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RESUMO

Introducéo: A insuficiéncia venosa cronica (IVC) é caracterizada por disfuncdo do
sistema venoso secundaria a hipertensdo venosa, causada por incompeténcia valvar
e/ou obstrucéo do fluxo venoso, mais comumente nos membros inferiores. Fatores de
riscos associados ao desenvolvimento da insuficiéncia venosa, como historia pessoal
de trombose e embolia venosa ou pulmonar, relacionadas também a habitos
posturais, como a hipertensdo venosa causada por ortostatismo (ficar em pé ou
sentado por longos periodos), obesidade, idade, sexo, estilo de vida, trabalho, dieta,
uso de hormdnios, gravidez, historia familiar e muitos outros. Subtipos de mondcitos
sdo atraidos para os tecidos inflamados por mediadores quimiotaticos, tais como
produtos da histamina, do complemento, leucotrienos, dentre outros. Por se tratar de
uma doenca inflamatoria, acredita-se que exista uma associacdo de IVC com o
fenotipo dos subtipos de mondcitos (classicos, intermediarios e n&o-classicos).
Objetivo: ldentificar, quantificar e caracterizar fenotipicamente subtipos de mondcitos
em pacientes com Insuficiéncia Venosa Cronica. Métodos: Trata-se de um estudo
tipo caso-controle. Foram avaliados pacientes que se internaram para realizacéo de
Cirurgia de Varizes de Membros Inferiores na Santa Casa de Misericordia de Santo
Amaro. Além disso, houve um grupo controle, sem Insuficiéncia Venosa Cronica.
Foram excluidos os pacientes que nao apresentaram condicdes clinicas adequadas
para responderem aos instrumentos de pesquisa (como, por exemplo, confusao
mental). Os subtipos de mondcitos (classicos, intermediarios e ndo-classicos) foram
avaliados por citometria de fluxo, com base na expressédo de proteinas de superficie
celular (CD14 e CD16). Resultados e Discussao: Apos analise dos mondécitos nao-
classicos, intermediarios e classicos, respectivamente, as médias (erro-padrdo das
meédias) nos grupos caso foram 4,66% (0,26), 46,79% (1,70), 39,52% (1,46). No grupo
controle, as médias (erro-padrdo das médias) foram 3,06% (0,22), 56,98% (2,61),
32,92% (2,25). Apés comparacdo entre os grupos, houve maior porcentagem de
monacitos classicos e ndo-classicos e menores niveis de monadcitos intermediarios no
grupo caso (p=0,019; p<0,0001 e p=0,002, respectivamente. Teste de Mann-Whitney).
Até onde se tem conhecimento, ndo hé trabalhos na literatura que tenham comparado
subtipos de mondcitos em pacientes com e sem Insuficiéncia Venosa Crénica. O
processo inflamatério associado a patologia pode justificar o aumento de mondcitos
classicos (inflamatorios); os niveis elevados de monécitos néo-classicos
(antiinflamatorios) requerem estudos adicionais, porém podem se associar a tentativa
do organismo de conter o processo inflamatorio, jA que essas células tém a
capacidade de remover debris das vasculaturas comprometidas pelo processo
inflamatorio. Mondcitos intermediarios tém sido considerados células em um estagio
transitorio de diferenciacdo, podendo originar os demais subtipos, de acordo com o
microambiente ao qual os pacientes estdo submetidos. Conclusédo: O processo
inflamatorio associado a Insuficiéncia Venosa Cronica modula o fenétipo dos subtipos
de mondcitos.

Palavras-chave: Insuficiéncia Venosa Croénica, Inflamacgéo, Subtipos de mondcitos.



ABSTRACT

Introduction: Chronic venous insufficiency (CVI) is characterized by dysfunction of
the venous system secondary to venous hypertension, caused by valve incompetence
and / or obstruction of the venous flow, most commonly in the lower limbs. Risk factors
associated with the development of venous insufficiency, such as a personal history of
thrombosis and venous or pulmonary embolism, also related to postural habits, such
as venous hypertension caused by orthostatism (standing or sitting for long periods),
obesity, age, sex, lifestyle, work, diet, hormone use, pregnancy, family history and
many others. Monocyte subtypes are attracted to inflamed tissues by chemotactic
mediators, such as histamine, complement products, leukotrienes, among others. As
it is an inflammatory disease, it is believed that there is an association between CVI
and the monocyte subtype phenotype (classic, intermediate, and non-classical).
Objective: To identify, quantify and phenotypically characterize monocyte subtypes in
patients with Chronic Venous Insufficiency. Methods: This is a case-control study.
Patients who were admitted to perform lower limb varicose vein surgery at Santa Casa
de Misericordia de Santo Amaro were evaluated. In addition, there was a control group
with no chronic venous insufficiency. Patients who did not have adequate clinical
conditions to respond to the research instruments (such as mental confusion) were
excluded. Monocyte subtypes (classical, intermediate and non-classical) were
evaluated by flow cytometry, based on the expression of cell surface proteins (CD14
and CD16). Results and Discussion: After analyzing the non-classic, intermediate
and classic monocytes, respectively, the means (standard error of the means) in the
case groups were 4.66% (0.26), 46.79% (1.70) , 39.52% (1.46). In the control group,
the means (standard error of the means) were 3.06% (0.22), 56.98% (2.61), 32.92%
(2.25). After comparing the groups, there was a higher percentage of classic and non-
classic monocytes and lower levels of intermediate monocytes in the case group (p =
0.019; p <0.0001 and p = 0.002, respectively. Mann-Whitney test). As far as is known,
there are no studies in the literature that have compared monocyte subtypes in patients
with and without chronic venous insufficiency. The inflammatory process associated
with the pathology may justify the increase in classic (inflammatory) monocytes; the
elevated levels of non-classical monocytes (anti-inflammatory drugs) require additional
studies, but they can be associated with the body's attempt to contain the inflammatory
process, since these cells have the ability to remove debris from the vasculatures
compromised by the inflammatory process. Intermediate monocytes have been
considered cells in a transient stage of differentiation, and may originate the other
subtypes, according to the microenvironment to which the patients are submitted.
Conclusion: The inflammatory process associated with Chronic Venous Insufficiency
modulates the phenotype of monocyte subtypes.

