p=0.002) teve uma relagao significativa entre os dois grupos. Quanto aos parametros
de estresse oxidativo, os pacientes do grupo 2 apresentaram niveis maiores (p=
0,002) de hidroperoxidos de membrana em relagdo ao grupo 1. A quantificacdo de
GSH e SOD, e a atividade da CAT nao se mostrou diferente entre os grupos. Baseado
nos resultados pode-se inferir que ha um desequilibrio redox nos pacientes com IVC
em estagios mais avancados pela presenga importante de elevados niveis de
hidroperoxidos de membrana.

Palavras-chaves: Radicais livres; Ulcera venosa; insuficiéncia venosa cronica;
Espécies reativas de oxigénio; Hidroperdxidos de membrana.



FARIAS, Alanna Silva Huk. Oxidative stress in patients with chronic venous
insufficiency. 77 f. Masters’ dissertation (Post graduate Program in Experimental
Pathology) — State University of Londrina, Londrina, 2023.

ABSTRACT

Chronic Venous Insufficiency (CVI) is defined as a set of clinical manifestations caused
by abnormalities in the peripheral venous system. "Leukocyte trapping" is the
mechanism responsible for the high permeability of the venous wall and oxidative
stress in diseased veins. The aim of this study was to characterize the oxidative
response profile of patients with CVI in early and advanced stages. A total of 101
patients were recruited from the Vascular Surgery outpatient clinic of Santa Alice
Municipal Hospital in the city of Santa Mariana to participate in the research between
September 2022 and April 2023. Patients responded to a questionnaire regarding age,
habits, and chronic diseases, and blood samples were collected for analysis of
oxidative stress parameters. Patients were stratified into 2 groups according to the
CEAP classification of chronic venous insufficiency (Clinical, Etiological, Anatomical,
and Pathophysiological). Group 1 (n=73) included patients classified as CEAP1,
CEAP2, and CEAP3, while Group 2 (n=28) included patients classified as CEAP4,
CEAPS5, and CEAPG. Erythrocytes were used to quantify membrane hydroperoxides,
reduced glutathione (GSH), superoxide dismutase (SOD), and catalase (CAT) activity.
The analysis of sociodemographic data showed a prevalence of females in both groups
(p=0.001), and the number of pregnancies (p=0.002) had a significant relationship
between the two groups. Regarding oxidative stress parameters, patients in Group 2
showed higher levels (p=0.002) of membrane hydroperoxides compared to Group 1.
Quantification of GSH and SOD, and CAT activity did not differ between the groups.
Based on the results, it can be inferred that there is a redox imbalance in patients with
more advanced stages of CVI due to the significant presence of high levels of
membrane hydroperoxides.

Key-words: Free radicals; Venous ulcer; Chronic venous insufficiency; Reactive
oxygen species; Membrane hydroperoxides.
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1. INTRODUGAO
1.1 INSUFICIENCIA VENOSA CRONICA

A insuficiéncia venosa cronica (IVC) é definida como o conjunto de
manifestagbes clinicas causadas pela anormalidade do sistema venoso
periférico, ocorrendo nos membros inferiores. E uma doenga cronica que
provoca mudangas na qualidade de vida dos pacientes devido as suas
complicagdes, como alteragdo na cor e textura pele e presenca de ulceracdes
(RABE et al., 2012).

Estudos apontam que até 80% da populagcéo possa apresentar graus mais
leves da doenga e que a evolugao para os estagios mais severos se encontra
entre 1 e 5 % em paises desenvolvidos e entre 15-30% no Brasil. (RABE et al.,
2012; BENTES et al., 2022). A morbidade dessa doenga causa impactos sociais
e financeiros, visto que a recorréncia das ulceragdes € alta quando nao tratada
corretamente. Cerca de 75% das ulceras em membros inferiores tém como
origem a insuficiéncia venosa cronica (ABBADE; LASTORIA, 2006). O
tratamento é longo e multidisciplinar, tendo um custo alto para o sistema publico

de saude e para o paciente.

A IVC recebe uma classificagao de gravidade, que do inglés recebe a sigla
CEAP, sendo analisados a Clinica, Etiologia, Anatomia e Fisiopatologia da
doenca. Nesta classificagdo, as doengas menos graves estdo na classificacéo
CEAP 1-3 e as mais graves CEAP 4-6 (PORTER; MONETA, 1995).

1.2 EPIDEMIOLOGIA DA INSUFICIENCIA VENOSA CRONICA

A IVC é uma doenca incapacitante e com alta morbidade, que acomete
pessoas de diferentes faixas etarias e que pode causar a aposentadoria precoce
de individuos, bem como uma baixa qualidade de vida (LIMA, 2019). Dados do
Ministério da Saude mostram que a IVC, nos anos de 2008-2022, levou a um
total de 198.304 internacdes no Brasil — 151.011 mulheres e 47.293 homens —
representando 6% do numero total de internamentos no Brasil nesse periodo
(MACEDO; LOPES, 2023).
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A maioria dos estudos mostrou que a IVC é mais prevalente entre as
mulheres (BERGAN et al., 2006; LIM; DAVIES, 2009) e em relacéo a raga mais
prevalente nos pacientes com IVC foi verificado no San Diego Population Study
(CRIQUI, 2003) que populagdes de origem europeia possuem uma maior

prevaléncia de IVC do que a populagédo negra ou asiatica.

1.3 FATORES DE RISCO DA IVC

A maior prevaléncia de IVC ocorre com 0 aumento da faixa etaria, no sexo
feminino, em pacientes obesos, com histérico familiar de insuficiéncia venosa e
em multiparas (RABE E et al., 2012; RABE E et al., 2006; CRIQUI, 2003). Os
dados quanto a participagao do tabagismo na origem da insuficiéncia venosa sé&o
controversos (FG et al., 2001), ademais, reposicdo hormonal oral e os
contraceptivos ndo aumentam o risco de varizes (JUKKALA TM; HAKAMA M,
2006).

Com relacao as alteragdes genéticas, essas representam cerca de 17%
dos casos de IVC (FIEBIG et al., 2010), tendo sido as variantes genéticas nos
genes EFEMP1, KCNH8 e SKAP2 relacionadas a susceptibilidade de
desenvolvimento de IVC. Esses genes regulam a matriz extracelular, canais de
potassio e sinalizagéo celular, podendo estar envolvidos na fisiopatologia da IVC
(ELLINGHAUS et al.,, 2017). A mutagcao do gene C282Y da hemocromatose
(HFE) e variantes do gene V34L do fator XII foram encontradas em pacientes
com IVC, indicando possiveis implicacbes de longo prazo no risco de
desenvolvimento de formas mais graves, com presenga de Ulceras venosas
(ZAMBONI et al., 2005).

1.4 SINAIS E SINTOMAS DA INSUFICIENCIA VENOSA CRONICA

Os sintomas da IVC s&o extremamente variaveis, sendo os mais comuns:
sensacgao de peso, cansacgo, coceira na pele, dor nas pernas do tipo queimacao
ou latejante, caimbras e edema nos membros inferiores (BERGAN, 1985). Esses
sintomas podem interferir nas atividades diarias, principalmente em pacientes

que precisam ficar em pé por longos periodos. Os sintomas pioram ao final do
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dia, e o seu alivio pode ser alcancado pela elevacado da perna, mobilizagao e

exercicio fisico.

As veias varicosas podem sofrer tromboflebite, uma inflamagao causada
por um coagulo sanguineo que se forma nas veias dilatadas. Além disso, os
pacientes podem apresentar varicorragia que consiste no sangramento desses
trajetos varicosos. A apresentagao de casos graves com alteragao na pele, como
a dermatoesclerose, dermatite ocre, podem levar ao desenvolvimento de ulcera
venosa (LABROPOULOS et al., 2008). Cerca de 80% dos pacientes com ulcera
venosa possuem insuficiéncia venosa primaria e 20 a 30% tém insuficiéncia

venosa secundaria a um evento pos-trombaético (RABE et al., 2006).

Embora a insuficiéncia venosa primaria seja mais comum, € na sindrome
pos trombotica que ha maior taxa de desenvolvimento de ulcera venosa da forma
mais grave, tornando o tratamento mais desafiador (LABROPOULOQOS et al,,
2008).

1.5 DIAGNOSTICO DA INSUFICIENCIA VENOSA CRONICA

O diagnéstico da IVC é realizado pelo exame fisico associado ao
ultrassom (USG) doppler e pela angioressonancia e/ou angiotomografia venosa
para casos mais graves. O exame fisico deve ser iniciado com paciente em pé,
apods alguns minutos de ortostatismo, em uma sala com temperatura ambiente
adequada, com boa iluminagao, a fim de facilitar para o médico definir o
tamanho, localizacdo e distribuicdo das veias varicosas, presenca e
quantificacdo do edema (inchago), eventuais alteracbes de pele como

hiperpigmentacao, eczema, atrofia branca e Ulceras cicatrizadas ou abertas.

Apos 0 exame em ortostatismo, o paciente permanece em decubito dorsal
e o restante do exame é concluido, incluindo palpacao de pulsos para afastar
alteragdes arteriais. Observa-se a morfologia e a localizagao dos vasos, a fim de
definir se séo veias reticulares ou telangiectasias, que diferem uma da outra de
acordo com o seu diametro. Presengca de colaterais abdominais e pélvicas
sugerem obstrucado das veias iliacas. Veias dilatadas muito proximais a raiz da

coxa e fora da projegao da crossa da safena podem sugerir varizes pélvicas.
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A observacdo do paciente é feita com metodologia e sequéncia,
examinando os dois membros inferiores de forma isolada e comparativamente
(BRITO; VASCULAR, 2020). Dentre as manifestagdes da IVC pode-se observar
a ocorréncia de varizes primarias causadas pela insuficiéncia das valvulas por
afastamento de suas cuspides. As varizes primarias sao extensas, ocorrem
tardiamente e em geral sédo indolores, exceto quando infectadas. Ja as varizes
secundarias ocorrem devido a uma causa adquirida, como presenca de
tromboflebite ou trombose venosa profunda anterior, presenga de traumatismos

prévios, ou varizes pélvicas.

As varizes secundarias tendem a ser unilaterais e o trajeto se apresenta
de modo anarquico (BRITO; VASCULAR, 2020). As varizes congénitas
acometem pacientes que possuem uma alteracdo anatdbmica desde o
nascimento, contribuindo para o aparecimento de varizes (BRITO; VASCULAR,
2020). Esses pacientes apresentam varizes inclusive na adolescéncia ou até

mesmo na infancia.

Com relacado as ulceracdes venosas, essas tém a forma variada, os
tecidos vizinhos apresentam outros sinais de hipertensdo venosa tais como:
eczema, hiperpigmentacao e fibrose, sendo seu fundo réseo, eventualmente
friavel e sangrante. (GLOVICZKI et al., 2011). Além do exame fisico completo do
paciente temos os exames complementares como o ultrassom (USG) doppler,
que é sem duvida a ferramenta diagnéstica inicial na abordagem de doencgas
venosas crénicas. Suas vantagens incluem ser um exame nao-invasivo podendo
ser repetido tantas vezes quanto necessario, reprodutivel, permitindo tanto a
avaliagdo anatdmica do sistema vascular venoso, quanto sua fisiologia pela
avaliagao hemodinamica do fluxo (MAGNUSSON et al., 1995).

Outro exame que pode ser utilizado em alguns casos mais complexos &
flebografia. O uso da flebografia em pacientes com varizes diminuiu
significativamente com o advento da USG doppler. Na avaliacédo das veias
superficial, perfurantes e profundas, USG doppler é pelo menos tao confiavel
quanto a flebografia (BAKER et al., 1993). Em situa¢des especificas como no
diagndstico de obstrugdes de veias pélvicas ou incompeténcia de veias gonadais

e iliacas e na avaliacdo de malformacgdes vasculares, quando as alternativas
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técnicas de imagem ndo sdo conclusivas, a flebografia representa uma boa
alternativa. Na presenca de malformacgdo vascular, sindrome pdés-trombética
complexa ou casos de varizes recorrentes, a flebografia pode ajudar a obter
informacdes como a origem do refluxo como no envolvimento de perfurantes e
refluxo pélvico (BALDT et al., 1996).

