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RESUMO

A doenca arterial coronariana (DAC) apresenta origem multifatorial, compreendendo
varios processos bioquimicos envolvidos na formacao e na progressao da placa de ateroma.
Alteracdes do metabolismo lipidico, do endotélio vascular, da coagulagdo sangliinea ou da
fibrindlise, bem como a resposta inflamatoria da aterosclerose, podem ser os responsaveis
diretos ou apenas estar associados a doenca. O presente estudo teve como objetivo
investigar as correlagbes entre as possiveis alteragdes dos perfis bioquimico e hemostatico,
bem como a presenca de alguns polimorfismos genéticos e a gravidade da DAC em
individuos submetidos a angiografia coronariana. Niveis plasmaticos de colesterol total,
HDLc, LDLc, ftriglicérides, lipoproteina(a), apolipoproteinas A-l, B e E, homocisteina, anti-
LDL oxidada, proteina C reativa ultra-sensivel (PCRus), fosfolipase A2, inibidor do ativador
do plasminogénio tipo 1 (PAI-1), fator tissular (TF), inibidor da via do fator tissular (TFPI),
bem como a identificacdo dos alelos do gene da apolipoproteina E, da mutagdo C677T no
gene da enzima metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR) e do polimorfismo (-675 4G/5G)
no gene do PAI-1 foram determinados em amostras de sangue de 35 individuos
angiograficamente normais (AnN), 31 individuos apresentando ateromatose leve/moderada
(ALM) e 57 individuos apresentando ateromatose grave (AG). A andlise univariada
demonstrou que os niveis plasmaticos dos parametros lipoproteina(a), homocisteina, TF,
anti-LDLoxidada, fosfolipase A2, PCRus e PAI-1 foram significativamente mais elevados no
grupo AG quando comparado com o grupo AnN (p<0,05). Para os demais paradmetros nao
foram observadas diferencgas significativas. Na analise multivariada, apenas os parametros
lipoproteina(a), fosfolipase A2 e PAI-1 foram associados de forma independente com a
gravidade da DAC, considerando-se também os fatores de risco classicos para o
desenvolvimento da doenca. Foram observadas correlagdes significativas entre varios
parametros estudados, inclusive entre a presenca do gendétipo 4G/4G e o aumento dos
niveis plasmaticos de PAI-1. A frequéncia dos alelos da apolipoproteina E e da mutagao
C677T na enzima MTHFR foi similar a observada em estudos prévios. Os dados obtidos
com o presente estudo refletiram o carater multifatorial da DAC nos individuos estudados,
com o envolvimento de parametros bioquimicos, inflamatérios e hemostaticos no
agravamento do processo aterosclerético. Dentre todos os pardmetros avaliados, a
lipoproteina(a), a fosfolipase A2 e o PAI-1 podem constituir importantes ferramentas
adicionais com potencial valor para se inferir sobre a gravidade da DAC, considerando a sua
associacado independente com o agravamento da doencga, demonstrado pela regressao

logistica multipla.
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ABSTRACT

Coronary artery disease (CAD) has a multifactorial origin, including several
biochemical processes involved in the formation and progression of the atheroma plaque.
Alterations in lipid metabolism, vascular endothelium, blood clotting or fibrinolysis, and the
inflammatory response resulting from atherosclerosis may be directly responsible or just be
associated with the disease. This study aimed to investigate the correlation between possible
changes in the biochemical and hemostatic profiles and the presence of some genetic
polymorphisms and the severity of CAD in subjects undergoing coronary angiography.
Plasma levels of total cholesterol, HDLc, LDLc, triglycerides, lipoprotein(a), apolipoproteins
Al, B and E, homocysteine, anti-oxidized LDL, high-sensitivity C-reactive protein (hs-CRP),
phospholipase A2, plasminogen activator inhibitor type 1 (PAI-1), tissue factor (TF), and
tissue factor pathway inhibitor (TFPI), as well as the identification of the alleles of the gene
apolipoprotein E, the C677T mutation in the gene of the enzyme methylenetetrahydrofolate
reductase (MTHFR) and (-675 4G/5G) polymorphism in the gene of PAI-1 were determined
in blood samples from 35 angiographycally normal subjects (AnN), 31 subjects presenting
mild/moderate atheromatosis (ALM) and 57 showing severe atheromatosis (AG). A
univariate analysis showed that plasma levels of the parameters lipoprotein(a),
homocysteine, TF, anti-oxidized LDL, phospholipase A2, hs-CRP and PAI-1 were
significantly higher in group AG than in the AnN group (p <0.05). No significant differences
were observed for the other parameters. In the multivariate analysis, only the lipoprotein(a),
phospholipase A2 and PAI-1 parameters were independently associated with the severity of
the CAD, also considering the classic risk factors for the development of the disease. There
were significant correlations between various parameters, including the presence of the
4G/4G genotype and increased plasma levels of PAI-1. The frequency of apolipoprotein E
alleles and the C677T mutation in the MTHFR enzyme was similar to that observed in
previous studies. The data obtained from this study reflected the multifactorial nature of CAD
in the subjects studied, with the involvement of biochemical parameters and inflammatory
and hemostatic worsening of the atherosclerotic process. Among all parameters evaluated,
lipoprotein(a), phospholipase A2 and PAI-1 may be important additional tools with a potential
value to be inferred about the severity of the CAD, considering their independent association

with the intensification of the disease, as demonstrated by the multiple logistic regression.
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1 INTRODUCAO



16

A associagao entre alguns parametros lipidicos e hemostaticos foi avaliada
em individuos submetidos a angiografia coronariana em estudo prévio (LIMA, 2005).
Nesse estudo, a média dos valores obtidos para lipoproteina(a) - Lp(a) foi
estatisticamente diferente comparando-se individuos com auséncia de ateromatose
detectada pelo exame angiografico (grupo controle) e individuos com diferentes
graus de ateromatose coronariana. Os dados daquele estudo confirmam o papel da
Lp(a) como preditor da gravidade da aterosclerose coronariana, sugerindo que 0s
niveis plasmaticos desta lipoproteina devem ser determinados em pacientes com
DAC, especialmente em individuos normolipémicos, uma vez que a Lp(a)
apresentou-se como um marcador de predigdo de gravidade da aterosclerose
coronariana, independente de outras variaveis como tabagismo, hipertensao arterial,
sedentarismo, historia familiar e perfil lipidico em nossa populacao. Estes resultados
estdo em concordancia com as orientacbes dos consensos americano € europeu,
que classificam a Lp(a) como fator de risco emergente e independente para a
doenca arterial coronariana (DAC).

Os dados da literatura sobre a associacdo entre Lp(a) e DAC séo
inconsistentes entre os estudos e altamente dependentes da populagao avaliada.
Situagdo similar prevalece na avaliagdo de outros marcadores laboratoriais
envolvidos na patogénese e evolugdo da aterosclerose coronariana, como é o caso
da homocisteina, do inibidor do ativador do plasminogénio tipo 1 (PAI-1) e dos
marcadores de processos inflamatérios.

Esta controvérsia encontrada nos estudos é provavelmente decorrente da
influéncia exercida por diversos fatores genéticos e ambientais. Os fatores que
influenciam os niveis plasmaticos de determinados marcadores s&o diferentes em

cada populagdo. Habitos nutricionais e polimorfismos genéticos, estilo de vida,
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diferengas étnicas e geograficas sao fatores importantes que afetam as doencgas de
origem multifatorial, como é o caso da DAC.

Embora a triagem de individuos com risco de DAC realizada por dosagens de
lipides e lipoproteinas e medidas tradicionais de fatores de risco seja vantajosa do
ponto de vista econémico, as relagdes observadas entre o maior risco de DAC e a
presenca de novos marcadores de risco pode apontar para futuras investigacdes. O
alelo €4 da apolipoproteina E, a Lp(a), o indice apoB/apoA-l, a fosfolipase A2 e
outros marcadores hemostaticos tais como o fator tissular e o inibidor da via do fator
tissular pressagiam a introducdo, talvez em um futuro proéximo, de analises
laboratoriais que possibilitem a determinacao rotineira destes marcadores pelos
laboratdrios clinicos como métodos de triagem para DAC.

Apds ampla revisao bibliografica verificou-se que, até o momento, ndo foram
conduzidos na populacdo brasileira estudos sobre os niveis plasmaticos de
fosfolipase A2, apolipoproteina E, fator tissular e inibidor da via do fator tissular em
pacientes com DAC. Até mesmo os estudos envolvendo a associagao entre a
gravidade da DAC e os niveis plasmaticos de Lp(a), LDL oxidada e apolipoproteinas
A-l e B sédo raros. Também nao sao conhecidos dados sobre a frequéncia do
polimorfismo —675 4G/5G na regido promotora do gene do PAI-1 e sua correlagao
com DAC na populacao brasileira, composta por diferentes etnias.

O conhecimento acumulado ao longo do tempo sobre a associagao entre os
niveis plasmaticos dos marcadores bioquimicos e hemostaticos e a gravidade da
DAC foi obtido por estudos conduzidos fora do nosso meio. Assim, acredita-se que
estudos fundamentados dentro da realidade brasileira possam contribuir para a

elucidagao de algumas destas questdes e possam apontar novas perspectivas para
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a prevengao, o diagndstico e a terapéutica, bem como novos caminhos de
investigacao cientifica.

Diante das consideragdes acima, acredita-se ser de grande importancia a
avaliagdo de novos marcadores bioquimicos e hemostaticos em diferentes
momentos do processo evolutivo da DAC, em nosso meio. O desconhecimento do
desempenho dos marcadores citados acima na DAC em nossa populacdo e a
necessidade de ampliar os conhecimentos sobre o assunto, vem motivar o presente
estudo, conferindo ao mesmo ineditismo e relevancia.

O aumento da incidéncia de doengas coronarianas, com suas consequéncias
morbidas e, freqientemente, fatais, as controvérsias e lacunas existentes na
literatura sobre o assunto e a necessidade constante de avancos no que se refere a
introducdo de acbes preventivas e educativas de controle, além de melhoria nas
medidas diagndsticas e terapéuticas, justificam o presente estudo que propde
abordar, dentre outros, os seguintes aspectos:

- qual a real contribuicdo dos fatores de risco convencionais para DAC em
Nosso meio?

- qual a contribuicao de fatores de risco ndo convencionais para a DAC em
Nosso meio?

- qual a relevancia dos niveis plasmaticos de marcadores de alteragcées nos
perfis lipidico e hemostatico, em relacdo ao agravamento da DAC?

- qual a relevancia de novos marcadores de processo inflamatério, quando
comparado a proteina C reativa ultra-sensivel, no desenvolvimento da DAC?

- qual a frequéncia e contribicdo dos polimorfismos genéticos, em relagao aos

fatores de risco adquiridos no desenvolvimento da DAC?
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2.1 ATEROSCLEROSE E DOENCA ARTERIAL CORONARIANA

A aterosclerose € uma doencga inflamatéria crénica de origem multifatorial que
afeta principalmente a camada intima das artérias de médio e grande calibre
(SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA - SBC, 2007). Caracteriza-se pelo
acumulo de lipides e elementos celulares, principalmente macréfagos e células
musculares lisas no espacgo subendotelial das artérias. A principal hipétese sobre a
origem da aterosclerose considera que esta consiste numa resposta inflamatéria a
diferentes formas de lesdo da parede vascular (ROSS, 1999). O carater cronico do
processo inflamatério leva a formagao de placas de ateroma, que podem progredir e
obstruir as artérias. Até recentemente, o desenvolvimento da aterosclerose era
considerado como um processo progressivo e irreversivel; entretanto, novas
evidéncias tém demonstrado que o processo de formacao de placas ateroscleréticas
pode desacelerar, interromper ou mesmo regredir conforme revisado por Ibanez et
al. (2007).

O acumulo de lipoproteinas plasmaticas no espaco subendotelial,
especialmente lipoproteina de baixa densidade (LDL), parece ser um dos primeiros
fendbmenos que desencadeiam a proliferacdo das lesdes aterosclerdticas. As
particulas de LDL retidas no espaco subendotelial sofrem processos de oxidagao e
geram produtos com atividade quimiotatica para os mondécitos circulantes e células
musculares lisas da camada média das artérias. Os mondcitos sao atraidos e se
aderem a superficie endotelial, migram para o espago subendotelial onde se
diferenciam em macréfagos e fagocitam as particulas de LDL oxidadas (LDLox)
presentes neste espaco. A captacao das particulas de LDLox é realizada através de

receptores especificos na superficie dos mondcitos, denominados receptores
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“scavenger”’, que nao sao submetidos a regulacdo (MOORE & FREEMAN, 2006).
Desta forma, os macrofagos continuam a fagocitar as particulas de LDLox tornando-
se repletos de lipides, dando origem as células espumosas, responsaveis pela
producao das estrias gordurosas, a lesao inicial do processo aterosclerético.

A patogénese da aterosclerose envolve varios fatores de crescimento,
citocinas e outras substancias produzidas pelas células endoteliais, células
musculares lisas, macréfagos e linfécitos T, que regulam a resposta inflamatéria e a
proliferacédo celular (HANSSON et al., 2006). O resultado da interagao destes fatores
€ uma resposta fibroproliferativa que faz a estria gordurosa evoluir para uma placa
aterosclerdtica mais complexa. A proliferacdo das células musculares lisas e o
acumulo de proteinas da matriz extracelular, sintetizadas e secretadas por estas
células apresentam um importante papel na evolugao da placa aterosclerética. O
tecido conjuntivo sintetizado pelas células musculares lisas forma uma capa fibrosa,
que nas lesbes avangadas cobre toda a extensdo da placa. As sindromes
coronarianas agudas (SCA) estdo mais relacionadas com a ruptura da placa do que
com a progressao gradual da mesma (GARCIA-PALMIERI, 1997). A ruptura ou
ulceracdo da placa aterosclerética provoca a formacao de trombos que podem dar
origem a complicagdes clinicas ou contribuir para o crescimento da placa de forma
assintomatica. A estabilidade das placas depende da espessura e composicao da
capa fibrosa, formada fundamentalmente por proteinas da matriz extracelular, que
sdo sintetizadas pelas células musculares lisas (colageno, elastina e proteoglicanos).
A ruptura da capa fibrosa expde para o fluxo sanguineo fatores teciduais e colageno
que induzem a agregacao plaquetaria e a formagao de trombos.

As placas de ateroma podem afetar qualquer vaso sanglineo, mas os

principais alvos sdo as coronarias e os sistemas arteriais, cerebral e periférico. As
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placas ateroscleréticas que apresentam grande conteudo lipidico, capa fibrética
delgada e sinais de inflamagao com infiltracdo de leucécitos sofrem, com freqiéncia,
ruptura ou erosdao e sao classificadas como placas instaveis ou vulneraveis
(MOHANTY et al., 2004). As lesdes endoteliais favorecem a formagao de trombos,
que durante as primeiras fases de evolug¢ao da placa, quando o tamanho dessa é
ainda pequeno, ndo comprometem a luz arterial e ndo modificam um quadro de
isquemia preexistente. Desta forma, o trombo incorpora-se a placa de ateroma, que
cresce sem resultar em graves consequéncias clinicas. Entretanto, se a luz do vaso
ja se encontra reduzida inicialmente, um trombo pode alterar o equilibrio e
desencadear a isquemia, levando ao evento clinico agudo. Nas coronarias, quando
a obstrucido que se forma é total e nao existe circulagao colateral nas proximidades,
a consequéncia é a falta de oxigenagcao e necrose do miocardio. A trombose
coronariana total é responsavel por grande parte dos infartos do miocardio, e a
trombose parcial é responsavel por um grande numero de casos de angina instavel.

A doenca arterial coronariana (DAC) é considerada um preocupante problema
de saude publica por ser a causa mais comum de morte nos paises desenvolvidos e
em desenvolvimento em todo o mundo (WHO, 2007). Esta doenga tem apresentado
um declinio razoavel da mortalidade em paises desenvolvidos, enquanto que
elevacdes relativamente rapidas e substanciais tém ocorrido em paises em
desenvolvimento, dentre os quais o Brasil € um dos representantes (SBC, 2007).
Nos grandes centros urbanos, esta ocorre com maior frequéncia devido ao estilo e
habitos de vida modernos, como estresse, condicbes inadequadas de alimentacéo,
tabagismo e sedentarismo (WHO, 2007).

A mortalidade relacionada as doencas cardiovasculares representa cerca de

30% da mortalidade total, representando a maior causa isolada de morte em todo o
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mundo (WHO, 2007). Apesar dos importantes avancos da cardiologia, a DAC e o
acidente vascular cerebral (AVC) sao responsaveis por mais mortes que todas as
demais causas combinadas. Cerca de dezessete milhdes de pessoas morreram de
doencgas cardiovasculares em 2005 em todo o mundo, representando 30% do total
de mortes. Destas mortes, cerca de sete milhdes foram devidas a infarto agudo do
miocardio (IAM) e cerca de seis milhdes devidas a AVC. Do total, 80% das mortes
ocorreram em paises em desenvolvimento (WHO, 2007).

A DAC constitui a causa mais importante de morbidade e mortalidade no
Brasil (SBC, 2007) e atinge, principalmente, individuos em idade de alta
produtividade, gerando perdas econdmicas significativas e enorme consumo de
recursos do sistema de saude. A DAC é uma doenca multifatorial e a prevencao
desta passa pela identificacdo e controle, ndo sé das dislipidemias, mas do conjunto
dos fatores de risco, hereditarios e adquiridos, que podem ser responsaveis diretos
ou podem estar associados a doenca.

A contribuicao dos fatores de risco tradicionais para DAC na populacdo em
geral, como idade, sexo, diabetes mellitus, hipercolesterolemia, tabagismo,
hipertensao arterial e histérico familiar, foi definida em estudos realizados na cidade
de Framingham (WILSON et al.,, 1998). Porém, em torno de 35% dos eventos
ateroscleroticos ocorrem na auséncia dos denominados fatores de risco classicos
(AMERICAN HEART ASSOCIATION - AHA, 2004). Tal fato permite sugerir a
possivel contribuicdo de outros fatores de risco responsaveis por eventos vasculares

até entio desconhecidos.

As Diretrizes do Programa Nacional de Educacgdo sobre o Colesterol dos
Estados Unidos — ATPIIl (AHA, 2004) reconheceram outros marcadores de risco

coronariano. Estes foram classificados como fatores de risco relacionados aos
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habitos de vida (obesidade, sedentarismo e dieta aterogénica), e aos fatores de risco
emergentes, incluindo os fatores de natureza lipoprotéica, como a Lp(a) e a LDLox;
os fatores metabdlicos, como a resisténcia a insulina e os niveis de homocisteina; os
fatores hemostaticos, como os niveis do fator VII, do ativador do plasminogénio tipo
tecidual (t-PA) e do inibidor do ativador do plasminogénio tipo 1 (PAI-1), além dos
marcadores de inflamagcdo como a proteina C reativa ultra-sensivel (PCRus). A
sindrome metabdlica tem sido proposta para explicar anormalidades lipidicas,

hemostaticas e inflamatérias, predispondo o individuo a DAC (JAIN & LAHIRI, 2007).

2.2 LIPOPROTEINA(a)

Desde a sua descoberta em 1963 (BERG, 1963) a Lp(a) tem sido alvo de
numerosas pesquisas. A Lp(a) apresenta uma composicao lipidica similar a da LDL
e difere no conteudo protéico, com a presenga da apolipoproteina(a) ou apo(a)
ligada a apolipoproteina B (apo B) através de pontes dissulfeto (HAJJAR &
NACHMAN, 1996; KOSCHINSKY, 2004; PATI & PATI, 2000; UTERMANN, 1989). A
apo(a) é sintetizada no figado e a ligagdo com a apo B pode ocorrer tanto no espaco
intracelular ou extracelular, dependendo do estado metabdlico do individuo (SCANU,
1995). A Lp(a) ndo é produto metabdlico de outras lipoproteinas contendo apo B,
como a lipoproteina de densidade muito baixa (VLDL), sendo portanto sintetizada
independentemente das lipoproteinas ricas em triglicérides (KREMPLER et al.,
1979). Tal fato justificaria a observagdo de que a concentracdo plasmatica da
mesma nao é influenciada pela dieta (BROWN et al., 1991). O metabolismo da Lp(a)
nao esta completamente esclarecido, e os estudos demonstram que as variagdes de

suas concentragdes plasmaticas dependem mais da sintese do que do catabolismo
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desta lipoproteina (KOSCHINSKY, 2004). Os niveis plasmaticos de Lp(a) e a sua
massa molecular sdo muito variaveis entre os individuos, sendo determinados
geneticamente (MARCOVINA et al., 2003). Contudo, certas anormalidades
metabdlicas podem influenciar nas concentragdes circulantes de Lp(a). Estes valores
podem ser aumentados como parte de uma resposta de fase aguda, no diabetes
mellitus, insuficiéncia renal crbnica, sindrome nefrotica, cancer, menopausa e
hipotireoidismo (MILIONIS et al., 2000). O aumento potencial na concentragao de
Lp(a) circulante como parte de uma resposta de fase aguda é de especial interesse
no processo aterosclerético, que envolve mecanismos inflamatdrios, sugerindo que a
concentragdo de Lp(a) poderia ser influenciada pela presenca de aterosclerose
subclinica (MILIONIS et al., 2000). Os niveis plasmaticos de Lp(a) diminuem com a
faléncia hepatica e hipertireoidismo.

A apo(a) possui um alto grau de homologia com o plasminogénio, o precursor
inativo da plasmina, proteina responsavel pela quebra da fibrina produzida no
processo de coagulagdo, devido ao variado numero de repeticbes de sequéncia de
aminoacidos, homélogos a regidao do kringle 4 do plasminogénio. O numero de
kringle 4 repetido em sequéncia na Lp(a) de um individuo é geneticamente
determinado, variando de 12 a 51 repeticbes (GRAW & HOBBS, 1994). O gene que
codifica a apo(a) apresenta uma sequéncia de 37 copias do dominio (kringle) 4 do
plasminogénio, um dominio 5 ao qual se segue o dominio da protease, ambos
altamente conservados em relacdo ao plasminogénio (MARTINEZ, 2003). A
heterogeneidade observada no peso molecular desta proteina parece estar
relacionada a variabilidade do numero de repeticbes do dominio 4. A origem de
apo(a) provavelmente se deu por duplicagdo do gene do plasminogénio, com

posteriores delegdes dos éxons codificantes da regido terminal e dos dominios 1, 2 e
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3 (FRANK, 1988). As caracteristicas estruturais da Lp(a) permitem a sua ligagao a
fibrina e as proteinas da superficie de células endoteliais e mondcitos, bem como a
inibicdo competitiva do ativador do plasminogénio tipo tecidual (t-PA), diminuindo a
geracdo da plasmina e a fibrindlise (ANGLES-CANO et al., 2001). Estas
caracteristicas conferem a Lp(a) propriedades pré-aterogénicas, estando os niveis
elevados desta lipoproteina associados ao risco de DAC (CANDIDO et al., 2006),
doenca cerebrovascular e reestenose de lesdes coronarianas (ANGLES-CANO et
al., 2001; HANCOCK et al., 2003; KOSCHINSKY & MARCOVINA, 2004; PENA-DIAZ
et al., 2000). O gene da apo(a) apresenta polimorfismo genético de tamanho, com
mais de 30 alelos variando de 300 a 800 KDa, tendo sido sugerido que este
polimorfismo possa contribuir para a elevagdo de Lp(a) em pacientes com DAC
(PATI & PATI, 2000). O real fator de risco parece estar associado a sub-populagao
de Lp(a), sendo as isoformas de menor tamanho e maior afinidade pela fibrina,
aquelas com maior associacdo com a DAC (ANGLES-CANO et al., 2001; PENA-
DIAZ et al., 2000).

Quando MclLean et al. (1987) determinaram a sequéncia de aminoacidos da
apo(a) e sugeriram a homologia estrutural entre esta e o plasminogénio, o
verdadeiro envolvimento da Lp(a) na fisiopatologia da aterosclerose e trombose foi
elucidado pelos pesquisadores. A Lp(a) é uma interagao funcional entre o processo
de aterosclerose e trombose, uma vez que esta participa do processo de
desencadeamento da aterosclerose pela sua semelhanga com a particula de LDL, o
que permite o acumulo de Lp(a) no espago subendotelial proporcionalmente a sua
concentragao plasmatica (KOSCHINSKY, 2004). A Lp(a) intacta, assim como apo(a)
livre e os fragmentos proteoliticos de apo(a) foram identificados nas lesdes

ateroscleréticas (HOFF et al., 1993). Além disso, a Lp(a) pode competir com o
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plasminogénio e, conseqlientemente, inibir a quebra da fibrina, gerando um estado
de hipercoagulabilidade, contribuindo com a trombogénese (SCHACHTER, 2000). A
semelhanga em cerca de 80% dos aminoacidos que compdem a apo(a) com o
plasminogénio, fornece suporte a possibilidade da Lp(a) contribuir para a
trombogénese, ao competir com sitios de ligagcdo do plasminogénio, e de
estabelecer uma associagao entre os niveis elevados de Lp(a) com DAC (IMHOF et
al., 2003). A Lp(a) esta presente em altas concentragdbes em artérias com
aterosclerose quando comparadas com artérias normais, 0 que contribui para a
reducao da atividade fibrinolitica na placa aterosclerética (DURIEZ et al., 1996).