Keywords: Chronic Venous Insufficiency, Inflammation, Monocyte subtypes.
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1. INTRODUCAO

1.1 Insuficiéncia venosa crbnica

A insuficiéncia venosa cronica (IVC) € caracterizada por disfuncdo do sistema
venoso secundaria a hipertensdo venosa, causada por incompeténcia valvar e/ou
obstrucdo do fluxo venoso, mais comumente nos membros inferiores (MMII). E uma
doenca de evolucdo lenta e de baixa letalidade, uma afeccdo bastante comum na
populacdo jovem e de meia idade, principalmente em mulheres, sendo sua
prevaléncia progressiva com o aumento da idade. As veias varicosas atingem um
terco da populacéo de ambos os sexos entre 18 e 64 anos, uma vez que afeta pessoas

de diferentes faixas etarias, podendo acarretar sérios problemas socioecondmicos?.

Além do comprometimento estético, a IVC pode causar sinais e sintomas de dor,
sensacao de peso nos membros inferiores e céibras que resultam em complicacdes e
sequelas, que podem levar a reducdo da capacidade funcional do individuo,
influenciando negativamente na qualidade de vida dos pacientes, levando em
consideracao fatores clinicos, etiolégicos, anatdmicos e fisiopatoldgicos (CEAP), a
classificacdo da IVC consiste no diagndstico mais completo com o0s quais permite-se
caracterizar o quadro da doenca de acordo com sua progressao, considerando que
0s sinais e sintomas da IVC podem ter influéncia negativa entre a gravidade da IVC e
a piora na qualidade de vida dos individuos?.

A histéria clinica e um meticuloso exame fisico fornecem o diagndstico de IVC
grave devido a presenca de suas caracteristicas como hiperpigmentacdo, edema,

Ulceras ativas ou cicatrizadas.

Com relagédo aos critérios etiologicos e patoldgicos, a classificacdo clinica é
dividida em: CO (sem sinais de doenca venosa), Cl (telangiectasiase veias
reticulares), C2 (veias varicosas), C3 (edema), C4 (alteracbes subcutaneas; divide-se
em Cda, que representa alteracbes na pigmentacdo e eczema, e C4b,
lipodermatoesclerose e atrofia branca) C5 (Ulcera de estase cicatrizada) e C6 (Ulcera
de estase aberta). Com uma alta prevaléncia mundial a IVC, varia de menos de 1 a

73% em mulheres e de 2 a 56% em homens, enquanto a sua prevaléncia no Brasil
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varia de 41,25 a 62,79% nas mulheres e de 13,97 a 37,9% nos homens, tendo, porém,
uma grande variedade de incidéncia considerando os fatores que predispde: Sao
classificados clinicamente como de classe 1 e 2, respectivamente, 0s pacientes
portadores de varizes e veias reticulares, e o tratamento mais empregado para essas
classes € o cirargico por mini incisbes para as colaterais e perfurantes, e a
safenectomia parcial quando indicada, além do tratamento da croca das safenas

quando insuficiente?.

1.2 Epidemiologia

Quanto a epidemiologia de pessoas afetadas pela IVC, tem sido atribuidos
vérios fatores para o aparecimento de varizes nos membros inferiores (MMII),
destacando entdo a gravidez e a obesidade ambas as duas nas mulheres,
considerada por alguns autores como fator relevante para o desenvolvimento das
varizes dos membros inferiores a obesidade acaba sendo entdo o maior problema de
saude publica em todos os paises industrializados e desenvolvidos, bem
caracterizado nas mulheres em idade avancada, histérico familiar de varizes dos

MMII, e uso de hormonios.*

A partir da terceira década de vida, atingindo entdo o individuo em plena
maturidade, quando a sua capacidade de trabalho é maior, a incidéncia da IVC é mais
alta. No Sistema Unico de Salde (SUS), a IVC ¢é a 142 causa de afastamento
temporario do trabalho, e a 322 de invalidez permanente. Diversos estudos
epidemioldgicos mostraram que as varizes, na maioria das vezes, sao bilaterais, e
guando unilaterais ndo existem diferencas na frequéncia de aparecimento entre 0s

dois membros.®

1.3 Fisiopatologia

O funcionamento adequado do sistema venoso periférico depende de uma
série de valvulas unidirecionais e bombas musculares, que promovem uma boa
circulacdo venosa, a triade de Virchow explica a fisiopatologia da IVC, com a estase
venosa, lesao endotelial e a hipercoaguabilidade. A IVC desenvolve quando a presséo
venosa € aumentada e o retorno venoso € prejudicado por varios mecanismos.

Hipertensdo venosa ndo diminuida pode resultar em alteracbes dérmicas com
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hiperpigmentacéo, fibrose de tecido subcutaneo, denominada “lipodermatosclerose” e

eventual ulceracao®.

A estase venosa € vista como o principal fator predisponente da IVC, levando
ao aumento da quantidade de sangue dentro das veias decorrente da diminuigdo do
fluxo sanguineo, dilatando-as passivamente, e uma reducdo consequente da
velocidade do fluxo sanguineo,® causando entdo uma perturbacgéo do fluxo laminar e
um depadsito celular constituido por uma rede de fibrina que prende tais elementos,

predispondo a formacéo de uma trombose venosa profunda (TVP)’.

Anormalidade nas fun¢des da bomba muscular da panturrilha desempenham
um papel significativo na fisiopatologia da IVC, e a doenca pode continuar progredindo
quando o tratamento nédo é adequado?®.