Ja exames como a angioressonancia e a angiotomografia venosa
possuem indicagao restrita, apesar dos grandes avancos nas técnicas de
obtencdo e reconstrucdo das imagens do sistema venoso. Suas principais
indicacdes ainda residem nos casos em que o USG doppler ndo é conclusivo,
em especial nos casos de estenose ou obstrugdo do segmento venoso iliaco-
cava e insuficiéncia de veias gonadais em associagao com varizes pélvicas
(MARSTON et al., 2011).

1.6 CLASSIFICAGAO DA DOENCA VENOSA CRONICA.

A classificacdo CEAP (Clinical-Etiology-Anatomy-Pathophysiology) € um
padrao internacionalmente aceito para classificar pacientes com insuficiéncia
venosa crénica. Desenvolvido em 1993, atualizado em 1996 e revisado em 2004,
o CEAP é um sistema de classificacdo baseado nas manifestacdes clinicas dos
disturbios venosos crénicos, no entendimento atual da etiologia, da anatomia
envolvida e da patologia venosa subjacente (Tabela1). Em maio de 2017, o
American Venous Forum realizou mudangas que incluem: a) adi¢do de Corona
Flebectasica como a subclasse clinica C4c; b) a introdugdo do modificador “r’
para veias varicosas recorrentes e Ulceras venosas recorrentes e c) a
substituicdo das descrigdes numéricas dos segmentos venosos por suas
abreviaturas comuns (LURIE et al., 2020).



[
‘ m

Co Sem sinais visiveis ou palpaveis de doenga venosa;
C1 Telangiectasias e/ou veias reticulares
C2 Veias varicosas
C2r Veias varicosas recorrentes
C3 Veias varicosas mais Edema
C4 Mudancas na pele e tecido celular subcutdneo secundario a doenca
venosa crénica
C4a Hiperpigmentacao ou eczema
C4b Lipodermatoesclerose ou atrofia branca
C4c Corona flebectasica
C5 Ulcera venosa cicatrizada
C6 Ulcera ativa
Cor Ulcera venosa ativa recorrente

Classificagao etiologica (E)

Ec Congénita

Ep Primaria

Es Adquirida ou secundaria (p6s trombotica)
En Sem causa conhecida

Classificagao anatémica (A)

As Veias superficiais

Ad Veias profundas

Ap Veias perfurantes

An Localizagcdo nao definida

Classificagao fisiopatologica (P)

Pr Refluxo

Po Obstrucao

Pr, o Refluxo e obstrucéo

Pn Sem fisiopatologia identificada

Fonte: Autoria prépria
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Na pratica clinica, a classificacdo CEAP descreve o que o médico
consegue observar no exame fisico e no USG doppler, onde é possivel avaliar a
etiologia das varizes, sua localizagdo e o mecanismo responsavel para a sua
manifestacdo. Essa classificagdo ndo leva em consideracdo os sintomas dos
pacientes. Para isso existe outro sistema de classificagdo — Venous Clinical
Severity Score, que considera o quanto a doenga esta interferindo na vida do
paciente, na sua habilidade do trabalho e nas suas atividades diarias
(VASQUEZ; MUNSCHAUER, 2008).

A figura 1.A evidencia uma perna com telangectasias (classificagdo
CEAP1) que séo veias menores que 1 milimetro de didmetro que se
desenvolvem logo abaixo da pele, geralmente de coloragdo avermelhada ou
arroxeada. Diferente das varizes (classificagdo CEAP2), representadas na figura
1.B, que sao veias tortuosas e dilatadas com didmetro de até 3 mm. A figura 1.C
evidencia uma perna com edema (classificagdo CEAP3), caracterizada por um
inchago presente na regiao distal de perna, independente do calibre das veias.
A figura 1.D apresenta um membro com hiperpigmentagdo (classificagao
CEAP4a) que se caracteriza pelo acumulo de hemossiderina na pele, conferindo
a coloracéo acastanhada (dermatite ocre). A figura 1.E apresenta um quadro de
lipodermatoesclerose ou atrofia branca (classificagdo CEAP4b) que se
caracteriza pela presenca de paniculite e endurecimento da pele. A mudanca
importante na nova classificacdo € a caracterizacdo da Corona Flebectasica
(classificagao CEAP4c), representada na figura 1.F, que sdo telangectasias e
varizes na regiao do tornozelo. Tais alteragdes se relacionam com pior desfecho,
e presenca de ulceragdes (LURIE et al., 2020). As figuras 1.G e 1.H apresentam
o0 quadro de uma mesma paciente no inicio e ao final do tratamento em nosso
ambulatorio. A figura 1.G apresenta uma ulcera cicatrizada ao final do tratamento
(classificagcao CEAP 5) e a figura 1.H apresenta uma ulcera ativa no inicio do

tratamento (classificacao CEAPG6).



18

1.A

Forita Iige™ Shiaris Seite Fabalh” Aneend

1.H




19

Figura 1.(A) CEAP 1 - Telangectasias. Porgéo posterior de coxa de membro inferior esquerdo, evidenciando
presenca de telangectasias (circulo vermelho). (B): CEAP 2 — Varizes. Porgao lateral de coxa direita com
presenga de varizes (circulo vermelho). (C) CEAP 3 — Edema (circulo vermelho). Maléolo medial direito
evidenciando edema de membro inferior. (D) CEAP 4a — Hiperpigmentagédo - dermatite ocre - (circulo
vermelho). Presenca de alteragdo na coloragao da pele caracteristica de pacientes com insuficiéncia venosa
avancgada. Tal alteragdo recebe o nome de dermatite ocre e ocorre devido ao depdsito de hemossiderina
na pele. (E) CEAP 4b - Lipodermatoesclerose — atrofia branca — (circulo vermelho). Maléolo lateral de
membro inferior direito evidenciando esclerose das camadas mais profundas da pele. (F) CEAP 4c - Corona
Flebectasica — Presenca de telangectasias na regido de maléolo lateral de membro inferior direito. (G)
CEAP 5. Porcéo lateral de membro inferior direito com ulcera cicatrizada (circulo vermelho). (H) CEAP 6.

Porcao lateral de membro inferior direito com ulcera ativa (circulo vermelho).

1.7 FISIOLOPATOLOGIA DA DOENGCA VENOSA CRONICA

A hipertensdo venosa e a incompeténcia valvular (Figura 2) séo cruciais
para a formagao de varizes, ocasionando valvulas alargadas e hipotréficas,
tornando o lumen das varizes maior do que o lumen de vasos saudaveis
(COLLEGE, 2001). No entanto, a principal razdo para essas mudangas
permanece incerta. Descobertas recentes indicam que processos inflamatérios
sao essenciais para o desenvolvimento de valvulas incompetentes e

remodelamento da parede venosa.

A teoria mais aceita descreve o "aprisionamento de leucdcitos" como o
mecanismo responsavel pela elevada permeabilidade da parede venosa e
estresse oxidativo nas veias (GRUDZINSKA; CZUBA, 2014). De acordo com tal
teoria, os neutrofilos aderem ao endotélio de veias em situacdo de hipdxia,
permanecendo ativados com liberacido consideravel de radicais livres. A
producao aumentada de radicais livres por neutrofilos em veias varicosas foi
observada em alguns trabalhos (Guzik B, et al., 2011; Condezo-Hoyos et al.,
2013), sendo o principal responsavel por este aumento, o NADPH oxidase (NOX)
e a oOxido nitrico sintase (NOS) (Hood ED, 2012). Ao mesmo tempo os
mecanismos antioxidantes estdo reduzidos, como a superdxido dismutase
(SOD) que diminuiu a sua atividade e o potencial antioxidante total (GUZIK B et
al., 2011).

Os radicais livres, especialmente formas reativas de oxigénio e nitrogénio

produzidos por neutréfilos e macrofagos ativos, causam degradacdo dos
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principais componentes proteicos da parede venosa — colageno e elastina - e
causam destruicio da membrana celular, o que ¢é confirmado pelas
concentracbes elevadas de peroxidagao lipidica encontradas nas varizes
(KRZYSCIAK; KOZKA, 2011).

A sobrecarga micro circulatoria causada pelo aumento do fluxo venoso
leva a um comprometimento da drenagem venosa. Isto ocorre ou pela
hipertensdo venosa originada pelo refluxo de sangue oriundo de uma
insuficiéncia das valvulas venosas (figura 2) ou por obstrugao/refluxo que ocorre
apo6s um evento trombodtico causando destruicdo dessas valvulas (ZUKOWSKI;
NICOLAIDES; SZENDRO,1991).

A drenagem venosa depende principalmente de um importante parametro
hemodindmico denominado pressao transmural (TMP) (BOLLINGER et al,
1997). A TMP esta aumentada em pacientes acometidos por IVC levando ao
comprometimento da drenagem tecidual e, consequentemente, facilitando o
inicio da cascata inflamatoria. O aumento da TMP determina extravasamento de
hemacias e depdsitos dérmicos de hemossiderina ou fagdcitos carregados de
ferro (ZAMBONI, P et al., 2008). Depésitos de ferro sao visiveis, levando a

dermatite ocre nas pernas de pacientes afetados por IVC grave.

A sobrecarga local de ferro gera radicais livres e ativa a fungao proteolitica
de metaloproteinases (MMPs), podendo diminuir os inibidores teciduais de
MMPs (TIMPs), causando alterac&o estrutural das valvulas, com hipertrofias e
hiperplasias, diminuicdo de colageno, diminuicdo de células musculares e de
matriz extracelular (MEC) (WLASCHEK et al., 2019). Isso contribui com a
dilatagdo venosa, relaxamento venoso e perda do ténus venoso. Além disso, o
aumento de hemossiderina e ferro férrico faz com que ocorra amplificagcdo do
estresse oxidativo e da inflamagéo nos tecidos circundantes, prejudicando ainda
mais a cicatrizagao de feridas (WLASCHEK et al., 2019). Nessa complexa rede
de processos hemodinamicos, celulares e moleculares, as MMP também

aumentam secundariamente a estase venosa (WLASCHEK et al., 2019).

Além de sua atividade proteolitica direta contra proteinas da MEC,
proteoglicanos e glicocalix glicosaminoglicanos, as MMPs também modulam vias

inflamatdérias com aumento de quimiocinas, citocinas e receptores de superficie
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celular (WALI; EID, 2002). Na verdade, as MMPs podem ativar precursores
inativos de citocinas pro-inflamatorias; degradar fatores de crescimento e
receptores; e contribuir para ampliar o microambiente pro-inflamatorio,
degradativo e pro-trombético que leva a ativacao de leucdcitos e de fibroblastos
residentes e liberacdo de outras citocinas pro-inflamatorias (SAYER; SMITH,
2004; SPRAGUE, 2009). Estresses inflamatdrios repetidos no endotélio venoso
levam a lesdes recorrentes na parede venosa, mantendo um estado inflamatério
cronico (BERGAN et al., 2006).

5

Veia normal

Figura 2: Apresentagdo da insuficiéncia das valvulas venosas na IVC. Fonte: Varizes: causas,

remédios, cirurgia, riscos e mais - Ativo Saude (ativosaude.com)

O desenvolvimento da ulceracao venosa se inicia com a lesdo primaria da
pele (que € o alvo final da hipertensdo venosa cronica), com extravasamento de
macromoléculas, como fibrinogénio e alfa-macroglobulina, e gldbulos vermelhos
no intersticio dérmico. Produtos de degradacdo de hemacias e proteinas
extravasadas sao quimioatraentes potentes e presumivelmente permitem o

processo inflamatdrio crénico que ocorre nesses casos (AGUS; ARPAIA, 2001).