A Lp(a) tem sido descrita como uma variante genética ou marcador genético
de alto risco para DAC (REES, 1990). Apresenta uma notavel heterogeneidade na
massa molecular, com fendétipos variando de 280 a 700 KDa. Diversos fenoétipos de
apo(a) tém sido descritos com base na sua mobilidade em gel de poliacrilamida. S1,
S2, S3 e S4 sao formas mais lentas, em diferentes graus. Em um mesmo individuo,
existe com maior freqiéncia apenas um fendtipo com visualizacdo de apenas uma
banda no gel de eletroforese. Os fendtipos B, S1 e S2 estdo associados com altos
niveis de Lp(a). Baixos niveis desta lipoproteina sdo observados em associagao com

os fendtipos S3 e S4 (REES, 1990).

2.3 APOLIPOPROTEINAS A-le B

As apolipoproteinas sao proteinas que estdo em associacdo com lipides nas
particulas de lipoproteinas e desempenham fungdes importantes no metabolismo
lipoprotéico, como transporte destas moléculas hidrofébicas no meio aquoso

plasmatico, ligagdo aos receptores especificos na superficie celular para direcionar
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corretamente os lipides para os 6rgéos-alvo e tecidos do organismo, e ativagéo ou
inibicdo de enzimas envolvidas no metabolismo lipidico (BEISIEGEL, 1998). A apo
A-l é o maior componente da particula de lipoproteina de alta densidade (HDL),
representando cerca de 45% de sua massa molecular (FRANK & MARCEL, 2000).
Atua como cofator para a enzima lecitina colesterol acil transferase, e também como
mediador na transferéncia do colesterol das células para as particulas de HDL,
processos importantes para o transporte reverso do colesterol para o figado (FRANK
& MARCEL, 2000). A apo B esta presente nos quilomicrons como apo B-48 e nas
lipoproteinas de densidade muito baixa (VLDL), lipoproteina de densidade
intermediaria (IDL), e LDL como apo B-100, que é responsavel pela ligagdo da
lipoproteina ao seu receptor tecidual especifico (PACKARD & SHEPHERD, 1997). A
apo B é a principal proteina funcional para o transporte de colesterol para as células
periféricas (RIFAI et al., 1999). Cerca de 90% da proteina na LDL é constituida de
apo B (WALLDIUS & JUNGNER, 2006).

As particulas de LDL, IDL e VLDL apresentam uma molécula de apo B em
sua estrutura (PACKARD & SHEPHERD, 1997) e, desta forma, a concentragéo
plasmatica de apo B indica o numero total de particulas potencialmente
aterogénicas, correlacionando-se com o nivel de colesterol ndo-HDL (WALLDIUS &
JUNGNER, 2004). A concentragado plasmatica de apo A-l é fortemente associada
com o HDL-colesterol (HDLc), e a expressao de apo A-l pode ser responsavel pela
determinagao dos niveis plasmaticos de HDLc (WALLDIUS & JUNGNER, 2004).
Desta forma, o indice apoB/apoA-l representa o balango entre as particulas de
colesterol potencialmente aterogénicas ricas em apo B e as particulas de colesterol

anti-aterogénicas ricas em apo A-l.
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As pesquisas envolvendo o valor preditivo das apolipoproteinas A-l e B nas
doencas ateroscleréticas surgiram ha aproximadamente duas décadas, inicialmente
em estudos do tipo caso-controle (AVOGARO et al., 1979; SNIDERMAN et al., 1982;
DURINGTON et al., 1986) e, posteriormente, em estudos prospectivos (LAMARCHE
et al.,, 1996; WALLDIUS et al., 2001; TALMUD et al., 2002). Atualmente, os niveis
plasmaticos das apolipoproteinas A-l e B tém sido descritos como melhores
preditores de doencas aterosclerdticas do que as concentracbes de lipides e
lipoproteinas (ROETERS VAN LENNEP et al.,, 2000; WALLDIUS & JUNGNER,
2004), e tem sido sugerido que o indice apoB/apoA-l representa um parametro
superior para predi¢cao de risco cardiovascular do que outros indices lipidicos, como
colesterol total/HDLc, LDLc/HDLc e colesterol ndo-HDL/HDLc (WALLDIUS et al.,
2004; SNIDERMAN et al., 2006).

As dosagens das apolipoproteinas apresentam algumas vantagens
metodolégicas quando comparadas a quantificagcdo do LDL-colesterol (LDLc). Na
maioria das vezes, o LDLc é calculado usando-se a equacao de Friedewald
(FRIEDEWALD et al., 1972), a qual fornece uma estimativa dos valores de LDLc, e
depende das dosagens de colesterol total (CT), triglicérides (TG) e HDLc. Desta
forma, a estimativa pode incorporar os possiveis erros analiticos destes trés
parametros utilizados para o calculo do LDLc (WALLDIUS & JUNGNER, 2004),
aumentando assim a probabilidade de erros, com potencial impacto nas decisées
clinicas (MARCOVINA & PACKARD, 2006). Esta equagao apresenta, ainda, varias
limitacbes e a estimativa do LDLc ndo pode ser ampliada para amostras
apresentando niveis de TG superiores a 400mg/dL, amostras contendo quilomicrons
e para pacientes portadores de disbetalipoproteinemia (McNAMARA et al., 1990).

Além disso, alguns estudos tém demonstrado que o método homogéneo para a
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dosagem de LDLc e a estimativa destes valores pela equacdo de Friedewald nao
apresentam resultados semelhantes (YU et al., 1997; ESTEBAN-SALAN et al., 2000;
CORDOVA et al., 2004).

Por outro lado, as apolipoproteinas podem ser medidas diretamente no
plasma, por métodos exatos e precisos, padronizados internacionalmente
(MARCOVINA et al.,, 1993; MARCOVINA et al., 1994), utilizando-se material de
referéncia comum para apo A-l e apo B, o qual nao esta disponivel para as medidas
de HDLc e LDLc, e sem a interferéncia significativa de niveis elevados de TG
(MARCOVINA & PACKARD, 2006). Os niveis plasmaticos das apolipoproteinas
sofrem pouca influéncia de variaveis biolégicas, enquanto que os lipides apresentam
flutuacdo dos niveis plasmaticos em resposta aos varios estimulos do controle
metabdlico (RIFAI et al., 1999). Desta forma, as variaveis pré-analiticas exercem
menor influéncia nas dosagens das apolipoproteinas A-l e B, que podem ser
quantificadas inclusive sem a necessidade de jejum prévio do paciente (WALLDIUS
et al., 2001; TALMUD et al., 2002; DURINGTON, 2002).

No Brasil, os custos operacionais relacionados as determinacbes das
apolipoproteinas foram reduzidos consideravelmente nos ultimos anos, com a
introducdo no mercado brasileiro de conjuntos de reagentes nacionais com
padronizagao internacional. Este fato propiciou a realizagcdo das determinagdes das
apolipoproteinas A-l e B por um maior numero de laboratérios clinicos, por um custo
mais acessivel aos pacientes e com cobertura destes pela maioria dos convénios de
saude do pais.

O valor preditivo das apolipoproteinas A-l e B para DAC esta bem
estabelecido e documentado na literatura. Niveis elevados de apo B, diminuicio dos

niveis de apo A-l e aumento do indice apoB/apoA-l tém sido consistentemente
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associados ao risco de DAC (LAMARCHE et al.,, 1996; BOLIVAR et al., 2000;
WALLDIUS & JUNGNER, 2004; CHAN & WATTS, 2006; ZAMBON et al., 2006).
Walldius et al. (2004) sugeriu pontos de corte para o indice apoB/apoA-l de 0,9 e 0,8
para homens e mulheres, respectivamente, demonstrando que valores superiores a
estes representariam risco aumentado para doencas cardiovasculares. Estes valores
tém sido confirmados por outras pesquisas (WALLENFELDT et al.,, 2004;
THOMPSON & DANESH, 2006) e os resultados dos estudos AMORIS (WALLDIUS
& JUNGNER, 2006) e INTERHEART (YUSUF et al., 2004) estabeleceram faixas de

risco para IAM, apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 — Risco de IAM com relagao ao aumento dos valores do indice apoB/apoA-I

Baixo Risco Risco Moderado Alto Risco
Homens 0,40 -0,69 0,70-10,89 0,90-1,10
Mulheres 0,30 -0,59 0,60 -0,79 0,80 -1,00

2.4 METABOLISMO LIPIDICO E APOLIPOPROTEINA E

O metabolismo das lipoproteinas pode ser dividido em trés partes distintas,
mas que estdo inter-relacionadas. A primeira parte, denominada metabolismo
exdgeno, se relaciona ao transporte dos lipides derivados da dieta, com a formagéao
de quilomicrons no intestino, até o figado. A segunda parte se relaciona ao
metabolismo enddgeno, que envolve o transporte dos lipides sintetizados pelo

figado e incorporados nas particulas de VLDL e LDL, até os tecidos periféricos. A
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terceira parte envolve o transporte reverso do colesterol, no qual o HDL transporta o
colesterol dos tecidos periféricos de volta para o figado para excrecao (BEISIEGEL,
1998). Os niveis plasmaticos de colesterol e triglicérides sédo resultantes do equilibrio
dindmico entre os aspectos anabdlicos e catabdlicos do metabolismo das
lipoproteinas. Os mecanismos pelos quais os lipides sao utilizados, transportados e
removidos pelo organismo sao bastante complexos: muitos receptores especificos,
proteinas transportadoras, enzimas e vias de transporte estido envolvidos e
desempenham papéis importantes neste processo.

No metabolismo exdégeno, as gorduras provenientes da dieta séao
emulsificadas por sais biliares no lumen intestinal e sdo hidrolisadas por lipases. O
hidrolisado lipidico € entdo absorvido pelos enterdcitos na forma de colesterol livre,
acidos graxos e monoacilglicerol na forma de micelas. No reticulo endoplasmatico
das células entéricas, ocorre a reesterificacdo dos lipides, que sao incorporados aos
quilomicrons. Estas particulas sao entao secretadas nos vasos linfaticos, alcancam a
circulagao ducto-toracica, onde recebem apolipoproteinas adicionais (apo C e apo E)
provenientes das lipoproteinas HDL. Ao adquirir apo C-Il, os quilomicrons interagem
com a lipase lipoprotéica, que gradativamente reduz o teor de triglicérides dessas
particulas, originando assim os quilomicrons remanescentes, contendo alto teor de
colesterol e apo E. Essas particulas remanescentes sao entdo captadas por
receptores hepaticos especificos, denominados LRP (LDL receptor-related protein)
ou proteina de ligagao ao receptor de LDL (HERZ et al., 1988), com a participacéo
da apo E. No interior das células, os quilomicrons sdo fragmentados e parte do
material lipidico € aproveitado, sendo o excedente reorganizado em outro tipo de

lipoproteina, juntamente com a parte sintetizada pelo figado (MARTINEZ, 2003).



33

O colesterol e os ftriglicérides enddégenos, sintetizados no figado, sao
incorporados a lipoproteina VLDL, que € metabolizada na circulagdo, a partir de
processos analogos ao catabolismo de quilomicrons, mediado pela lipase
lipoprotéica na presenca de apo C-Il, produzindo particulas remanescentes de VLDL
ou lipoproteina de densidade intermediaria (IDL), contendo éster de colesterol e apo
E. Cerca de 50% do VLDL é convertido, no plasma, a IDL, a qual segue dois
caminhos: primeiro, pode ser removida pelo figado num processo dependente da
apo E para ligagdo com o receptor LRP e da apo B para ligagdo com o receptor B/E,
descrito por Brown & Goldstein (1986), como “receptor de LDL”; segundo, a IDL no
plasma pode ser hidrolisada pela enzima lipase-triglicéride hepatica (LHTG) para
formar a LDL.

As particulas de LDL, que transportam o colesterol do figado até os tecidos
periféricos, sdo capazes de interagir, através de ligacbes mediadas pela apo B, com
receptores de LDL de alta afinidade, localizados na superficie celular (GOLDSTEIN
& BROWN, 1984). Ap6s a ligacdo com o receptor, a LDL sofre endocitose e a
vesicula endocitica se funde a lisossomas, ocorrendo a degradacao da lipoproteina,
com liberagcdo do colesterol livre, que pode tanto ser armazenado na forma de
goticulas lipidicas citoplasmaticas quanto seguir na direcdo de outras vias
metabdlicas. O receptor é reciclado e retorna a superficie celular. O numero e funcao
dos receptores controlam os niveis de LDL na circulacdo, uma vez que a sintese
intracelular de colesterol e dos receptores de LDL varia na razdo inversa da
captacgao do colesterol plasmatico.

As particulas de HDL sintetizadas no figado e intestino sao as lipoproteinas
responsaveis pelo transporte reverso do colesterol, processo pelo qual o colesterol

excedente é removido dos tecidos periféricos e transportado até o figado. O efluxo
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do colesterol envolve interagdes especificas de proteinas-receptores, envolvendo
ativacdo das vias de sinalizacdo celular. Este efluxo se processa por duas vias
principais: a primeira ocorre pela interacdo dos componentes lipidicos das particulas
de HDL, principalmente fosfolipides, com a superficie celular favorecendo a difusao
de colesterol através do receptor SR-Bl (scavenger receptor for high density
lipoprotein), que facilita a transferéncia de colesterol livre da membrana plasmatica
para a particula aceptora (ACTON et al., 1996); a segunda via de efluxo de
colesterol celular é determinada pela interacdo de apo A-l livre ou associada as
particulas de HDL, com o transportador ABCA-I (ATP-binding cassete transporter 1),
um transportador de membrana que se liga ao ATP e utiliza a energia liberada por
sua hidrélise para o transporte de substancias (CHIMINI et al., 1999). Assim, o
transporte reverso do colesterol dos tecidos para o figado através da HDL ocorre
diretamente pela sua captura hepatica, por meio de receptores especificos, ou
indiretamente, pela transferéncia de seu conteudo de ésteres de colesterol a outras
lipoproteinas também posteriormente captadas pelo figado. O colesterol, ao chegar
ao figado, pode ser reutilizado interagindo com outras vias metabdlicas, produzir
acidos biliares que sado excretados na bile ou sao reabsorvidos, em cerca de dois
tercos, pelo ciclo enterohepatico (MARTINEZ, 2003).

A importancia da HDL no transporte reverso do colesterol pode constituir a
base da protecao atribuida a esta lipoproteina como um fator de risco inverso para
DAC, sendo que um dos fatores responsaveis pelo efluxo do colesterol da célula
para o sangue € a disponibilidade de HDL. Assim, esta via de transporte evita o
acumulo de colesterol nas células, contribuindo dessa forma para a prevencao da

aterosclerose.
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Aproximadamente 80% do colesterol necessario ao organismo € sintetizado
endogenamente. Assim, a influéncia da dieta alimentar sobre os niveis plasmaticos
de colesterol ndo é tao importante quanto o metabolismo celular, que é determinado
primariamente pela constituicdo genética individual. A contribuicdo da genética na
determinacao da variabilidade dos niveis de lipides plasmaticos é estimada em mais
de 60%, numa heranga que mescla a agado de poligenes e fatores ambientais
(MARTINEZ, 2003).

Dada a grande propor¢cao da contribuicdo genética para o perfil lipidico
individual, a identificacdo dos genes envolvidos na determinagcdo dos diferentes
fenotipos e dos passos metabdlicos envolvidos é particularmente importante. Essa
identificacao possibilitaria um melhor entendimento dos meios pelos quais as
variagbes genéticas determinam objetivos clinicos e, permitiria, ainda, a
identificacdo, num dado individuo ou em seus parentes, de uma combinacao
genética relacionada a um maior ou menor risco de desenvolvimento de DAC
(MARTINEZ, 2003).

As anomalias relacionadas ao metabolismo lipidico podem ser coletivamente
classificadas como dislipidemias, e classificadas em quantitativas ou qualitativas e
primarias ou secundarias, de acordo com a sua etiologia (SBC, 2001). O aumento de
algum componente envolvido no metabolismo lipidico caracteriza as
hiperlipoproteinemias; a diminuicdo caracteriza as hipolipoproteinemias.

As dislipidemias primarias sdo decorrentes de causas genéticas, e dizem
respeito a desordens especificamente relacionadas ao aumento da concentracido ou
a alteracdes estruturais de componentes da via metabdlica do colesterol e de outros
lipides plasmaticos. Algumas delas s6 se manifestam devido a inadequagéao da dieta

e/ou ao sedentarismo. As dislipidemias secundarias, por sua vez, ocorrem devido a
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influéncia de medicamentos (diuréticos, beta-bloqueadores, corticosteroides,
estrogenos, etc), de doengas (diabetes mellitus, hipotireoidismo, sindrome nefrética,
hepatopatias colestasicas crénicas, obesidade, etc) e/ou de habitos inadequados de
vida (dieta inadequada, tabagismo e etilismo) sobre o metabolismo lipidico (SBC,
2001).

A disbetalipoproteinemia € um dos disturbios do metabolismo do colesterol
com condicionamento genético bem definido. Resulta de polimorfismos do gene que
codifica a apo E (MARTINEZ, 2003). Esta apolipoproteina participa no metabolismo
lipidico, exercendo papel importante na remocao de particulas remanescentes pelo
figado (BARONI et al., 2003). A caracteristica bioquimica desta doenga é o aumento
dos niveis plasmaticos de duas populagdes de particulas — os quilomicrons
remanescentes e particulas de IDL (BURTZ & ASHWOOD, 1998). A aterosclerose é
frequente, com cerca de 50% dos individuos afetados desenvolvendo DAC
(MARTINEZ, 2003). O LDLc esta normal ou reduzido porque ha uma menor
conversao de IDLc para LDLc.

A apo E contém 299 residuos de aminoacidos e massa molecular de 34 KDa
(HATTERS et al., 2006). As trés isoformas da proteina sado produtos de um mesmo
gene, sendo este, portanto, um gene polimoérfico. Esse gene esta localizado no
cromossomo 19, possui 3,7 quilobases, com quatro éxons, tendo uma estrutura
semelhante aos genes das outras lipoproteinas. O figado € a principal fonte da apo
E circulante e onde existem as maiores concentragdes de RNAm para codificar a
apo E (MARTINEZ, 2004). O gene estrutural da apo E apresenta trés alelos comuns
- €2, €3 e €4 - que codificam trés isoformas - E2, E3 e E4 - da proteina (EICHNER et
al., 2002). Desta forma, existem diferentes fendtipos de apo E, resultantes de seis

genotipos: trés homozigotos (e2e2, €3e3, e4ed) e trés heterozigotos (e2e3, €2¢4 e
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€3e4) (SCHWANKE et al.,, 2002). O polimorfismo da apo E influencia suas
propriedades estruturais e funcionais. As trés isoformas comuns, apo E2, apo E3 e
apo E4 diferem nas posi¢des 112 e 158. Apo E3, a isoforma mais comum, contém
cisteina e arginina, respectivamente, enquanto apo E2 possui duas cisteinas e apo
E4 apresenta duas argininas nestas posi¢cées (HATTERS et al., 2006).

A isoforma mais comum € a E3, presente em mais de 60% dos individuos de
todas as populagdes ja estudadas (BARONI et al., 2003). A frequéncia dos alelos €2,
€3 e &4 tem sido descrita como 8%, 78% e 14%, respectivamente (DAVIGNON,
1988) e as frequéncias das isoformas variam bastante entre diferentes populag¢des
(SCHWANKE et al., 2002). Recentemente, Mendes-Lana et al. (2007) demonstraram
frequéncias de 8%, 72% e 20% para os alelos €2, €3 e ¢4 num estudo envolvendo
185 individuos brasileiros.

Tem sido sugerido que os alelos €2 e ¢4 da apo E possam representar
marcadores genéticos para identificagdo de individuos com alto risco para
desenvolvimento de DAC (MARTINEZ, 2003; SIEST et al., 1995). Sabe-se que a
interacdo especifica entre a apo E e os receptores de LDL € um mecanismo
essencial no controle da remog¢ao de particulas ricas em apo E, como o VLDL, os
quilomicrons remanescentes e o IDL. Como a isoforma E2 de apo E apresenta baixa
afinidade de ligagdo com os receptores de LDL, menos de 2% da afinidade dos
alelos €3 e ¢4 (BARONI et al., 2003), as particulas lipidicas que a expressam s&o
lentamente removidas do plasma, desta forma configurando-se um quadro de
hiperlipoproteinemia do tipo Il nos individuos homozigotos.

A isoforma E4, por sua vez, apresenta alta afinidade de ligacdo com os
receptores de LDL, maior até que aquela observada com a isoforma E3. Como a

VLDL, a IDL e os quilomicrons sao removidos muito rapidamente do plasma por um
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mecanismo de feedback que ativa uma resposta hepatica de diminuicdo de
expressao de receptores de LDL, o que resulta no aumento dos niveis plasmaticos
de LDLc e configura um quadro de hiperlipoproteinemia do tipo Il (SIEST et al.,
1995). Assim, os individuos com gendétipos e4e4 e €34 apresentam niveis mais altos
de LDLc e CT em relacéo a individuos £3¢3, sendo particularmente susceptiveis ao

desenvolvimento precoce de DAC (MARTINEZ, 2003).

2.5 FOSFOLIPASE A2 E PROTEINA C REATIVA ULTRA-SENSIVEL

Recentes pesquisas, estudando os componentes celulares e moleculares
envolvidos no desenvolvimento e na progressao da aterosclerose, tém demonstrado
que esta € um processo dinamico e inflamatério. A inflamacdo tem um papel
potencial no inicio, progressdao e desestabilizagdo das placas de ateroma
(BATLOUNI, 1997). Assim que os macréfagos se infiltram na parede vascular,
elaboram citocinas que modulam a migragao, proliferacdo e funcéo de células
inflamatdrias (ROSS, 1999). Reagdes inflamatérias na placa aterosclerética
presentes nas coronarias contribuem para a instabilidade e ruptura desta,
representando um papel importante na patogénese de eventos aterotrombéticos
agudos fatais ou ndo (KOENIG et al.,, 1999). Alguns marcadores de inflamacéao
sistémica podem indicar a gravidade do processo inflamatério, e seus niveis
atualmente tém sido associados com DAC (LUC et al., 2003; RIDKER et al., 2007;
PACKARD & LIBBY, 2008).

A fosfolipase A2 (sPLA2) e a proteina C reativa sdo proteinas de fase aguda,
consideradas marcadores de inflamagao vascular cujos niveis elevados refletem

disfuncdo endotelial. Ja esta estabelecido pela literatura que a PCRus representa



39

um marcador plasmatico de risco para DAC. Niveis plasmaticos de PCRus acima de
3mg/L sédo considerados agravantes de risco cardiovascular (SBC, 2007). Apenas
recentemente, as evidéncias estdo se acumulando a respeito de que a proteina C
reativa também pode exercer um papel ativo na aterogénese (DANENBERG et al.,
2003; ZWAKA et al., 2001; BISOENDIAL et al., 2005). Por outro lado, existem
substanciais evidéncias que suportam o valor causal da sPLA2 na aterogénese
(SUDHIR, 2005).

A sPLA2 compreende uma familia de enzimas que pode hidrolisar os
fosfolipides constituintes das membranas celulares e das lipoproteinas (HURT-
CAMEJO et al., 2001). Estas enzimas apresentam ainda um papel crucial na
geracdo de metabdlitos do acido araquidénico e eicosandides, poderosos
mediadores pro-inflamatérios. Sdo enzimas extracelulares com alto conteudo de
pontes dissulfeto, baixa massa molecular (14 KDa) e necessitam de ions calcio para
exercer a catalise.

A retencdo das particulas de LDL na parede arterial e subsequente
modificagdo e oxidacdo das mesmas pode ser o evento inicial que deflagra o inicio
da resposta inflamatdria durante a formacado das placas de ateroma. A sPLA2 tem
sido associada a aterogénese porque pode modificar a estrutura da particula de
LDL, aumentando a afinidade dessa particula por proteinas da matriz extracelular,
resultando no aumento da retencdo das particulas de LDL na parede arterial e
consequente oxidagdo, que € um marco inicial para a progressdao da leséo
aterosclerética (BOEKHOLDT et al., 2005).