1.4 Fatores derisco associados a IVC

Vérios fatores de risco tém sido associados ao desenvolvimento da IVC, como
histéria pessoal de trombose e embolia venosa ou pulmonar, relacionados também a
habitos posturais®, como a hipertensédo venosa causada por ortostatismo (ficar em pé
ou sentado por longos periodos), obesidade, idade, sexo, estilo de vida, trabalho,

dieta, uso de horménios, gravidez, histéria familiar e muitos outros?©,

Estudos tém mostrado que o exercicio fisico pode ter uma série de beneficios
como reduzir o edema dos membros inferiores; melhorando o desempenho
hemodindmico do musculo da panturriiha por meio do fortalecimento desses
musculos; e aumentando a aptidao cardiorrespiratéria, com beneficio na capacidade,
qualidade de vida e reducéo dos sintomas da IVC. Exercicios como alongamento e
fortalecimento de musculos dos membros inferiores associados com exercicios
aerobicos que visam melhorar retorno venoso, como por exemplo a caminhada, pode
ser util na prevencéo da progresséo da doenca. Os estudos relacionados ao efeito do
exercicio fisico devem considerar tipos de protocolos (intensidade, frequéncia e
tempo), tamanho da amostra e homogeneidade de acordo com a gravidade da

doencall,
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A IVC é identificada na maioria dos idosos no estagio clinico avancado, pois a
incidéncia e a gravidade da trombose venosa profunda sdo aumentadas com a idade.
No entanto, hoje o significado destas doencas na populagéo idosa ainda est4d mal
compreendido, decorrente disso a qualidade de vida € negativamente afetada nos
pacientes. A idade, a imobilizacdo e a obesidade sao os principais fatores de risco

para o desenvolvimento da IVC nos idosos'?.

Varios estudos também sugeriram um componente genético que contribui para
a frouxidao das paredes das veias. A regulacdo desses genes pode estar implicando
no desenvolvimento de varizes nas veias. Isto € feito comparando RNA de varizes e
veias normais, os niveis de RNA do tecido fornecem padrdes de expressao

examinando genes especificos no tecido doente!s.

Os fatores genéticos responsaveis pelo desenvolvimento da IVC séo
promissores, mas requer um trabalho mais aprofundado para validar as evidéncias

existentes!.

Nos pacientes obesos e sobrepesos, além da maior compressdo das veias
abdominais pelo aumento do volume abdominal, os hébitos de vida sedentarios
também podem estar relacionados ao desenvolvimento das varizes dos membros

inferiores por ineficiéncia da bomba muscular da panturrilha?®®.

A flebesidade € outro fator de risco entre a obesidade e a IVC, pois apresenta
evidéncia na relacéo fisiopatolégica e clinica, descrevendo a relacdo entre obesidade
e doencgas venosas. Sugerindo entdo que a obesidade e seus fatores podem ser
importantes na etiologia dos sintomas "venosos" comuns, associando um paciente

obeso a um pior quadro clinico®.

A IVC apresenta uma alta prevaléncia mundial, tendo, porém, uma grande
variedade de incidéncia dependendo dos fatores considerados. A prevaléncia varia de
menos de 1 a 73% em mulheres e de 2 a 56% em homens, enquanto no Brasil a sua

prevaléncia varia de 41,25 a 62,79% nas mulheres e de 13,97 a 37,9% nos homens?'’.
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Essas diferencas podem ser explicadas pelos distintos critérios usados para
definicdo da IVC, e pelas pessoas que vivem em regides mais desenvolvidas que
correm maior risco porque estdo expostos a um estilo de vida sedentario, um baixo

consumo de fibras e constipacéo?®.

Os fatores hormonais associados sao resultados decorrentes da frequéncia
maior entre as mulheres. Pois deve-se considerar que as mulheres procurem mais por
tratamentos um desses reflexos sé@o as razdes estéticas, procurando por tratamento

trés vezes mais do que os homens?'®.

A doenca venosa periférica quando associada ao diabetes que afeta de 2% a
5% das popula¢des ocidentais, as complicacdes clinicas do diabetes podem alterar a
funcao e estrutura vascular, apresenta maior risco de complicacdo com aparecimento
de Ulceras de membros inferiores. Muitas das complicacbes clinicas do diabetes
podem ser atribuidas a alteracfes na funcéo e estrutura vascular, consequentemente

levando a uma ulceracéo, lesionando o 6rgéo final irrigado e morte?°.

Outro fator de risco importante da IVC refere-se as questfées socioeconémicas,
embora ndo haja evidéncia da relacao direta com a causa ou efeito da doenga venosa
em relacdo ao trabalho, tais como longos periodos na mesma posicdo sendo em pé
ou sentado, segundo o consenso atual na opinido médica relaciona o trabalho ao

quadro clinico e o desenvolvimento da IVC?L,

Um estudo mostrou que a alta prevaléncia de ortostatismo prolongado pode
estar relacionada a pacientes portadores de IVC que permaneciam por mais tempo
sentados durante o periodo de trabalho, quando comparados a individuos sem a
doenca. A maioria dos pacientes avaliados eram do sexo feminino, com idade maior
que 40 anos, sedentarios e nao apresentavam sobrepeso ou obesidade,
desenvolviam atividades laborais com ortostatismo prolongado e tinham baixa

escolaridade??.
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O funcionamento inadequado da bomba muscular da panturriiha € outra
complicacdo que contribui para a IVC, ou seja, qualquer processo que atrapalhe o
bom funcionamento da musculatura da panturrilha dificulta a circulacdo venosa,
associada ou ndo a disfuncao valvular, é responsavel entdo pela hipertensdo venosa,
acumulando excessivamente no tecido subcutaneo liquido e fibrinogénio resultando
em edema, lipodermatosclerose e por fim ulceracdo. Estudos mostraram que, a
influéncia do fortalecimento da panturrilha obteve bons resultados em pacientes
portadores de IVC, auxiliando na recuperacao dos problemas venosos decorrente da

melhora da funcdo muscular da panturrilha?.

1.5 Diagnéstico e Tratamento

O diagnostico da IVC é clinico, por meio da anamnese, exame fisico e
complementares. Considerados entdo os principais sinais e sintomas da IVC como
formigamento, inchaco, dor, queimacéao, sensacao de peso, cansaco de MMII, céibras
musculares, e fadiga. Os sintomas tendem a se acentuar durante o dia, apos longos

periodos em ortostase e melhoram com a elevagdo dos membros?*.

