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RESUMO

As doencas cardiovasculares constituem a principal causa de morte no mundo,
justificando assim numerosas investigacdes sobre o assunto.

O presente estudo teve como objetivo investigar a associacdo de parametros
hemostéaticos e proteina C reativa (PCR) com a gravidade da doenca arterial
coronariana (DAC) em 123 pacientes submetidos a angiografia coronariana
distribuidos em trés grupos: a) angiograficamente normais (AnN, n=35); b)
ateromatose leve/moderada (ALM, n=31) e c) ateromatose grave (AG, n=57), sendo
este ultimo grupo subdividido de acordo com o numero de artérias acometidas pelo
processo aterosclerotico. Os parametros hemostaticos incluiram a avaliagcdo dos
niveis plasmaticos do dimero D (D-DI), do inibidor do ativador do plasminogénio
tipol (PAI-1), do inibidor da fibrindlise ativado pela trombina (TAFI) e da
trombomodulina (TM). A PCR foi também avaliada como um marcador de processo
inflamatoério. A andlise e interpretacdo dos resultados permitiram concluir que o
sistema fibrinolitico se mostrou pouco eficiente no grupo com ateromatose grave
considerando os niveis significativamente mais elevados de PAI-1 (p<0.001) neste
grupo em comparagao aos outros grupos de pacientes. Este fato sinaliza para um
paralelismo entre os niveis deste inibidor e o grau de estenose das artérias, embora
0 numero de artérias acometidas néo tenha influenciado os resultados. Quanto aos
outros parametros avaliados, nenhum apresentou diferenga significativa com o
agravamento do processo aterosclerotico, exceto a PCR, cujos resultados foram
superiores nos grupos com ateromatose leve/moderada e grave em relacdo ao
grupo angiograficamente normal. O presente estudo fornece evidéncias que
confirmam achados prévios referentes ao comprometimento do sistema fibrinolitico,
bem como o envolvimento de processo inflamatorio nas doengas aterosclerdticas.
Todavia, 0 numero de artérias acometidas, dado até agora nao explorado, parece

nao contribuir para elevar os niveis plasmaticos dos marcadores avaliados.
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ABSTRACT
Cardiovascular diseases constitute the main cause of death in worldwide justifying a
number of investigations on this matter. The present study aimed to investigate the
association between hemostatic parameters and reactive C protein (CRP), and the
coronary artery disease (CAD) severity in 123 patients submitted to coronary
angiography scored in three groups: a) normal angiographically (AnN,n=35; b) with
mild/moderate atheromatosis (MA, n=31) and c) with severe atheromatosis (SA,
n=57). The last group was divided into subgroups according to the number of
affected vessels by the atherosclerotic process. Hemostatic parameters have
included assessment of plasma levels of D dimmer (D-DI), plasminogen activator
inhibitor type 1 (PAI-1), thrombin activatable fibrinolysis inhibitor (TAFI) and
thrombomodulin (TM). CRP was also assessed as a marker of inflammatory
process. Analysis and interpretation of the results allowed concluding that the
fibrinolytic system showed to be deficient in patients from the group with severe
atheromatosis considering the levels significantly higher of PAI-1(p<0.001) in this
group comparing to other patients groups. This fact indicates a parallelism between
the levels of this inhibitor and the degree of stenosis in the arteries, although the
number of affected vessels did not influence the results. Concerning to the other
parameters assessed, none of them showed levels significantly elevated as the
atherosclerotic disease become more severe, except the CRP, whose results
showed to be higher in both groups with mild/moderate and severe atheromatosis in
comparison to the angiographically normal group. The present study provides
evidence that confirm previous findings related to the hypofibrinolytic state, as well as
the involvement of inflammatory process in atherosclerotic diseases. However, the
number of affected vessels, an unexplored variable so far, seemed not to contribute

for elevating plasma levels of the assessed markers.



1 INTRODUCAO



O estudo das doencas cardiovasculares ocupa um espaco de grande importancia
devido ao numero de mortes crescentes associadas no mundo e por ser a principal
causa de morbidade e mortalidade no Brasil (Sociedade Brasileira de Cardiologia —
SBC, 2001).

Diversos estudos foram conduzidos para a avaliagdo do processo inflamatorio em
pacientes com doenca arterial coronariana, mas poucos correlacionam estes
marcadores aos marcadores hemostaticos e aos resultados obtidos

angiograficamente.

A luz do conhecimento obtido por meio de uma vasta revisdo da literatura sobre o
assunto, varias questdes se levantam necessitando confirmacdo de achados

anteriores e esclarecimentos adicionais.