1.8 ESTRESSE OXIDATIVO NA IVC
O termo estresse oxidativo foi introduzido por Helmut Sies em 1991 e

descreve “uma perturbagcdo no balango antioxidante/pré-oxidante em favor do


https://www.ativosaude.com/saude/varizes/
https://www.ativosaude.com/saude/varizes/
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segundo, levando a um dano potencial (SIES H et al, 1991). Uma das classes
das espécies reativas sdo os radicais livres, moléculas que apresentam um
elétron desemparelhado na sua ultima camada de valéncia (FERREIRA;
MATSUBARA, 1997), reagindo com biomoléculas para doar o elétron excedente
(sofrendo reducgéo) ou receber um elétron (sofrendo oxidacdo) (MCCORD,
2000). As espécies reativas de oxigénio (ERO) sdo moléculas formadas durante
a reducédo parcial do oxigénio na cadeia transportadora de elétrons na
mitocdndria, mas também sao produzidas no processo de fagocitose e pela
atividade de enzimas como a NADPH oxidase, xantina oxidase e as enzimas do
complexo citocromo P450 (MAGDER, 2006; QIANG et al, 2013; MOLONEY et
al, 2018). Em quantidades moderadas, as espécies reativas sdo importantes
para o funcionamento normal do organismo (MAGDER et al, 2006; REUTER et
al., 2010). Porém, quando o equilibrio redox é rompido, elas podem gerar outras
espécies mais reativas ((FERREIRA; MATSUBARA, 1997), como o radical
hidroxil (OH+) que € o mais reativo e com maior potencial danoso, e reagir com
proteinas, lipideos e DNA das células provocando modificagbes bioquimicas
(Fig. 3) (REUTER et al., 2010).

Nas membranas celulares, as espécies reativas, como o peroxido de
hidrogénio, sado capazes de atravessar facilmente as membranas e em conjunto
com metais de transicdo ions como ferro férrico ou cobre podem conduzir a
geracao do radical hidroxila, altamente téxico, capaz de iniciar a peroxidacao
lipidica das membranas, que resulta na desestabilizacdo estrutural e funcional
destas membranas e na geracdo de moléculas como o malondialdeido (MDA)
(REUTER et al., 2010; MOLONEY et al., 2018).

As ERO estao envolvidas em todos os estagios da ferida e no processo
de cicatrizagdo. Migracdo, adesdo, proliferagdo, neovascularizagao,
remodelacao e apoptose sdo os principais processos na cicatrizacao de feridas
regulados por ERO (Drinkwater, et al., 2003). Devido a sinalizagao subjacente e
danos nessas vias, 0 estresse oxidativo pode resultar em disturbios na
cicatrizagcéo de feridas (Drinkwater et al., 2003). Concentragbes aumentadas de
ERO nas feridas conduzem a uma sequéncia deletéria de eventos finalmente

resultando no estado de nao cura. A maioria das ERO sao provavelmente
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liberadas por neutrofilos e macrofagos e, em proporgao ainda ndo conhecida,

liberados por fibroblastos residentes e células endoteliais (WALI; EID, 2002).

Nas feridas cronicas existem iniumeras fontes de ERO, sendo a
inflamacé&o prolongada uma delas. Nesse caso, os neutrofilos que migram para
o tecido danificado geram radicais de anion superéxido em reagao de hipoxia e
isquemia/reperfus&o resultando em estresse oxidativo (GRUDZINSKA; CZUBA,
2014). As ERO sé&o conhecidas por interferir seletivamente nas vias de
sinalizagao, resultando na ativacdo de fatores de transcricdo que controlam a
expressao de quimiocinas, citocinas pro-inflamatérias como a interleucina-1 e
interleucina-6, fator de necrose tumoral, interleucina-8 (SENET et al., 2003),
enzimas proteoliticas, incluindo membros das familias metaloproteinases (MMP)
(RAVANTI; KAHARI, 2000).

O aumento da pressao hidrostatica devido a pressdo venosa causada
pela insuficiéncia das valvulas pode ativar moléculas de adesdo e seus
receptores incluindo selectinas, B1- e B2-integrinas, molécula de adesao
intercelular 1 (ICAM-1) e molécula de adesao celular vascular (VCAM 1),
potencializando assim o extravasamento continuo de leucdcitos ativados
(LATTIMER et al., 2016). Ap6s um aumento na expressao dessas moléculas elas
nao retornam aos seus niveis basais. A adesdo de leucécitos a células
endoteliais em vénulas pds-capilares, por exemplo, € um passo inicial na
inflamacao e tal adesdo também é induzida por ERO. Este efeito é abolido pela
catalase, mas ndo pela superéxido dismutase, sugerindo que o peroxido de
hidrogénio, e ndo o superdxido, seja a espécie oxidativa envolvida neste
processo (SCHAFER; WERNER, 2008).

Altos niveis de ERO aumentam a adesdo de leucdcitos, assim como
aumentam a migracéo de células inflamatérias para o tecido da ferida; células
de Langerhans, células T e macrofagos, cada um sendo recrutado por mais de
uma via molecular de adeséao, para as diferentes regides de ulceras venosas
cronicas da perna. Além disso, niveis aumentados de ERO podem prejudicar a
migragcado de queratinécitos in vitro, possivelmente retardando a reepitelizagao
das feridas (SCHAFER; WERNER, 2008).
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As defesas antioxidantes podem ser enzimaticas ou ndo enzimaticas, que
irdo neutralizar as ERO produzidas no organismo. Dentre as defesas
enzimaticas podemos citar a superoxido dismutase (SOD), a catalase, a
glutationa redutase (GR) e glutationa peroxidase (GPx). Ja a glutationa (GSH),
carotenos, acido ascérbico (vitamina C), vitamina D, vitamina E, entre outros,
pertencem a classe dos antioxidantes ndo enzimaticos (REUTER et al., 2010;
MOLONEY et al., 2018).

Em pacientes com ulceras crénicas nas pernas, niveis significativamente
mais baixos de vitamina A e E foram encontrados (ROJAS; PHILLIPS, 1999).
Agren et al (1986) mostraram que pacientes, diabéticos e ndo diabéticos, com
insuficiéncia venosa crénica CEAPG tinham niveis mais baixos de selénio, zinco
e ferro em combinagao com niveis séricos aumentados de cobre. O selénio € um
importante cofator da enzima glutationa peroxidase e o cobre como metal de
transicdo é capaz de conduzir a reagao de Fenton com a liberagdo do radical
hidroxila. Nas ulceras venosas de perna, devido ao dano na célula endotelial,
ocorre extravasamento para o intersticio de proteinas e eritrocitos contendo
grandes quantidades de ferro ligado a hemoglobina. Apds a destruicao desses
glébulos vermelhos ha liberagdo de hemoglobina levando a um aumento de ferro
livre e ligado dentro da ulcera (ARPAIA, 2001).

A primeira defesa imunoldgica contra a infecgdo microbiana é a liberagao
de grandes quantidades de ERO por neutréfilos e macrofagos. Esta exploséo
respiratoria € devida a ativacdo do complexo NADPH-oxidase (nicotinamida-
adenina-dinucleotideo-fosfato) dentro da membrana plasmatica (WERNER,
2008).

A catalase € uma enzima presente no citosol e nos peroxissomos, € que
utiliza a nicotinamida-adenina-dinucleotideo-fosfato reduzida (NADPH) como

substrato para a conversao principalmente de H202 em agua e oxigénio (Fig. 3).

20,~+2H*_S0D _ HO, +0, (1)
2 H,0, Catalase, 2 HO + O, (2)

Figura 3- Reagdes realizadas pelas enzimas superoxido dismutase (SOD) (1) e catalase
(2). Fonte: VASCONCELOS et al., 2007
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A SOD é uma metaloenzima localizada no citosol e na mitocondria
(FUKAI; USHIO-FUKAI, 2011; MOLONEY et al., 2018). Sua principal fungao é
reagir com o anion radical superéxido (O2+) transformando-o em peréxido de
hidrogénio H202 e oxigénio, sendo a primeira linha de defesa contra esse radical
(Fig. 3).

A glutationa peroxidase (GPx) é responsavel por reduzir indiretamente o
peroxido de hidrogénio durante o processo de oxidagado da GSH (Fig. 4) (HUBER
et al 2008). A glutationa oxidase (GO) é uma enzima FAD dependente que
converte GSH em glutationa oxidada (GSSG) (Fig. 4) (WU et al 2013;
OESTREICHER et al, 2018). A glutationa redutase (GR) é uma flavoproteina que
também utiliza o NADPH como substrato para converter GSSG a GSH (Fig. 4),
proporcionando a manutencado das defesas antioxidantes, ja que GSSG é
resultado da exposi¢cdo de GSH a um agente oxidante (FERREIRA et al, 1997;
BARREIROS et al, 2006).

CO3
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Figura 4- Ciclo catalitico da glutationa: conversdo de GSH a GSSG pelas enzimas
glutationa peroxidase (GSH-px) ou glutationa oxidase (GO) e reducédo de GSH a GSGG pela
enzima glutationa redutase (GR). Fonte: HUBER, ALMEIDA, 2008.

Os niveis de GSH, SOD, catalase e GPx sdo regulados por vias de

sinalizacdo, entre elas, uma das mais importantes € a relacionada ao fator
nuclear eritréide 2 (Nrf2) (QIANG et al, 2013; MOLONEY et al, 2018).
Outra via de sinalizagdo envolvida na resposta ao estresse € a da p53
(MOLONEY et al, 2018). Quando a célula apresenta niveis elevados de espécies
reativas, a p53 modifica a expressédo de genes criando um estado pro-oxidativo
para indugao da morte celular (GAMBINO et al., 2013).



26

NADPH

¥antina
Catalaze

0,~—=<—"0;" —— H,0, ——» H,0

. _ ) Superoxido GSH Peroxidase
hipoxantina ¥antina Dismutase

oxidada

GSH GSSG
ubiguinana >—<
mitocondria GSH redutase
NADP* NADPH

Figura 5- Vias de producéo e depuragéo de espécies reativas de oxigénio (ROS) Fonte: DROGE,
WULF, 2002.

1.9 TRATAMENTO DA DOENCA VENOSA CRONICA

A avaliagdo das varizes progrediu muito nas ultimas 2 décadas com a
ampla disponibilidade de ultrassonografia doppler. O tratamento das varizes
também sofreu grandes mudangas com a introdugcédo de técnicas de ablagao
endovenosa percutanea, incluindo laserterapia endovenosa (EVLA) (HOGGAN
BL et al, 2009) e ablagédo por radiofrequéncia (RFA) (LUEBKE et al, 2008) e

escleroterapia liquida ou com espuma. (Schwartz et al, 2011).

Tratamento cirurgico aberto com flebectomia (retirada) das safenas
realizado sob anestesia com bloqueio (raquianestesia) tem sido largamente
substituido por procedimentos percutaneos baseados em tratamentos
ambulatoriais que podem ser realizados sob anestesia local com resultados
similares, mas com menos desconforto para o paciente, melhorando a qualidade
de vida da paciente no pés-operatério e retorno precoce ao trabalho (Sam et al,
2004).

O tratamento medicamentoso tem sido utilizado ha décadas, mas passivo
de controversa (Ramelet et al, 2005). Os medicamentos podem ser classificados
em dois grupos: farmacos naturais e sintéticos, como naftazona e dobesilato de
calcio, respectivamente (Allaert, 2012). Os principais modos de agao das drogas
venoativas sao para diminuir a permeabilidade capilar, diminuir a liberagao de

mediadores inflamatdrios ou melhorar o ténus venoso (Ramelet et al, 2005).
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Drogas nao venoativas, como a pentoxifilina, reduzem a ativagdo dos globulos
brancos e o acido acetilsalicilico inibe a funcéo plaquetaria e possuem um efeito

anti-inflamatério (Ramelet et al, 2005).