E feita a anamnese contendo ent&o a queixa e duracéo dos sintomas, habitos
de vida, doencas vasculares anteriores especialmente a TVP, dentre outros. Em
seguida, o paciente deve ser examinado em pé (dez minutos) para observacao dos
MMII. Pode-se também, detectar se a dilatacdo das varizes é resultado de refluxo e
dilatacdo do sistema das veias safenas internas ou das externas por meio de
manobras especiais, ou, eventualmente, se decorre de veias perfurantes

insuficientes?®.

Na avaliacdo clinica procuram-se sinais de IVC, com inspecdo dos membros
inferiores desde os pés até a virilha, o exame fisico deve ser iniciado apds alguns
minutos de ortostatismo com o paciente em pé, em uma sala contendo temperatura
ambiente adequada e boa iluminacéo, facilitando entdo na hora do profissional
avaliador definir a localizacdo, o tamanho, a distribuicAo das veias varicosas,
alteracOes de pele (hiperpigmentacao), presenca e quantificagcdo do edema, atrofia
branca e Ulceras cicatrizadas ou abertas. Apdés 0 exame em ortostatismo, o restante

do exame é concluido em decubito dorsal, inclui todas as faces de ambos os membros
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inferiores, que sado avaliados individualmente e em seguida comparados um em

relacdo ao outro?®.

O tratamento € baseado no exame fisico, o cirurgido vascular vai optar pelo
melhor e mais adequado tipo de tratamento das varicosidades. A cirurgia é o Unico
tratamento com dados de eficacia em longo prazo, outros tratamentos menos
invasivos sdo associados com menor deficiéncia e menos dor?’. O tratamento vai
depender do tipo de varizes, as telangectasias e as veias reticulares séo tratadas por
meio da escleroterapia com injecao de substancias irritantes ao endotélio venoso, as
veias varicosas sao tratadas por procedimentos cirlrgicos, retirando as veias
dilatadas e as safectomias com a interrupgéo dos pontos de refluxo interno e externo

e de eventual ligadura das veias perfurantes insuficientes?®.

1.6 Inflamacgéo

Classicamente dividida em aguda e crénica, a inflamacao envolve uma série de
interacbes moleculares, uma reacdo do organismo a uma infec¢cdo ou lesdo dos
tecidos. A aguda €é a resposta inicial a lesdo celular e tecidual, predominando
fenbmenos de aumento de permeabilidade vascular e migracdo de leucdcitos,
particularmente neutréfilos, com o objetivo principal de eliminar o agente agressor.
Caracteriza-se pelos sinais cardinais da inflamac&o, com uma resposta sistémica na
forma neutrofilica e febre, caracterizando entdo a fase aguda. O segundo estagio é
chamado inflamacao cronica, relacionado a varios tipos de doengas crdénicas como

doencas cardiovasculares?®.

Os fenbmenos da inflamagdo sdo mediados por substancias quimicas
(histamina, cininas, fator ativador de plaqueta, citocinas, prostaglandinas e
leucotrienos), oriundas do plasma, do endotélio, das células do conjuntivo, dos
leucdcitos e plaquetas, cujainteracdo € complexa gerando uma resposta inflamatoria
gue regulam a inflamacéo, estas substancias séo oriundas do plasma, dos leucdcitos,
das plaguetas, do endotélio e do tecido conjuntivo. Os fatores de transcri¢cdo, enzimas
inflamatorias, citocinas inflamatérias e quimiocinas sdo os principais mediadores

moleculares que estdo envolvidas no desencadeamento da inflamagao®°.
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1.7 Subtipos de Mondcitos

Mondcitos sdo grandes células precursoras originadas da medula 6ssea, que
circulam pelo sangue por alguns dias antes de migrarem para os tecidos, onde
amadurecem e desenvolvem diferentes tipos de macrofagos e células dendriticas
(CDs), que desempenham varias funcgdes, principalmente na defesa imunologica,

homeostase e reparo tecidual®..

Os mondécitos foram inicialmente definidos com base na morfologia e
citoquimica e, posteriormente, por citometria de fluxo que foi baseada nas
propriedades de dispersao de luz e em marcadores de superficie celular como CD14
receptor de lipopolissacarideo (LPS) e CD16 (Fc y Receptor Ill), células essas
importantes na inflamacé&o. Baseada na expressao dos receptores lipopolissacarideos
(LPS) CD14 e CD16, foram definidas duas subpopulacdes de mondcitos:
CD14++CD16- e mondcitos CD16-positivo, e posteriormente, foi identificada uma
terceira subpopulacdo (mondcitos intermediarios), que correspondem a um estagio

transitério de diferenciacdo.

Semelhante a outros leucdcitos, como linfécitos, as evidéncias sugerem que a
diversidade de funcbes atribuidas aos mondcitos pode refletir a heterogeneidade
celular e para mondécitos do sangue humano, uma subdivisdo em 3 subconjuntos,
sendo entéo, classico, ndo classico e intermediario, as funcdes sdo especificas de
cada subtipo, diferenciando entre si relativamente ao seu, trafego, tamanho,
expressdo de receptores imunes e quando estimulados a capacidade de se

diferenciar3s.

Monécitos sdo atraidos para os tecidos inflamados por mediadores
guimiotaticos, tais como produtos da histamina, do complemento, leucotrienos, IP-10
("Interferon-gamma-induced protein 10"), e MIP-1 e 2 ("macrophage-inflammatory
protein-1 e 2"). A concentracdo destes fatores aumenta durante a inflamagé&o, quando
convertido em macrofago aumenta a sua capacidade fagocitica e antimicrobiana,
devido ao macréfago apresentar um maior numero de lisossomos o0s quais permitem

assegurar importantes funcdes fisioldgicas3*
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1.7.1 Monocitos Classicos

Os mondcitos classicos (CD14 + + CD16) representam 85% do total do niumero
de mondcitos na circulagdo sanguinea e produzem citocinas como IL-6 e IL-8 e
guimiocinas como CCL2 e CCL3, séo células inflamatorias recrutadas da medula
Ossea e reservatorios esplénicos para locais de inflamacéo ativa, que respondem a
muitos estimulos originado de tecido danificado ou infectado e produz citocinas
inflamatorias, sdo bons ativadores de linfocitos T CD4+. Possuem alta capacidade
fagocitica em relacdo as subpopulacdes de mondcitos intermediarios e ndo classicos

e alta atividade microbicida3°-36,

1.7.2 Mondcitos Nao Classicos

Os mondécitos ndo classicos (CD14 + CD16 + +), considerados os mais
maduros entre as subpopulacdes, por possuirem maior expressdo de CD16,
representam 5 a 10% do numero total de mondcitos circulantes, alguns sao derivados

de mondcitos classicos, mas também podem surgir de forma independente?’.