Apenas em 2003 a agéncia americana de controle de alimentos e
medicamentos (Food and Drug Administration - FDA) aprovou o0 método de dosagem

da sPLA2 para avaliacao do risco cardiaco. As pesquisas envolvendo a associagao
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dos niveis plasmaticos de sPLA2 e DAC sao recentes e tém demonstrado que os
niveis plasmaticos desta enzima sao mais elevados nos pacientes com diagnéstico
de DAC quando comparados com individuos higidos (LIU et al., 2003). Além disso,
os niveis elevados da sPLA2 indicam uma maior suscetibilidade do organismo ao
desenvolvimento de DAC, mesmo entre os individuos que n&o apresentam

hipercolesterolemia (BALLANTYNE et al., 2004).

2.6 HOMOCISTEINA E MUTACAO NA ENZIMA METILENOTETRAHIDROFOLATO

REDUTASE

A homocisteina € um aminoacido produzido durante o metabolismo da
metionina, atualmente considerada como um fator de risco independente para o
desenvolvimento da aterosclerose, sabendo-se que niveis elevados de homocisteina
possuem uma acao toxica ao endotélio vascular. A elevacdo da homocisteina no
sangue possui causas multifatoriais, entre estas a ingestdo elevada de metionina,
reducdo do metabolismo, alteragdes genéticas ou deficiéncia de enzimas
(cistationina B sintetase ou metilenotetrahidrofolato redutase - MTHFR) ou de
vitaminas (B12, Bs e acido folico) importantes no processo de metabolizagdo da
homocisteina, as quais podem promover o acumulo desta e a injuria do endotélio
vascular (WARREN, 1999), desencadeando o processo de instalagdo das lesdes
aterosclerdticas.

A troca de uma citosina por uma timina na posi¢ao 677 do gene que codifica a
enzima MTHFR resulta na mutagao C677T, que provoca a substituicio de uma
alanina por uma valina na proteina. As alteragcbes genéticas interferem nas

atividades enzimaticas das vias metabdlicas da homocisteina (GIRELLI et al., 2003).
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Individuos homozigotos para esta mutacdo podem apresentar o dobro dos niveis
plasmaticos de homocisteina quando comparados com individuos nao portadores
(FROSST et al., 1995). A prevaléncia desta mutagédo tem sido descrita como 5% na
populagao em geral, cerca de 17% em pacientes com DAC e 28% em pacientes com
doenga vascular prematura que apresentam hiperhomocisteinemia (BOUSHEY et
al., 1995).

Alguns pesquisadores (MURPHY-CHUTORIAN & ALDERMAN, 1994;
NEHLER et al., 1997; NYGARD et al., 1997) determinaram a homocisteina
plasmatica em pacientes com doenca vascular periférica, doenca cerebrovascular e
DAC. Foi constatado que a concentragao desta era significativamente mais elevada
que a encontrada em individuos higidos, e assim, passaram a considerar a hiper-
homocisteinemia como fator de risco para estas condigdes clinicas. Investigagbes
sobre diferentes fatores, além da homocisteina, revelaram que a sua concentragao
plasmatica pode ser considerada fator de risco independente para a doenca
aterosclerdtica. Deve ser ressaltado que os valores da homocisteinemia parecem ter
também grande importdncia como preditores de mortalidade em pacientes com
DAC, além de mostrar relagdo com a intensidade do processo aterosclerético (FALK
et al., 2001; GUILLAND et al.,, 2003; LAWRENCE DE KONING et al., 2003).
Entretanto, a falta de associacao entre os niveis plasmaticos de homocisteina e DAC
foi demonstrada por alguns autores (FOLSON et al., 1998; NIKFARDJAM et al.,
2001). Algumas razdes podem explicar os resultados controversos das pesquisas
envolvendo a concentracdo de homocisteina e DAC: os fatores que afetam os niveis
plasmaticos deste aminoacido sao diferentes em cada populagdo. Fatores como
habitos nutricionais, fatores genéticos, estilo de vida e raga podem afetar a

concentragdo da homocisteina circulante (NEHLER et al., 1997).
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2.7 HEMOSTASIA E DOENCA ARTERIAL CORONARIANA

A hemostasia envolve a acdo coordenada do endotélio vascular, das
plaquetas, das proteinas da coagulacdo, do sistema fibrinolitico e dos
anticoagulantes naturais na manutencdo da fluidez do sangue, prevenindo a
ocorréncia de eventos hemorragicos e trombdéticos (ZAGO et al., 2001).

O endotélio vascular esta recoberto por uma unica camada de células
endoteliais justapostas que estdo em contato direto com o sangue circulante
(MARTINEZ, 2003). Estas separam o sangue da matriz subendotelial, onde se
encontram proteinas adesivas importantes para a ativagao da coagulagao, tais como
o colageno, o fator de von Willebrand e a fibronectina. As células endoteliais tém
multiplas fungdes que, no seu conjunto, protegem a ativagdo da coagulagdo e a
formagao de trombos. Varias substancias derivadas do endotélio ja foram descritas e
apresentam importantes fungdes na hemostasia. Dentre estas se podem citar:
sulfato de heparan, trombomodulina (TM), proteina S, inibidor da via do fator tissular
(TFPI), receptor endotelial de proteina C (EPCR), prostaciclina (PGl,), 6xido nitrico
sintetase endotelial (eNOS), ativador do plasminogénio tipo tecidual (t-PA), inibidor
do ativador do plasminogénio tipo 1 (PAI-1) e fator von Willebrand (VAN RINSBERG,
2001).

O papel da hemostasia na fase inicial da aterogénese esta relacionado
principalmente a ativagdo das plaquetas (SHIN et al., 2003). A descontinuidade do
endotélio ou a modificacdo das caracteristicas normais da célula endotelial provoca
a adesdo das plaquetas as estruturas subendotelias e deflagra o processo de
ativagcao plaquetaria, resultando na sua agregacéao e na liberagdo do conteudo dos

granulos plaquetéarios. Esses granulos contém potentes agentes agregantes que
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recrutam mais plaquetas para junto do local onde ocorreu a lesdo endotelial
(GARCIA-PALMIERI, 1997).

A coagulacédo do sangue é um processo que leva a formagao de um trombo
em resposta a uma leséo vascular, impedindo a hemorragia. O trombo é composto
por plaquetas ativadas que se agregam e por uma malha de fibrina, formada pela
ativacdo dos fatores da coagulagdo culminando com a agao da trombina sobre o
fibrinogénio. A coagulagao sanglinea envolve um sistema biolégico de amplificagédo
no qual poucas substancias de iniciacdo ativam sequencialmente por protedlise a
cascata de proteinas da coagulagédo, culminando na geragdo de trombina, que
converte o fibrinogénio soluvel do plasma em fibrina (COLMAN, 2001). A coagulagao
inicia-se pelo fator tissular (TF) encontrado na superficie do tecido perivascular, que
se liga ao fator VII (FVII) circulante, levando a ativagao deste. O complexo TF-FVlla
ativa os fatores IX e X. A ativagdo do fator X gera pequenas quantidades de
trombina que amplifica o processo de coagulagao ativando os fatores V e VIl (Figura
1). Essa via de amplificagdo envolvendo os fatores VIII e IX assume o papel
predominante (COLMAN, 2001), consolidando a produgdo de fator X ativado. A
trombina, principal enzima ativa do processo da coagulagdo, possui multiplas
funcdes. E capaz de ativar o fator XI que aumenta a producdo de fator IX ativado,
coagula o fibrinogénio, ativa o fator XIll e é um potente agente agregante
plaquetario. Além de produzir um feed-back positivo ativando os co-fatores V e Vlll e
acelerando sua prépria formacdo, a trombina liga-se a trombomodulina da
membrana da célula endotelial, formando um complexo capaz de ativar a proteina C
a qual proteolisa os co-fatores V e VIII, constituindo um feed-back negativo

(DAHLBACK, 2000).
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A formagao da trombina decorre de uma sequiiéncia de reagcbes chamada
cascata da coagulagao (MACFARLANE et al., 1964), que pode ser descrita por duas
vias distintas. A via extrinseca inicia-se com a formacdo do complexo TF-FVlla e a
via intrinseca inicia-se pela ativacao dos fatores da fase de contato, envolvendo fator
XI, pré-calicreina, cininogénio de alto peso molecular (HMWK) e fator IX. A ativagéo
inicia-se pelo contato do fator XI e HMWK com o colageno exposto apds a lesao do
endotélio, e termina com a ativagao do fator IX, o que acarreta a ativacdo sequencial
dos fatores X e Il. Esta divisdo permanece para a compreensdo da formacédo do
coagulo in vitro. Entretanto, in vivo os eventos ndo sao distintos, pois as vias se

inter-relacionam, o que garante a efetividade do processo (FRANCO, 2001).
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Figura 1 — Representacdo esquematica do conjunto de reagdes envolvidas na coagulagao
do sangue (FERNANDES, 2007). Em tal esquema, fica enfatizado o conceito de que nao ha
distingdo clara entre os sistemas intrinseco e extrinseco, que atuam de modo altamente
interativo in vivo (FRANCO, 2001). FT = fator tissular; 11, V, VII, VIII, IX, X, XI e XIlII = fatores
da coagulacdo; a = ativado; PAI-1 = inibidor do ativador do plasminogénio tipo 1; t-PA =
ativador do plasminogénio tipo tecidual; PDF = produtos de degradacgao da fibrina; TM =
trombomodulina; PC = proteina C; PS = proteina S; AT = antitrombina; TAT = trombina-
antitrombina; Ca ** = ions célcio; EPCR = receptor endotelial de proteina C; TFPI = inibidor

da via do fator tissular; F1+2 = fragmento 1+2 da protrombina.
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O principal substrato da trombina ¢é o fibrinogénio, uma molécula composta por
trés pares de cadeias peptidicas. A trombina retira dois pequenos peptideos,
inicialmente da cadeia alfa e depois da cadeia beta: os fibrinopeptideos A e B,
respectivamente. A molécula do fibrinogénio é entao transformada em monémero de
fibrina, que se polimeriza para formar a rede de fibrina. O fator Xlll, ativado pela
prépria trombina, estabiliza as ligagdes entre os mondmeros de fibrina, tornando o

coagulo estavel (JUHAN-VAGUE & HANS, 2003).

O equilibrio da hemostasia também depende dos inibidores fisiolégicos da
coagulagao. O primeiro inibidor a agir € o TFPI, presente no plasma e nas plaquetas,
acumulando-se no local da lesao pela ativagdo das plaquetas (LWALEED & BASS,
2006). Este forma um complexo quaternario com os fatores X e VIl ativados e o TF,
na presenca de ions calcio e, desta forma, suprime a atividade de amplificacdo das
reagdes enzimaticas. Ha inativagao direta da trombina pela antitrombina ligada ao
heparan sulfato presente na membrana da célula endotelial, aumentando seu efeito
inibidor sobre a trombina (LORENZI, 2003). A proteina C, quando ligada ao seu
receptor no endotélio (EPCR), é ativada apdés a ligagcdo da trombina a
trombomodulina presente na membrana da célula endotelial. A proteina C ativada
inativa os fatores V e VIl ativados, limitando a formacédo de trombina. A ativacao
desse sistema se faz na presenga de um co-fator, a proteina S, que também é
secretada pela célula endotelial. A proteina C ativada também consome o PAI-1,
aumentando a atividade fibrinolitica (DAHLBACK, 2000).

A fibrindlise € uma resposta hemostatica normal a lesao vascular e consiste
no mecanismo de dissolugéo enzimatica do coagulo de fibrina que se forma no local
da lesdo do endotélio vascular. A dissolu¢ao da fibrina se faz ao mesmo tempo em

que o endotélio vascular se recompde (JUHAN-VAGUE & HANS, 2003). O sistema
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fibrinolitico também é regulado pelas células endoteliais, que secretam os ativadores
do plasminogénio tipo t-PA (ativador tissular) e tipo u-PA (uroquinase). O t-PA
transforma o plasminogénio, uma proenzima circulante, em plasmina, a qual
promove a dissolugdo do trombo. As células endoteliais também participam da
fibrindlise expressando os receptores para o plasminogénio em sua superficie,
sendo responsavel pela geracao localizada de plasmina, através da ac¢ao do t-PA ao
nivel da membrana celular (RUSCHITZKA et al., 1997). O préprio endotélio controla
a sintese desses ativadores por meio da sintese de inibidores especificos do sistema
fibrinolitico, entre estes o PAI-1 (LORENZI, 2003).

A participacdo dos mecanismos da hemostasia na génese das placas de
ateroma é bem conhecida. Muitas variaveis relacionadas a coagulagcdo estédo
implicadas no processo de formacao da placa de ateroma, através da deposicao de
fibrina e da ativacdo de plaquetas. A presenca de fibrina no ateroma decorre dos
efeitos graduais da ativagdo da coagulacéo, das plaquetas e reducao da fibrindlise,
durante a formacgéao da placa aterosclerética (SMITH, 1996).

O conhecimento da fisiologia da coagulagao possibilita melhor compreensao
dos possiveis mecanismos pelos quais a hemostasia pode influenciar na formacgao
da placa de ateroma. Uma vez estabelecida a lesdo aterosclerdtica, plaquetas,
fatores da coagulacao e da fibrindlise atuam para produzir o trombo, que obstrui a
artéria e interrompe o fluxo sanglineo, causando morte tecidual e graves

consequéncias (SHIN et al., 2003).
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2.8 FATOR TISSULAR E INIBIDOR DA VIA DO FATOR TISSULAR

A formacao do trombo numa placa aterosclerética rompida inicia-se quando o
fator VIl ativado (FVIla) plasmatico entra em contato com o fator tissular (TF) nos
sitios de injuria das células endoteliais, e resulta na formag¢ao do complexo TF-FVlla.
Esse ativa os fatores IX e X, levando a geragdo de trombina com consequente
formagdo do coagulo de fibrina (SPRONK et al.,, 2004). As células endoteliais
integras ndo expressam niveis detectaveis de TF, entretanto, a expressdo do TF
endotelial tem sido relatada durante casos de septicemia, tumor vascular e nas
células endoteliais que cobrem as placas ateroscleréticas (CRAWLEY et al., 2000).
Da mesma forma, o TF proveniente de macréfagos e células espumosas ativados
tem sido detectado na matriz extracelular e no centro necrético de placas
ateroscleréticas avancgadas, sugerindo que o TF contribui para o estado
hipertrombdtico da aterosclerose humana. As placas aterosclerdticas ricas em
macrofagos apresentam grande risco de ruptura, podendo causar trombose devido a
expressao elevada de TF pelas células espumosas (CAPLICE et al., 1998; VIEIRA et
al., 2006).

A ruptura da placa aterosclerética com subsequente formagdo do trombo
oclusivo representa a causa central da sindrome coronariana aguda (SCA) (MALY et
al., 2003) e o aumento dos niveis plasmaticos de TF tem sido demonstrado na
angina instavel (OTT, 2003) e no IAM (GOMEZ et al., 2005), correlacionando-se com
a presencga de extensas areas ricas em macrofagos e células musculares lisas.

O TFPI exerce um papel importante no controle da trombogénese, uma vez
que representa o unico inibidor descrito da via dependente de TF na coagulagéo

sanguinea (GOMEZ et al., 2005). In vivo, aproximadamente 80% do TFPI plasmatico
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circula ligado as lipoproteinas plasmaticas (GIRARD et al., 1989) e cerca de 5 a 10%
circula livre no plasma (LINDAHL et al., 1994). Niveis significativamente elevados de
TFPI tém sido demonstrados em pacientes com doenca cardiaca isquémica quando
comparados a individuos higidos, e uma correlagao positiva entre niveis plasmaticos
de TF e TFPI tem sido observada nesses pacientes (LWALEED & BASS, 2006).
Entretanto, a associagdo entre o grau de ateromatose coronariana e os niveis

plasmaticos de TF e TFPI ainda nio esta definida na literatura.

2.9 INIBIDOR DO ATIVADOR DO PLASMINOGENIO TIPO 1 E POLIMORFISMO (-

675 4G/5G)

O principal inibidor da fibrindlise € o inibidor do ativador do plasminogénio tipo
1 (PAI-1), que é o inibidor primario do ativador fisiolégico do plasminogénio (t-PA). O
aumento dos niveis plasmaticos do PAI-1 foi relatado em individuos sobreviventes
de |IAM quando comparados com a populagdo em geral, e este aumento
correlacionou-se com a recorréncia do infarto (HAMSTEN et al., 1987). E de grande
interesse conhecer o comportamento desse marcador em doencas que antecedem a
ocorréncia do IAM, o qual poderia contribuir para a adocdo de medidas profilaticas.

A insercdo ou delecdo de um nucleotideo na regido promotora do gene do
PAI-1 (-675 4G/5G) foi identificada a 675 pares de base antes do inicio da
transcricdo. O polimorfismo 4G/5G tem sido relatado em pacientes com |IAM
(NAUCK et al.,, 1999). Os individuos homozigotos para a delegcao (4G/4G)
apresentam niveis plasmaticos elevados de PAI-1, e os portadores da adigao
(5G/5G), niveis reduzidos, enquanto individuos heterozigotos (4G/5G) possuem

niveis intermediarios (MANSFIELD et al., 1995).



50

Os niveis plasmaticos do PAI-1 podem ser influenciados pela idade, sexo,
obesidade, hipertensdo arterial, tabagismo, hipercolesterolemia, além de
polimorfismos genéticos, entre estes o polimorfismo (-675 4G/5G) (VISANJI et al.,
2000). O aumento dos niveis plasmaticos do PAI-1 pode comprometer o sistema
fibrinolitico e favorecer a permanéncia do coagulo de fibrina. Portanto, a
genotipagem deste polimorfismo poderia ser relevante para se avaliar o
desempenho do sistema fibrinolitico em pacientes com diagnéstico estabelecido de

DAC.

2.10 ANGIOGRAFIA CORONARIANA E GRAVIDADE DA DOENCA ARTERIAL

CORONARIANA

A angiografia ou arteriografia coronaria € um exame empregado para explorar
as artérias coronarias e identificar qualquer area com estreitamento ou bloqueio
causado por aterosclerose (ARAIl et al., 2001). Embora este método seja
considerado padréo para avaliar a gravidade das estenoses coronarianas e para
guiar intervengdes percutaneas (DI CARLI et al., 1995), o mesmo apresenta algumas
limitagcbes. A aterosclerose € uma doenca da parede dos vasos, € a angiografia
avalia apenas a luz dos mesmos, diagnosticando lesdes obstrutivas pela
comparagao entre segmentos alterados e segmentos supostamente normais (SBC,
2003), que podem exibir o fenbmeno de ampliagdo do vaso na tentativa de
acomodar a placa aterosclerética, conhecido como remodelamento positivo (IBANEZ
et al., 2007).

O exame é utilizado para verificar obstrugao nas artérias coronarias e pode ser

indicado, também, para pacientes com angina instavel, dor toracica atipica, estenose
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aodrtica, insuficiéncia cardiaca nao explicada, arritmias, fibrilagao atrial, prolapso da
valvula mitral, defeito do septo atrial, espasmo da artéria coronaria e outras
condigdes. Conforme o grau de obstrucdo do fluxo sanguineo nas artérias
coronarias, ha um aumento do risco de um evento agudo, principalmente 1AM
(MADDAHI & GAMBHIR, 1997).

A DAC é detectada sob a forma de irregularidades ou estenoses das paredes
internas das artérias. A porcentagem de estenose coronariana superior a 50%,
comparada com a area do lumen de referéncia, € considerada critério satisfatério
para indicacdo de intervengdo cirdrgica ou percutanea (OZAKI et al., 1995),
dependendo da localizagdo, da composicdo e da vulnerabilidade da placa
aterosclerdtica (IBANEZ et al.,, 2007). A forma grave da DAC ¢é definida
angiograficamente pela presencga de estenose, maior ou igual a 70% do didmetro, de
pelo menos um segmento de uma das artérias epicardicas maiores, ou estenose
superior a 50% do didmetro do tronco da coronaria esquerda (SBC, 2004). A
angiografia coronariana também €& o método mais utilizado para descrever a
extensao da DAC, separando os pacientes em uniarterial, biarterial, triarterial ou
lesdo em tronco da coronaria esquerda (SBC, 2004). O tempo de sobrevida do
paciente diminui com o envolvimento de vasos adicionais, com o comprometimento
da descendente anterior e com a disfungao ventricular esquerda (SBC, 2004).

Exames né&o invasivos que fornecem o diagndstico de DAC, como o teste
ergométrico, ecocardiograma, tomografia computadorizada e cintilografia
coronariana sao também utilizados pelos clinicos. O ultra-som intracoronariano
também é um método muito utilizado e permite o estudo da parede vascular normal,
além das caracteristicas da placa aterosclerética (SBC, 2003; IBANEZ et al., 2007).

No entanto, muitos pacientes sdo submetidos a angiografia, pois € o método mais
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acurado para diagnéstico de lesbes coronarianas obstrutivas (SBC, 2004). A
indicagdo da angiografia coronariana € determinada pelos médicos levando em
consideragao aspectos clinicos, sexo do paciente, idade e fatores de risco

cardiovasculares, bem como fatores s6cio-econdmicos (CHEN & REDBERG, 2000).
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3 OBJETIVOS
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3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a associagdo entre parametros bioquimicos, hemostaticos,
polimorfismos genéticos e a gravidade da doencga arterial coronariana em individuos

submetidos a angiografia coronariana.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Caracterizar o perfil lipidico e apolipoproteico, incluindo os niveis plasmaticos
de lipoproteina(a), anticorpos anti-LDL oxidada, apolipoproteinas A-I, B e E,
em individuos angiograficamente normais e em pacientes apresentando

ateromatose leve/moderada ou grave.

» Determinar os niveis plasmaticos da proteina C reativa e fosfolipase A2, como
marcadores de processo inflamatério; do inibidor do ativador do
plasminogénio tipo 1, do fator tissular e do inibidor da via do fator tissular
como marcadores hemostaticos; e da homocisteina, como marcador de lesao

endotelial.

» Determinar o perfil genético individual em relagdo aos alelos do gene

codificador de apolipoproteina E.

» lIdentificar a presenga da mutacdo C677T no gene da enzima

metilenotetrahidrofolato redutase.

» ldentificar a presencga do polimorfismo (-675 4G/5G) na regidao promotora do
gene do PAI-1.

» Correlacionar os parametros estudados entre si e com a gravidade da doencga

arterial coronariana.
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4 MATERIAL E METODOS
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O presente estudo foi aprovado sob o ponto de vista ético e formal pela
Comissdo de Etica do Hospital Socor (Anexo 1) e pela Comissdo de Etica e
Pesquisa da UFMG (Anexo 2), como parte integrante de um projeto maior intitulado
“Caracterizacdo bioquimica, hemostatica e molecular da doenca arterial
coronariana”.

Aos individuos selecionados, foi feito o esclarecimento dos objetivos da
pesquisa e, aqueles que estiveram de acordo, assinaram o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (Apéndice 1). Uma ficha clinica contendo dados importantes para
analise dos resultados foi preenchida em todos os casos (Apéndice 2). Foram
coletadas amostras de 134 individuos submetidos a angiografia coronariana, em um
periodo de 14 meses, entre junho 2004 e setembro de 2005.

Os individuos participantes deste estudo foram selecionados no departamento
de Hemodindmica do Hospital Socor em Belo Horizonte, Minas Gerais, apoés
realizarem a angiografia coronariana. Todos os participantes foram encaminhados
ao Hospital Socor pelo Sistema Unico de Saude (SUS). Os individuos participantes
dos trés grupos foram selecionados buscando uma homogeneidade em relagédo as
variaveis sexo, idade, nivel sécio-econémico e indice de Massa Corporal (IMC)

(Tabela 2).

4.1 CASUISTICA

O presente estudo foi composto por trés grupos distintos:

1) Grupo angiograficamente normal (AnN): constituido por 35 pacientes que néao

apresentaram ateromatose coronariana detectavel pelo exame angiografico.
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2) Grupo com ateromatose leve/moderada (ALM): constituido por 31 pacientes que
apresentaram ateromatose coronariana leve ou moderada, conforme os seguintes
critérios:

- Ateromatose leve: constituido por 17 pacientes que apresentaram estenose
coronariana com comprometimento inferior a 30% do limen arterial em, pelo menos,
uma artéria coronaria.

- Ateromatose moderada: constituido por 14 pacientes que apresentaram estenose
coronariana com comprometimento entre 30 e 70% do lumen arterial em, pelo

menos, uma artéria coronaria.

3) Grupo ateromatose grave (AG): constituido por 57 pacientes que apresentaram
estenose coronariana com comprometimento superior a 70% do limen arterial em,

pelo menos, uma artéria coronaria.
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AnN ALM AG p

n (M/F) 35 (16/19) 31 (17/14) 57 (31/26)
Homens (%) 16 (45,7) 17 (54,8) 31 (54,4) 0,641
Mulheres (%) 19 (54,3) 14 (45,2) 26 (45,6) 0,596
Idade (anos) 59,0 £ 7,5 59,5 + 9,0 60,5 + 8,8 0,683
IMC (Kg/m?) 25,3+ 4,1 26,8 +4,7 25,8 3,5 0,298

Caracterizagdo quanto ao n (tamanho), M (sexo masculino) e de F (sexo feminino), idade e IMC

(indice de massa corporal), sendo os valores expressos como freqiiéncia absoluta, freqiéncia relativa

e como média e desvio-padrao quando apropriado. Nao foi observada diferenga significativa entre os

grupos estudados para as variaveis sexo (Qui-quadrado), idade e IMC (ANOVA). AnN

angiograficamente normais; ALM = ateromatose leve/moderada; AG = ateromatose grave.