Portanto, o tratamento da doenga venosa cronica deve ser
individualizado. Dependendo principalmente do status de saude do paciente,
assim como do seu objetivo final (Ramelet et al, 2005). Apesar dos avangos no
tratamento da IVC, é imprescindivel conhecimento sobre dos mecanismos
fisiopatolégicos que determinam a progressdo desta doenga. O estresse
oxidativo € um dos mecanismos ainda nio totalmente compreendidos, e a
elucidagado destes mecanismos s&o0 essenciais para que novas abordagens

terapéuticas possam ser aplicadas.
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2) JUSTIFICATIVA

A insuficiéncia venosa cronica € uma doenca prevalente na populacao,
podendo provocar mudancgas na qualidade de vida dos pacientes devido as suas
complicagdes, como dor, redu¢cado da mobilidade, mudancgas na coloracao pele e
presenca de ulceracdes. A morbidade dessa doenca causa impactos sociais e
financeiros, visto que a recorréncia das ulceracdes € alta quando nao tratada
corretamente. Além disso, o impacto psicossocial devido ao constrangimento,
emocgdes negativas, ansiedade, depressao, perda da autoestima, dependéncia

estao presentes, reduzindo a qualidade de vida desses pacientes.

Algumas caracteristicas como o didmetro das varizes, pigmentacao da
pele (CEAP 4), lipodermatoesclerose (CEAP 4), atrofia branca (CEAP 4) e
inflamac&o local, como eczema, eritema, celulite determinam uma maior
gravidade da doenga. Porém, estudos mostram que mesmo aqueles pacientes
com alteragbes menores, como telangectasias em regiao de tornozelo — corona
flebectasica (CEAP 4c), podem evoluir para ulceragdes, o que torna importante
o estudo de comparacgao entre a doenca inicial e a doenga avancgada, a fim de
que possamos entender quais sdo os pontos chaves que fazem com que uma
paciente desenvolva ulcera e outra ndo. Até o momento os artigos mostram que
a inflamagao tem papel chave na perpetuagao da ulcera crbénica, porém, poucos
artigos relacionam os niveis de estresse oxidativo nos diferentes niveis de
gravidade da doenga venosa crbnica. Nao foi localizado, até o momento, nenhum
estudo que apresente uma analise do estresse oxidativo permitindo avaliar a
doenga venosa no seu estagio inicial e no seu estagio avangado. Por este
motivo, o presente trabalho avaliou estes parédmetros para enriquecer o
conhecimento sobre a insuficiéncia venosa crénica e seus diferentes desfechos

e gravidades.
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3) OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o nivel de estresse oxidativo sistémico de pacientes com
Insuficiéncia Venosa Cronica em dois grupos de acordo com a gravidade

de sua classificacao e apresentacgao clinica.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Avaliar as enzimas antioxidantes SOD e catalase no sangue de

paciente com IVC em estagio inicial e em estagio avangado;

2. Medir os niveis de glutationa reduzida no sangue de paciente com
Insuficiéncia Venosa Crdnica em estagio inicial e em estagio avangado;
3. Quantificar os hidroperéxidos de membrana nos eritrocitos de pacientes

com Insuficiéncia Venosa Cronica em estagio inicial e em estagio
avancgado.
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O presente trabalho foi realizado na Universidade Estadual de Londrina nos
laboratérios de Patologia Molecular e de Fisiopatologia e Radicais livres, sendo
as amostras obtidas no Ambulatério de Cirurgia Vascular, no Hospital Santa
Alice, cidade de Santa Mariana - Parana. Os dados obtidos permitiram a
producao de um artigo cientifico que sera submetido para publicagéo na revista

internacional VASA (European Journal of Vascular Medicine).

https://www.hogrefe.com/us/journal/vasa
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RESUMO

Insuficiéncia venosa crénica (IVC) é definida como conjunto de manifestagdes clinicas
causadas pela anormalidade do sistema venoso periférico. Estudos apontam que 80%
da populacao pode apresentar graus mais leves, e a evolugédo para os estagios mais
severos pode chegar a 30% em paises subdesenvolvidos. A resposta inflamatéria
participa da patogénese dessa doencga, assim como o estresse oxidativo. O objetivo
desse artigo é caracterizar o perfil da resposta oxidativa sistémica de pacientes com IVC
que se apresentam em estagios iniciais e em estagios avangados da doenga. Um total
de 101 pacientes com IVC foram estudados. Os pacientes foram estratificados em 2
grupos de acordo com a classificagdo CEAP. O grupo 1 (n=73) inclui pacientes em
estagio inicial da doenca, enquanto o grupo 2 (n=28) inclui pacientes em estagio
avancado. Os eritrécitos foram utilizados para quantificar a glutationa reduzida (GSH),
a atividade da superoxido dismutase (SOD), da catalase (CAT) e producdo de
hidroperéxidos de membrana. O sexo dos participantes (p= 0.001) e o numero de
gestacgdes (p= 0.001) demonstraram ter uma relagao significativa com a gravidade da
doenca. Quando comparados os parametros de estresse oxidativo entre os dois grupos,
os pacientes do grupo 2 demonstraram uma maior producdo (p= 0.002) de
hidroperoxidos de membrana em relagdo ao grupo 1. A quantificacdo de GSH e a
atividade da SOD e catalase ndo demonstraram diferenga significativa entre os dois
grupos. Com isso, podemos concluir que apesar dos antioxidantes estudados néo terem
demonstrado alteragao entre os dois grupos, néo se descarta que o estresse oxidativo
possa estar ocorrendo no grupo 2 (doenga mais avangada), uma vez que existe uma
maior formagao de hidroperéxidos de membrana. Assim, estudos adicionais devem ser
realizados para se estabelecer a via pela qual o estresse oxidativo esta sendo

estimulado, bem como suas formas de diminui-lo.

Palavras-chaves: Radicais livres. Ulcera venosa, insuficiéncia venosa cronica.
Espécies reativas de oxigénio, hidroperoxidos de membrana. "
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Introducgao

A insuficiéncia venosa cronica (IVC) é uma doenga prevalente na
populacdo e provoca mudangas na qualidade de vida dos pacientes devido as
suas complicagdes, como as mudangas na coloracdo da pele e presenca de
ulceragcdes (RABE et al., 2012), sendo a causa provavel o aumento da
permeabilidade da parede venosa (GRUDZINSKA; CZUBA, 2014) e o
aprisionamento de leucocitos nas valvulas das veias varicosas, ocasionando
estresse oxidativo nesses vasos (GWOZDZINSKI et al., 2021). De acordo com
tal teoria, os neutrofilos aderem ao endotélio de veias em situacado de hipdxia,
permanecendo ativados com liberagdo consideravel de espécies reativas de
oxigénio (ERO) (GUZIK, et al, 2011; CONDEZO-HOYOS et al., 2013).

Os radicais livres, especialmente formas reativas de oxigénio e nitrogénio
produzidos por neutréfilos e macrofagos ativos, causam degradagao dos
principais componentes proteicos da parede venosa — colageno e elastina,
contribuindo com a ocorréncia da vasodilatacdo caracteristica desses vasos
doentes. Além disso, a hipéxia desempenha um papel significativo na
fisiopatologia das veias varicosas (GHADERIAN et al., 2010). Na hipdxia ha
baixa concentragdo de oxigénio e alta concentracdo de diéxido de carbono, o
que leva a queda do pH e, consequentemente, aumento dos ions de ferro livres
da transferrina. A maior concentracdo de ferro causa aumento no numero de
reacOes de radicais livres, produzindo outras espécies reativas de oxigénio
(ERO) nas células inflamatérias, bem como naquelas células presentes na
parede das veias varicosas (ZAMBONI et al., 2008).

A sobrecarga local de ferro pode gerar radicais livres ou ativar uma
hiperatividade proteolitica de metaloproteinases (MMPs) e/ou diminuir os
inibidores teciduais de MMPs (TIMPs), causando alteragdo estrutural das
valvulas, com hipertrofias e hiperplasias, diminui¢do de colageno, diminuicéo de
células musculares e matriz extracelular (MEC), contribuindo com a dilatagcéo
venosa, relaxamento venoso e perda do tonus venoso (WLASCHEK et al., 2019).
Neste contexto, a maioria das ERO sao liberadas por neutréfilos e macréfagos

e, em concentragao ainda nao conhecida, liberados por fibroblastos residentes
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e células endoteliais. As ERO s&o conhecidas por afetar seletivamente as vias
de sinalizagao, resultando na ativacao de fatores de transcricdo que controlam a
expressao de uma variedade de quimiocinas, citocinas pro-inflamatérias como a
interleucina e interleucina 6, fator de necrose tumoral, interleucina-8 (SENET et
al., 2003), enzimas proteoliticas, incluindo membros das familias
metaloproteinases (RAVANTI; KAHARI, 2000).

Estudo recente mostra que a presenga de ulcera venosa pode ocorrer
inclusive em pacientes com lesbes menores, antes consideradas lesdes
estéticas — corona flebectasica (LURIE et al., 2020). Isso justifica a necessidade
de investigar a fisiopatologia e fatores envolvidos na insuficiéncia venosa
cronica. Assim, esse estudo pretende mostrar o perfil oxidativo e antioxidante
sistémico de pacientes com insuficiéncia venosa cronica em estagios inicial e

avangado da doencga.

Materiais e Métodos

Populacéo e desenho experimental

O grupo experimental foi composto por 101 pacientes com doenga venosa
cronica, populagdo amostral escolhida por conveniéncia, recrutados no
Ambulatério de Cirurgia Vascular do Hospital Santa Alice, cidade de Santa
Mariana- Parana, no periodo de setembro de 2022 a abril de 2023 (CAAE n°
60739622200005231). Esses pacientes foram divididos em dois grupos (Grupo
1 e Grupo 2), de acordo com a sua classificagdo CEAP. Grupo 1: CEAP 1,
CEAP2, CEAP3 e Grupo 2: CEAP4, CEAP5, CEAPSG.

Os critérios de exclusao foram: gestantes, menores de 18 anos, pacientes
acamados, pacientes com Uulcera diabética, pacientes que tiveram ou tém
cancer, insuficiéncia cardiaca congestiva e/ou insuficiéncia renal avancgada.
Apos explicagao do estudo e assinatura do termo de consentimento, foi coletada
amostra de sangue. Os pacientes responderam a um questionario para obter
informagdes como idade, habitos (tempo de permanéncia em pé e pratica de

exercicio fisico) e presencga de doengas crbnicas.
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Amostras de Sangue

O sangue periférico foi obtido por pungéo venosa de todos os participantes
em um tubo de heparina para hemacias. Todo o material foi centrifugado a 1331
x G por 5 minutos a 4°C. O soro foi armazenado a -20°C. Os eritrécitos foram
lavados trés vezes com 1mL de solugdo de cloreto de sodio a 0,9% seguido de
centrifugacédo a 1331 x G por 5 minutos a 4°C e posteriormente armazenados

em Alsever a 4°C por um periodo maximo de 4 dias.

Pardmetros de Estresse Oxidativo Sistémico

A proteina total foi medida para expressar os resultados da atividade da
glutationa reduzida (GSH), catalase (CAT), superéxido dismutase (SOD) e da
lipoperoxidagdo de membrana induzida por Terc-Butil. As hemacias foram
diluidas 1:800 em agua destilada e misturadas com reagente cuprico (1:1),
repousando em temperatura ambiente por 10 minutos. Logo apds, foi adicionado
o reagente Folin e incubado em banho maria durante 10 minutos a uma
temperatura de 50°C. As concentragdes das amostras foram determinadas (mg),
utilizando albumina sérica bovina para a curva de concentragdo padrao e a
absorbancia foi lida em espectrofotometro a 660 nm (Shimadzu UV-1650 PC)
(Lowry, 1951 modificado por Miller, 1959).