Mondcitos nao classicos (CD14 + CD16 + +) sdo os maiores produtores de
citocinas pré-inflamatérias, quando comparados com as demais subpopulacdes, sdo
células reparadoras que removem detritos da vasculatura e produzem altos niveis de
fatores anti-inflamatdérios, responsaveis pelo recrutamento de células para o local da

inflamacéo®.

Mondcitos ndo classicos (CD14 + CD16 + +) patrulham ativa e continuamente
o lado luminal do endotélio vascular tanto no estado estacionario quanto durante a
inflamacéo, mostraram fagocitar microparticulas e mediar a remocao de células
endoteliais danificadas na vasculatura. Portanto, podem funcionar para reparar a
vasculatura ou remover lipidios da circulagdo em condi¢cdes inflamatorias
ateroscleroticas prejudiciais, e estudos sugerem que esse subtipo pode reparar a

vasculatura ou remover lipideos do sangue na doenca ateroscleroticas.



21

1.7.3 Mondacitos Intermediarios

Os mondcitos intermediarios (CD14 + + CD16 +) correspondem de 5 a 15% do
namero total de mondécitos na corrente sanguinea, sdo considerados potentes
indutores de inflamacédo, altamente fagociticas que produzem altos niveis de
mediadores inflamatérios e por produzirem alto niveis de TNF e baixos niveis de IL-
10, tem a importante capacidade em algumas condi¢fes, como na remocao de células
apoptoticas, apresentam um grau de maturacao maior do que os mondcitos classicos,
relacionados com a diferenciacdo em macréfagos e células dendriticas. Como os
mondcitos intermediarios eram considerados parte da subpopulacdo de mondcitos
nao classicos, foram negligenciados em diversos estudos anteriores, mas mostraram
relevancia clinica em pacientes com alto risco cardiovascular, onde a contagem de

monocitos intermediarios mostrou-se elevada nesses individuos#.
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2. JUSTIFICATIVA

A Insuficiéncia Venosa Cronica em membros inferiores tem uma alta
prevaléncia na populacdo mundial e brasileira. A avaliacdo de biomarcadores
inflamatorios pode ser atil para uma melhor avaliagdo dos mecanismos

fisiopatolégicos associados a doenca.
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3. OBJETIVO

Avaliar os subtipos de mondcitos em pacientes com Insuficiéncia Venosa
Crbnica internados e submetidos a Cirurgia de Varizes na Santa Casa de Misericordia
de Santo Amaro, e compara-los a um grupo de individuos sem a doenca.
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4. METODOS

4.1. Tipo de Estudo e Populacédo Estudada

Trata-se de um estudo tipo caso-controle. Foram avaliados pacientes que se
internaram para realizacdo de Cirurgia de Varizes de Membros Inferiores na Santa
Casa de Misericordia de Santo Amaro. Além disso, houve um grupo controle, sem

Insuficiéncia Venosa Cronica.

4.2. Critérios de Inclusdo e Exclusao

Serao incluidos no estudo individuos com e sem Insuficiéncia Venosa Cronica
gue estivessem conscientes e organizados no momento da entrevista. Os pacientes
que nao apresentaram condi¢cdes clinicas adequadas para responderem aos
instrumentos de pesquisa (como, por exemplo, confusdo mental) ou que iniciaram a

participacdo e logo desistiram, foram excluidos.

4.3 Obtencao de células mononucleares do sangue periférico

Foram colhidos aproximadamente 15 mL de sangue periférico dos pacientes
em tubos com EDTA (para evitar coagulacao), sendo acrescido Ficoll-Hypaque (Ficoll
Paque Plus, GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, Sweden) e centrifugado a 800
g, 22°C por 20 minutos, havendo separacgao de células mononucleares por gradiente
de concentracdo. Posteriormente, as células obtidas foram lavadas em PBS. Em
seguida, foram adicionados 3 mL de cloreto de amdnio por 2 minutos (para a lise das
hemacias). As amostras foram centrifugadas e foi adicionado 1 mL de solucdo para
congelamento (DMSO + soro fetal bovino); as amostras foram mantidas em nitrogénio
liquido.

4.4 Caracterizacéao fenotipica de subtipos de mondécitos

As células mononucleares do sangue periférico foram centrifugadas e
imunomarcadas por 30 minutos a temperatura ambiente com 0s seguintes anticorpos:
CD14 conjugado com aloficocianina - APC (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA)
e CD16 conjugado com isotiocianato de fluoresceina - FITC (BD Biosciences, Franklin

Lakes, NJ, USA). Como controles foram analisadas células marcadas com os isotipos
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IgG1 APC (BD, Biosciences, Franklin Lakes, USA) e IgG1 FITC (BD Biosciences,
Franklin Lakes, NJ, USA). Imediatamente apés este processo, foi realizada a leitura
em citbmetro de fluxo (FACSCalibur — BD Biosciences, San Jose, USA) com analise
feita pelo software Cell Quest Pro. Os subtipos de mondcitos foram expressos em

porcentagem (%), sendo adquiridos aproximadamente 50.000 eventos.
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Figura 1. Analise por Citometria de Fluxo de subtipos de mondcitos. A) Tamanho
(FSC-H) x complexidade (SSC-H), R1 = regido de mondécitos; B) Amostra marcada
com o0s anticorpos anti-CD14 FITC e anti-CD16 PE, identificando-se trés
subpopulacdes de mondcitos: R2 = Nao-classicos, R3 = intermediarios e R4 =
classicos.
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4.5 Analise estatistica

Para andlise dos dados, foram utilizados testes paramétricos e néo
paramétricos, conforme a natureza das variaveis. Fixou-se o nivel de significancia em
p<0,05.