4.2 CRITERIOS DE INCLUSAO E DE EXCLUSAO

4.2.1 CRITERIOS DE INCLUSAO:

- Faixa etaria adotada para o estudo: 35 a 65 anos.

- Individuos de ambos os sexos submetidos a angiografia coronariana no

Departamento de Hemodinamica do Hospital Socor, Belo Horizonte, Minas Gerais.

4.2.2 CRITERIOS DE EXCLUSAO:

Os critérios de exclusdo comuns aos trés grupos foram:

- Individuos que apresentaram histéria anterior de Sindrome Coronariana Aguda
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(SCA) nos trés meses que antecederam a coleta de sangue (infarto agudo do
miocardio ou angina instavel).

- Uso de anticoagulantes orais.

- Uso de drogas hipolipemiantes.

- Uso de estrogénios (anticoncepcionais ou reposigdo hormonal).

- Presenca de doengas intercorrentes como disturbios da coagulagdo, doencgas
renais, hepaticas, autoimunes, cancer e insuficiéncia cardiaca.

- Niveis de triglicérides acima de 400mg/dL.

Foi triado um total de 134 individuos para integrar os grupos de estudo. Apés
a aplicagao dos critérios de exclusao foram selecionados 123 participantes. A Tabela
3 apresenta o numero de individuos excluidos do estudo e os critérios de exclusio

aplicados.

Tabela 3 — Numero de individuos excluidos e critérios de exclusao aplicados

CRITERIOS DE EXCLUSAO n

Sindrome Coronariana Aguda nos ultimos 3 meses 3
Uso de estatinas 7

Triglicérides > 400mg/dL 1

Total 11

4.3 AMOSTRAS BIOLOGICAS
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Foram coletadas amostras de 25mL de sangue venoso dos participantes
(5mL em citrato de sodio, 10mL sem anticoagulante e 5mL em EDTA), apds jejum de
12h, em tubos do Sistema Vacutainer® (Becton-Dickinson). As amostras bioldgicas
dos participantes que realizaram a angiografia coronariana foram coletadas antes da
realizacado do referido exame. As amostras de sangue obtidas foram rapidamente
centrifugadas a 1100g por 15 minutos para separagao do plasma e do soro, que
foram divididos em varias aliquotas e estocados a -70°C. Foi extraido o DNA das

amostras, que ficou armazenado a -20°C até a realizagao dos testes genéticos.

4.4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Os parametros avaliados neste estudo foram:

1) Colesterol total e fragdes

2) Triglicérides

3) Apolipoproteina A-I

4) Apolipoproteina B

5) Apolipoproteina E

6) Lipoproteina(a)

7) Proteina C reativa ultra-sensivel
8) LDL oxidada

9) Homocisteina total
10)Fosfolipase A2

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

12) Fator tissular (TF)
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13) Inibidor do fator tissular (TFPI)
14) Identificagao dos alelos do gene da apolipoproteina E
15) Mutacédo C677T no gene da enzima MTHFR

16) Polimorfismo (-675 4G/5G) no gene do PAI-1

4.5 METODOS

4.5.1 Fatores de risco

A presenca das variaveis tabagismo, sedentarismo e historia familiar para
DAC, foi constatada com base nas recomendacgdes das Il Diretrizes Brasileiras
sobre Dislipidemias e Prevengao de Aterosclerose (SBC, 2001). Foram considerados
tabagistas os individuos com consumo regular de qualquer quantidade de cigarros,
por um periodo superior a seis meses até o més anterior ao preenchimento da ficha
clinica. Foram considerados sedentarios os individuos que nao praticavam
exercicios fisicos regularmente, com frequéncia minima de 40 minutos pelo menos
trés vezes por semana. Foi considerada presenca de histéria familiar para DAC
individuos que apresentaram parentes de primeiro grau com menos de 55 para
homens e menos de 65 anos para mulheres com DAC diagnosticada. Foram
considerados hipertensos os participantes com diagndstico prévio de hipertenséo
arterial que faziam uso regular de medicamentos anti-hipertensivos. Portadores de
SCA anterior a trés meses da entrevista foram considerados no estudo, incluindo

aqueles que apresentaram quadro de IAM ou angina instavel.

4.5.2 Etnia
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A identificacdo da raga dos participantes do estudo foi obtida por meio da
declaragdo do préprio individuo, segundo as opg¢des constantes no item etnia da

ficha clinica adotada para o estudo (Apéndice 2).

4.5.3 Angiografia coronariana

A angiografia coronariana foi o exame empregado para explorar as artérias
coronarias por uma série de raios-X, realizado juntamente com a cateterizagéo
cardiaca. Antes da realizagao do exame, o paciente recebeu um sedativo suave. O
meédico inseriu o cateter por uma pequena incisdo na artéria braquial ou diretamente
na artéria femural, apds desinfeccido e aplicacdo de anestésico no local. O cateter
foi, entdo, cuidadosamente guiado até o coracdo, sendo que a insergao foi
acompanhada por imagens de raios-X, denominadas fluoroscopias. Apos este
procedimento, injetou-se um contraste iodado (Telebrix® ou Hexabrix®) para
visualizar as artérias coronarias. O coragao e as artérias foram filmados enquanto o
coragao batia. A angiografia coronariana foi realizada por médicos especializados do
Departamento de Hemodindmica do Hospital Socor e os filmes examinados por trés
cardiologistas experientes. Os laudos foram apresentados conforme critérios
adotados pelo Departamento de Hemodinamica do Hospital Socor, definidos pela
reducado dos didmetros intraluminais: até 30% de estenose foi classificada como
ateromatose leve; de 30 a 70% de estenose, como ateromatose moderada e, acima
de 70% de estenose, como ateromatose grave, em uma ou mais artérias coronarias

afetadas. Os individuos com auséncia de estenose detectavel pelo exame
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angiografico foram classificados como individuos angiograficamente normais e

constituiram o grupo controle.

4.5.4 Parametros bioquimicos

a) Colesterol total (CT)

A determinagao do CT plasmatico foi realizada no soro utilizando o conjunto
diagnostico RANDOX® CHOLESTEROL CHOD-PAP cujo principio analitico € o
método enzimatico colorimétrico.

Os ésteres de colesterol existentes na amostra foram hidrolisados pela
enzima colesterol esterase a colesterol livre e acidos graxos. A enzima colesterol
oxidase, em presenga de oxigénio, catalisou a oxidagdo do colesterol livre,
produzindo o peréxido de hidrogénio. A enzima peroxidase catalisou a oxidagao do
reagente fendlico (fenol) pelo peréxido de hidrogénio formado, em presenga de
aminofenazona, produzindo um composto réseo-avermelhado (quinonimina), que
apresentou um maximo de absor¢ao em 500nm. A intensidade da cor formada na
reacao final foi diretamente proporcional a concentragao do colesterol na amostra.

O ensaio foi realizado utilizando-se o aparelho Cobas Mira Plus® em sistema
completamente automatizado, as amostras foram acondicionadas no aparelho e os
resultados impressos diretamente apds o término da analise. Foi utilizado Soro
Controle-P (BIOBRAS® - RANDOX® Laboratories, United Kingdon) para verificar o
desempenho do ensaio.

Valor de referéncia: Otimo < 200mg/dL

Limitrofe 200 — 240mg/dL
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Alto > 240mg/dL

b) HDL-colesterol (HDLc)

A determinacdo do HDLc plasmatico foi realizada no soro utilizando o
conjunto diagnéstico RANDOX® HDL CHOLESTEROL DIRECT cujo principio
analitico € o método enzimatico colorimétrico de eliminacgao.

Os reagentes contém um homogeneizado de enzimas. O teste combinou
duas etapas especificas. Na primeira etapa, LDLc, VLDLc e quilomicrons foram
degradados pela agdo combinada das enzimas colesterol esterase e colesterol
oxidase, enquanto o HDLc nao foi afetado. O perdxido de hidrogénio formado na
primeira etapa foi decomposto pela agcdo da catalase. Na etapa seguinte o HDLc
transformou-se em colestenona e peroxido de hidrogénio pelas mesmas enzimas
acima citadas, na presenca de surfactantes especificos para HDLc. O perdxido de
hidrogénio formado reagiu com o cromogeno N-(2-hidroxi-3-sulfopropil-3,5-
dimetoxianilina), sob agédo catalitica da peroxidase. A absorbancia do cromoégeno
quinona produzido foi diretamente proporcional a concentracido de HDLc na amostra
quando medida a 600nm.

O ensaio foi realizado utilizando-se o aparelho Cobas Mira Plus® em sistema
completamente automatizado, as amostras foram acondicionadas no aparelho e os
resultados impressos diretamente apds o término da analise. Foi utilizado Soro
Controle-P (BIOBRAS® - RANDOX® Laboratories, United Kingdon) para verificar o
desempenho do ensaio.

Valor de referéncia: Alto > 60mg/dL

Baixo < 40mg/dL
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c) LDL-colesterol (LDLc)

A determinagao do LDLc plasmatico foi realizada no soro utilizando o conjunto
diagnostico RANDOX® LDL CHOLESTEROL DIRECT cujo principio analitico é o
método enzimatico de eliminacao.

Os reagentes contém um homogeneizado de enzimas. O teste combinou
duas etapas especificas. Na primeira etapa, HDLc, VLDLc e quilomicrons foram
degradados pela agdo combinada das enzimas colesterol esterase e colesterol
oxidase, enquanto o LDLc nao foi afetado. O perdxido de hidrogénio formado na
primeira etapa foi decomposto pela catalase. Na etapa seguinte o LDLc foi
quantificado pela transformagdo em colestenona e perdoxido de hidrogénio pelas
mesmas enzimas anteriormente citadas, na presenca de surfactantes especificos
para LDLc. O peroéxido de hidrogénio formado reagiu com o cromdgeno N-(2-hidroxi-
3-sulfopropil-3,5-dimetoxianilina), sob acao catalitica da peroxidase. A absorbancia
do cromdégeno quinona produzido foi diretamente proporcional a concentragao de
LDLc na amostra quando medida a 600nm.

O ensaio foi realizado utilizando-se o aparelho Cobas Mira Plus® em sistema
completamente automatizado, as amostras foram acondicionadas no aparelho e os
resultados impressos diretamente apdés o término da analise. Foi utilizado Soro
Controle-P (BIOBRAS® - RANDOX® Laboratories, United Kingdon) para verificar o
desempenho do ensaio.

A determinacdo do LDLc também foi estimada utilizando um procedimento
simplificado descrito por Friedewald et al. (1972). Neste método, os niveis de CT, TG

e HDLc foram determinados como previamente descrito. Visto que a maior parte dos
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TG plasmaticos é carreada pelas particulas de VLDL, o VLDLc foi estimado a partir
do coeficiente de TG e CT nas particulas de VLDL. Quando as concentragbes sao
expressas em mg/dL, o VLDLc é estimado como TG plasmatico dividido por cinco.
Esse método assume que essencialmente todos os TG plasmaticos sao
transportados pela VLDL e que o coeficiente TG/CT é invariavel. O LDLc foi
estimado usando a seguinte equagao: LDLc = CT — [HDL + (TG/5)]. Esta equacéao
nao € apropriada para ser usada com amostras nas quais as concentracoes de TG
excedem a 400 mg/dL.
Valor de referéncia: Otimo < 100mg/dL

Desejavel 100 — 129mg/dL

Limitrofe 130 — 159mg/dL

Alto 160 — 189mg/dL

Muito alto > 190mg/dL

d) Triglicérides (TG)

A determinacdo dos niveis plasmaticos de TG foi realizada no soro utilizando
o conjunto diagndstico RANDOX® TRIGLYCERIDES GPO-PAP cujo principio
analitico € o método enzimatico colorimétrico.

O glicerol liberado na hidrdlise dos TG, catalisada pela lipoproteina lipase foi
convertido pela agdo da glicerolquinase em glicerol-3-fosfato, que foi oxidado a
dihidroxiacetona e peréxido de hidrogénio na presenga da enzima glicerolfosfato
oxidase. A reacao de acoplamento que ocorreu entre peréxido de hidrogénio, 4-
aminoantipirina e p-clorofenol foi catalisada pela peroxidase produzindo a

quinonimina que apresentou um maximo de absorbancia em 500nm. A intensidade
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da cor résea-avermelhada formada foi diretamente proporcional a concentracao de
TG na amostra.

O ensaio foi realizado utilizando-se o aparelho Cobas Mira Plus® em sistema
completamente automatizado, as amostras foram acondicionadas no aparelho e os
resultados impressos diretamente apds o término da analise. Foi utilizado Soro
Controle-P (BIOBRAS® - RANDOX® Laboratories, United Kingdon) para verificar o
desempenho do ensaio.

Valor de referéncia: Otimo < 150mg/dL

Limitrofe 150 — 200mg/dL
Alto > 201 - 499mg/dL

Muito alto > 500mg/dL

e) Apolipoproteina A-I (apo A-l)

A determinacado plasmatica da apo A-l foi realizada no soro utilizando o
conjunto  diagndstico BIOTECNICA® APOLIPOPROTEINA A-l (APO A-l)
TURBIDIMETRIA cujo principio analitico € o imunoensaio turbidimétrico.

O fundamento do teste de imunoensaio baseia-se na especificidade da
ligacdo entre antigenos e anticorpos. No teste de imunoensaio turbidimétrico os
antigenos apo A-l presentes na amostra originam uma aglutinagdo imunolégica com
os anticorpos anti-apo A-lI presentes no reagente. O grau de aglutinagédo é
proporcional a concentracdo de apo A-l na amostra e pode ser medido por
turbidimetria. Este processo baseia-se na detecgao otica de particulas muito
pequenas suspensas em meio liquido. Quando um anticorpo (apo A-l) e a amostra

(antigeno) sdo misturados, formam-se imunocomplexos. A diluicdo adquire turbidez,



68

que é proporcional a quantidade de antigeno. Este método € chamado homogéneo,
pois ndo possui fase solida.

O ensaio foi realizado utilizando-se o aparelho Cobas Mira Plus® em sistema
completamente automatizado, as amostras foram acondicionadas no aparelho e os
resultados impressos diretamente apds o término da analise. Foi utilizado o soro
controle APOLIPOPROTEINAS (BIOTECNICA® BIOTECNOLOGIA AVANCADA)
para verificar o desempenho do ensaio.

Valor de referéncia: 110 — 210mg/dL

f) Apolipoproteina B (apo B)

A determinagao plasmatica da apo B foi realizada no soro utilizando o
conjunto  diagndstico BIOTECNICA® APOLIPOPROTEINA B (APO B)
TURBIDIMETRIA cujo principio analitico € o imunoensaio turbidimétrico, ja descrito
para apo A-l, seguindo as instrugdes fornecidas pelo fabricante.

O ensaio foi realizado utilizando-se o aparelho Cobas Mira Plus® em sistema
completamente automatizado, as amostras foram acondicionadas no aparelho e os
resultados impressos diretamente apds o término da analise. Foi utilizado o soro
controle APOLIPOPROTEINAS (BIOTECNICA® BIOTECNOLOGIA AVANCADA)
para verificar o desempenho do ensaio.

Valor de referéncia: 60 — 155mg/dL

g) Apolipoproteina E (apo E)

A determinagao plasmatica da apo E foi realizada no soro utilizando o
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conjunto diagnéstico CHRONOLAB® APOLIPOPROTEIN E TURBIDIMETRY cujo
principio analitico € o imunoensaio turbidimétrico, ja descrito para apo A-l, seguindo
as instrucdes fornecidas pelo fabricante.

O ensaio foi realizado utilizando-se o aparelho Cobas Mira Plus® em sistema
completamente automatizado, as amostras foram acondicionadas no aparelho e os
resultados impressos diretamente apds o término da analise. Foi utilizado o soro
controle CHRONOLAB® APOLIPOPROTEIN CONTROL verificar o desempenho do
ensaio.

Valor de referéncia: 2,7 — 4,5mg/dL

h) Lipoproteina(a) [Lp(a)]

A determinagao plasmatica da Lp(a) foi realizada no soro utilizando o conjunto
diagnostico BIOTECNICA® LIPOPROTEINA(a) TURBIDIMETRIA, cujo principio
analitico € o método turbidimétrico com latex aprimorado, seguindo as instru¢des
fornecidas pelo fabricante. A Lp(a) na amostra causa aglutinagdo das particulas de
latex cobertas com anticorpos anti-Lp(a). O grau de aglutinacédo é proporcional a
concentracdo de Lp(a) na amostra e pode ser medido por turbidimetria, como
descrito para apo A-I.

O ensaio foi realizado utilizando-se o aparelho Cobas Mira Plus® em sistema
completamente automatizado, as amostras foram acondicionadas no aparelho e os
resultados impressos diretamente apds o término da analise. Foi utilizado o soro
controle Lp(a) Control Turbidimetry (SPINREACT® S.A., Sant Esteve de Bas, Spain)
para verificar o desempenho do ensaio.

Valor de referéncia: até 30mg/dL
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i) Proteina C Reativa ultra-sensivel (PCRus)

A determinacdo quantitativa da PCRus foi realizada no soro utilizando o
conjunto diagnéstico BIOTECNICA® PROTEINA C-REATIVA TURBIDIMETRIA, cujo
principio analitico € o método turbidimétrico com latex aprimorado, seguindo as
instrugdes fornecidas pelo fabricante com metodologia ultra-sensivel para
monitoramento em cardiologia. A presenca da proteina C reativa na amostra causa
aglutinagao das particulas de latex cobertas com anticorpos anti-proteina C reativa.
O grau de aglutinagdo € proporcional a concentragcdo de proteina C reativa na
amostra e pode ser medido por turbidimetria, como descrito para apo A-I.

O ensaio foi realizado utilizando-se o aparelho Cobas Mira Plus® em sistema
completamente automatizado, utilizando o procedimento técnico recomendado pelo
fabricante, aumentando o volume de amostra e padrdao para 50uL e usando o
calibrador diluido 1:10 com agua deionizada. As amostras foram acondicionadas no
aparelho e os resultados impressos diretamente apds o término da analise. Foi
utilizado o soro controle especifico — proteina C reativa (BIOTECNICA®
BIOTECNOLOGIA AVANCADA) para verificar o desempenho do ensaio.

Valor de referéncia: até 3,0mg/L

j) Anticorpos anti-LDL oxidada (anti-LDLoX)

A determinacdo plasmatica do titulo de anti-LDLox foi realizada no soro

utilizando o conjunto diagnéstico ALPCO™ Diagnostics ANTI OXIDISED LOW
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DENSITY LIPOPROTEIN cujo principio analitico € o ensaio imunoenzimatico

(ELISA) de captura, seguindo as instrugdes fornecidas pelo fabricante.

O teste de ELISA baseia-se na especificidade da ligagdo entre antigenos e
anticorpos. Os anticorpos presentes na amostra (no caso, anti-LDLox) ligam-se aos
antigenos fixados a superficie da placa (LDLox). Em seguida, anticorpos anti-LDLox
marcados com a enzima peroxidade ligam-se a outros determinantes antigénicos do
complexo antigeno-anticorpo. Os anticorpos que néo se ligam sao retirados por
sucessivas lavagens. Na proxima etapa, o substrato cromoégeno
(ortofenilenodiamino) € adicionado na presencga de perdxido de hidrogénio que reage
com a enzima e gera um produto corado. A reacgao € interrompida com uma solugao
acida e a intensidade de cor produzida é diretamente proporcional a concentragao
do antigeno na amostra. As leituras das absorbancias foram realizadas a 450nm,

utilizando-se o equipamento Spectra Max-340 (Molecular Devices®).

A curva de calibracdo foi construida de acordo com as instrugcdes do
fabricante, utilizando-se o calibrador fornecido, obtendo-se os pontos de 37; 75; 150;
300; 600 e 1200mU/mL e o titulo de anticorpos anti-LDLox das amostras foi obtida
através da equacdo: y = 0,6761Ln(x) - 2,5559 (R? = 0,9842). Foi utilizado um soro
controle fornecido pelo fabricante para verificar o desempenho do ensaio.

Valor de referéncia: ainda n&o estabelecido.

OBS: o fabricante informa que um grupo de 50 individuos higidos

apresentaram o valor da mediana de 263mU/mL.

k) Homocisteina total (HCT)
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A determinacdo quantitativa da HCT foi realizada no plasma citratado
utilizando o conjunto diagndstico AXSYM® HOMOCISTEINA (Abbott® Laboratories —
Alemanha), cujo principio analitico € o imunoensaio de fluorescéncia polarizada
(FPIA), seguindo as instrugbes fornecidas pelo fabricante. O ensaio foi realizado
utilizando-se o aparelho Axsym® (Abbott® Laboratories — Alemanha) em sistema

completamente automatizado.

O teste baseia-se no imunoensaio de fluorescéncia polarizada. A
homocisteina total do plasma € reduzida a forma livre e esta & convertida
enzimaticamente em S-adenosil-L-homocisteina (SAH). A SAH e o marcador de
fluoresceina competem pelos locais de ligagdo na molécula do anticorpo monoclonal
anti-SAH. A intensidade de fluorescéncia é inversamente proporcional a quantidade

de homocisteina na amostra.

A curva de calibracao foi construida utilizando-se os calibradores especificos
de 50; 20; 5; 2,5 e Ommol/L, de acordo com as instrucdes do fabricante. O ensaio foi
realizado utilizando-se o aparelho Axsym® (Abbott® Laboratories — Alemanha) em
sistema completamente automatizado e seis plasmas controles foram utilizados para
avaliar o desempenho do ensaio.

Valor de referéncia: 3 a 20umol/L

|) Fosfolipase A2 (sSPLA2)

A determinacdo da atividade da enzima sPLA2 foi realizada no soro utilizando
o conjunto diagnoéstico SECRETORY PHOSPHOLIPASE A2 (sPLA-2) ACTIVITY KIT

(Assay® designs, Inc), cujo principio analitico é a medida da atividade catalitica da
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enzima frente ao substrato especifico, seguindo as instrugdes fornecidas pelo
fabricante.

As amostras foram incubadas inicialmente com um substrato especifico
(hexadecil-fosfocolina) para sPLA2, que foi convertido num produto apresentando o
grupo sulfidril. A presenga do produto formado foi determinada colorimetricamente,
em 405nm, utilizando-se o reagente de Ellman (DTNB), que formou uma substancia
de coloracdo amarela com o produto.

A curva de calibracdo foi construida de acordo com as instrugcdes do
fabricante, utilizando-se o calibrador fornecido, obtendo-se os pontos de 10; 20; 40;
80 e 160U/mL e a atividade da sPLA2 das amostras foi obtida através da equacéo: y
= 0,0014x + 0,1442 (R? = 0,9972). Foi utilizado um soro controle fornecido pelo
fabricante para verificar o desempenho do ensaio.

Valor de referéncia: ainda ndo estabelecido na literatura.

OBS: Estudo desenvolvido em nosso laboratério com 38 individuos higidos

apresentou mediana = 18,4U/mL (25% = 13,4; 75% = 31,1).

4.5.5 Parametros hemostaticos

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

A determinagdo do PAI-1 plasmatico foi realizada no plasma citratado
utilizando o conjunto diagndstico IMUBIND® Plasma PAI-1 ELISA (American
Diagnostica® Inc. — Estados Unidos), cujo principio analitico é o ensaio
imunoenzimatico (ELISA) de captura, seguindo as instrugbes fornecidas pelo

fabricante.
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O teste de ELISA baseia-se na especificidade da ligacdo entre antigenos e
anticorpos. Os antigenos presentes na amostra (no caso, PAI-1) ligam-se aos
anticorpos monoclonais especificos fixados a superficie da placa (anticorpos anti-
PAI-1). Em seguida, anticorpos anti-PAl-1 marcados com a enzima peroxidade
ligam-se a outros determinantes antigénicos. Os anticorpos que nao se ligam sao
retirados por sucessivas lavagens. Na proxima etapa, o substrato cromdgeno
(ortofenilenodiamino) € adicionado na presencga de perdxido de hidrogénio que reage
com a enzima e gera um produto corado. A reacao é interrompida com uma solugao
acida e a intensidade de cor produzida é diretamente proporcional a concentragao
do antigeno na amostra. As leituras das absorbancias foram realizadas a 490nm,
utilizando-se o equipamento Spectra Max-340 (Molecular Devices®).

A curva de calibracdo foi construida de acordo com as instrugcdes do
fabricante, utilizando-se o calibrador fornecido, obtendo-se os pontos de 50; 25; 12,5
e Ong/mL. e a concentragao de PAI-1 das amostras foi obtida através da equacgéo: y
= 117,76x - 10,066 (R? = 0,9843). Foi utilizado um plasma controle fornecido pelo
fabricante para verificar o desempenho do ensaio.