Assim, a avaliacdo de marcadores hemostaticos e proé-inflamatérios, bem como a
correlacdo destes com dados angiograficos, torna relevante a realizacdo deste
trabalho, contribuindo para ampliar nossos conhecimentos na area e para obter

respostas mais fidedignas e adequadas para a nossa populacéo.

A participacdo de processos inflamatorio e hemostatico no desencadeamento de um
episddio cardiovascular agudo €é bem estabelecida, o que parece ocorrer
prioritariamente através da producdo de citocinas pro-inflamatorias, ativacdo das
plaguetas e deposi¢cédo de fibrina intravascular. Sabe-se também que os niveis do
inibidor do ativador do plasminogénio (PAI-1) estdo elevados em individuos que
sofreram infarto, atestando deficiéncia no sistema fibrinolitico e, portanto,
favorecendo a formagéo do coagulo de fibrina em doencas cardiovasculares. Além
do mais, crescentes evidéncias tém revelado o papel crucial do endotélio na

hemostasia vascular, ocorrendo ativacao da coagulacado quando ha injaria endotelial.

Diante do contexto acima, surgem varias questbes para serem investigadas,

confirmadas ou respondidas, como por exemplo:

- Os niveis plasméticos de PAI-1, principal inibidor do sistema fibrinolitico,

correlacionam-se a gravidade do processo aterosclerotico?



- O crescimento da placa ateromatosa (formas mais graves) esta relacionado a
marcadores pro-inflamatdrios, rotineiramente utilizados na clinica médica.
Sera que estes podem predizer a evolugdo da doenca coronariana em NOSso

meio?

- O grau de estenose pode estar associado aos niveis plasmaticos do dimero-
D, um marcador de depésito de fibrina que reflete o balango entre a ativagédo

da coagulacao e a atividade do sistema fibrinolitico?

- O grau de estenose pode estar relacionado a ocorréncia de lesdo endotelial

avaliada por meio de um marcador plasmatico?

- Outros inibidores da fibrindlise mais recentemente descritos, como o TAFI
(inibidor da fibrindlise ativado pela trombina) poderia ter alguma importancia
como preditor do agravamento da doenca arterial coronariana (DAC)? Haveria
correlacao deste com o inibidor do ativador do plasminogénio tipol (PAI-1)? A
falta de competéncia do sistema fibrinolitico estaria relacionada a gravidade

da doenca nos pacientes analisados?

Uma analise recente da literatura sobre o desempenho do TAFI nas doencas
cardiovasculares revelou resultados conflitantes ou inconsistentes necessitando
estudos adicionais. Além disso, torna-se relevante a confirmagdo para a nossa
populacdo de achados prévios na literatura, considerando suas caracteristicas
étnicas e outras bem distintas daquelas proprias dos individuos objeto de

estudos internacionais.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA



2.1 DOENCA ARTERIAL CORONARIANA (DAC)

As doencas cardiovasculares constituem as principais causas de morte no mundo.
Nos proximos 15 anos, especula-se que estas atingirdo prevaléncia ainda maior nos
paises desenvolvidos e em desenvolvimento. Observa-se que a elevacdo da
mortalidade relacionada a esta patologia tem ocorrido em paises em
desenvolvimento, dentre os quais o Brasil € um dos representantes (Sociedade
Brasileira de Cardiologia — SBC, 2001). Estima-se que 17 milhdes de pessoas
morrem por ano devido as doencas cardiovasculares, sabendo-se que o risco de
desenvolver doencga cardiovascular aumenta com a idade (World Health
Organization - WHO, 2006).

Desta forma, € possivel fazer algumas ilacbes com base em dados obtidos em
outros paises. Na Europa, estima-se que existam aproximadamente 30.000
individuos com angina de peito para cada milhdo de habitantes, o que significa um
namero em torno de 8 milhBes de pessoas. Nos estados Unidos da América, a
estimativa varia de 6 a 16 milhdes de individuos com angina, considerando-se
bastante razoavel o numero de 12 milhdes, com a ocorréncia anual de pelo menos
150.000 novos casos. Utilizando os mesmos calculos para o Brasil, temos pelo
menos, 900.000 brasileiros com angina de peito e cerca de 18.000 novos casos da
doenca por ano, baseados num total de 30 casos de angina estavel para cada caso

de infarto agudo hospitalizado em um ano (SBC, 2004).