4.6 Aspectos Eticos

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade

Santo Amaro, sob parecer numero 3.041.271.
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5. RESULTADOS

A Tabela 1 apresenta dados gerais da amostra. No grupo caso (n=47), 98%
eram do sexo feminino; a idade média (desvio-padrdao — DP) foi de 47 (10). No grupo
controle (n=61), 77% eram mulheres, houve uma média (DP) de idade de 50 (14).
Houve maior porcentagem de mulheres no grupo caso (p=0,001, Teste do
Quiquadrado), sem diferencas significantes entre os grupos para idade (p = 0,2; Teste

t ndo pareado).

Tabela 1. Caracteristicas gerais da amostra

Grupo | Sexo feminino, n (%) | Valor de p* | Idade média (DP) | Valor de p#

Caso | 46 (98) 0,001 47 (10) 0,2

Controle | 47 (77) 50 (14)

DP = desvio-padréo
*Teste do Quiquadrado
#Teste t ndo pareado

As figuras 2-4 representam os dados obtidos para os subtipos de mondcitos,
comparando casos e controles. No grupo caso, as médias (erro-padrdo das médias —
EPM) de mondcitos ndo-classicos, intermediarios e classicos foram, respectivamente,
4,66 (0,26); 46,79 (1,70) e 39,52 (1,46). No grupo controle, as médias (EPM), foram,
respectivamente, 3,06 (0,22); 56,98 (2,61) e 32,92 (2,25). Ap6s compara¢ao entre 0s
grupos pelo Teste de Mann-Whitney, foram encontradas aumento de mondcitos néo-
classicos e classicos no grupo caso (p < 0,0001 e p = 0,019, respectivamente) e

redugé@o de monacitos intermediarios (p = 0,002).
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Figura 2. Box-plots representando as porcentagens de mondcitos ndo-classicos nos

grupos caso e controle. Teste de Mann-Whitney, p <0,0001.
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Figura 3. Box-plots representando as porcentagens de mondcitos intermediarios nos
grupos caso e controle. Teste de Mann-Whitney, p = 0,002.
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6. DISCUSSAO

Os mondcitos circulantes constituem uma populacdo heterogénea, com
fendtipos e funcgbes distintas entre as suas trés subpopulacdes. Neste estudo, foi
caracterizado e expresso os subconjuntos de mondcitos (classicos, nédo-classicos e
intermediarios) de amostras de sangue periférico em pacientes com gravidade

variavel de Insuficiéncia Venosa Crénica (IVC).

A tabela de caracteristicas gerais da amostra em relacdo ao sexo, mostrou que
no grupo caso houve um numero maior de casos no sexo feminino (98%) quando
comparado ao grupo controle (77%), relacionado entdo quanto a prevaléncia da IVC,
como no estudo de Mekky et al, no qual mostrou que acomete mais individuos do sexo

feminino em 73%, quando comparado aos homens que a prevaléncia é de 56%*%*.

Em relacdo a idade no grupo caso foi de 47 e no grupo controle de 50, os
resultados do estudo ndo mostrou diferenca significativa, mas em um estudo feito por
Beaglenole et al, encontrou diferenca nas taxas de prevaléncia em relacdo a idade
com a IVC em diferentes populacdes, o estudo mostrou que a prevaléncia de veias
varicosas visiveis foi maior entre brancos hispanicos levando em consideracao a
hiperpigmentacéo, edema e a Ulcera, e sendo menor entre os asiaticos. O estudo de
Beaglenole et al, também resultou em um numero maior de mulheres associada a
IVC#2,

Se tratando da expectativa de vida da populagcdo mundial, que devido a uma
série de fatores esta aumentando, o nimero de pessoas com a IVC esta crescendo,
e 0 aumento da idade faz com que aumente a gravidade e as complicacBes da

doenca®.

No presente trabalho, houve aumento de mondcitos classicos e ndo classicos
e diminuicdo do subtipo intermediario no grupo caso (com Insuficiéncia Venosa

Crbnica) quando comparado ao grupo controle (sem a doenca).

O estudo de Choi et al, evidenciou que a alta contagem de mondcitos classicos
e nao classicos (inflamatorios), foi maior em individuos do sexo masculino do que em

individuos do sexo feminino, sendo entdo um alto risco para a mortalidade. Neste caso
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a contagem de mondcitos € um método facil de medir o alto risco da doenca

cardiovascular®?.

Segundo o estudo de Lee et al, a expressao celular de CD14 e CD16, definem
as funcbes e os fenotipos dos subconjuntos de mondcitos, no qual corrobora que o
subtipo de mondcito classicos (pro-inflamatorio), estédo relacionados e responsaveis
por atuarem na inflamac&o crénica, tendo entdo, uma melhor compreensdo dos

mecanismos inflamatérios para desenvolver futuras estratégias de tratamento®.

Outro estudo que também mostrou um maior nimero de mondécitos classicos,
mas em pacientes hospitalizados com Doenca Arterial Coronariana (DAC) foi o de
Hopfner et al, no qual evidencia a importancia fisiopatoldégica dos mondcitos do
sangue na aterosclerose, e mostra a diferenciacdo de mondcitos classicos para
mondcitos intermediarios. Destarte o estudo corrobora para a importancia dos

mondcitos CD14++ em doencas cardiovasculares*®.

Segundo o estudo de Berg et al, os subtipos de mondécitos (CD14 CD16)
elevados, caracterizam eventos cardiovasculares. Em seu segundo estudo, 0s
resultados mostraram contagens elevadas de mondcitos classicos no grupo caso, em
uma comparag¢ao com o grupo sem a doenca, a porcentagem de monacitos classicos

aumentou no inicio do estudo no grupo com os eventos cardiovasculares*’.

Na doenca Aterosclérotica Cronica o estudo de Krychtiuk et al, descrevem que
0 mecanismo de adesdo de mondcitos para o0 endotélio também predomina a
caracterizacdo do subtipo de potentes mondocitos classicos (pro-inflamatorios),

submetido a um processo inflamatério sendo agudo ou crénico“®.