Valor de referéncia: 2 a 47ng/mL

b) Fator Tissular (TF)

A determinacgao do TF plasmatico foi realizada no plasma citratado utilizando
o conjunto diagndstico IMUBIND® TF ELISA (American Diagnostica Inc., Stamford,
USA), cujo principio analitico € o ensaio imunoenzimatico (ELISA) de captura, ja

descrito para PAI-1, seguindo as instrugdes fornecidas pelo fabricante.
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A curva de calibracdo foi construida de acordo com as instrugbes do
fabricante, utilizando-se o calibrador fornecido, obtendo-se os pontos de 0; 50; 100;
200; 500 e 1000pg/mL. A leitura a 450nm foi realizada utilizando-se o equipamento
Spectra Max-340 (Molecular Devices®) e a concentracdo de TF das amostras foi
obtida através da equacdo: y = 0,0021x + 0,2828 (R? = 0,9919). Foi utilizado um
plasma controle fornecido pelo fabricante para verificar o desempenho do ensaio.

Valor de referéncia: ainda ndo estabelecido na literatura.

OBS: o fabricante informa que estudo preliminar, utilizando 50 plasmas de

individuos normais, detectou o valor de média de 49,24 + 1,67.

c¢) Inibidor da via do fator tissular (TFPI)

A determinacdo do TFPI plasmatico foi realizada no plasma citratado
utilizando o conjunto diagndstico IMUBIND® Total TFPI ELISA (American
Diagnostica Inc., Stamford, USA), cujo principio analitico € o ensaio imunoenzimatico
(ELISA) de captura, ja descrito para PAI-1, seguindo as instru¢des fornecidas pelo
fabricante.

A curva de calibracdo foi construida de acordo com as instrugcdes do
fabricante, utilizando-se o calibrador fornecido, obtendo-se os pontos de 0; 0,312;
0,625; 1,25; 2,5 e 5ng/mL. Todas as amostras foram submetidas a uma diluicdo
prévia 1:40, segundo instru¢des do fabricante. A leitura a 450nm foi realizada
utilizando-se o0 equipamento Spectra Max-340 (Molecular Devices®) e a
concentragdo de TFPI das amostras foi obtida através da equacgéo: y = 0,3447x -
0,0189 (R? = 0,9886). Foi utilizado um plasma controle fornecido pelo fabricante para

verificar o desempenho do ensaio.
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Valor de referéncia: ainda nao estabelecido na literatura.
OBS: Estudo desenvolvido pelo fabricante com 40 individuos apresentou

média = 89,5ng/mL.

4.5.6 Analises genéticas

As amostras de DNA foram obtidas a partir de 300uL de sangue total colhido
em EDTA, submetido ao processo de precipitagdo com acetato de amdnio (segundo
o protocolo e os reagentes do “Wizard Genomic DNA Purification Kit” — Promega®).
Nas reagcbes em <cadeia da polimerase (PCR), foram utilizados
desoxirribonucleotideos fornecidos pela GIBCO BRL®, tampdo (15 mM de MgCI2,
500 mM de KCI, 100 mM de Tris HCI pH 8,4 e 1% de Triton-100) e Taq polimerase
fornecidos pela Phoneutria®. As reacdes de PCR foram realizadas no termociclador

PT100° PCR Thermocycler (MJ Reserch, Waltham, USA).

a) ldentificacdo dos alelos do gene de apolipoproteina E (apo E)

A analise do gene da apo E foi realizada pela técnica de PCR, seguida de
digestdo com enzimas de restrigdo para analise do polimorfismo de tamanho de
fragmento de restricdo (RFLP), utilizando-se os oligonucleotideos e a metodologia

descrita por Tsukamoto et al. (1992) conforme descrito abaixo:

Apoés a extragdo de DNA total, uma regido de 270 pares de bases do gene
codificador de apo E foi amplificada, utilizando-se o oligonucleotideo senso ' GCA
CGG CTG TCC AAG GAG CTG CAG GC 3' e o oligonucleotideo antisenso 5' GGC

GCT CGC GGA TGG CGC TGA GC 3' (Invitrogen®, Séo Paulo, Brasil). O produto de
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PCR foi submetido a digestdo a 37°C overnight, utilizando-se a endonuclease de

restricdo Hha | (Promega®). Esta enzima reconhece oito sitios de clivagem no alelo

€2, nove sitios no alelo €3 e dez sitios no alelo €4, de acordo com a Figura 2.
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Figura 2: Padrées de RFLP para apo E: as regides destacadas indicam os primers, as setas

indicam sitios de clivagem pela Hha | e as setas em negrito marcam especificamente os

sitios polimaérficos de clivagem.

O produto da digestéo foi posteriormente visualizado em gel de poliacrilamida,

e o perfil das bandas no gel forneceu a base para a identificagdo do perfil genético,

de acordo com a Tabela 4. Amostras de DNA de individuos previamente

genotipados foram incluidas para controle da atividade enzimatica.

Tabela 4 - Perfil de bandas no gel para a identificagdo dos alelos do gene de apo E

Gendtipos - apo E

Fragmentos gerados pela digestao

€262 91 e 83 bp
Homozigotos €3e3 91e48 bp
eded 72,48,35€e 29 bp
€2¢3 91, 83,48 e 29 bp
Heterozigotos e2e4 91,83 e72bp
£3e4 91,72,48 e 35bp
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b) Mutacdo C677T no gene da enzima metilenotetrahidrofolato redutase

(MTHFR)

A identificacdo da troca de uma C por uma T na posigdo 677 do gene da
enzima MTHFR foi realizada pela técnica de PCR, seguida de digestdao com enzimas
de restricdo para analise do polimorfismo de tamanho de fragmento de restricao
(RFLP) como descrito previamente por Frosst et al. (1995). A reagdo de PCR foi
executada utilizando-se os oligonucleotideos 5’-TGA AGG AGA AGG TGT CTG
CGG GA-3' e 5-AGG ACG GTG CGG TGA GAG TG-3’ (Invitrogen®, S&o Paulo,
Brasil). O produto de PCR de 198pb foi submetido a digestdo com a enzima de
restricao Hinf | (Promega®). A presenca da mutacdo cria uma sequéncia que a
enzima Hinf | reconhece e leva a quebra do fragmento em duas partes, uma de
175pb e outra de 23pb. Individuos heterozigotos para a mutagdo apresentam trés
fragmentos (198, 175 e 23pb) e homozigotos possuem os dois fragmentos (175 e
23pb). O produto da digestao foi analisado por eletroforese em gel de poliacrilamida

a 6%, seguido de coloragao pela prata.

O padréo de peso molecular “1Kb Plus” (Gibco BRL®, Sdo Paulo, Brasil) foi
utiizado como referéncia nas corridas eletroforéticas e amostras de DNA de
individuos previamente genotipados foram incluidas para controle da atividade

enzimatica.

c) Polimorfismo (-675 4G/5G) no gene do PAI-1

A analise do gene do PAI-1 foi realizada pela técnica de PCR alelo especifica

como previamente descrito por Mansifield et al. (1995). A reacdo de PCR foi
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executada utilizando-se os oligonucleotideos 5-AAG CTT TTA CCA TGG TAA CCC
CTG GT-3' e 5-TGC AGC CAG CCA CGT GAT TGT TCT AG-3 (PAI-1 4G/5G), 5'-
GTC TGG ACA CGT GGG GA-3’ (PAI-1 4G) e 5-GTC TGG ACA CGT GGG GG-3
(PAI-1 5G) (Invitrogen®, Séo Paulo, Brasil).

As condi¢bes de amplificacdo para o fragmento do PAI-1 (4G/5G) consistiram
em 15 ciclos de desnaturacao a 95°C por 1 minuto, anelamento a 59°C por 1 minuto
e extensdo a 72°C por 1 minuto, precedida de um passo inicial de desnaturacéo a
95°C por 5 minutos, seguido novamente por 20 ciclos com anelamento a 52 °C e
finalizado com um passo de 72°C por 5 minutos. O produto de PCR normal consiste
em um fragmento de 260 pb enquanto o alelo especifico 139 pb que foi analisado

por eletroforese em gel de poliacrilamida a 6%, seguido de coloragao pela prata.

O padréo de peso molecular “1Kb Plus” (Gibco BRL®, Sao Paulo, Brasil) foi
utiizado como referéncia nas corridas eletroforéticas e amostras de DNA de

individuos previamente genotipados foram incluidas para controle do ensaio.

4.6 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica inicial foi realizada utilizando-se analise de variancia
(ANOVA) seguida de Teste de Tukey, apos transformagao logaritmica das variaveis
gue nao apresentaram distribuicdo normal. As variaveis categoricas (fatores de risco,
etnia e mutagdes) foram analisadas pelo Teste Qui-Quadrado ou Teste Exato de
Fisher, quando apropriado. A associagao entre as variaveis continuas foi analisada
pelo teste de correlagcdo de Pearson, considerando todos os individuos estudados
(n=123) nos grupos angiograficamente normal, ateromatose leve/moderada e

ateromatose grave. Foi realizado o teste de correlagdo de Spearman para verificar a
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correlagao entre a presenga de estenose superior a 70% (grupo ateromatose grave)
e 0s niveis plasmaticos dos paradmetros estudados. Nao foram incluidas na
correlagado de Pearson as dosagens de homocisteina, fator tissular e inibidor da via
do fator tissular, considerando que estes parametros nao foram obtidos para todos
os participantes do estudo.

O tamanho minimo da amostra foi definido utilizando-se a férmula tsy gix
VSD?n (ARMITAGE & BERRY, 1994) e os coeficientes de variagdo descritos
previamente na literatura, considerando-se, no maximo, 10% de variagdo em torno
da média, para que fossem demonstradas as possiveis diferencas estatisticas com
um nivel de significancia de 5%. Durante a realizacdo do calculo da amostra, foram
utilizados médias e desvios-padrao obtidos em estudos prévios para cada parametro
estudado.

Posteriormente foram ajustados modelos de regresséao logistica multipla, onde
a variavel resposta foi considerada a presenca ou ndo de estenose coronariana com
obstrugao superior a 70%. O primeiro modelo foi ajustado utilizando as variaveis
sexo, idade, Diabetes mellitus, hipertenséo, indice de massa corporal, tabagismo,
sedentarismo, histéria familiar, CT, HDL, TG, LDLc direto, PCRus, Lp(a), PAI-1, anti-
LDLox, sPLA2, indice apoB/apoA-I e apo E. Nao foram incluidas no primeiro modelo
as variaveis apo A-l, apo B, LDL Friedewald e colesterol ndo-HDL, que poderiam
causar problemas de multicolinearidade com as variaveis indice apoB/apoA-I, LDLc
direto, CT e HDLc. O segundo modelo foi ajustado utilizando as variaveis sexo,
idade, Diabetes mellitus, hipertensdo, indice de massa corporal, tabagismo,
sedentarismo, historia familiar, LDL Friedewald, colesterol ndo-HDL, TG, PCRus,
Lp(a), PAI-1, anti-LDLox, sPLA2, apo A-l, apo B e apo E. Nao foram incluidas no

segundo modelo as variaveis indice apoB/apoA-I, LDLc direto, CT e HDLc. Todas as
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variaveis que apresentaram valor de p<0,20 no primeiro e segundo modelo foram
incluidas no terceiro modelo da anélise. Esta analise final foi ajustada considerando
todas as variaveis que apresentaram valor de p<0,05.

Os programas Sigma Stat versao 1.0 e Prisma versdo 3.0 foram utilizados

para realizar as analises e confeccionar os graficos, respectivamente.
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5 RESULTADOS
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5.1 CARACTERIZACAO DOS GRUPOS QUANTO AOS FATORES DE RISCO

Os dados referentes a presenca de fatores de risco associados a
aterosclerose, parametros lipidicos e evento de SCA, ocorrido trés meses antes da
entrevista e coleta do sangue sédo apresentados na Tabela 5, como numero de
individuos (n) e porcentagem de determinada variavel presente nos componentes
dos grupos AnN, ALM e AG. Os dados referentes as variaveis continuas estao

apresentados como média e desvio-padrao para cada grupo estudado.
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Tabela 5 - Caracterizagdo dos grupos quanto aos fatores de risco, parametros

lipidicos e presenga de sindrome coronariana aguda (SCA)

AnN ALM AG p
n 35 31 57
Tabagismo 6 (17,1%) 8(25,8%) 23(40,4%)®  0,020°
Hipertens&o Arterial 31(88,6%) 25(80,6%) 48 (84,2%) 0,524
0,023%';
Sedentarismo 33 (94,3%) 23 (74,2%)*" 43 (75,4%)*
0,021%
Historia familiar 14 (40,0%) 18 (58,1%) 29 (50,8%) 0,601
Diabetes mellitus 5 (14,3%) 7 (22,6%) 8 (14,0%) 0,298
Colesterol total (mg/dL) 207 +49,3  203+56,6 202 +444 0,892
HDLc (mg/dL) 44 9,9 44 + 9,6 42 + 9,4 0,610
Colesterol ndao-HDL (mg/dL)  163+48,0 160+546 160 +422 0,943
LDLc Friedewald (mg/dL) 129+450  126+46,7 128 +392 0,941
LDLc direto (mg/dL) 137 £456  129+429  135+417 0,771
Triglicérides (mg/dL) 168 +73,8 170+82,0 159 +66,1 0,812
SCA anterior a entrevista 7 (20,0%) 12 (38,7%) 35(61,4%)* <0,0001°

Numero de participantes (n) e porcentagem da presenca do fator de risco e SCA nos grupos estudados.
Foram observadas diferencgas significativas entre os grupos para as variaveis tabagismo, sedentarismo e
presenga de SCA anterior a trés meses da entrevista, representadas pela letra: a. vs AnN (qui-quadrado).
As variaveis continuas nao apresentaram diferengas significativas (ANOVA). AnN = angiograficamente
normal; ALM = ateromatose leve/moderada; AG = ateromatose grave; HDLc = colesterol presente na

lipoproteina de alta densidade; LDLc = colesterol presente na lipoproteina de baixa densidade.
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5.2 CARACTERIZACAO DOS GRUPOS QUANTO AO USO DE MEDICAMENTOS

Os dados referentes aos medicamentos em uso pelos participantes durante a
triagem sao apresentados na Tabela 6, como numero de individuos (n) e
porcentagem do uso de determinado medicamento nos componentes dos grupos
AnN, ALM e AG. Foram considerados os medicamentos usados com maior

freqUéncia, apresentados na Tabela 7.

Tabela 6 - Caracterizagcao dos grupos quanto ao uso de medicamentos

AnN ALM AG p

n 35 31 57 -

Acido acetilsalicilico 23 (65,7%) 24 (77,4%) 44 (77,2%) 0,632
B-Bloqueadores 22 (62,8%) 18 (58,0%) 39 (68,4%) 0,551

Bloqueadores do
12 (34,3%) 8 (25,8%) 24 (42,1%) 0,457

canal de calcio

Nitratos 8 (22,8%) 14 (45,2%) 19 (33,3%) 0,245
Diuréticos tiazidicos 18 (51,4%) 21 (67,7%) 41 (71,9%)? 0,047°

Inibidores da ECA 21 (60,0%) 20 (64,5%) 46 (80,7%)°  0,030°

Numero de participantes (n) e porcentagem dos participantes em uso de medicamentos nos grupos
estudados. Foram observadas diferengas significativas entre o uso de diuréticos tiazidicos e
inibidores da ECA, representadas pela letra: a. vs AnN (qui-quadrado). AnN = angiograficamente
normal; ALM = ateromatose leve/moderada; AG = ateromatose grave; ECA = enzima conversora da

angiotensina.
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Tabela 7 — Medicamentos agrupados

Grupo Medicamento
Acido acetilsalicilico Acido Acetilsalicilico
B-Bloqueadores Atenolol, Propanolol
Bloqueadores do canal de calcio Diltiazem, Nifedipina
Nitratos Mononitrato de Isosorbida (Isosorbida)
Diuréticos tiazidicos Hidroclorotiazida (Clorana)
Inibidores da ECA Captopril (Capoten), Enalapril (Renitec)

ECA = enzima conversora da angiotensina

5.3 CARACTERIZACAO DOS GRUPOS QUANTO A ETNIA

Os dados referentes a caracterizagdo dos grupos quanto a etnia séo
apresentados na Tabela 8, como numero de individuos (n) e porcentagem de

determinada raga nos componentes dos grupos AnN, ALM e AG.
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AnN ALM AG p

n 35 31 57
Mestico 17 (48,6%) 11 (35,5%) 24 (42,1%) 0,661
Caucasiano 10 (28,6%) 8 (25,8%) 20 (35,1%) 0,342
Negro 8 (22,8%) 12 (38,7%) 13 (22,8%) 0,523

Numero de participantes (n) e porcentagem dos participantes mestigos, caucasianos e negros nos

grupos estudados. Nao foi observada diferenga significativa entre os grupos estudados (qui-

quadrado). AnN = angiograficamente normal; ALM = ateromatose leve/moderada; AG = ateromatose

grave.

5.4 CARACTERIZACAO DO GRUPO ATEROMATOSE GRAVE

Os dados referentes a caracterizagao do grupo ateromatose grave (pacientes

que apresentaram estenose superior a 70% na angiografia coronariana) sao

apresentados na Tabela 9, como numero de individuos (n) e porcentagem

observada para o numero de artérias afetadas.
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Tabela 9 — Caracterizacdo do grupo ateromatose grave quanto ao numero de

artérias afetadas pela estenose coronariana

n %
Ateromatose grave 57 100%
1 artéria 16 28,1%
2 artérias 13 22,8%
3 ou mais artérias 28 49,1%
Descendente anterior 39 68,4%

Numero de participantes (n) e porcentagem dos individuos do grupo ateromatose grave de

acordo com o numero de artérias afetadas pela estenose coronariana.

5.5 PARAMETROS BIOQUIMICOS E HEMOSTATICOS

Os resultados dos parametros bioquimicos e hemostaticos obtidos neste
estudo encontram-se nas Tabelas 10, 11, 12 e 13. Os dados estdo apresentados
com os valores das médias e dos desvios-padrao, ou com os valores das medianas,
primeiro e terceiro quartis para os grupos AnN, ALM e AG. Os parametros
homocisteina, fator tissular e inibidor da via do fator tissular ndo foram determinados

em todos os participantes do estudo, devido a limitagdo de reagentes requeridos.
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Tabela 10 — Parametros bioquimicos e hemostaticos para os grupos estudados

AnN ALM AG p
n 35 31 57
Apo A-l (mg/dL) 136 + 19,9 134 + 18,7 138 + 16,3 0,415
Apo B (mg/dL) 91 + 23,0 90 + 25,5 90 + 21,4 0,954
Apo E (mg/dL) 3,3+1,3 37+14 36+1,3 0,421
ApoB/apoA-| 0,67 +0,1 0,68 0,2 0,65+ 0,1 0,688
Anti-LDLox (mU/mL) 582 +291,5 630 + 299,1 758 + 314,0° 0,014
sPLA2 (U/mL) 28,1+197  122,0+96,1° 127,8+58,8° <0,0012
PAI-1 (ng/mL) 37,1+ 14,8 45,9 + 19,8 72,9 +44,4*°  <0,001% 0,004°

AnN = angiograficamente normal; ALM = ateromatose leve/moderada; AG = ateromatose grave; Apo

apolipoproteina; Anti-LDLox = anticorpos anti-LDL oxidada; sPLA2 = fosfolipase A2; PAI-1 = inibidor do ativador do

plasminogénio tipo 1. As diferengas significativas estdo representadas pelas letras: a. vs AnN e b. vs ALM

(ANOVA seguida de Teste de Tukey).
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Tabela 11 — Resultados obtidos para os parametros lipoproteina(a) e proteina C

reativa ultra-sensivel para os grupos estudados

AnN ALM AG D
n 35 31 57
Lp(a) (mg/dL)
Média + Desvio Padr&o 17,9+18,8  39,1+£27,2° 525+412*>  <0,001?°
Mediana 11,4 34,8° 40,6 ° <0,001%°
Primeiro e terceiro quartis 6,9-19,6 18,6 — 50,0 246-71,8 -
PCRus (mg/L)
Média + Desvio Padrao 36129 9,1+11,3°2 10,1 £ 13,2° 0,015%
Mediana 2,5 5,92 4,42 0,032°
Primeiro e terceiro quartis 1,4-5,6 3,1-9,3 20-124 -

AnN = angiograficamente normal; ALM = ateromatose leve/moderada; AG = ateromatose grave; Lp(a) =

lipoproteina(a); PCRus = proteina C reativa ultra-sensivel. As diferengas significativas estdo representadas pelas

letras: a. vs AnN e b. vs ALM (Kruskal-Wallis seguido de Teste de Tukey).

As Figuras de 3 a 8 ilustram as distribuicbes dos dados obtidos para os

parametros bioquimicos e hemostaticos nos grupos AnN, ALM e AG.
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A Figura 3 apresenta os dados obtidos com a determinagdo do indice
apoB/apoA-| nos grupos estudados e divisdo do grupo ateromatose grave de acordo
com o numero de artérias comprometidas. Nao foi observada diferenga significativa

entre as médias dos trés grupos.
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n=35 n=31 n=57 n=16 n=13 n=28

Figura 3 — Distribuicdo dos valores do indice apoB/apoA-I.

indice apoB/apoA-l para os grupos angiograficamente normal (AnN), ateromatose leve/moderada
(ALM) e ateromatose grave com 1 artéria comprometida (AG-1), duas artérias comprometidas (AG-2)
e trés ou mais artérias afetadas (AG-3). A area sombreada em cinza escuro corresponde a valores
considerados de baixo risco para IAM (até 0,6) para o indice apoB/apoA-l, a area sombreada em
cinza intermediario corresponde a valores considerados de risco intermediario (0,6 a 0,8), a area

sombreada em cinza claro corresponde a valores considerados de alto risco (0,8 a 1,1).
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A Figura 4 apresenta os dados obtidos com a determinacao da lipoproteina(a)
nos grupos estudados e divisdo do grupo ateromatose grave de acordo com o
numero de artérias comprometidas, expressos em mg/dL. Foram encontradas
diferencas significativas entre os grupos AnN e todos os outros grupos estudados
(p<0,001). Também foram observadas diferengas significativas entre os grupos ALM
e AG (p<0,001) e entre os grupos ALM e AG com trés ou mais artérias afetadas
(AG-3) (p<0,001).
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n=35 n=31 n=57 n=16 n=13 n=28
17,9 £ 18,8 39,1 +27,2 52,5+41,2 44,3 + 33,7 47,2 + 43,0 59,5+44,4

Figura 4 — Distribuicdo dos valores de lipoproteina(a).

Valores expressos em mg/dL para os grupos angiograficamente normal (AnN), ateromatose
leve/moderada (ALM) e ateromatose grave com uma (AG-1), duas (AG-2) e trés ou mais artérias
afetadas (AG-3). A area sombreada corresponde a faixa de referéncia (até 30mg/dL), cada box
representa a mediana, primeiro e terceiro quartis dos grupos, (%) indica diferenga significativa em
relagdo ao grupo angiograficamente normal (p<0,001) e (* %) indica diferenga significativa em

relagao ao grupo ateromatose leve/moderada (p<0,001).
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A Figura 5 apresenta os dados obtidos com a determinagdo do titulo de
anticorpos anti-LDL oxidada nos grupos estudados e divisdo do grupo ateromatose
grave de acordo com o numero de artérias comprometidas, expressos em mU/mL.
Foram encontradas diferencas significativas entre os grupos AnN e AG (p=0,014),
entre os grupos AnN e AG-3 (p<0,001). Também foram observadas diferengas

significativas entre os grupos AG com uma artéria afetada (AG-1) e AG-3 (p=0,002).
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582,4 £291,5 630,3 £299,1 758,2 +£314,0 529,5 +213,9 736,7 £ 316,9 898,9 + 287,6

Figura 5 — Distribuicdo dos valores de anticorpos anti-LDLoxidada.

Valores expressos em mU/mL para os grupos angiograficamente normal (AnN), ateromatose
leve/moderada (ALM) e ateromatose grave com uma (AG-1), duas (AG-2) e trés ou mais artérias
afetadas (AG-3). A drea sombreada corresponde a faixa de referéncia (até 263mU/mL), as linhas
horizontais representam as médias dos grupos, (*) indica diferenca significativa em relagéo ao grupo
angiograficamente normal (p<0,001), (%) indica diferenca significativa em relagdo ao grupo
ateromatose grave com uma artéria afetada (p=0,002) e (* % %) indica diferenga significativa em

relagao ao grupo ateromatose leve/moderada (p=0,006).
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A Figura 6 apresenta os dados obtidos com a determinacéo da fosfolipase A2
nos grupos estudados e divisdo do grupo ateromatose grave de acordo com o
numero de artérias comprometidas, expressos em U/mL. Foram encontradas
diferencas significativas entre os grupos AnN e todos os outros grupos estudados
(p<0,0001). Também foram observadas diferengas significativas entre os grupos
ALM e AG (p<0,001), entre os grupos AG-1 e AG-3 (p<0,001) e entre os grupos AG
com duas artérias afetadas (AG-2) e AG-3 (p<0,001).
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Figura 6 — Distribuicdo dos valores de fosfolipase A2.