A lipoperoxidagao foi determinada por quimiluminescéncia de acordo com
Gonzalez-Flecha et al (1991), com base na oxidagao de fosfolipidios presentes
na membrana eritrocitaria induzida por Terc-Butil hidroperéxido, a reacédo é
avaliada em tempo real por 40 minutos. Os eritrocitos foram diluidos 1:1200 em
tampao fosfato monobasico 10 mM, pH 7,4 NaCl 0,9%. A reacao foi iniciada com
adicdo do Terc-Buti e a curva analisados no lumindmetro (Berthols
Technologies; Lumat 3; LB 9508) e os resultados foram expressos pico de
emissao, velocidade e area sob a curva.

A atividade da enzima superodxido dismutase (SOD) foi determinada pelo
método desenvolvido por Marklund & Marklund (1974) em eritrocitos. A oxidagao
foi medida em espectrofotdmetro 420nm a 37°C. Os resultados foram expressos
em U SOD/g de proteina, considerando que uma unidade de SOD é capaz de

inibir 50% da auto-oxidagao do pirogalol.
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A atividade da enzima catalase (CAT) foi determinada de acordo com o
método descrito por AEBI (1984), que se baseia na decomposi¢cado do peroxido
de hidrogénio diretamente relacionado a sua absor¢do em 240 nm
espectrofotometro UV-1650 PC UV-vis (Shimadzu, Kyoto, Japao). As hemacias
foram diluidas 1:80 em agua destilada e diferentes volumes foram incubados em
um sistema incluindo 1 M de tampao TRIS e 200 mM de solugao de H202. Os
resultados foram expressos em valores de absorbancia por minuto por mililitro
de amostra (Vabs min-1 ml-1). A atividade da enzima superdxido dismutase
(SOD) foi medida pelo método descrito por Marklund & Marklund (1974) em
eritrocitos, baseado na inibicdo da auto-oxidagdo do pirogalol. A reacéo foi
medida em espectrofotdbmetro com leitura cinética a 420nm UV-1650 PC UV-vis
(Shimadzu, Kyoto, Japao) a 37° graus Celsius, com tampao TRIS 1 M, pirogalol
e agua. Os resultados foram expressos em U SOD/gPT. A concentragdo de GSH
foi determinado nos eritrocitos acordo com Tietze (1968) em espectrofotdmetro
a412 nm.

Analise estatistica

As variaveis continuas foram descritas com média e seu respectivo
desvio padrao (DP). As variaveis categéricas foram apresentadas em numeros
absolutos e percentuais e comparadas usando o teste qui-quadrado de Pearson
e o teste exato de Fisher realizado no SPSS versao 24.0 (SPSS; Chicago, IL,
EUA). Para a analise de parametros de estresse, os dados foram analisados
usando GraphPad Prism (versao 6; San Diego, CA, EUA).

Para verificar a normalidade dos dados foi aplicado o teste de
Kolmogorov-Smirnov. Para a comparacgéao entre dois grupos foi utilizado o teste
t de Student para dados paramétricos e para dados nao paramétricos o teste de
Mann-Whitney. Os dados paramétricos foram expressos como média + desvio
padrdo e os dados nao paramétricos foram expressos como mediana com o
intervalo interquartilico. Valores <0,05 foram considerados estatisticamente
relevantes.

Resultados

A tabela 1 mostra as caracteristicas demograficas dos grupos de estudo.

Em ambos os grupos se observa um predominio do sexo feminino: Grupo 1
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(classificacao CEAP 1, CEAP 2, CEAP 3) n= 65 [89,0%], Grupo 2 (classificagao
CEAP 4, CEAP 5, CEAP 6) n= 17 [60,7%], dados estatisticamente significativos
(p= 0.001). Porém, quando se faz a divisdo de sexo dentro de cada grupo,
observa-se uma maior proporgao de pacientes homens (39,3%) no grupo 2,
quando comparado com apenas 11% no grupo 1. A idade também foi um dado
estatisticamente significativo (p= 0.047), onde pacientes do grupo 1
apresentaram uma idade média de 50,77 anos (x11,33) e pacientes do grupo 2
tiveram uma idade média de 59,04 anos (+9,73).

No grupo 1, 50,7% dos pacientes responderam trabalhar em pé (mais que
6 horas por dia) e no grupo 2, 42,9% dos pacientes tiveram a mesma resposta
nao havendo diferencga significativa entre os grupos (p= 0.481). Ambos os grupos
nao apresentaram diferenca significativa quanto a pratica de exercicio fisico
(p=0.562) sendo que a maioria de ambos os grupos respondeu nao realizar
atividade fisica, Grupo 1= 61,6%; Grupo 2= 67,9%.

Tabela 1- Caracteristicas demograficas de pacientes com insuficiéncia venosa
crébnica em estagio inicial - GRUPO 1 (CEAP1, CEAP2, CEAP3) e pacientes
com insuficiéncia venosa cronica em estagio avangado — GRUPO 2 (CEAP4,
CEAPS5, CEAPG6. (n=101).

. L. GRUPO 1 GRUPO 2
Caracteristica
(n=73) (n=28) p valor
IDADE
o 50,7+11,3 59,4+9,7 0.047*
MédiazDP
Sexo N % N %
Homem (%) 8 11,0 11 39,3 0.001*
Mulher (%) 65 89,0 17 60,7
Trabalho em pé
Sim 37 50,7 12 429 0.481
Nao 36 493 16 57,1
Exercicio Fisico
Sim 28 38,4 9 32,1 0.562
Nao 45 61,6 19 67,9

Dados categoricos foram apresentados como numero e porcentagem, e dados continuos como

desvio padrao e média. Foi considerado estatisticamente significativo o valor de p < 0,05*.
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A tabela 2 apresenta dados clinico-patologico dos pacientes. Das
comorbidades investigadas (trombose, hipertensao arterial sistémica, diabetes
mellitus, cardiopatia, depressdo, ansiedade) nenhuma apresentou diferenca
significativa dentro dos dois grupos. Com relagdo ao numero de gestacoes, esta
apresentou diferenca significativa entre os dois grupos (p= 0.001), em
concordancia com a literatura que apresenta uma relagdo positiva entre um
maior numero de gestacdes com o aumento da gravidade na insuficiéncia
venosa cronica.

A obesidade apresentou diferencga significativa dentro dos dois grupos. A
grande maioria dos pacientes respondeu n&o ser obeso — 69,9% dos pacientes
no grupo 1 e 89,3% dos pacientes no grupo 2, tendo uma diferenga significativa
(p= 0.043).

Quanto aos habitos tabagistas, ndo houve diferenga entre os dois grupos
(p=0.865), sendo que a grande maioria dos pacientes do grupo 1 (83,6%) e do
grupo 2 (82,1%) responderam nao terem o habito de fumar.

Sintomas clinicos como dor na perna, edema (inchago) e claudicagéo (dor
ao caminhar) nao apresentaram diferenca significativa entre os dois grupos,
sendo a grande maioria dos pacientes sintomaticos. 86,3% dos pacientes do
grupo 1 e 82,1% dos pacientes no grupo 2 responderam ter sintomas de dor na
perna, 53,4% dos pacientes do grupo 1 e 71,4% dos pacientes do grupo 2
relataram episédios de edema nos membros inferiores e 50,7% dos pacientes
do grupo 1 e 67,9% dos pacientes do grupo 2 responderam terem sintomas de
claudicagéo.

Analisamos também a realizag&o do tratamento cirurgico de safenectomia
entre os dois grupos, que mostrou ter diferenga significativa (p= 0,008). A maioria
dos pacientes dentro dos dois grupos respondeu n&o terem realizado tratamento
cirurgico de varizes, porém quando analisamos a propor¢ao entre 0s grupos
vemos que no grupo 2 existe uma propor¢ado maior de pacientes (28,5%) que

realizaram o procedimento cirdrgico contra apenas 8,2% no grupo 1.
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Tabela 2- Caracteristicas clinico-patoldgicas de pacientes com insuficiéncia venosa
cronica em estagio inicial — GRUPO 1 (CEAP1, CEAP2, CEAP3) e pacientes com
insuficiéncia venosa cronica em estagio avangcado — GRUPO 2 (CEAP4, CEAPS5,
CEAPSG. (n=101).

Caracteristica GRUPO1 GRUPO 2
(n=73) (n=28) p valor
Cirurgia de
Safenectomia N % N %
Sim 6 8,2 8 28,6 0.008*
Nao 67 91,8 20 71,4
Dor na perna
Sim 63 86,3 23 821 059
Nao 10 13,7 5 17,9
Edema
Sim 39 53,4 20 71,4 0.100
Nao 34 46,6 8 28,6
Claudicacao
Sim 37 50,7 19 67,9 0.120
Nao 36 49,3 9 32,1
Trombose
Sim 3 4.1 4 14,3 0.071
Nao 70 95,9 24 85,7
Hipertensao
sim 30 41,1 15 53 0299
Nao 43 58,9 13 46,4
Diabetes Mellitus
Sim 10 13,7 5 17,9 0.599
Nao 63 86,3 23 82,1
Cardiopata
Sim 8 11,0 6 21,4 0.173
Nao 65 89,0 22 78,6
Depressao
Sim 25 34,2 5 17,9 0.107
Nao 48 65,8 23 82,1
Ansiedade
Sim 39 53,4 9 32,1 0.055
Nao 34 46,6 19 67,9
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Tabela 2- Caracteristicas clinico-patolégicas de pacientes com insuficiéncia venosa
cronica em estagio inicial — GRUPO 1 (CEAP1, CEAP2, CEAP3) e pacientes com
insuficiéncia venosa cronica em estagio avangcado — GRUPO 2 (CEAP4, CEAPS5,
CEAPS6. (n=101).

Caracteristica GRUPO 1 GRUPO 2
(n=73) (n=28) p valor
N % N %
Obesidade 0.043*
Sim 22 30,1 3 10,7
Nao 51 69,9 25 89,3
Tabagismo
Sim 12 16,4 5 17,9 0.865
Nao 61 83,6 23 82,1
Gestacao
1-3 gestagdes 51 69,9 9 32,1 0.002*
4 ou + gestagdes 8 11,0 6 21,4
Nenhuma gestagao 14 19,2 13 46,4

Dados categéricos foram apresentados como numero e porcentagem. Foi considerado

estatisticamente significativo o valor de p < 0,05*.

Quando comparados os parametros de estresse oxidativo entre os dois grupos,
os pacientes do grupo 2 demonstraram um aumento significativo

(p= 0.002) de hidroperdoxidos de membrana em relagao ao grupo 1 (figura 1).
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Figura 71- Pardmetros de estresse oxidativo sistémico em eritrocitos. Comparacéo da éarea
maxima e pico de emissao da peroxidagao lipidica em pacientes do Grupo 1 e Grupo 2
* indica diferencga significativa (p<0,05). Os dados foram expressos como mediana com intervalo

interquartilico.

MEDIA DA LEITURA BRUTA

600
GRUPO 1
500 GRUPO 2
- 400
z
300+
2004
100 I T T T T 1
0 250 500 750 1000 1250 1500
time (s)
~ GRUPD 1 GRUPO 2 P-VALOR
AREA 95337 (70677 = 433778) 337174 (74767 - 967087) 0.0027 *
PICO 1488 (527 — 2140) 951 (360 - 1841) 0.2270
V. MAX 0.3654 (0.1640 —0.7861) 0.3583 (0.1100-0.8591) 0.9041

Os valores da area, pico e velocidade maxima foram analisados pelo teste de Mann-Whitney e estao representados

como mediana e intervalo interquartilico. * indica diferenca significativa (p<0,05).