Passacquale et al, em um modelo experimental de inflamagéao relacionou a
ativacao de plaquetas com um aumento na porcentagem de monadcitos na circulagao
principalmente da subpopulacéo de classicos CD14++ e néo classicos CD16+. Esses
dados evidenciam a modificacdo que ocorrem em mondcitos circulantes, submetido a

um processo inflamatorio, fazendo com que esse fendmeno seja impulsionado pela
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expressao da subpopulacéo de classicos CD14++ e nao classicos CD16+ com a acao

plaquetaria em doencas cardiovasculares favorecendo a importancia dos mondcitos*°.

Apesar de citar as controvérsias sobre a subpopulacdo de mondcitos
intermediarios, o estudo de Lo et al, mostrou uma relacéo positiva para mondcitos
intermediarios (CD14++CD16+), podendo indicar um risco aumentado em pacientes
assintomaticos com placa ou estenose coronaria grave, sendo importante entdo para
medir o alto risco de doenca cardiovascular. Mondcitos intermediarios tém sido
considerados células em um estagio transitorio de diferenciacéo, podendo originar 0s
demais subtipos, de acordo com o microambiente ao qual os pacientes estao

submetidos.>°.

Outra fonte importante associada a Insuficiéncia cardiaca e ao aumento da
idade, Schaenman et al observou que em pacientes mais velhos com um quadro
inflamatorio crénico, os resultados demonstraram um aumento na frequéncia da
subpopulacdo de mondcitos classicos pro-inflamatorios (CD14++CD16-), iSso mostra
que que essa avaliagdo do fendtipo e a expressdo de citocinas torna-se uma
ferramenta importante na identificacdo de fatores de risco para a progressdo e

complicacdes cardiovasculares com o avanc¢o da doenca®?.

Em um estudo que fala sobre o mondcito e a diferenciacdo do macréfago como
subconjuntos que contribuem para a ateogénese, na qual as citocinas podem provocar
mudancas funcionais em mondcitos em um quadro inflamatério, resultando um
namero aumentado de CD14++ por longa duragdo mesmo semanas apds a
eliminacao do agente agressor do organismo, ou por um processo crénico. Resultando
em maior producdo de células imunes, ou seja, 0s mondcitos sdo células chave na
patogénese da Aterosclerose quanto a sua gravidade, e o mecanismo molecular
dessa producdo € essencial para desenvolvimento terapéutico, e a evolucdo da

modulacéo fenotipica para prevencédo de doencas®?.

Importante ressaltar que a contagem de mondocitos em pacientes com Doencga
Arterial Coronariana, os subtipos de mondcitos CD16+ estdo aumentados com a
funcdo de recrutamento para tecidos inflamados, regulando entdo, a imunidade e o

controle da inflamacé&o no tecido®s.
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Mondcitos CD14 + classicos sao criticos para a depuracdo de Low Density
Lipoproteins (LDL), enquanto monécitos CD16 + incluindo mondcitos intermediarios e
nao classicos com funcdo anti-inflamatoria, tém niveis de expresséo e fungéo renal
em pacientes com Doenca Arterial Coronariana (DAC). Embora muito mais
evidéncias apoiem que 0s monacitos classicos sdo mondacitos pro-inflamatorios, mas
no estudo de Yang et al, mostrou que implicam em um possivel papel da migracéo
dos linfonodos, diferenciando-se em macrofagos e subtipos de células dendriticas

associados a inibicdo da resposta imune no organismo®“.

Justo Junior et al, em seu estudo, além de modular os subtipos de mondcitos e
a expressdo de importantes marcadores associados as suas func¢fes, observou
também a sua capacidade de adesdo ao endotélio, sendo entdo que o recrutamento
e adesdo dos mondcitos ao endotélio ativado nos locais de formacédo de lesédo é uma
etapa essencial para o desenvolvimento da aterosclerose. Portanto, seus resultados
sugerem h& participagdo das subpopulagcbes de mondécitos no processo

aterosclerético associado com a gravidade da doencga®®.

A literatura relata consistentemente que os mondcitos circulantes no sangue
independentemente do subtipo, s&o elevados na inflamacdo, envolvidos pelo
processo inflamatério contribuindo para a aterogénese, o estudo de MarcosJubilar et
al, corrobora quando descreve que 0s mondcitos classicos tornam-se uma
subpopulacdo predominante encontrados em placas aterosclerticas e em
mediadores inflamatérios, MarcosJubilar et al, relata que em outros estudos 0s
mondcitos classicos sdo 0s primeiros a aparecer no sangue periférico, associado com
0 quadro inflamatorio crénico ou agudo da doenca, no entanto em seu estudo néao
observou essa associacdo, mas neste estudo, houve um nimero maior de monécitos

classicos inflamatérios no grupo caso com a Insuficiéncia Venosa Cronica®®.

Podendo ser usado como novos biomarcadores para a restratificacdo de
pacientes com Insuficiéncia Cardiaca (IC) lebando em consideracédo a gravidade da
doenca, Amir et al, relacionou a citocina anti-inflamatéria e o subconjunto de
monaocitos, no qual mostrou que os subtipos de mondcitos ndo classicos estdo mais
predominantes em pacientes com a IC, mas nédo evidencia que esta tdo presente em

pacientes saudaveis do grupo controle®’.
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7. CONCLUSAO

Destarte, uma vez que 0s aumentos na contagem dos subtipos de mondcitos
classicos, ndo classicos e intermediarios estdo consistentemente associados a
Insuficiéncia Venosa Cronica, € um biomarcador suficiente de doencas inflamatorias

cronicas e agudas.