Valores expressos em U/mL para os grupos angiograficamente normal (AnN), ateromatose
leve/moderada (ALM) e ateromatose grave com uma (AG-1), duas (AG-2) e trés ou mais artérias
afetadas (AG-3). As linhas horizontais representam as médias dos grupos, (%) indica diferenca
significativa em relagdo ao grupo angiograficamente normal (p<0,0001) e (%) indica diferenga
significativa em relagdo aos grupos ateromatose leve/moderada, ateromatose grave com uma e duas
artérias afetadas (p<0,001).
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A Figura 7 apresenta os dados obtidos com a determinagao da proteina C
reativa ultra-sensivel nos grupos estudados e divisdo do grupo ateromatose grave
de acordo com o numero de artérias comprometidas, expressos em mg/L. Foram
encontradas diferengas significativas entre os grupos AnN e AG (p=0,032) e entre os
grupos AnN e AG-3 (p<0,001).
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Figura 7 — Distribuigéo dos valores de proteina C reativa ultra-sensivel.

Valores expressos em mg/L para os grupos angiograficamente normal (AnN), ateromatose
leve/moderada (ALM) e ateromatose grave com uma (AG-1), duas (AG-2) e trés ou mais artérias
afetadas (AG-3). A area sombreada corresponde a faixa de referéncia (até 3,0mg/L), cada box
representa a mediana, primeiro e terceiro quartis dos grupos, (%) indica diferenga significativa em

relagao ao grupo angiograficamente normal (p<0,05).
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A Figura 8 apresenta os dados obtidos com a determinagdo do inibidor do

ativador do plasminogénio tipo 1 (PAI-1) nos grupos estudados e divisdo do grupo

ateromatose grave de acordo com o numero de artérias comprometidas, expressos

em ng/mL. Foram encontradas diferengas significativas entre os grupos AnN e AG
(p<0,001), AG-2 (p=0,007) e AG-3

(p=0,010). Também foram observadas diferencas significativas entre os grupos ALM

(p<0,001), entre os grupos AnN e AG-1

e AG (p=0,024) e entre os grupos ALM e AG-1 (p=0,004).
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Figura 8 — Distribuicdo dos valores do inibidor do ativador do plasminogénio tipo 1 (PAI-1).

Valores expressos em ng/mL para os grupos angiograficamente normal (AnN), ateromatose

leve/moderada (ALM) e ateromatose grave com uma (AG-1), duas (AG-2) e trés ou mais artérias

afetadas (AG-3). A area sombreada corresponde a faixa de referéncia (até 47ng/mL) e as linhas

horizontais representam as médias dos grupos, (%) indica diferenga significativa em relagdo aos

grupos angiograficamente normal (p<0,05) e ateromatose leve/moderada (p<0,05).
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As Tabelas 12 e 13 apresentam o numero de individuos, sexo, idade e indice
de massa corporal dos participantes em cujas amostras foram determinados os
parametros homocisteina, fator tissular e inibidor da via do fator tissular, bem como
os resultados obtidos neste estudo para os referidos parametros. Os dados estao
apresentados com os valores das médias e dos desvios-padrao para os grupos AnN,

ALM e AG.

Tabela 12 — Dados referentes a dosagem de homocisteina para os grupos

estudados
AnN ALM AG
n (M/F) 20 (10/10) 14 (8/6) 29 (17/12)
Idade (anos) 60,0+7,7 60,8 + 10,7 60,6 + 9,6
IMC (Kg/m?) 249+43 26,9+ 3,9 245+ 3,3
HCT (umol/L) 10,6 + 3,9 14,2 £ 6,5 17,0 £ 7,4°

n = tamanho; M = sexo masculino; F = sexo feminino; IMC = indice de massa corporal; AnN

angiograficamente normal; ALM = ateromatose leve/moderada; AG = ateromatose grave; HCT
homocisteina total. A diferenga significativa observada esta representada pela letra: a. vs AnN
(ANOVA seguida de Teste de Tukey; p<0,05).
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Tabela 13 — Dados referentes as dosagens de fator tissular e inibidor da via do fator

tissular para os grupos estudados

AnN ALM AG
n (M/F) 21 (10/11) 18 (10/8) 30 (17/13)
Idade (anos) 591+7,8 60,3 +9,3 61,0 £ 9,1
IMC (Kg/m?) 252+4.2 27,5+4,9 25,3+3,8
TF (pg/mL) 109 + 82 173 £ 124 265 + 198?
TFPI (ng/mL) 51+15 59 + 16 59 + 24

n = tamanho; M = sexo masculino; F = sexo feminino; IMC = indice de massa corporal; AnN =

angiograficamente normal; ALM = ateromatose leve/moderada; AG = ateromatose grave; TF = fator

tissular; TFPI = inibidor da via do fator tissular. A diferenca significativa observada esta representada
pela letra: a. vs AnN (ANOVA, seguida de Teste de Tukey; p<0,05).

5.6 ANALISES GENETICAS

Os dados

referentes aos

resultados das analises moleculares sao

apresentados nas Tabelas 14, 15, 16 e 17, como numero de individuos (n) e

porcentagem da frequéncia da mutagdo observada nos componentes dos grupos

AnN, ALM e AG.
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Tabela 14 — Mutacédo C677T no gene da enzima metilenotetrahidrofolato redutase

AnN ALM AG P

n 20 14 29
Heterozigotos 6 (30%) 4 (28,6%) 18 (62,0%) 0,518
Homozigotos 1(5%) 1(7,1%) 2 (6,9%) 0,867
Nao detectada 13 (65%) 9 (64,3%) 9 (31,1%) 0,662

Resultados obtidos para a freqiiéncia da mutagéo nos grupos de individuos em que foram realizadas
as dosagens de homocisteina. Os dados estao representados como o numero de participantes e
porcentagem de individuos que apresentaram a mutacdo em heterozigose ou homozigoze e a
auséncia da mesma. AnN = angiograficamente normal; ALM = ateromatose leve/moderada; AG =

ateromatose grave. Nao foi observada diferenga significativa entre os grupos estudados.

Tabela 15 — Polimorfismo (-675 4G/5G) no gene do PAI-1

AnN ALM AG p
n 35 31 57
4G/AG 10 (28,6%) 9 (29,0%) 24 (42,1%)? <0,001°
5G/5G 12 (34,3%) 11 (35,5%) 20 (35,1%) 0,463
4G/5G 13 (37,1%) 11 (35,5%) 10 (22,8%)? <0,001°

Resultados obtidos para a freqiiéncia da mutagéo no gene do PAI-1 nos grupos estudados. Os dados
estdo representados como o numero de participantes e porcentagem de individuos que apresentaram
os genodtipos 4G/4G, 5G/5G e 4G/5G. AnN = angiograficamente normal; ALM = ateromatose
leve/moderada; AG = ateromatose grave. As diferengas significativas observadas estdo

representadas pela letra: a. vs todos os outros grupos (Qui-quadrado).
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Tabela 16 — Identificagao dos gendtipos da apolipoproteina E

Gendtipo AnN ALM AG p

n 35 31 57 e
€3/€3 19 (54,3%) 16 (51,6%) 34 (59,6%) 0,318
€3/e4 9 (25,7%) 8 (25,8%) 12 (21,0%) 0,842
ed/ed 3 (8,6%) 3(9,7%) 4 (7,0%) 0,378
€2/e4 3 (8,6%) --- 1(1,8%) 0,876
€2/€3 1(2,8%) 4 (12,9%) 6 (10,5%) 0,761

Resultados obtidos para a freqliéncia dos gendtipos €3/€3, €3/e4, €4/e4, €2/e4 e €2/€3 nos grupos
estudados. Os dados estdo representados como o numero de participantes e porcentagem de
individuos que apresentaram os genotipos em cada grupo estudado. AnN = angiograficamente
normal; ALM = ateromatose leve/moderada; AG = ateromatose grave. Nao foi observada diferenga

significativa entre os grupos estudados.

Tabela 17 — FreqUéncia dos alelos €2, €3 e €4 nos grupos estudados

Frequéncia Alélica AnN ALM AG p
n 35 31 57 —
Alelo €2 0,06 0,06 0,06 0,812
Alelo €3 0,68 0,71 0,75 0,961
Alelo €4 0,26 0,23 0,18 0,764

Resultados obtidos para a freqiiéncia alélica no gene da apolipoproteina E nos grupos estudados. Os

dados estdo representados como o numero de participantes e porcentagem de individuos que
apresentaram os alelos €2, €3 e €4. AnN = angiograficamente normal;, ALM = ateromatose

leve/moderada; AG = ateromatose grave. Nao foi observada diferenca significativa entre os grupos

estudados.
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5.7 CORRELACOES

Os resultados das correlagdes significativas, obtidas com o teste de Pearson
entre os parametros bioquimicos e hemostaticos estudados estdo apresentados na
Tabela 18. Devido ao grande numero de correlagbes observadas, foram
apresentadas apenas as superiores a 30%. A Tabela 19 apresenta todos os
resultados obtidos com o teste de correlagdo de Spearman entre a presenca de
estenose superior a 70% (grupo ateromatose grave) e os parametros estudados. A
Tabela 20 apresenta as correlagdes obtidas com o teste de correlacdo de Spearman
entre a presenga de polimorfismos e o0s niveis plasmaticos dos parametros
estudados. Os dados estdo apresentados com os valores do coeficiente de

correlagao de Pearson ou Spearman (r) e probabilidade (p).
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Tabela 18 — Correlacédo de Pearson entre os parametros bioquimicos e hemostaticos

estudados
Correlagao n r p

TF x TFPI 69 0,34 0,004

sPLA2 x anti-LDLox 123 0,81 <0,001
Apo B x CT 123 0,54 <0,0001
Apo B x ApoB/apoA-I| 123 0,86 <0,0001
ApoBx TG 123 0,56 <0,0001
Apo B x LDLc Friedewald 123 0,51 <0,0001
ApoB/apoA-I x CT 123 0,54 <0,0001
CT x LDLc Friedewald 123 0,95 <0,0001
CT x LDLc direto 123 0,89 <0,0001
LDLc Friedewald x LDLc direto 123 0,93 <0,0001

r = coeficiente de correlagdo de Pearson; p = probabilidade; TF = fator tissular; TFPI = inibidor da via
do fator tissular; sPLA2 = fosfolipase A2 secretdria; anti-LDLox = anticorpos anti LDL oxidada; Apo B
= apolipoproteina B; Apo A-l = apolipoproteina A-l; CT = colesterol total; TG = triglicérides; LDLc =

colesterol presente na lipoproteina de baixa densidade.
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Tabela 19 — Correlagdo de Spearman entre a presenga de ateromatose grave e os

parametros estudados

Correlagao n r p

AG x HDLc 123 -0,17 0,03

AG x ApoB/apoA-I 123 0,18 0,02
AG x Lp(a) 123 0,73 <0,0001
AG x Anti-LDLox 123 0,42 <0,0001
AG x sPLA2 123 0,59 <0,0001
AG x HCT 63 0,42 <0,001
AGxTF 69 0,42 <0,0001

AG x PCRus 123 0,23 0,003
AG x PAI-1 123 0,47 <0,0001

r = coeficiente de correlacdo de Spearman; p = probabilidade; AG = ateromatose grave; HDLc =
colesterol presente na lipoproteina de alta densidade; PCRus = proteina C reativa ultra-sensivel; PAI-
1 = inibidor do ativador do plasminogénio tipo 1; TF = fator tissular; Anti-LDLox = anticorpos anti-LDL
oxidada; Apo B = apolipoproteina B; Lp(a) = lipoproteina(a); Apo A-l = apolipoproteina A-l; sPLA2 =

fosfolipase A2; HCT = homocisteina total.
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Tabela 20 — Correlagdo de Spearman entre a presenca do polimorfismo 4G/5G e os

niveis plasmaticos do inibidor do ativador do plasminogénio tipo 1

Correlagao n r p
Gendtipo 4G/4G x PAI-1 123 0,28 <0,001
Gendtipo 5G/5G x PAI-1 123 0,02 0,451

r = coeficiente de correlagdo de Spearman; p = probabilidade; PAI-1 = inibidor do ativador do

plasminogénio tipo 1.

5.8 ANALISE MULTIVARIADA

Os resultados obtidos com o modelo final da andlise multivariada estao
apresentados na Tabela 21. Apenas os parametros sPLA2, PAI-1, Lp(a), TG, IMC e
colesterol ndo-HDL apresentaram significancia estatistica (p<0,20) no primeiro e
segundo modelos de analise. No terceiro modelo ajustado (modelo final), apenas os

parametros sPLA2, PAI-1 e Lp(a) apresentaram significancia estatistica (p<0,05).

Tabela 21 — Modelo final obtido com a regressao logistica multipla

Variavel Odds Ratio Intervalo de Confianga 95% p
Lp(a) 0,979 0,961 — 0,992 0,004
PAI-1 0,969 0,950 — 0,989 0,002
sPLA2 0,980 0,970 — 0,991 <0,001

Lp(a) = lipoproteina(a); PAI-1 = inibidor do ativador do plasminogénio tipo 1; sPLA2 = fosfolipase A2.
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6 DISCUSSAO



106

6.1 CARACTERIZACAO DOS GRUPOS ESTUDADOS

Este estudo transversal avaliou uma populacdo de risco intermediario a
elevado, ja que os pacientes selecionados foram encaminhados a angiografia
coronariana para avaliagao de dor toracica e apresentaram perfil demografico e
fatores de risco associados a DAC conforme mostrado na Tabela 5. Esse critério
permitiu maior confiabilidade na comparagdo entre os grupos. O grupo AG
apresentou numero significativamente maior de individuos tabagistas e que
apresentaram SCA anterior a trés meses da etapa de coleta das amostras
biolégicas, quando comparado com o grupo AnN (p<0,05). Os trés grupos estudados
apresentaram elevada porcentagem de sedentarismo, sendo que o grupo AnN
apresentou numero significativamente mais elevado de individuos sedentarios
quando comparado com os demais grupos (p<0,05). Tal fato pode ser atribuido,
parcialmente, a mudanca no estilo de vida recomendada pelos clinicos para
pacientes com DAC. Torna-se oportuno enfatizar que 61,4% dos individuos do grupo
AG apresentaram historia anterior de SCA (Tabela 5), o que leva a crer que,
provavelmente estdo com recomendacdo de dieta com restricdo de colesterol e
gorduras saturadas, além de exercicios fisicos regulares. Quanto aos demais fatores
de risco, ndo foram observadas diferengas significativas entre os grupos para as
variaveis hipertensao arterial, historia familiar e Diabetes mellitus.

Os medicamentos mais utilizados pelos participantes do estudo foram os anti-
hipertensivos (Tabela 6), refletindo a alta prevaléncia de hipertensos nos trés grupos
estudados. Os individuos do grupo AG apresentaram uso significativamente elevado
de diuréticos tiazidicos e inibidores da enzima conversora de angiotensina quando

comparado com o grupo AnN. Com relagdo aos outros medicamentos, ndo foram
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observadas diferengas significativas entre os grupos. Em virtude do desenho do
estudo, foi observada uma alta porcentagem de individuos em uso regular de acido
acetilsalicilico (73,4%), no entanto, n&o foi observada diferencga significativa entre os
grupos. A trombose coronariana € um evento crucial na fisiopatologia da DAC,
responsavel direta pelos eventos agudos fatais ou ndo. Sem a formagao do trombo,
a placa de ateroma presente nas coronarias poderia ser causa de morbidade, mas
nao de mortalidade. O uso de medicamentos que atuam sobre o sistema
hemostatico, com o propésito de prevenir ou reduzir a incidéncia de trombose
coronariana € de fundamental importancia no tratamento de pacientes com DAC,
sendo o acido acetilsalicilico o medicamento mais utilizado (KNIGHT, 2003). Uma
possivel explicacdo para o fato do grupo composto por individuos angiograficamente
normais ter apresentado alta prevaléncia do uso de acido acetilsalicilico consiste na
presenca de dor toracica atipica nos integrantes deste grupo, o que levou o clinico a
solicitar a realizagcdo da angiografia coronariana para diagndstico diferencial com
outras possiveis patologias, que ndo a DAC. O uso de acido acetilsalicilico é
indicado mesmo antes da realizagdo da angiografia, para individuos que se
encontram sob alto risco de eventos cardiovasculares (SBC, 2001), numa tentativa
de prevenir o possivel trombo coronariano e suas graves consequéncias.

Os trés grupos avaliados apresentaram homogeneidade em relagéo a idade,
sexo e IMC (Tabela 2). Os participantes ndo apresentavam sobrepeso ou obesidade,
sugerindo a auséncia do componente metabdlico nestes individuos. A porcentagem
de homens e mulheres também nao se mostrou significativamente diferente nos
grupos avaliados, o mesmo acontecendo com relagdo a etnia (Tabela 8). Uma
analise das Tabelas 5 e 10 permite observar que os trés grupos estudados né&o

apresentaram diferengas significativas com relagdo aos parametros dos perfis
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lipidico (CT, HDLc, LDLc, colesterol ndo-HDL e TG) e apolipoprotéico. Os valores
das médias destes parametros situam-se praticamente na faixa de valores
desejaveis e limitrofes para lipides, e na faixa de referéncia para apolipoproteinas A-
I, B e E, demonstrando que a maioria dos individuos selecionados nao apresentou
alteragdes significativas nos perfis lipidico convencional e apolipoprotéico, em virtude
do proprio desenho do estudo, que excluiu individuos em uso de drogas
hipolipemiantes e com niveis de TG superiores a 400mg/dL.

Os dados da Tabela 18 mostram que foi observada uma correlagao positiva
na ordem de 93% entre o LDLc direto e o LDLc Friedewald (p<0,0001), apesar das
médias obtidas para os valores de LDLc direto terem se apresentado cerca de 5%
mais elevadas em relacdo ao LDLc Friedewald nos grupos estudados. Alguns
estudos ja haviam demonstrado que os valores de LDLc obtidos pela equagao de
Friedewald podem ser subestimados. Lindsey et al. (2004), estudando individuos
com DAC ou com alto risco de desenvolver a doenga, relataram uma forte correlagao
entre o LDLc direto e o LDLc estimado pela equacao de Friedewald (r=0,94, p<0,05)
com uma subestimacgao de aproximadamente 20mg/dL pelo ultimo método.

Os dados apresentados nas Tabelas 5 e 10 permitem observar que os
pacientes dos grupos ALM e AG apresentaram estenose coronariana, mesmo
apresentando niveis lipidicos e apolipoprotéicos normais ou moderadamente
elevados, demonstrando que, apesar da enorme contribuicdo das dislipidemias para
o desenvolvimento de DAC, outros fatores também contribuiram para a progressao
da aterosclerose nestes individuos. Atualmente, esta claro na literatura que, apesar
da hipercolesterolemia ser fator importante em aproximadamente 50% dos pacientes
com DAC, outros fatores de risco devem ser levados em consideragao (ROSS,

1999), uma vez que muitos eventos cardiovasculares ocorrem em individuos
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normolipémicos (PACKARD & LIBBY, 2008). No presente estudo, as médias
encontradas para os niveis plasmaticos de LDLc, determinados pelos dois
processos, nos grupos ALM e AG (Tabela 5) ndo descartam a hipotese de que o
LDLc possa ter contribuido para a presenga de ateromatose nestes grupos,
considerando que as particulas de LDL sao heterogéneas em relacédo ao tamanho e
densidade. As particulas de LDL pequenas e mais densas sao predominantemente
mais aterogénicas (SBC, 2001), como resultado de uma maior penetragdo na parede
arterial e de uma menor afinidade pelo receptor de LDL, prolongando a meia-vida
desta no plasma, bem como por uma menor resisténcia a oxidagdo (HIRANO et al.,
2003). Tal fato indica que o fenétipo das subclasses de LDL do individuo também é
relevante além dos niveis plasmaticos elevados de LDLc no desenvolvimento da

aterosclerose.

6.2 DOENCA ARTERIAL CORONARIANA E APOLIPOPROTEINAS

Nao foram observadas diferengas significativas entre as médias obtidas para
as apolipoproteinas A-l e B, bem como para o indice apoB/apoA-| nos trés grupos
estudados (Figura 3). Estes dados indicam que os parametros apolipoproteinas A-l e
B e indice apoB/apoA-I ndo apresentaram contribuicdo adicional a respeito da
gravidade da DAC nos individuos estudados. Alguns estudos prospectivos recentes
destacam importantes evidéncias para a associacado entre as apolipoproteinas A-l e
B e a DAC. O Quebec Cardiovascular Study (LAMARCHE et al., 1996) avaliou 2155
homens canadenses e foi o primeiro estudo prospectivo a demonstrar que a
determinacdo da apo B foi superior aos parametros lipidicos convencionais na

predicdo de risco cardiovascular. Na avaliacdo de cerca de 170.000 individuos
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suecos, o estudo AMORIS (WALLDIUS & JUNGNER, 2001) demonstrou que a apo
B se apresentou como melhor marcador de risco cardiovascular do que o LDLc,
especialmente em individuos com niveis desejaveis de LDLc, independente do sexo.
O indice apoB/apoA-| foi identificado neste estudo como a variavel isolada mais
fortemente associada com o aumento do risco de IAM fatal, principalmente quando
os niveis lipidicos estavam na faixa de valores desejaveis.

Enquanto alguns estudos demonstraram a utilidade de niveis elevados de apo
B como preditores de risco cardiaco (WESTERVELD et al., 1998; MEISINGER et al.,
2005), outros atribuiram este risco a diminui¢do dos niveis de apo A-l (LUC et al.,
2002). Entretanto, prevalece um consenso na literatura de que o balango entre as
particulas aterogénicas e antiaterogénicas, refletido pelo indice apoB/apoA-I,
representa um parametro adicional e importante para predicdo do risco
cardiovascular, sendo atualmente considerado superior aos lipides, lipoproteinas e
indices lipidicos convencionais (WALLDIUS & JUNGNER, 2004; KIM et al., 2005). O
presente estudo demonstrou uma auséncia de associacdo entre o indice
apoB/apoA-l e a gravidade da DAC estabelecida por angiografia. Com relagéo a
estudos angiograficos, a literatura sugere a associagao entre o indice apoB/apoA-| e
estenose coronariana com obstrugao superior a 50% (GARFAGNINI et al., 1995;
HORIMOTO et al., 2005). No entanto, ndo foram encontrados estudos angiograficos
envolvendo a associagao de estenose coronariana com obstrugéo superior a 70% e
o indice apoB/apoA-lI. Considerando este fato, estudos adicionais, envolvendo
grande numero de individuos sdo essenciais para esclarecer, com fidedignidade, a
relacédo entre o indice apoB/apoA-| e diferentes graus de ateromatose coronariana.

A associagao entre a presencga do polimorfismo apo E, presenca do alelo €4,

niveis elevados de LDLc e DAC tem sido descrita em varias populagbées (WILSON et
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al., 1996). Estudos prévios em individuos hipercolesterolémicos (BERTOLINI et al.,
2004) e diabéticos (TAVINTHARAM et al., 2006) tém observado uma menor
concentracdo de LDLc nos portadores do alelo €2 e maiores niveis nos portadores
do alelo €4. No presente estudo, os niveis plasmaticos de apo E (Tabela 10), bem
como os gendtipos da apo E (Tabela 16) ndo foram associados a presenca de DAC
e nao se correlacionaram com a gravidade da doencga nos individuos estudados.
Resultados semelhantes foram previamente descritos em outro estudo envolvendo
pacientes com DAC na populacéo brasileira (SOUZA et al., 2007). A associagao
entre a gravidade da doenga e a presenca do alelo €4 ainda néo esta totalmente
consolidada pela literatura, mas a identificacao deste alelo torna-se importante em
pacientes com DAC, uma vez que, além do mesmo apresentar-se associado ao
aumento de LDLc (LEHTINEN et al., 1995), estudos recentes tém demonstrado uma
menor resposta ao tratamento com estatinas nos pacientes portadores do alelo €4
(PEDRO-BOTET et al., 2001; TAVINTHARAN et al., 2006).