Figura 2- Grafico evidencia a média da leitura bruta da lipoperoxidagdo de membrana de
eritrécitos dos pacientes do Grupo 1 e do Grupo 2. Tabela mostra a comparagéo da area maxima,
pico de emissdo da peroxidacao lipidica e velocidade maxima de peroxidagéo lipidica em

pacientes do Grupo 1 e Grupo 2
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Para a defesa antioxidante ndo enzimatica ndo observamos diferencga
significativa nos niveis de glutationa reduzida (GSH) entre os grupos 1 e grupo
2 (p= 0.1583). (Figura 3)
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Figura 3- Comparagéo da glutationa reduzida (GSH) no Grupo 1 e no Grupo 2. Os dados foram
expressos como mediana com intervalo interquartilico.

A atividade das enzimas antioxidantes (SOD e Catalase) néao

apresentaram diferenca significativa entre os dois grupos. (Fig 4)
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Figura 4- Parametros de estresse oxidativo sistémico em eritrécitos. (4.A) Comparagéo da
atividade da enzima catalase em pacientes do grupo 1 e do grupo 2. (4.B) Comparagao da
atividade da superéxido dismutase (SOD) em pacientes do grupo 1 e do grupo 2.

ns: nao significativo. Os dados foram expressos como mediana com intervalo interquartilico.

Através da analise de componentes principais (PCA), uma técnica da
estatistica multivariada que transforma um conjunto de variaveis originais em
componentes principais independentes entre si, conseguimos reduzir a massa
de dados, gerar indices e agrupar as classificagbes CEAP (1-6) com base em
suas variagdes (figura 5). Na figura 6 podemos analisar a interferéncia de cada

variavel do estresse oxidativo para determinar a posi¢ao de cada grupo.
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Figura 5- Andlise do Principal Componente. Parametros de estresse oxidativo sistémico em

eritrécitos analisados em pacientes CEAP 1 - CEAP 6.
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Figura 6- Andlise do Principal Componente. Analise isolada dos pardmetros de estresse

oxidativo sistémico em eritrécitos em pacientes CEAP 1 - CEAP 6.
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Discussao

A insuficiéncia venosa crénica € uma doenga altamente prevalente,
afetando todos os niveis sociais, trazendo para os pacientes perda da qualidade
de vida, autoestima e perfil laboral. Essa situagao piora quando a doenga evolui
para ulceras venosas nos membros inferiores. Apesar de ter uma baixa
mortalidade, apresenta uma alta morbidade, sem tratamento farmacoldgico
eficaz necessitando na grande maioria dos casos de tratamento cirurgico. Assim,
a compreensado dos mecanismos que ocasionam a progressao desfavoravel da
IVC pode auxiliar na escolha terapéutica dos pacientes que se encontram nos

estagios iniciais da doenca.

O presente estudo esta em concordancia com os achados da literatura
cientifica (RABE et al, 2012; CRIQUI, 2003; JUKKALA TM; HAKAMA M, 2006)
quanto a predominancia do sexo feminino na IVC. A predominancia do sexo
feminino ocorre provavelmente devido a agdo da progesterona, que acaba
reduzindo o tdnus da musculatura lisa, permitindo uma maior distensao venosa
e comprometendo a agdo das valvulas venosas (VIN; ALLAERT; LEVARDON,
1992).

Pacientes com a doenga mais avangada (Grupo 2) representam 27,7% da
populacado do nosso estudo, estando em concordancia com a literatura nacional,
que mostra 15-20% da populacéo brasileira com insuficiéncia venosa cronica
grave (BENTES et al, 2022). Em nosso estudo 60% dos participantes se
apresentava na 52 e 62 década de vida, idade em que os pacientes geralmente
apresentam as maiores queixas e desenvolvimento de ulceras venosas. O
tabagismo nao foi um dado significativo, tendo uma prevaléncia em menos de
5% do total de pacientes analisados. Como ja sabemos, o tabagismo néao
contribui para uma piora no desfecho da doenca venosa, diferente da doenca
arterial periférica, em que o tabagismo exerce grande participacdo em sua

etiologia.

Apesar de o dado “Trabalhar em pé” (mais do que 6 horas em pé) n&o ter
apresentado uma diferencga significativa (p=0.481), a permanéncia por longos

periodos em pé contribui para um pior desfecho da doencga venosa, com piora
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dos sintomas e aumento da hipertensdo venosa (BERENGUER F DE; DE AL,
2011)

A obesidade e a gestagao apresentaram diferencga significativa dentro dos
dois grupos. Como os pacientes se auto classificavam como obesos ou néo
obesos, esse pode ter sido 0 motivo da baixa prevaléncia de pacientes obesos
em ambos os grupos. Com relagéo a gestacao foi questionado sobre o niumero
de gestagoes, dentro do grupo 1 14,5% dos pacientes responderam terem tido 4
ou mais gestacoes, e 26,8% dos pacientes do grupo 2 responderam terem tido
4 ou mais gestagdes, corroborando com a literatura (RABE E et al., 2012; RABE
E et al.,, 2006; CRIQUI, 2003) que apresenta um maior numero de gestac¢des
como um fator de risco para aumento da gravidade da insuficiéncia venosa
cronica. Das comorbidades investigadas (trombose, hipertensdo arterial
sistémica, diabetes mellitus, cardiopatia, depressédo, ansiedade) nenhuma
apresentou diferenca significativa dentro dos dois grupos. Dessa forma podemos
inferir que os grupos sdao homogéneos e tais doengas nao interferem nos
resultados da analise de perfil de estresse oxidativo estudado.

O estresse oxidativo local tem sido associado a patogénese da ulcera
venosa e a sua nao cicatrizacao, contribuindo com a evolugcao da doenga venosa
(JAMES, 2003). O estresse oxidativo e a inflamagdo sao dois poderosos
iniciadores e promotores da insuficiéncia venosa crbnica que podem atuar
sinergicamente. Ha evidéncias de elevacdo de ERO na IVC produzidos por
células inflamatérias infiltradas ou circulante (CONDEZO-HOYOS et al., 2013).
A relacao do estresse oxidativo com insuficiéncia venosa crbénica pode ser vista
em um estudo com modelo animal (BERGAN; PASCARELLA; SCHMID-
SCHONBEIN, 2008). Outro artigo compara os niveis de estresse oxidativo de
pacientes controles com pacientes que apresentam insuficiéncia venosa cronica
em estagio inicial (CONDEZO-HOYOS et al., 2013). A analise do estresse
oxidativo em pacientes com insuficiéncia venosa crbnica avancada, que
apresentam Uulcera venosa, é relatado no estudo de James (2003) onde foi
estudado o envolvimento do estresse oxidativo na cicatrizagao da ferida. Dessa
forma nenhum artigo apresenta uma analise do estresse oxidativo que permita
avaliar a doenga venosa em uma mesma populagédo no seu estagio inicial e no

seu estagio avangado.
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GSH é o antioxidante ndo enzimatico mais importante, atuando como um
eliminador de espécies reativas de oxigénio (BAKADIA et al., 2021). No nosso
estudo os grupos néo apresentaram diferenca significativa entre os niveis de
GSH. Na analise de controles (Lopes et al., 2022) observamos niveis de GSH de
700 (pmol GSH/mL), o que nos permite concluir que os niveis de GSH estéo
diminuidos nos nossos grupos de pacientes (Grupo 1: 393,4 umol GSH/mL;
Grupo 2: 345,8 pmol GSH/mL). Ha um conhecimento limitado sobre a atividade
das enzimas antioxidantes em feridas cronicas. A atividade da glutationa
peroxidase no sangue de pacientes com ulceracdo venosa diminuiu cerca de
15% (SA; MW; BHOWMICK A, 2001). Em modelo de feridas cutaneas em ratos
com cicatrizagao normal, dentro do processo de cicatrizagao de feridas, houve
uma diminuicdo na redugao de glutationa, acido ascorbico e vitamina E
(SHUKLA; RASIK; PATNAIK, 1997). Em um estudo com humanos, CONDEZO-
HOYOS et al., 2013 comparou controles com pacientes com insuficiéncia venosa
cronica em estagio inicial (CEAP 2) ndo apresentando diferencga significativa nos
niveis de GSH e acido urico no plasma. Outro estudo (HORECKA et al., 2018)
comparou marcadores de estresse oxidativo em plasma de veias de membro
superior e em plasma oriundo de veias varicosas do mesmo paciente com
insuficiéncia venosa crénica. Nesse estudo ndao houve diferenga significativa
entre os niveis de GSH no plasma periférico e na veia varicosa do mesmo
paciente. Em estudos com modelos animais, onde foram induzidas feridas em
camundongos, foi observado um aumento importante nos niveis de GSH entre o
3° e 0 5° dia da leséo, e em 14 dias a expressdo do GSH quase diminuiu ao nivel
basal (STEILING et al, 1999).

Em nosso estudo, podemos interpretar a influéncia de cada variavel
dentro de cada classificacdo CEAP, através da analise PCA. A figura 6 nos
permite avaliar que o que diferencia os pacientes CEAP 1 dos demais pacientes
€ a quantidade de GSH, estando presente em maiores concentracdes nos
pacientes com insuficiéncia venosa crénica em estagio inicial. Além disso, na
figura 6 podemos avaliar que a quantidade de GSH esta quase que inversamente
proporcional ao lipoperoxidacado de membrana (Ql -area).

A catalase e a superdxido dismutase sdo defesas antioxidantes muito

importantes que participam da desintoxicagao de espécies reativas de oxigénio
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(MOLONEY & COTTER, 2018). A catalase é responsavel por converter H202
em H20 e O2 (KIRKMAN, GAETANI, 2007), enquanto a SOD é responsavel por
converter o anion superoxido em peroxido de hidrogénio. Um achado notavel no
estudo de STEILING (1999) foi a co-expresséo de Cu/Zn-SOD (SOD1) + Mn-
SOD (SOD2) e da catalase em modelos animais com doenga venosa crbnica e
feridas. Esse resultado pode ser de importancia bioldégica, uma vez que o
peréxido de hidrogénio, na presenga de metais de transigao, pode dar origem ao
radical hidroxila altamente reativo. Assim, a co-expressdao de uma peroxidase
com uma superoxido dismutase pode ser um mecanismo importante para evitar

os efeitos toxicos do perdxido de hidrogénio.

Em nosso estudo, ndo observamos diferenca significativa da catalase e
da SOD entre os dois grupos avaliados. Porém, quando fazemos a analise PCA
(figura 6) observamos que a atividade da catalase esta aumentada nos pacientes
CEAP 6 (estagio mais avangado), o que nos leva a pensar novamente sobre a
importancia do perdxido de hidrogénio, que pode estar elevado aumentando
consequentemente a reagao de Fenton, com maior produgao de radical hidroxil
e maiores lesdes nas membranas das hemacias. Apesar de os relatos
conflitantes, durante os estagios iniciais da insuficiéncia venosa cronica,
marcadores como a catalase demonstrou estar diminuida (LOPES et al, 2022;
CONDEZO-HOYOS et al., 2013. Quando analisamos estudos que comparam
controles com pacientes em estagio inicial (CONDEZO-HOYOS et al., 2013;
HORECKA et al., 2018) observou-se uma diminuicdo da atividade da catalase

nos pacientes com IVC.