A avaliacdo de fatores relacionados aos subtipos de monécitos comparados
com a Insuficiéncia Venosa Crbnica deveria ser melhor avaliada e descrita na

literatura.
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ANEXO A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Convidamos V.Sa. a participar da pesquisa: “Fatores de Risco associados a
Insuficiéncia Venosa Crbnica em pacientes submetidos a cirurgia de varizes na Santa
Casa de Misericérdia de Santo Amaro”, sob responsabilidade do pesquisador ANA
PAULA AUGUSTO DA CRUZ BALLERINI, orientada pela PROFESSORA DRA
CAROLINA NUNES FRANCA, e, co-orientada pela PROFESSORA DRA PATRICIA
COLOMBO tendo por objetivo avaliar os fatores de risco associados com a doenca,
as eventuais diferencas em diabéticos e ndo diabéticos, observar a atuacdo da
atencao basica e a evolucdo da doenca no periodo estudado. Para realizacao deste
trabalho usaremos o(s) seguinte(s) método(s): questiondrios e entrevistas.
Esclarecemos que manteremos em anonimato, sob sigilo absoluto, durante e apo6s o
término do estudo, todos os dados que identifiguem o sujeito da pesquisa usando
apenas, para divulgacao, os dados inerentes ao desenvolvimento do estudo. Quanto
aos riscos e desconfortos, pode haver algum constrangimento para responder o
guestionario. Caso vocé venha a sentir algo dentro desses padrdes, comunique ao
pesquisador para que sejam tomadas as devidas providencias. Os beneficios
esperados com o resultado desta pesquisa sdao melhor compreensao de alguns
aspectos associados a doenca vascular, a partir do perfil epidemioldgico, e espera-se
tomar providéncias a partir dos achados para melhor prevencéo, tratamento, controle
e evolucdo da doenca. O (A) senhor (a) tera os seguintes direitos: a garantia de
esclarecimento e resposta a qualquer pergunta; a liberdade de abandonar a pesquisa
a qualquer momento sem prejuizo para si ou para seu tratamento (se for o caso); a
garantia de que em caso haja algum dano a sua pessoa (ou o dependente), 0s

prejuizos serdo assumidos pelos pesquisadores e/ou pela instituicdo responsavel.

Inclusive, acompanhamento meédico e hospitalar (se for o caso). Caso haja gastos
adicionais, os mesmos serdo absorvidos pelo pesquisador. Nos casos de duvidas e
esclarecimentos o (a) senhor (a) deve procurar as pesquisadoras responsaveis (Profa.
Dra. Carolina Nunes Franca, Profa. Dra. Patricia Colombo de Souza e Dra. Ana Paula
Augusto da Cruz Ballerini), que podem ser encontradas no Campus | da Universidade
de Santo Amaro — UNISA, endereco Rua Prof. Enéas de Siqueira Neto, 340, Jardim
das Imbuias, SP — Tel.: 2141-8687. Se houver alguma considerag&o ou duvida sobre

a ética da pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP-
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UNISA) — Rua Prof. Enéas de Siqueira Neto, 340, Jardim das Imbuias, SP — Tel.:

2141-8687, ou ainda por meio do e-mail: pesquisaunisa@unisa.br.

E garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e
interrupcdo da participacdo no estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de
qualquer beneficio que o sujeito de pesquisa tenha obtido junto a Instituicdo, antes,

durante ou apos o periodo deste estudo.

As informacdes obtidas pelos pesquisadores serdo analisadas em conjunto com as

de outros participantes, ndo sendo divulgada a identificacdo de nenhum deles.

N&o h& despesas pessoais para o participante em qualquer fase do estudo. Também

nao ha compensacao financeira relacionada a participacao.

Em caso de dano pessoal, diretamente relacionado aos procedimentos deste estudo
(nexo causal comprovado), a qualquer tempo, fica assegurado ao participante o
respeito a seus direitos legais, bem como procurar obter indenizacdes por danos

eventuais.

Uma via deste Termo de Consentimento ficara em seu poder.

Sao Paulo, / /
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ANEXO B - QUESTIONARIO SOCIODEMOGRAFICO ECONOMICO

Data da aplicagao: / /

Levantamento de dados do Prontuario:
Dias de internacdo na SCMSA

Diagnéstico:

Doenca: aguda ( ) cronica ( )

Dados Pessoais: Idade: Género: Fem. () Masc. ( )

1 - Qual seu estado civil?

A) Casado ( ) B) Solteiro ( ) C) Separado ( ) D) Uniado estavel ( ) E) Viavo ( )
2 - Quantas pessoas moram com vocé? (incluindo filhos, irmaos, parentes e

amigos);

3 - A casaonde vocé mora €?

A) Prépria ( ) B) Alugada ( ) C) Cedida ( )
4) Sua casa esté localizada em?

A) Zona rural () B) Zona urbana ( )

5) Quantos anos vocé tem de escolaridade?

A) Primeiro Grau Incompleto () B) Primeiro Grau Completo ( ) C) Segundo Grau
Completo ( ) D) Segundo Grau Incompleto ( ) E) Superior Incompleto ( ) F)
Superior Completo () G) Pés- Graduacao ( )

6) Vocé tem alguma religiao?

A) Nao ( ) B) Sim ( ) Qual?

7) Frequenta sua religiao?
Nao ( )B)Sim( )
8) Voceé trabalha atualmente?

A) N&o ( ) B)Sim ()



9) E aposentado?
N&o ( ) B) Sim ()

8) Qual suarenda mensal aproximada em salarios minimos?

9) Vocé recebe beneficio social governamental?

qual? valor atual:

10) Vocé contribui na renda familiar?

A) Ndo ( ) B) Sim( )
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ANEXO C — QUESTIONARIO DOS FATORES DE RISCO PARA DOENCA
VENOSA

1. Apresenta Obesidade/ Sobrepeso? Sim( ) IMC

Nzo( )

2. Tem historia familiar de Varizes? Sim( ) Pai ( ) Mae () Ambos( )

N&o ( ) N&o sabe ( )

3. Pratica algum tipo de atividade fisica? Sim( ) Qual

N&o( )

4. Trabalha em pé muitas horas ao dia? Sim( ) Quantas horas
Estético

Nao( )

5. J4 operou de varizes anteriormente? Sim( ) Ha quanto tempo

Quantas vezes

N&o( )

6. Toma medicacgao para varizes? Sim( ) Qual

N&o( )

7. Usa Meia Elastica? Sim( ) Qual

N&o( )
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8. Faz tratamento de alguma outra doenca? Sim( ) Qual

Nao( )

9. Ja teve Ulcera Varicosa? Sim( )

Nao( )

10. Ja teve algum episodio de trombose? Sim( )

N&o( )

11. Tem histéria familiar de trombose? Sim( )

Nao( )

12. J& ficou internado por complicac6es de varizes? Sim( )

Nao( )
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