Atualmente, na populacgéo brasileira, a prevaléncia dos genétipos da apo E e
a frequéncia dos alelos €2, €3 e €4 ja foram descritas tanto para idosos (SCHWANKE
et al.,, 2002; FUZIKAWA et al., 2007) quanto para adultos (FIEGENBAUM et al.,
2007) e criangas (DE FRANCA et al., 2004). No presente estudo, as frequéncias
observadas para os alelos €2, €3 e €4 entre individuos angiograficamente normais e
com DAC foram 6%, 72% e 22%, respectivamente, valores similares as frequéncias
observadas em outros estudos envolvendo a populagao brasileira (Tabela 17). Dos
seis genotipos esperados para o polimorfismo do gene da apo E, apenas o gendtipo
€2/ €2 nao foi identificado nos individuos estudados (Tabela 16). Este dado pode ser

explicado pelo pequeno numero de individuos estudados e pela baixa prevaléncia
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(cerca de 2%) do referido genétipo encontrado em estudos envolvendo a populagéo

brasileira (SCHWANKE et al., 2002; MENDES-LANA et al., 2007).

6.3 DOENCA ARTERIAL CORONARIANA E LIPOPROTEINA(a)

Os dados da Tabela 11 mostram que para o parametro Lp(a), a diferenca
entre as medianas foi estatisticamente significativa entre os grupos AnN e AG
(p<0,001), entre os grupos AnN e ALM (p<0,001) e entre os grupos ALM e AG
(p<0,001), confirmando dados do estudo prévio (LIMA, 2005). Observa-se nos dados
apresentados na Tabela 11 um aumento progressivo nos niveis plasmaticos de Lp(a)
de acordo com a gravidade da aterosclerose coronariana. O grupo AG apresenta
valores médios de Lp(a) cerca de trés vezes superior ao grupo AnN. A andlise dos
resultados de Lp(a) mostrou, também, que no grupo AnN 3 individuos (8,6%)
apresentaram niveis de Lp(a) acima da faixa de referéncia recomendada pelo
método. No entanto, a prevaléncia de niveis plasmaticos superiores a 30mg/dL foi
significativamente mais elevada nos grupos ALM (64,5%; p<0,001) e AG (63,2%;
p<0,001). Estes dados indicam que, apesar da grande variabilidade interindividual
dos niveis plasmaticos de Lp(a), valores elevados de Lp(a) foram associados com a
presenca de estenose coronariana confirmada pela angiografia neste estudo.
Correlagao positiva entre Lp(a) e DAC estabelecida por angiografia foi demonstrada
por Gupta et al. (1996) na populagao indiana e também por Labeur et al. (1992) na
populagdo belga, os quais observaram elevagdes dos valores de Lp(a) com o
aumento da gravidade da DAC, nos casos mais graves com estenose significativa

em mais de duas artérias coronarias.
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Alguns estudos demonstram que o valor preditivo da Lp(a) para a gravidade e
extensdo da DAC seria maior em mulheres (FROHLICH et al., 2004), entretanto o
presente estudo ndo evidenciou diferenca significativa entre a prevaléncia de niveis
elevados de Lp(a) entre homens e mulheres na populacéo estudada. Por outro lado,
alguns estudos ndo demonstraram correlagdo entre niveis plasmaticos de Lp(a) e
DAC (CANTIN et al., 1998) e outros atribuem o real valor preditivo a sub-populagao
de Lp(a) com alta afinidade por fibrina, formada por isoformas de baixo peso
molecular (ANGLES-CANO et al.,, 2001). De acordo com este conceito, alguns
fendtipos de Lp(a) ndo estariam associados a aterotrombose e nem todos os
individuos com elevacdo de Lp(a) apresentariam risco aumentado de DAC. No
estudo de Kronenberg et al. (1999) as pequenas isoformas de Lp(a) comportaram-se
como fatores preditivos independentes de lesdes ateroscleréticas avangadas
(ateromatose grave) mas nao de lesdes recentes (ateromatose leve). Entretanto,
diversos estudos, inclusive prospectivos tém demonstrado que a Lp(a) representa
um fator de risco independente para aterosclerose coronariana e de artérias
cerebrais (DURIEZ et al, 1996; KOSCHINSKY, 2004; KOSCHINSKY &
MARCOVINA, 2004; RIM et al., 2000). Prevalece um consenso na literatura de que a
Lp(a) € um fator de risco independente para DAC em diferentes populagoes,
incluindo caucasianos, negros e orientais (PATI & PATI, 2000). De fato, o presente
estudo demonstrou uma associacdo entre a presenca de estenose coronariana
superior a 70% e os niveis plasmaticos de Lp(a), independente do sexo, idade,
indice de massa corporal, tabagismo, hipertensdo arterial, sedentarismo, historia
familiar ou perfil lipidico (p=0,004; Tabela 21). Recente estudo envolvendo a
populagdo brasileira demonstrou que os niveis plasmaticos de Lp(a) foram

associados com a presenca de DAC e outros fatores de risco para a doenga, como
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idade, colesterol total e LDLc (CANDIDO et al., 2007), ndo podendo ser
considerados de forma independente.

Uma anadlise da Figura 4 permite observar que, quando o grupo AG foi
subdividido pelo numero de artérias acometidas pela estenose, o grupo AG-3
apresentou valores de Lp(a) mais elevados em relagdo aos demais subgrupos,
inclusive apresentando diferenca significativa em relagdo aos grupos AnN e ALM
(p<0,001). Deve-se considerar que a concentragdo plasmatica de Lp(a) pode ser
influenciada por uma resposta de fase aguda (MAEDA et al., 1989), sugerindo que a
associagdao da Lp(a) com DAC pode ser duplamente explicada: por elevadas
concentragdes de Lp(a) e pelo proprio processo inflamatorio da aterosclerose. Sendo
assim, niveis plasmaticos mais elevados de Lp(a) no grupo AG-3 pode também ser

parte da consequéncia e ndo somente a causa do processo ateroscleratico.

6.4 DOENCA ARTERIAL CORONARIANA, ANTICORPOS Anti-LDL OXIDADA,

FOSFOLIPASE A2 E PROTEINA C REATIVA ULTRA-SENSIVEL

A modificacao oxidativa da LDL nas placas ateroscleréticas parece ocorrer em
dois estagios. O primeiro ocorre antes da ativagdo dos mondcitos e resulta na
oxidagdo dos lipides integrantes da LDL, com pequena alteragcdo na apo B (LDL
minimamente oxidada). O segundo inicia-se com a ativagao dos mondcitos, que sao
convertidos em macrofagos ativados e contribuem com grande capacidade oxidativa
(BERLINER et al., 1995). Neste estagio, a apo B também sofre oxidagéo resultando
na particula de LDL altamente oxidada. As duas formas podem ser detectadas nas
placas aterosclerdticas (SJOGREN et al., 2005). Embora as formas altamente

oxidadas nado tenham sido descritas no plasma, uma pequena propor¢cao de
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particulas de LDL tem propriedades de particulas de LDL minimamente oxidadas e
podem ser dosadas no plasma (YAMASHITA et al.,, 2007). Anticorpos anti-LDLox
sao encontrados no plasma e, em varios estudos, a elevacdo do titulo de tais
anticorpos foram associados com a progressdao da aterosclerose e suas
complicagdes (RIDKER et al., 2007).

Neste estudo, pode-se observar na Tabela 10 titulos significativamente
elevados de anticorpos anti-LDLox no grupo AG quando comparado com o grupo
AnN (p=0,014). O subgrupo ateromatose grave com trés ou mais artérias afetadas
(Figura 5) também apresentou titulos significativamente elevados de anticorpos anti-
LDLox quando comparado com os grupos ateromatose leve/moderada (p=0,006) e
ateromatose grave com uma artéria afetada (p=0,002). Resultados similares foram
descritos por He et al. (2007), que também demonstraram titulos significativamente
mais elevados de anti-LDLox nos subgrupos com estenose multiarterial quando
comparados com o subgrupo com apenas uma artéria afetada. Os autores
concluiram que os titulos de anti-LDL-ox foram associados com a gravidade da
aterosclerose coronariana, apesar das evidéncias da oxidacao lipidica ser observada
em todos os estagios da aterosclerose, tanto nas lesdes iniciais, como nas
intermediarias e avangadas, ricas em macréfagos (CARPENTER et al., 1995).

Apesar da correlagao positiva e significativa observada entre os titulos de
anti-LDLox e a estenose coronariana superior a 70% (r=0,42; p<0,0001; Tabela 19),
a analise multivariada do presente estudo demonstrou auséncia de associagao
independente entre os dois parametros. Estes dados confirmam que, em se tratando
de uma doenga de origem multifatorial, os resultados ndo podem ser interpretados
de forma isolada. Estudos prévios evidenciaram uma associagao entre LDLox

circulante e valores de LDLc e apo B (SJOGREN et al., 2005; LIU et al., 2004). O
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presente estudo demonstrou uma correlagéo positiva da ordem de 16% entre os
titulos de anti-LDLox e os valores de apo B (p=0,04; dado ndo apresentado na
Tabela 18). No entanto, ao contrario dos dados da literatura, ndo foi observada
correlacao entre os valores de anti-LDLox e LDLc nos individuos estudados.

No presente estudo, a atividade aumentada da enzima sPLA2 e niveis
elevados de PCRus, ambas proteinas de fase aguda, foram associados com a
presenca de DAC (Tabela 10). Apds ajuste para os fatores de risco classicos e
niveis plasmaticos de PCRus, a atividade da enzima sPLA2 demonstrou uma
associagao independente com a estenose coronariana superior a 70% (p<0,001;
Tabela 21). Quando o grupo AG foi subdividido pelo numero de artérias afetadas, o
subgrupo AG-3 apresentou niveis significativamente mais elevados tanto de sPLA2
quanto de PCRus, quando comparado com o grupo AnN (p<0,001; Figuras 6 e 7,
respectivamente). Entretanto, apenas a atividade da sPLA2 apresentou-se
significativamente elevada nos subgrupos AG-1 (p<0,0001) e AG-2 (p<0,0001)
quando comparados com o grupo AnN. Considerando a atividade da sPLA2 (Figura
6), o subgrupo AG-3 também apresentou diferenga significativa em relagcdo aos
grupos ALM (p<0,001), AG-1 (p<0,001) e AG-2 (p<0,001). Estes resultados podem
sugerir que a atividade da sPLA2 poderia refletir o carater inflamatério da
aterosclerose de forma diferente da observada para os niveis plasmaticos da
PCRus.

Os dados obtidos com o presente estudo estdo de acordo com resultados
recentes que demonstraram uma associacao independente entre a enzima PLA2 e
DAC (BOEKHOLD et al., 2005; SUDHIR, 2005). Em 2005, Boekholdt et al.
demonstraram que os niveis plasmaticos de sPLA2 foram associados com um risco

aumentado de DAC tanto em homens quanto em mulheres aparentemente
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saudaveis. Apos o ajuste para fatores de risco classicos e niveis de PCRus, os
valores de sPLA2 no terceiro quartil apresentaram um risco 34% maior comparado
com os valores do primeiro quartil. Estes achados, aliados aos dados ora
apresentados corroboram com a hipotese de que os niveis de PLA2 poderiam refletir
um processo patofisiolégico relevante no desenvolvimento da DAC, porém diferente
daquele esperado para niveis de PCRus. De forma semelhante, outro estudo
prospectivo demonstrou que, entre pacientes sintomaticos com DAC, aqueles com
niveis elevados de sPLA2 apresentaram um risco aumentado para a recorréncia do
evento (KUGIYAMA et al., 2000), enquanto dois estudos prospectivos investigaram a
associacao entre um membro da familia da PLA2, a lipoproteina associada a PLA2
(Lp-PLA2), e o risco de DAC. Os niveis plasmaticos de Lp-PLA2 mostraram-se
importantes preditores de DAC tanto em homens com niveis elevados de LDLc
(PACKARD et al., 2000) quanto em individuos aparentemente saudaveis
(BALLANTYNE et al., 2004). Em contraste com os varios estudos disponiveis para o
risco de DAC e niveis de sPLA2, bem como a Lp-PLA2, os estudos envolvendo a
atividade da sPLA2 e a gravidade da DAC sao raros. Num estudo prospectivo,
Kugiyama et al. (2000) demonstraram que as concentragdes plasmaticas de sPLA2
foram significativamente mais elevadas em pacientes com angina instavel quando
comparados com pacientes com angina estavel e com individuos higidos. Este
estudo também demonstrou que os altos niveis de sPLA2 comportaram-se como
preditores de isquemia cardiaca em pacientes com angina instavel, independente de
outros fatores de risco, inclusive PCRus. No trabalho ora apresentado, diferente do
estudo de Kugiyama et al. (2000), os participantes dos grupos ALM e AG néo
apresentaram isquemia cardiaca recente, mas placas aterosclerdticas

potencialmente capazes de evoluir para IAM. Outra diferenga marcante foi que o
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presente estudo avaliou a atividade da sPLA2, e ndo a concentragao da enzima,
como realizou os autores do referido estudo.

Varias evidéncias sustentam a hipotese do envolvimento da sPLA2 na
aterogénese. Em 1999, Ivandic et al. demonstraram que ratos transgénicos que
expressavam sPLA2 humana desenvolviam mais aterosclerose, ja que a mesma
afeta o metabolismo lipidico (TIETGE et al., 2000; DE BEER et al., 1997; IVANDIC et
al., 1999; DE BEER et al., 2000). Em humanos, a sPLA2 apresenta uma alta
expressdo nas placas aterosclerdticas e nos macréfagos adjacentes
(MENSCHIKOWSKI et al., 1995; ELINDER et al., 1997; HURT-CAMEJO et al., 1997;
ANTHONSEN et al.,, 2000). Além disso, esta enzima pode ser produzida em
resposta a uma variedade de citocinas inflamatdrias, incluindo as interleucinas (IL)-1
e IL-6 e fator de necrose tumoral (TNF) (VAN DER HELM et al., 2000; AKIBA et al.,
2001). Ao mesmo tempo, a sPLA2 também induz diretamente a producédo de
citocinas e a adesdo de moléculas no endotélio microvascular (BECK et al., 2004).
Entdo, a sPLA2 poderia funcionar tanto como um sinalizador do local da inflamacéo,
acelerando o processo, como também poderia apresentar efeitos aterogénicos
diretos, possivelmente através da modificagao da estrutura das lipoproteinas.

Uma anadlise da Figura 6 permite observar que a atividade da sPLA2
apresentou-se associada com a presenca de estenose coronariana detectada por
angiografia, independente do grau, uma vez que a atividade da enzima apresentou-
se significativamente elevada nos grupos ALM (p<0,0001) e AG (p<0,0001) quando
comparados com o grupo AnN. Além disso, foi demonstrada uma associagcao
independente entre a atividade da sPLA2 e a presenca de estenose coronariana
superior a 70% (p<0,001; Tabela 21), quando foram ajustados modelos de analise

multivariada utilizando-se todas as outras variaveis estudadas, incluindo os niveis
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plasmaticos de PCRus e os titulos de anti-LDLox, apesar da correlagao positiva e
significativa observada entre a sPLA2 e os titulos de anti-LDLox (r=0,81; p<0,001;
Tabela 18). Esta correlagdo é embasada pela literatura, considerando que a sPLA2
causa uma reducao substancial na fosfatidilcolina da superficie da LDL, gerando
particulas de LDL pequenas e densas, com alteragbes também na configuragdo da
molécula de apo B na lipoproteina (SARTIPY et al.,, 1999). A alteragcdo na
configuragdo da molécula de apo B pode levar a uma maior exposicdo de
segmentos ricos em arginina e lisina que interagem fortemente com os
glicosaminoglicanos presentes na matriz extracelular (CAMEJO et al., 1998). Tal fato
pode explicar a maior afinidade com componentes da matriz extracelular
apresentada pelas lipoproteinas modificadas pela sPLA2 (SARTIPY et al., 1999;
HAKALA et al.,, 2001). Esta afinidade aumentada por elementos da matriz
extracelular resulta em aumento do tempo de retengdo da particula de LDL no
espacgo subendotelial da parede arterial, com consequente oxidagao, formacao das

células espumosas e progressao da lesao aterosclerética (OORNI et al., 2000).

6.5 DOENCA ARTERIAL CORONARIANA, HOMOCISTEINA E MUTACAO NA

ENZIMA METILENOTETRAHIDROFOLATO REDUTASE

Varios estudos importantes foram publicados correlacionando niveis
plasmaticos de homocisteina e DAC. Alguns demonstraram uma associagado entre
hiper-homocisteinemia e a incidéncia de DAC, enquanto outros relataram auséncia
de associagao entre os dois parametros (VOUTILAINEN et al.,, 2000). Algumas
razbes podem explicar os resultados controversos das pesquisas envolvendo a

concentracdo de homocisteina e DAC: os fatores que afetam os niveis plasmaticos
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deste aminoacido sao diferentes em cada populacéo, além dos fatores como habitos
nutricionais, fatores genéticos, estilo de vida e raga que podem também afetar a
concentragcdo da homocisteina circulante (MURPHY-CHUTORIAN & ALDERMAN,
1994). Na populagédo brasileira, que apresenta uma heterogeneidade de etnias
(PARRA et al., 2003), os resultados das pesquisas envolvendo niveis plasmaticos de
homocisteina e DAC sao igualmente controversos. Torna-se oportuno ressaltar que
a maioria dos autores considera a hiper-homocisteinemia um fator de risco para DAC
(CHUA et al., 2005). A andlise da Tabela 12 permite observar que o0s niveis
plasmaticos de homocisteina foram significativamente mais altos no grupo AG
quando comparado com o grupo AnN (p<0,001). No entanto, ndo foram observadas
diferencas significativas entre os grupos AnN e ALM, bem como entre os grupos
ALM e AG.

Folson et al. (1998) sugeriram que o aumento de homocisteina poderia ser
uma consequéncia da DAC e ndo apenas a causa da doenca. Esses autores
também sugeriram que a hiper-homocisteinemia poderia prever um prognadstico ruim,
refletindo a gravidade da DAC. Entretanto, a hip6tese do aumento da concentragao
plasmatica de homocisteina em consequéncia da lesao aterosclerética nao foi aceita
por Boston & Selhub (1999), por ndo ser a mesma apoiada pela evidéncia
epidemioldgica de varios estudos. Os resultados do presente estudo sinalizam que a
hiper-homocisteinemia, se ndo apresenta contribuicdo para a gravidade da DAC nos
individuos avaliados, no minimo, esta implicada no processo aterosclerético. A
duvida, porém persiste, ou seja, se 0 aumento da homocisteina é fator agravante
para a doenca ou se manifesta com o desenvolvimento do processo aterosclerético.

Estudos prospectivos com acompanhamento, envolvendo um grande numero de
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individuos ja apresentando hiper-homocisteinemia, porém ainda sem coronariopatia,
sao essenciais para esclarecer a relagao entre hiper-homocisteinemia e DAC.

No presente trabalho, o método utilizado para a dosagem de homocisteina
preconiza um valor de referéncia para este parametro de 3 a 20umol/L. Outro ponto
de controvérsia entre os autores sdo os valores de referéncia da homocisteina na
populagdo em geral. Alguns autores consideram a concentragdo “normal” de
homocisteina plasmatica entre 5 e 15umol/L (MALINOW et al., 1999; CHRISTEN et
al., 2000; STANGL et al., 2002; GIRELLI et al., 2003), enquanto outros admitem que
o valor médio na populagdo em geral para este parametro estd em torno de 9 a
10umol/L (MALINOW, 1990; DUEL et al., 1998;). Boushey et al. (1995) concluiram,
em estudo de metanalise envolvendo 27 trabalhos e mais de 4 mil pacientes, que se
os valores de homocisteina sdo maiores que 10umol/L, cada Sumol/L acrescidos
neste valor de homocisteina circulante estdo associados a 80% de risco para DAC
em mulheres e 60% em homens. Atualmente, valores iguais ou maiores que
10umol/L sdo considerados hiper-homocisteinemia e estao relacionados com risco
aumentado para DAC (YANG et al., 2005). No presente estudo, 72% dos pacientes
do grupo AG apresentaram valores plasmaticos de homocisteina na faixa de
referéncia do método utilizado. Observagao semelhante foi feita por Gravina-Taddei
et al. (2005) analisando idosos com e sem doenga corondria usando método
semelhante ao deste trabalho.

Entre os 63 individuos que compuseram os grupos AnN, ALM e AG para a
avaliacdo da homocisteina (Tabela 12), a presenga da mutacdo C677T no gene da
enzima MTHFR em homozigose foi observada apenas em quatro individuos (Tabela
14), resultando numa incidéncia de 6,3%. Considerando os individuos avaliados no

estudo para este parametro (n=63), a frequéncia observada para a mutagdo em
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heterozigose foi de 44,4%, totalizando 28 individuos (Tabela 14). De acordo com
Arruda et al. (1998) a prevaléncia desta mutagdo em caucasianos brasileiros esta
em torno de 10,3% e 54,2% em homozigoze e heterozigose, respectivamente. No
entanto, os individuos avaliados neste trabalho (n=63) se dividiram em 28,1% de
caucasianos, 22,8% de negros e 49,1% de mesticos (mulato, pardo ou outros
mesticos), ndo apresentando diferenga estatisticamente significativa entre os trés
grupos para as diferentes etnias.

A mutagdo C677T no gene da enzima MTHFR foi mais frequente em
individuos com ateromatose grave (62,0%), entretanto, ndo foi demonstrada
diferenga significativa entre o grupo AG e os demais grupos estudados. Uma
possivel explicacdo para este resultado seria o fato de que multifatores estao
relacionados com o aumento dos niveis de homocisteina e, considerando que o
numero de participantes avaliados foi insuficiente para qualquer conclusdo neste
sentido, seria necessario um estudo epidemioldgico e multicéntrico. Pisciotta et al.
(2005) demonstraram resultados semelhantes avaliando individuos com
hipercolesterolemia e DAC, com uma maior prevaléncia da mutagdo em pacientes
com DAC, porém sem diferenga significativa em relagcdo aos individuos néao
acometidos pela doenca.

A correlagdo positiva observada entre niveis plasmaticos elevados de
homocisteina e a presengca de DAC (r=0,42; p<0,001; Tabela 19) estd de acordo
com a literatura (DEDOUSSIS et al., 2004). Entretanto, nao foi observada correlagéo
entre a presengca da mutacao e niveis elevados de homocisteina na populagao
estudada. Apesar de o grupo AG ter apresentado a maior incidéncia da mutagéao e
niveis significativamente mais elevados de homocisteina, este grupo nao apresentou

diferenca significativa em relacdo aos demais grupos quanto a prevaléncia da
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mutacdo. Resultados semelhantes foram descritos por outros autores (GIRELLI et
al., 1998; YILMAZ et al., 2005). Logo, o aumento da homocisteina nestes casos
deve ser explicado por outros mecanismos nao explorados no presente trabalho.

Entre os individuos com DAC, considerando os participantes dos grupos ALM
e AG (n=43), 22 apresentaram a mutacdo em heterozigose (51,1%) e 3 em
homozigose (6,9%), ndo apresentando diferencgas significativas em relagdo ao grupo
AnN (Tabela 14). Por outro lado, Almawi et al. (2004) obtiveram uma maior
frequéncia (71,9%) da mutacdo em heterozigose nos pacientes com DAC e de
45,5% no grupo controle, com diferenga significativa entre os dois grupos (p<0,001).
Esses autores demostraram também uma incidéncia bem maior da mutacido em
homozigose (31,3%) em pacientes com ateromatose grave, quando comparado com
o presente estudo (6,9%). O pequeno contingente amostral dos dados ora
apresentados pode ter contribuido para a obtencdo de dados discordantes com a
literatura.

Neste estudo, ndo foi observada correlagao entre a presenga da mutagao e a
presenca de ateromatose coronariana, considerando os individuos dos grupos ALM
e AG (n=43). Folsom et al. (1998) também demonstraram uma auséncia de
associagao entre DAC e a mutagdo C677T no gene da enzima MTHFR, num estudo
prospectivo envolvendo mais de 15.000 participantes. Da mesma forma, Kolling et al.
(2004) demonstraram auséncia de associagao entre a mutagdo e a presenga de
DAC angiograficamente estabelecida, num estudo caso-controle envolvendo 2.121
pacientes com DAC e 617 individuos angiograficamente normais. Os dois estudos
citados demonstraram niveis significativamente elevados de homocisteina
plasmatica nos individuos com DAC quando comparados com o grupo controle,

dados concordantes com o estudo ora apresentado.
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Apesar do numero de individuos avaliados terem sido suficiente para
demonstrar diferengas significativas entre os grupos, os trabalhos da literatura
utilizam um contingente amostral bem maior, principalmente para avaliar a
associacao entre a mutagao C677T e DAC. Outro fator limitante foi que o presente
estudo ndo considerou outros fatores importantes do metabolismo da homocisteina,
como habitos nutricionais e as concentracdes plasmaticas de vitamina B12 e acido
félico dos individuos participantes, dados que poderiam enriquecer a discussao

deste trabalho.

6.6 DOENCA ARTERIAL CORONARIANA, FATOR TISSULAR E INIBIDOR DA

VIA DO FATOR TISSULAR

O possivel valor preditivo dos niveis plasmaticos de TF e TFPI, responsaveis
pelo aparecimento de um estado hipercoagulavel, a medida que ocorre a progressao
da aterosclerose coronariana foi avaliado. Sabe-se que o sistema da coagulagéo
assume um papel importante na evolugao e progressao clinicamente silenciosa do
ateroma, e nos eventos que se seguem a ruptura da placa e ativagao da coagulagao
que produz os sintomas clinicos.