A atividade da SOD encontra-se aumentada no plasma das varizes
quando comparado com o plasma periférico em pacientes com insuficiéncia
venosa cronica (HORECKA et al., 2018). Em modelos animais, onde as feridas
foram induzidas em camundongos, observaram um aumento significativo na
expressao da Cu/Zn-SOD (SOD1) e da Mn-SOD (SOD2), sendo que 0s niveis
mais altos foram observados durante a fase inicial do reparo da ferida, quando
ocorre a explosdo oxidativa. Em nosso estudo os niveis de SOD estavam

elevados em ambos os grupos.
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As ERO podem levar a oxidacao de proteinas e lipidios dentro da estrutura
dos eritrécitos (GWOZDZINSKI et al., 2021). Em nosso trabalho, o estresse
oxidativo sistémico também é revelado por niveis aumentados de peroxidacao
lipidica em pacientes do grupo 2, apesar de o grupo 1 apresentar um maior pico
quando analisamos a lipoperoxidagdo de membrana. A presenca de
hidroperdxidos de membrana evidencia uma lesdo pré-hemolitica na membrana
dos eritrocitos, ou seja, ja existe uma leséo por estresse oxidativo nessas células,
sendo o proximo estagio a lesao total dessa membrana com posterior lise. Esses
resultados demonstram que a producado de espécies reativas € capaz de

promover danos oxidativos sistémicos.
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CONCLUSAO

Podemos concluir que o estresse oxidativo esta presente nos dois grupos de
pacientes com IVC, com uma maior prevaléncia nos pacientes mais graves, o
que pode ser evidenciado por uma maior concentragao de hidroperoxidos de
membrana nos pacientes do Grupo 2. Assim como ha uma maior concentragao
de antioxidantes, como a SOD, nos dois grupos e uma redugdo nos niveis de

catalase e glutationa também em ambos os grupos.
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8. ANEXOS

ANEXOS

ANEXO 1 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - Pacientes

«Estresse oxidativo em pacientes com e sem
ulcera venosa.”

Prezado(a) Senhor(a):

Gostariamos de convida-lo (a) para participar da pesquisa “Estresse
oxidativo em pacientes com e sem ulcera venosa”, a ser realizada nos
hospitais, ambulatorios e consultérios relacionados: ambulatérios do Hospital
Santa Alice em Santa Mariana, aos cuidados da médica Alanna Huk; ambulatoério
do Cismepar aos cuidados do médico Ricardo Bernardo em Londrina; no
consultério da médica Alanna Huk e na clinica vascular (Clinica Vasculon) em

Londrina.

Vamos comparar os perfis oxidativo dos participantes com ulcera com os
participantes sem a ulcera nas pernas, e avaliar o quanto o estresse oxidativo
esta relacionado com a cicatrizagdo da ulcera e com o seu aparecimento.

Sua participagdo € muito importante e ela se daria da seguinte forma: apos ser
convidado a participar do trabalho, vocé assinara este termo de consentimento
livre e esclarecido, estando vocé livre para perguntar caso tenha duvidas.

Apos responder a um questionario breve (no maximo 2 minutos) sobre
aspectos sociodemograficos (escolaridade, cidade/regido onde mora) e de
habitos de vida (se pratica exercicio fisico, se fica muito tempo em pé ou sentado,
alimentares, se fuma ou fumou, se bebe bebidas alcodlicas e com qual
frequéncia), vocé passara pela consulta médica o qual sera submetido, tendo
aceitado ou nao participar do projeto. Durante a consulta sera feita anamnese e
exame fisico. Essas informagdes serao coletadas para o presente projeto.

Apoés a consulta médica vocé doara uma amostra de sangue (sera coletado de
uma veia em seu antebrago/brago), aproximadamente 5 ml, para que a equipe
do projeto possa fazer a analise do estresse oxidativo. Lembrando que para a
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realizacéo do seu posterior procedimento cirurgico vocé devera fazer uma nova
coleta de sangue.

Também seu histérico médico constante no prontuario sera analisado.
Esclarecemos que sua participacdo € totalmente voluntaria, podendo vocé
recusar-se a participar, ou mesmo desistir a qualquer momento, sem que isto
acarrete qualquer 6nus ou prejuizo a sua pessoa e tratamento. Esclarecemos,
também, que suas informacdes serao utilizadas para os fins desta pesquisa e
para pesquisas futuras e serdo tratadas com o mais absoluto sigilo e
confidencialidade, de modo a preservar a sua identidade. Apds as analises, as
amostras serdo armazenadas no Laboratorio Patologia Molecular da
Universidade Estadual de Londrina para realizagéo de futuras pesquisas (mas o
senhor sera consultado novamente sobre sua participagdo nestes estudos
futuros).

Esclarecemos ainda, que vocé ndo pagara e nem sera remunerado(a) por
sua participacdo. Garantimos, no entanto, que todas as despesas decorrentes
da pesquisa serao ressarcidas, quando devidas e decorrentes especificamente
de sua participagao.

Os beneficios esperados sao indiretos, pois esperamos que este estudo
possa fornecer ferramentas necessarias para entendermos a presenca de
ulceras venosas em membros inferiores em relacdo ao estresse oxidativo,
assunto ainda pouco compreendido.

Quanto aos riscos, estes sdo minimos, e sdo decorrentes da coleta de
sangue que pode trazer algum desconforto, contudo sera realizada por
profissional altamente capacitado. Contudo ressaltamos que caso sinta algum
desconforto, o senhor(a) sera prontamente atendido pelos membros da equipe
do projeto.

Caso vocé tenha duvidas ou necessite de maiores esclarecimentos
podera nos contatar Profa. Dra. Alessandra L. Cecchini Armani (3371-4529),
Dra. Alana Huk (43 31588558), ou procurar o Comité de Etica em Pesquisa
Envolvendo Seres Humanos da Universidade Estadual de Londrina, situado
junto ao LABESC - Laboratério Escola, no Campus Universitario, telefone 3371-
5455, e-mail: cep268@uel.br.
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Este termo devera ser preenchido em duas vias de igual teor, sendo uma

delas devidamente preenchida, assinada e entregue a vocé.

Londrina, de de 202 _.

Pesquisador Responsavel
RG::

(NOME POR EXTENSO DO
PARTICIPANTE DA PESQUISA), tendo sido devidamente esclarecido sobre os

procedimentos da pesquisa, concordo em participar voluntariamente da

pesquisa descrita acima.

Assinatura (ou impressao dactiloscépica):
Data:

Obs.: Caso o participante da pesquisa seja menor de idade, o texto deve estar voltado para os

pais e deve ser incluido ainda, campo para assinatura do menor e do responsavel.
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ANEXO 2 - Termo de Autorizagdo de uso de imagem - Pacientes

TERMO DE AUTORIZAGAO DE USO DE IMAGEM

Eu, )

portador da Cédula de

Identidade n° , inscrito no CPF sob n°

, residente a

Rua , n° , ha cidade de

AUTORIZO o uso da imagem da minha lesdo em fotos ou filme, sem
finalidade comercial, para ser utilizada no trabalho(s) “Estresse oxidativo em

pacientes com e sem ulcera venosa’

A presente autorizagao é concedida a titulo gratuito, abrangendo o uso da
imagem acima mencionada em todo territério nacional e no exterior, em todas
as suas modalidades e, em destaque, das seguintes formas: (1) home page; (Il)
cartazes; (lll) Artigos gerais; (IV) Revistas e Jornais Cientificos. Por esta ser a
expressao da minha vontade declaro que autorizo o uso acima descrito sem que
nada haja a ser reclamado a titulo de direitos conexos a minha imagem ou a

qualquer outro.

Londrina, de de 20 .

Assinatura
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ANEXO 3 — Questionario Pacientes

IDENTIFICACAO DO PACIENTE DATA:
Idade: Sexo:
Profissdo: Escolaridade:
Cidade:
Pratica exercicio Qual exercicio:
Fica muito em pé: Fica muito tempo sentado:

> Questionario

Perguntas sobre sua satde

Vocd tem algum desses problemas vasculares? (pode marcar mais do que um, se for o caso)
l:l Dor nas pernas I:l Varizes |:| Vasinhos/microvarizes |:| Inchago |:| Trombose |:| Ulcera/ferida

l:l Dor para caminhar I:l Estenose de a. cardtida l:l Aneurisma l:l QOutros

Vocé tem ou ja teve alguma dessas doengas? (pode marcar mais do que um, se for o casc)

l:l Hipertensio I:I Diabetes I:I Problemas de coragdo l:l Infarte do miocardio I:I Trombose I:I Obesidade

l:l Depressio I:l Céancer |:| Ansiedade l:l AVC (derrame) |:| Hipotireoidismo

Viocd uza algum medicamento de uso continuo? (Ex. para controlar pressio, diabetes, colesterol, varizes etc). Se sim,

Qual (is)?
Vocé 4 fez alzuma cirurgia? [ Jsim [ ] Néo Sesim, qual?
Vocé i4 foi internada em hospital? [ Isim [ |Nio Sesim qual motive?

Vocé tem alguma alergia? I:l SInM I:l NAO Se sim, a qual agente ou medicamento?



Vocé fuma? |:| SIM |:| NAO Sesim, quantos cigarros por dia?

Se voce fiumava: ha quanto tempo parou? anos. Por quanto tempo fumou?

Algum parente tem (teve) vanzes' vasinhos? l:l 3IM l:l NAQ  Quem?

anos
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Algum parente tem (teve) trombose? I:l SIn I:l NAO  Quem?

Algum parente tem (teve) dlcera nas pernas? |:| SIn l:l NAO  Quem?

Algum parente tem (teve) diabetes? [ []sm [ | NAO Quem?

Se vocé for MULHER, rezponda as questdes abaixo:

Voce teve quantas gestagdes? Teve algom aborto natural?
Vocé toma anticoncepcional? |:| SIM |:| NAOD Qual?
Voce {2 esta na menopausa? |:| S |:| NAO

Se sim, toma terapia de reposicio hormonal? [ | SIM [ ] NAO  Qual?

Habitos Alimentares

Marque qual a frequéncia que consome osalimentos: 0, 1, 2, 3 cu 4
vezes, pordia (D) OU PorSemana (5) ou Por més (M)

Tipo de alimento D 5 M

Arroz branco, batata inglesa, macarrdo
Arroz oumacarrao integral, quinoa em graos

Feijdes, lentilhas, grio de hico

Peixes: salmdo, atum, truta

Carnevermelha

Aves

Ovos

Batata doce, Aipim, Abdbora; inhame

Couve, espinafre, ricula, alface

Couve flor, brécolis, abobrinha,

Sopas e saladas

Castanhas e sementes

Frutas (secas ou frescas)

Semente de Linhaca; chia, farelo de aveia,

Leite, logurte, Queijo,

P3o de forma ou francés ou cerealmatinal

P3o artesanale produtos com farinha integral

IDENTIFICACAO DO PACIENTE DATA:
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Embutidos (blanquet, presunto)

biscoito crakers, barra de cereal,
Cookies, bolo; balas, biscoito recheado

Scbremesa  Exemplo:
Refrigerantes, sucos de caixinha, gatorade

Alimentos prontos congelados-pizza, lasanha
Alimentos orgdnicos:o Nunca o 25% o 50% o 75% o 100%

Bebida alcodlica: o Sim o Mo Qual tipo?
Quantasvezesporsemana? CQuantidade?

Declaro que as informacgdes que prestei acima sdo verdadeiras e que tive oportunidade
de esclarecer as duvidas que apareceram durante o preenchimento dessa ficha

Nome completo Assinatura

IDENTIFICAGAO DO PACIENTE DATA:
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gravidade, como o didmelro das varizes, pigmentagio da pela, lipodermatoesclarose, atrolia branca e
inflamagao local, como eczema, eritema, celulite. Porém, alguns estudos mostram que mesmo agueles
pacientes com pequenas alleragies como lelangiectasias menores podem evoluir para ulceragdes. Dessa
forma, entendemos que o processo inflamatdno esta associado com a IVC e com a evolugdo dela,
necassitando redirecionar novas pesquisas para se concentrar na investigagio dos marcadores sanguineas
circulantes nas IVC inicial e grave. A Okcera venosa @ o resullado de uma série intrincada de eventos
palologicos envalvendo hemodindmica, alleragoes celulares @ blomaoleculares de macro e microcirculagio,
que 530 evenltuaimanle ransmilidos para a pale. Mesle quadro complexo, o achado comum & a presanga de
hipartensao venosa. Varios fatores predisponantes (por exemplo, idade avancada, sexo feminino,
pradisposigao gendélica, histdrico familiar, gravidez, niveis de estrogénio, obesidade, posicdo prolongada —
muito tempo em pé ou sentado - a falores ambiantais/ocupacionais t8m sido destacados para promover a
hipertens&o venosa. Do ponlo de vista elioldgico, a IVC pode ser resultado conglnilo primario, ou dislirbios
sacundarics. Predisposigies genélicas, doangas comao Klippal-Trenaunay, Park-Weber e sindromes de
Ehlers-Danlos & mulacies genélicas CADASIL & FOXC2, apesar de estarem presentes ao nascer,
manifesta-se com significAncia dinica mais tardiamente. Outros pacientes sem distdrbios congénilos podem
zer alelados pela IVC primaria, e danos na parede das veias e valvulas podem aparecer anles do
desanvolvimenio clinlcamente de hiperiensSo venosa reconhecida. Por oulro lado, a presenca de oulras
condicdes adquiridas (por exemplo, obstrugdo Venosa — trombose wenosa) poderla predispor ao
desanvaolvimento de uma insuficléncla venosa secundaria. Na fisiopatolegla, o acimulo de sangue venoso
devido & disfungio da valvula juntamente com o aumenio da pressdo venosa nas paredes da veia leva a
uma alteracdo do estresse fisiclégico, que normalmente mantém a fAuidez sanguinea e inibem a ligagdo com
as células sanguineas. Essas forgas de estresse mecanico alteram a integridade do endotélio, tanto
interrempende a camada protelora do glicocalix & promovendo ativacao de células endoteliais. A ativacio
celular andolelial ocorre abravés da expressdo de moléculas de adesdo (por exemplo, ICAM-1, VCAM-1 8 E-
salectinas) e pela libaragdo de moléculas quimicatrativas que lavorecem o recrutamenio, apago @ migracao
de calulas brancas deniro da parede venosa e lecido interslicial. Como conseguéncia, as moléculas de
adesdo profiferam & perdem sua capacidade de sintetizar fibras de colageno, resullando assim no
aparecimento de dreas hipertrdficas. com contrariedade reduzida, sumento da rigider e elasticidade
prajudicada, que pioram completamente a capacidade da parede venosa de responder a pressdes venosas
aumeritadas & preservar a fisiologia, farendo com que ocofram as alleractes de pele e dlceras A avaliagio
das varizas progradiu muito nas diimas 2 décadas com
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a ampla disponibilidade de ulltrassonografia doppler. O tralamento das varizes lambém sofrau grandes
mudangas com a intredugdo de lécnicas de ablagdo andovenosa perculdnea, incluindo laserterapia
endovenosa (EVLA) e ablagio por radielrequéncia (RFA) e esclerolerapia liguida ou com espuma.
Tratamenlo cinbrgico abarlo com flebectomia (retirada) das salenas realizado sob anesiesia com blogueio
(raguianestesia) tem sido largamente substituide por procedimentos parcutinecs baseados em tratamentos
ambulatoriais que podem ser reallzados sob anestesia local ou tumescante com resullados similares, mas
com menos desconforlo para o paciente, melhorando a qualidade de vida da paclenta no pds-operatario e
relomo precoce ao trabalho. Segundo a OrganizacSo Mundial da Satde (OMS), as ulceracbes represaniam
9% de loda mortalidade global, com muito mals ndmeros de Intemagdes associadas a emergéncia em
comparacao com outras causas de mortalidade. A cicatrizagdo da ferida prossegue atraveés de guabro fases:
homeostase, inflamacdo, proliferacdo e remodelacdo. Embora os eventlos complexos de cicatrizagao de
feridas tenham sidoe histolegicamente bem caractarizados, uma compreensdo abrangente de evanios
bioguimicos e celulares que controlam a cicatrizacio normal e patobbgica da ferida ainda estd em estudo. A
interrupcio da homeosiase & uma caracteristica comum de varias condigdes paloldgicas’. A espécies
realivas de axigénio e da nitrogénio (ROS e RNS, respectivamante) sdo produzidas por pralicamenta lodas
as células e tecidos. Fonles de ROS e RNS incluem a cadeia respiratdria milocondrial, processos de
auloxidacio, NADPH oxidase, e sintese de dxido nitrico (NOS). Os papéis lisiclogicos da ROS e RNS
incluem, mas nao se limitam & defesa do hospedeiro. Ocorma tambémdurante o exercicio, vasodilatagio,
requlagio da transcricio e crescimento celular, apenas para citar alguns. A sinalizacio dos papéis de ROS
& ANS requerem profeinas de sensor oxidativo, como ativador proteina 1 (AP-1, um heterodimearo de c-Jun
e c-Fos), falor de choque térmico 1 (HSF1) ou Keap-1. Além dissa, uma extensa defesa antioxidante
composia por pequeanocs antioxidanies moleculares e enzimaticos (por exempla, glutationa, dismulase de
superdxida, calalase e glulaliona-peroxidase opera pafa pravenic danos leciduals causados por ROS/RNS.
0 eslimulo local da resposta infllamalana na Insuficiéncia Venosa Cronica @ mediado pelas moléculas de
adesdo inlercelular (ICAM-1), ciloquinas como interleucina (IL-6 e B) e fator de necrose tumoral (THF). A
geracio de ROS e proteases por neulrdlilos facilila a digestdo do malerial fagecitado e, portanio, faz parte
do reparo normal das feridas. Mo enianto, acredila-se que em feridas crinicas a alividade dos neutrdfilos
aumenta e ha uma producdo excessiva de proleases e ROS. Esses processos foram proposios como
contribuidores para a clecatrizago prejudicada de feridas crinicas. O papel de espécles oxidalivas
produzidas por outros tipos de celulas particularmente macnifagos, durante o periodo de clcalrizagdo

necessita de mais
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invastigacao, assim como a real relagdo entre o eslresa oxidalivo e a IVC que alualmente ndo &
adequadamente relatada na literalura.

MATERLAIS E METODOS: Apds aprovacio do comild de élica em pesquisa cienlifica, serdo avaliados um
lotal de 300 pacientes parlicipantes em um periodo de 4 anos (amoslra por conveniéncia). gue serdo
divididos am 2 grupas para avaliagio, IVC sem apresentar dlcera & sem apresantar alteracio da pale & VT
apresantando Glcera da diferenles graus nos membros infericres. Dades de prontusno serdo wlilizados para
a caraclefizacio clinico-demografica e sera aplicado um questlionario para caraclenzagado dos habilos e
eslilo de vida dos participantes. Serdo leilas colelas de sangue para avaliagio do eslresse oxidalive alravés
de gquaniificacio de lipoperdxidos por HPLC e por guimiluminescéncia, peroxidacio de proteinas pela
medida de proteina carbonilica e niveis de tiol tolal por espectrofolometria e determinagdo de capacidade
antioxidanie total.

Hipdtesa: O aumenio do eslresse oxidativo parlicipa ativamente da evolugdo da insuficl&éncia venosa
cronkca.

Critérios de exclusSo: Geslantes, manores de 18 anos, pacientes acamados, pacienles com tkcera
diabética, pacientes que tiveram ou 1&m cancar, trombose, insuficiéncia cardiaca congestiva efou
insuficiéncia renal avangada.

Critérios de inclusdo: serdo convidados a parlicipar do estudo pacienles acima de 18 anos e gque
apresenlam VG com ou sem indicagdo cirdrgica.”

Objetive da Pasquisa:

Objetivo Primario:

Caraclerizar o astiesse oxidative sistémico de pacientes com IVC {Iinsuficiéncia venosa cronica) que
apresentam ou ndo dlcera venosa.

Objetive Secundario:

1. Comparar os mancadores de eslresse oxidalivo de pacienies com e sem (lcera venosa em membros
inferioras,;

2. Relacionar o estresse oxidalivo com a capacidade de reparoicicalrizacio da (dcera.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

"Riscos: sfo minimos, & 580 decorrenles da colela de sangue que pode lrazer algum desconforto
(hamatoma ou dor). Todos os pacientes ser@o onentados 3 colocar uma compressa fria caso aigum desses
desconfortos coorram. Além disso, a colela sera realizada por profissional altamente capacitado (enfermairo
ou lécnlco hospitalar qualificado), @ dentro do ambiente hospitalar ou da dinica médica. Mo momenio da
coleta, a Dra. Alanna Huk estard presenie a podera assislir ao participanie caso alguma intercorréncia
ocorfa.
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Banaficios: com esse projeto poderemos compreender malhior o papel do estresse oxidativo na cicatrizacdo
das dlceras vanasas, assim como a sua parficipagdo no desenvolvimenio ou ndo desla complicagio,
podendo ser basa para a lomada de decisfo no ratamento complamentar da VC."

Comentarios e Consideragtes sobre a Pesquisa:
0 estudo & relevante.

Consideragbes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

1. Foltha de Rosio

. Todos o3 campos preanchidos @ devidamenle assinada pelo Chele de Deparlamento de Ciéncias
Patalogicas.

2 Orcamanto

. Informa em orcamento detalhado o valor de RS 45540 e acrescenta que "os laboratdrios de Palologia
Molecular & Fisiopalologla e Radicais Livres, da UEL contam com os materiais de consumo necessarios
para a realizacdo da malor parle do projeto. Esses materlals foram adquiridos através de editals aprovados
anteriormenta que possibilitaram inserir as analises previstas nesse projelo como rotina no laboratono.”®

3. Cronograma

. Infarma infcio do esludo em 0102022

4. Riscos & Benelicios

. Foram adequadamenta descritos nas informagies basicas e no TCLE incluindo as providéncias que serdo
lomadas para minimizar os riscos, descrilos coma minimos.

5. Anuéncia das instituigies coparticipanies

. Anexadas as aulorizagies devidamente assinadas das seguintes insliluicdes: Hospital Santa Alice,
Cismapar, Consultério Dra Alanna Huk e Clinica Vasculon.

6. TCLE

. Apresenia lodas a5 exigéncias normalivas.

7. Termo de Confidencialidade & Sigio

. Informa uso de fonte secunddria de dados (prontudrio madico) e apresentou termo sob assinatura da
pesquisadora principal.

B. Questiondrio & escalas

. Faram apresentados como anexos na Brochura do Investigador.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:
Mo foram cbservados obices élicos nos documentos do estudo.
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Considéragdes Finais a critério do CEP:

Prazadola) Pesquisadar(a),

Exte & seu parecer final de aprovacdo, vinculado ao Comité de Efica em Pesqguisas Envolvendo Sares
Humanos da Universidade Estadual de Londrina. E sua responsabilidade apresenta-Lo aos drg3os elou
instituigies perlinentes.

Ressaltamos, para infcio da pesquisa, as seguintes atribulgdes do pesquisador, conforme Resolugio CHS
4662012 & 510/2016:

A responsabilidade do pesquisador & indelegavel e indedlinavel & compreende os aspectos élicos e legais,
cabendo-lhe:

- conduzir o processo da Consentimento @ de Assentimanto Livre e Esclarecido;

- apresantar dados solicitados pelo sistama CEPICONEP a gualquer momenio;

- desenvohver o projeto conforme delineado, justificando, quando ocormidas. & sua mudanca ou intermupgio;

- alaborar e apresantar os relaldnios parciais e final;

- manter o5 dados da pasguisa em arguive, fisico ou digital, sob sua guarda e responsabilidade, por um
periodo minimo de 5 (cinco) anos apds o @rmino da pesguisa;

- ancaminthar os resullados da pasquisa para publicacdo, com os devidos crédilos aos pesquisadores e
pessoal tacnico inlegrante do projeto;

- justificar fJundamentadamante, perante o sistema CEP/CONER, imerrupcio do projeto ou a ndo publicacio
dos resullados.

Coordenagin CEP/UEL.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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™ Tipe Documento | Arauivo Postagem Autor Siiuacdo
Informagdes Basicas| PE_INFORMACOES_BASICAS DO P | 14/07/2022 Aceito
do Projeto ROJETO 1883799.0d! 16:50:16
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