A anadlise da Tabela 13 permite observar que os niveis plasmaticos de TF
foram significativamente mais elevados em pacientes com ateromatose grave em
relacdo aos individuos angiograficamente normais (p<0,01). No entanto, ndo foram
observadas diferengas significativas entre os grupos ALM e AnN, bem como entre os
grupos ALM e AG. Spronk et al. (2004) sugeriram que, embora o fibrinogénio e a
fibrina participem da génese das placas iniciais, uma atividade aumentada da

coagulagao sistémica ndo exerce maior influéncia no risco de trombose. Apesar da
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presenca do complexo TF-FVlla nestas placas, € improvavel que toda a fibrina
formada na superficie dessas seja resultado direto de atividade coagulante local. O
efeito dominante da coagulagdo na placa inicial seria anticoagulante, a trombina
formada aumentaria a ativacédo da proteina C por meio de uma maior expressao de
trombomodulina (TM) pelas células endoteliais. J& a aterosclerose avangada, com
grande impacto de componentes inflamatérios que oprimem as forgas
anticoagulantes protetoras, estas podem se tornar menos eficientes para a
regulacdo de TM e expressao do receptor de proteina C (EPCR). Nesta fase, o
processo inflamatério leva a maior expressdo de TF e formacdo de complexos
cataliticos em agregados de células e microparticulas, mantendo certo nivel de
producao de trombina e fibrina (SPRONK et al., 2004). Este fato pode justificar, em
parte, a maior expresséo de TF nos pacientes com ateromatose grave encontrada
neste estudo.

O TF ativo presente na parede de vasos ateroscleréticos provavelmente é o
responsavel pelas complicagdes clinicas da aterosclerose, como a trombose aguda
apos ruptura da placa (KATO, 2002). Alguns estudos demonstraram o aumento dos
niveis plasmaticos de TF em pacientes com SCA (FALCIANI et al., 1998;
FREEBURN et al., 1998) quando comparados a individuos higidos. Entretanto, o
comportamento do TF em diferentes graus de ateromatose néo esta completamente
elucidado e poucos trabalhos avaliaram os dois paradmetros. Contrariando os dados
obtidos no presente estudo, Chung et al. (2003) demonstraram auséncia de
correlacdo entre TF e a gravidade da DAC estabelecida angiograficamente.
Entretanto, tal estudo considerou como ateromatose grave estenose coronariana

superior a 50% em uma ou mais artérias.
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Apesar de uma maior expressao de TF observada nos pacientes com grau de
estenose superior a 70%, nao foi demonstrada diferenga significativa entre o grupo
AG e os demais grupos estudados para os niveis plasmaticos de TFPI. Niveis
significativamente elevados de TFPI tém sido relatados em pacientes com SCA
comparados com individuos higidos (LWALEED & BASS, 2006; FALCIANI et al.,
1998; FREEBURN et al., 1998), e uma correlagao positiva entre TF e TFPI tem sido
observada nestes pacientes. A hiperativacdo do sistema da coagulagdo em
pacientes com SCA pode, em parte, ser compensada pelo TFPI, que pode nao ser
suficiente para atenuar a elevagao de TF circulante (FALCIANI et al., 1998). Entre os
69 individuos que compuseram os grupos AnN, ALM e AG (Tabela 13), foi
observada uma correlagdo positiva da ordem de 34% entre TF e TFPI (p=0,004),
entretanto, torna-se oportuno salientar que os participantes dos grupos ALM e AG
nao apresentaram SCA e sim a presenca de placas ateromatosas potencialmente
capazes de evoluir para SCA. A DAC é uma doencga evolutiva, o que hoje é leve a
moderado amanh& podera ser avangada, portanto, torna-se importante o
conhecimento do comportamento de marcadores laboratoriais com potencialidade
preditiva da doengca em momentos que antecedem o evento isquémico agudo.
Bilgen et al. (2005) demonstrou niveis plasmaticos de TFPI significativamente
elevados em pacientes com estenose coronariana superior a 50% em uma (p<0,05),
duas (p<0,05) ou trés (p<0,001) coronarias atingidas quando comparados com
individuos higidos, entretanto, as concentragdes de TFPI dos pacientes ndo foram
comparadas com individuos angiograficamente normais. Contrariamente aos
resultados de Bilgen et al. (2005), os dados obtidos com o presente estudo indicam
que os niveis plasmaticos de TFPI ndo contribuiram para diferenciar lesdes

aterosclerdticas iniciais de lesdes avancadas na populagcdo estudada. Torna-se
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necessario considerar que, em virtude do desenho do estudo, 77% dos participantes
faziam uso regular de acido acetilsalicilico, o que pode ter influenciado nos
resultados de TFPI, uma vez que este medicamento promove a inibicdo da enzima
ciclooxigenase, diminuindo a liberagao de tromboxane A2 e a agregacao plaquetaria.
O TFPI se manifesta apds a geracédo de limitada quantidade de fator X ativado e
aproximadamente 10% do TFPI do organismo é transportado por plaquetas
(NOVOTNY et al.,, 1988), que expressam o TFPI apenas quando ativadas pela
trombina. Desta forma, quando ocorre agregacao plaquetaria, niveis elevados de
TFPI podem ser encontrados. Considerando que as plaquetas interagem com os
fatores da coagulagdo “in vivo” fornecendo uma superficie fosfolipidica de carga
negativa que favorece a ativacdo sequencial daqueles fatores, presume-se que a
reducdo da ativacdo plaquetaria poderia estar contribuindo para uma menor
formacado de trombina e, consequentemente, diminuindo a expressao de TFPI na

populacéo estudada.

6.7 DOENCA ARTERIAL CORONARIANA, INIBIDOR DO ATIVADOR DO

PLASMINOGENIO TIPO 1 E POLIMORFISMO (675 4G/5G)

Varios autores demonstraram a associacado de niveis elevados de PAI-1 com
a presenca da DAC, resultados que dao suporte ao conceito da contribuicdo da
fibrina intravascular na aterotrombogénese (TOUSOULIS et al., 2003). A diminuigédo
da atividade fibrinolitica, principalmente causada pelo aumento na concentragao
plasmatica do PAI-1, tem sido associada com a DAC em varios estudos (NARAN et
al., 2008). No presente estudo, os niveis plasmaticos de PAI-1 foram

significativamente elevados no grupo AG quando comparado com os grupos AnN
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(p<0,001) e ALM (p=0,024) (Tabela 10). As médias obtidas para os subgrupos AG-1,
AG-2, e AG-3 também se mostraram significativamente elevadas quando
comparadas com o grupo AnN (p<0,05; Figura 8). Estes dados evidenciam uma
associagao entre a concentragdo plasmatica de PAI-1 e a gravidade da DAC,
considerando a porcentagem de estenose superior a 70%, independente do numero
de artérias afetadas. Apds ajustes para os fatores de risco e demais variaveis
estudadas, os resultados obtidos com a analise multivariada permitem inferir sobre
uma associagao independente entre os niveis plasmaticos de PAI-1 e a presenca de
estenose coronariana superior a 70% (p=0,002; Tabela 21). O subgrupo AG-1
também apresentou diferenca significativa em relagdo ao grupo ALM (p=0,004). A
presenca de dois valores extremos neste subgrupo (186 e 257; Figura 8) pode
justificar, parcialmente, tal resultado.

Outro dado do presente estudo foi a associacéo entre o gendtipo 4G/4G, o
aumento dos niveis plasmaticos de PAI-1 (r=0,28; p<0,001; Tabela 20) e estenose
coronariana com obstrucao superior a 70%, sugerindo que a presenca do alelo 4G
pode ter influenciado no aumento dos niveis plasmaticos de PAI-1 e que este
aumento pode ter afetado o sistema fibrinolitico e constituido um fator decisivo para
a progressao da aterosclerose nos individuos avaliados. Estudos prévios ja haviam
demonstrado a associacdo entre o alelo 4G e concentragdes elevadas de PAI-1
(ERIKSSON et al., 1995; STEGNAR et al., 1998). Os niveis plasmaticos de PAI-1
podem ser influenciados por varios fatores, dentre os quais os fatores genéticos.
Hong et al. (1997) demonstraram que 42% das variagdes encontradas nos niveis
plasmaticos de PAI-1 foram devidas a fatores genéticos, num estudo envolvendo a
populacdo sueca. Naram et al. (2008), analisando a populacdo da Africa do Sul,

observou que niveis plasmaticos mais baixos de PAI-1 foram obtidos para a
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populacao de raca negra quando comparados com a populagao de raga branca. Os
autores concluiram que a principal razao para a deteccdo de niveis mais baixos de
PAI-1 nos individuos de raga negra foi a baixa prevaléncia do alelo 4G neste grupo
de individuos. Apesar das diferengas étnicas exercerem influéncia nos niveis
plasmaticos de PAI-1, o presente estudo ndo demonstrou diferenga significativa nos
niveis de PAI-1 para as diferentes etnias. O préprio desenho do estudo poderia
justificar tal achado, uma vez que o grupo estudado neste trabalho (n=123) constou
de 30,9% de caucasianos, 26,8% de negros e 42,3% de mesticos (mulato, pardo ou
outros mestigcos), porém uniformemente distribuidos nos trés grupos (Tabela 8), néo
apresentando diferengas estatisticamente significativas entre os mesmos para as
diferentes etnias. A frequéncia dos alelos 4G e 5G descrita para a populagao
brasileira, que apresenta uma heterogeneidade de etnias, ainda nao esta
completamente estabelecida pela literatura. Neste estudo, 51% dos participantes
(n=123) apresentaram o alelo 4G, enquanto que 49% apresentaram o alelo 5G.
Torna-se oportuno salientar que estudos envolvendo a prevaléncia de polimorfismos
genéticos necessitam de um contingente amostral maior, e nédo fez parte dos

objetivos do presente estudo.

6.8 CONSIDERACOES FINAIS

Os individuos participantes deste trabalho preencheram todos os critérios de
selecao estabelecidos, uma vez que a entrevista e o preenchimento da ficha clinica
antecederam a coleta do sangue, excluindo os individuos que ndo se encontravam
em estado metabdlico de equilibrio e/ou que se enquadravam em pelo menos um

dos critérios de exclusao.
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Neste trabalho, todas as amostras foram aliquotadas e congeladas sob as
mesmas condi¢gées. As aliquotas foram descongeladas uma unica vez antes da
realizacdo dos testes, procurando minimizar os efeitos do descongelamento nas
determinagdes dos niveis plasmaticos dos parametros bioquimicos e hemostaticos.
Todas as amostras foram analisadas ao mesmo tempo para cada pardmetro e
submetidas, rigorosamente, as mesmas condi¢des técnicas.

O numero total de participantes avaliados neste trabalho parece pequeno
diante da grande incidéncia de DAC, porém foi suficiente para responder os
objetivos estudados. Mesmo quando o grupo AG foi subdividido de acordo com o
numero de artérias afetadas, o poder dos testes estatisticos obtidos foram
superiores a 90% (B > 0,90), garantindo que, se de fato houvesse alguma diferenca,
haveria uma probabilidade de 90% de detecta-la, minimizando o erro tipo Il

Deve-se considerar que os individuos que constituiram o grupo AnN podem
apresentar alteragdes nao detectadas pela angiografia, uma vez que este método
nao oferece cobertura total da real situagao das placas de ateroma, considerando as
limitagdes do mesmo. Entdo, ndo se pode excluir inteiramente a presenca de
individuos afetados pela aterosclerose coronariana neste grupo. No entanto, o grupo
AG, cujo ponto de corte se insere em 70% de estenose, indubitavelmente congrega
pacientes com alteragbes diversas que obrigatoriamente levariam a intervencéao
terapéutica a critério clinico.

O desenvolvimento deste estudo contemplou varios processos bioquimicos
envolvidos na formagao e na progressao da aterosclerose, incluindo o metabolismo
lipidico e das apolipoproteinas, resposta inflamatéria, fungdo endotelial, fibrindlise,
metabolismo da homocisteina, entre outros. Cada um destes processos bioquimicos

apresenta constituintes multiplos, como enzimas e receptores celulares, que sao
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geneticamente codificados. Portanto, alteragdes genéticas podem afetar a funcao
destes constituintes, dentro de vias que resultam em susceptibilidade variavel ao
desenvolvimento e a progressao da aterosclerose. Desta forma, acredita-se ser
importante a realizacdo de estudos deste tipo envolvendo a nossa populagao, pois
os dados obtidos de trabalhos conduzidos fora do nosso meio ndo devem ser
extrapolados, na integra, para a populagao brasileira.

Os varios resultados obtidos com o desenvolvimento deste estudo refletiram
bem o carater multifatorial da DAC. Dentre os processos estudados, ficou evidente o
envolvimento de parametros bioquimicos, inflamatérios e hemostaticos no
agravamento do processo aterosclerético, refletidos pelos niveis plasmaticos
elevados de homocisteina, proteina C reativa ultra-sensivel e fator tissular
associados com a presencga de estenose coronariana superior a 70%. Também ficou
evidente o comprometimento do sistema fibrinolitico nos individuos constituintes do
grupo AG, refletido pelos niveis significativamente aumentados de Lp(a) e PAI-1. O
aumento de Lp(a) poderia diminuir a atividade fibrinolitica neste grupo devido a
homologia estrutural apresentada entre a apo(a) constituinte da Lp(a) e o
plasminogénio, enquanto niveis altos de PAI-1 poderiam acarretar em menor
geragao de plasmina, contribindo para a permanéncia do coagulo de fibrina. Em
adicao, a similaridade entre a Lp(a) e LDL e entre Lp(a) e o plasminogénio sugerem
que o mecanismo patogénico da Lp(a) envolve efeitos pro-aterogénicos e pré-
trombaticos/antifibrinoliticos. A Lp(a) pode interferir na ativagdo do plasminogénio
mediada pelo t-PA, inibindo a geracdo da plasmina, diminuindo a fibrindlise e
gerando um estado de hipercoagulabilidade in vivo.

Finalmente, deve-se ressaltar que alguns dos fatores de risco associados ao

desenvolvimento de DAC sao passiveis de ser modificados. Mudancgas no estilo de
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vida e o controle rigoroso dos fatores de risco modificaveis devem ser incorporados
a rotina de vida da populagdao, bem como um maior conhecimento/conscientizagao
do problema, como estratégias de prevengdo e controle da DAC. Uma dieta
saudavel aliada a realizagcdo de exercicios fisicos regulares, além do constante
cuidado a saude por meio de apoio e orientagdo de equipe multidisciplinar podera
contribuir para a melhoria da qualidade de vida da populagdo, consequentemente
diminuindo a morbimortalidade em decorréncia da DAC. Por outro lado, do ponto de
vista cientifico, investigagdes futuras devem ser incentivadas em nosso meio visando
um maior conhecimento dos fatores desencadeantes da DAC, o que permitiria a
adocdo de medidas profilaticas e/ou terapéuticas mais adequadas. Além disso, o
desenvolvimento de tais estudos contribui decisivamente para a formacgdo de
recursos humanos, capacitando profissionais para ensino e investigagao cientifica
com importante atuacdo nos meios académicos e impactos altamente favoraveis a

sociedade.



133

7 CONCLUSOES
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A analise dos dados obtidos no presente estudo permite concluir que:

1) Os perfis lipidico e apolipoproteico dos individuos angiograficamente normais e
dos pacientes apresentando ateromatose leve/moderada ou grave se mostraram
similares nos grupos estudados, n&o apresentando informagdes adicionais com

relacdo a gravidade da DAC.

2) A frequéncia dos alelos €2, €3 e €4 da apolipoproteina E mostrou-se similar a
observada em outros estudos envolvendo a populagao brasileira. Os gendtipos
desta proteina ndo foram associados a presenga de DAC e nao se correlacionaram

com a gravidade da doencga nos individuos estudados.

3) A associagdo observada entre o aumento dos niveis de fosfolipase A2 e proteina
C reativa com a presenca de estenose coronariana superior a 70%, refletiu o carater

inflamatorio da aterosclerose.

4) A associagao observada entre niveis elevados de TF e a presencga de estenose
coronariana superior a 70%, sugere que a presenga de lesbes ateroscleroticas
avancadas promoveu uma maior expressdao do TF, correlacionando-se com a
gravidade da DAC nos individuos avaliados. Os niveis plasmaticos de TFPI total ndo

se associaram com a gravidade da doenca.

5) Foi evidenciada uma associagdo entre hiper-homocisteinemia e a presenga de

estenose coronariana superior a 70%. No entanto, ndo foi observada correlagao
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entre a presenga da mutacao C677T na enzima MTHFR, hiper-homocisteinemia e a

gravidade da DAC.

6) A associacao demonstrada entre o aumento dos titulos de anticorpos anti-LDLox
e a presenga de estenose coronariana superior a 70%, sugere que o grupo AG
apresentou maior grau de oxidagdo da LDL, apesar dos niveis plasmaticos de LDL

serem similares nos trés grupos estudados.

7) O aumento progressivo nos valores de Lp(a), de acordo com a gravidade da
ateromatose coronariana, sinaliza para o fato de que, mesmo existindo diversas
isoformas da apo(a), o impacto dos niveis elevados desta lipoproteina na DAC
parece relevante, considerando a sua forte associagcdo com o agravamento da

doenca.

8) Os niveis plasmaticos de Lp(a) e sPLA2, bem como os titulos de anticorpos anti-
LDLox foram associados com a gravidade e com a extensdo da DAC, considerando
o aumento significativo destes parametros nos individuos com trés ou mais artérias

coronarias apresentando estenose superior a 70%.

9) A associacao entre o gendtipo 4G/4G, o aumento da concentragao de PAI-1 e a
presenca de estenose coronariana com obstrugcdo superior a 70%, sugere que a
presenca do alelo 4G pode ter influenciado o aumento dos niveis plasmaticos de

PAI-1.

10) Uma analise conjunta dos dados permite concluir que, dentre todos os
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parametros avaliados, a Lp(a), o PAI-1 e a sPLA2 podem constituir importantes
parametros adicionais com potencial valor para se inferir sobre a gravidade da DAC,
considerando a sua associagao independente com o agravamento da doenga,

demonstrado pela regressao logistica multipla.
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
FACULDADE DE FARMACIA
DEPTO. ANALISES CLINICAS E TOXICOLOGICAS

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

| -DADOS DE IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISA

NOME DO
PACIENTE:
DOCUMENTO DE IDENTIDADE: SEXO: M F
DATA DE NASCIMENTO: /|

ENDERECO:
BAIRRO: CIDADE:
CEP: TELEFONE: DDD ( )

Il — DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTIFICA

1- TiTULQ DO PROTOCOLO DE PESQUISA: “CARACTERIZACAO
BIOQUIMICA, HEMOSTATICA E MOLECULAR DA DOENCA ARTERIAL
CORONARIANA”

PESQUISADOR: Prof®. Dré. Maria das Gragas Carvalho
CARGO/FUNCAOQO: Professora de Hematologia Clinica
UNIDADE DA UFMG: Faculdade de Farmacia

2- AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:

SEM RISCO RISCO MINIMO X RISCO MEDIO
RISCO BAIXO RISCO MAIOR

3- DURACAO DA PESQUISA: Cinco anos
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lIl — REGISTRO DAS EXPLICACOES DO PESQUISADOR AO PACIENTE SOBRE
A PESQUISA, CONSIGNADO:

A pesquisa que o senhor(a) esta sendo convidado a participar tem o objetivo de
estudar quais sao os fatores laboratoriais que fazem com que um individuo tenha
mais ou menos chance de apresentar uma doencga do coracdo. Nesta pesquisa cada
participante deve responder a um questionario, que sera aplicado pela equipe da
pesquisa, e retirar uma amostra de sangue que sera enviada para os Laboratoérios
da Faculdade de Farmacia da UFMG. Da amostra enviada para o laboratério sera
extraido o seu DNA (material genético) que ficara armazenado. E nesse DNA que
pesquisaremos caracteristicas genéticas que podem influenciar no desenvolvimento
das doengas do coragado. Seu sangue sera centrifugado para obtengdo do soro ou
plasma, materiais que serdo usados nos testes bioquimicos e hemostaticos. Durante
nenhum momento desse estudo, as pessoas que estardo trabalhando com seu
material saberdo que ele é seu, garantindo o sigilo de seus dados. Toda informagao
obtida nessa pesquisa serd divulgada em eventos académicos, congressos e
revistas especializadas, n&o revelando a sua identidade, que & confidencial. Sua
participacdo ¢é totalmente voluntaria. Vocé podera solicitar a equipe o seu
desligamento do estudo a qualquer momento. Caso vocé queira se informar de mais
detalhes sobre a pesquisa agora ou no futuro, podera entrar em contato com a
pesquisadora principal, professora Maria das Gragas Carvalho, no telefone
(31)3499-6881, ou com as outras pesquisadoras, professora Marinez de Oliveira
Sousa, no telefone (31)3499-6896 ou a aluna de doutorado Luciana Moreira Lima,
no telefone (31)3464-0357. E através desse tipo de pesquisa que esperamos poder
aumentar o nosso conhecimento sobre os riscos de desenvolver doengas do
coragao. Sua participagdo podera ajudar outras pessoas que tenham doencgas do
coragao.

IV — ESCLARECIMENTOS DADOS PELO PESQUISADOR SOBRE GARANTIAS
DO SUJEITO DA PESQUISA:

1- Acesso, a qualquer tempo, as informacdes sobre procedimentos, riscos e
beneficios relacionados a pesquisa, inclusive para dirimir eventuais duvidas.

2- Liberdade de retirar seu consentimento a qualquer momento e de deixar de
participar do estudo, sem que isso traga prejuizo ao seu tratamento.

3- Salvaguarda da confidencialidade, sigilo e privacidade.

4- Disponibilidade de assisténcia no Laboratel, por eventuais danos a saude,
decorrentes da pungéo venosa na obtengao da amostra de sangue.
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V — CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO

Declaro que, apds convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter entendido o
que me foi explicado, consinto em participar do presente Protocolo de Pesquisa

Belo Horizonte, / /

assinatura do sujeito da pesquisa assinatura do pesquisador
(carimbo ou nome legivel)
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
FACULDADE DE FARMACIA
DEPTO. ANALISES CLINICAS E TOXICOLOGICAS

FICHA CLINICA

Projeto de Pesquisa “Caracterizacdo Bioquimica, Hemostatica e Molecular da

Doenca Arterial Coronariana”

| — IDENTIFICACAO:

1.Nome:

2.Data de nascimento: / /

3.Endereco:

4. Telefone: 5. CEP:

6.Data da entrevista/coleta de sangue: / / 7.Jejum:

Il - DADOS DEMOGRAFICOS:

1.Sexo:

2.Estado conjugal: [Solteiro| |Casado| [Separadgd |[Vitvo |Divorciadd
3.Vocé fuma atualmente? (quantos cigarros por dia, em média? )

4 \Vocé é ex-fumante? (quanto tempo vocé fumou? Que ano
vocé parou de fumar? )

5.Vocé tem presséo alta?
6.Vocé pratica alguma atividade fisica regular?

7.Ja lhe foi dito por um médico ou outro profissional de saude que vocé tem

colesterol alto?

8.Qual o seu peso atual? Qual sua altura?
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9.Vocé tem diabetes?
10.Vocé ja teve Sindrome Coronariana Aguda? (quando? )
com Supra ST? Nzo se aplicd]
11.Vocé ja teve Doenca Vascular Periférica? (quando? )
12.Vocé ja teve Acidente Vascular Cerebral?
13.Medicamentos em uso:

- Hipolipemiante oral

- Terapia de reposicéo hormonal [Nao| [Sim| |N&o se aplical

- Anticoncepcional [Ndd |Sim| [N&o se aplica
- Anticoagulantes orais
- Antiagregante Plaquetario

- Outros medicamentos:

Il — HISTORIA FAMILIAR:

1.Etnia: |Caucasiand [Mestico (mulato, pardo) [Negrol [indid  |Asiaticol

lOutros Mesticos|

2.Seu pai tem/tinha alguma doenca? (Qual? )
3.Sua mae tem/tinha alguma doencga? (Qual? )

4 Algum filho seu tem alguma doenca? |N&o Nao se aplica
(Qual? )

5.Existe alguma doenca presente em mais de uma pessoa de sua familia (incluindo
tios, tias, primo, avos, sobrinhos)? (Qual e membros

afetados? )
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IV — ANGIOGRAFIA CORONARIANA

1. Coronarias angiograficamente normais.

2. Ateromatose leve.

3. Ateromatose moderada.

4.  Ateromatose grave: __ Uniarterial
_____ Biarterial

Triarterial ou mais

Descendente anterior:

Observacao:

Médico responsavel

(carimbo e assinatura)



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas



http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1

Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