A doenca arterial coronariana (DAC) é responsavel por 38% das mortes na América
do Norte, sendo a principal causa de morte entre homens com menos de 65 anos na
Europa e a segunda maior causa de morte entre as mulheres. A DAC constitui a
causa mais importante de morbidade e mortalidade no Brasil (SBC, 2001) e atinge
principalmente individuos em idade de alta produtividade, gerando perdas
econOmicas significativas. A DAC constitui uma doencga multifatorial e a prevengao
desta passa pela identificacéo e controle, ndo s6 das dislipidemias, mas do conjunto
de fatores de risco, hereditarios e adquiridos. A contribuicdo dos fatores de risco
tradicionais para DAC na populacdo em geral surgiu dos estudos da cidade de
Framingham (WILSON et al., 1998). Porém, cerca 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 nos eventos vasculares, até
entdo desconhecidos. Todos esses fatores mostram a importancia do estudo das
doencas cardiovasculares e 0 esclarecimento sobre sua patogénese, prevencao e

novas abordagens terapéuticas (HANSON, 2005).

A doenca cardiovascular consiste em um disturbio que acomete a funcéo do coragéo
e dos vasos sanguineos. Dentre 0s eventos vasculares mais importantes estdo o
infarto agudo do miocardio (IAM), o acidente vascular cerebral, a isquemia transitoria
e a doenca arterial obstrutiva periférica (DAOP) (WHO, 2006). Outra forma de
sindrome coronariana € a morte subita coronariana, que em 70 % dos casos em
jovens esta associada a trombose coronariana. Os eventos ateroscleroticos estao

associados a individuos mais idosos que a individuos jovens (FUSTER et al., 1992).

As placas de ateroma podem afetar qualquer vaso sanguineo, mas 0s principais
alvos sdo as coronarias (Figura 1) e os sistemas arterial cerebral e periférico. As
placas apresentam grande contetdo lipidico, capa fibrotica delgada e sinais de
inflamacé&o com infiltracdo de leucocitos. Ha frequentemente uma leve invasdo para
o limen do vaso sanguineo que pode sofrer remodelamento para acomodar a
camada lipidica. A placa aterosclerdtica sofre com freqiéncia ruptura ou erosao e
sdo classificadas como placas instaveis ou vulneraveis (FUSTER et al., 1992;
MOHANTY et al., 2004). As sindromes coronarianas agudas estdo mais
relacionadas com a ruptura da placa que com a progressao gradual da mesma
(GARCIA-PALMIERI, 1977).

Nas coronarias, quando a obstrucdo que se forma é total e ndo existe circulagédo
colateral nas proximidades, a consequiéncia é a falta de oxigenagéo e a 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 niamero de casos
de angina instavel (HANSON, 2005).



Coronarias

Placa

Artéria Coronariana

Figura-1 Sistema arterial coronariano

A direita, em destaque, representacéo esquematica mostrando estreitamento da
artéria coronariana pela presenca de placa ateromatosa.

Fonte: disponivel em:
http://www.cnehomehealth.org/healthGate/images/sil480 ma.jpg

2.2 DOENCA ARTERIAL CORONARIANA E ATEROSCLEROSE

A principal hipétese sobre a origem da aterosclerose € que esta consiste em uma
resposta inflamatéria a diferentes formas de lesédo da parede vascular. As principais
causas para a agressao do endotélio vascular s&o: hipercolesterolemia,
principalmente associada a altos niveis de LDL, radicais livres gerados pelo fumo,
hipertensdo, diabetes mellitus, alteracbes genéticas, niveis elevados de
homocisteina, processos infecciosos e a associacao destes fatores (RUSSEL, 1999).
A aterosclerose e as doencas cardiovasculares sdo processos fisiopatoldgicos
complexos. Muitos mecanismos bioquimicos envolvidos nestes processos sdo 0s
mesmos que ocorrem durante a defesa contra agressores externos, incluindo
coagulacéo, inflamacdo e resposta imune. A partir desta analise, comeca-se a
compreender que estes processos estdo intrinsecamente ligados e, a0 mesmo
tempo, independentes. (TRACY, 2003).

A inflamacdo desempenha um importante papel nas lesdes iniciais da aterosclerose
e em sua progressao (FISMAN et al., 2006; BOEKHOLDT et al., 2004,



TENTOLOURUS et al., 2004; CESARI et al., 2003; RIDKER et al., 2000; YUDKIN et
al., 2000). A patogénese da aterosclerose envolve varios fatores de crescimento,
citocinas e outras substancias produzidas pelas células endoteliais, células
musculares lisas, macréfagos e linfocitos T, que regulam a atividade inflamatéria e a
proliferacdo celular (REAPE, et al.,, 1999; RUSSEL, 1999), resultando em uma
resposta fibroproliferativa.

A lesao aterosclerdtica (Figura 2) é definida como o espessamento da camada
intima das artérias constituida por células, principalmente macréfagos e células
musculares lisas, tecido conectivo e lipideos, sendo que substancias inflamatorias e
células imunoldgicas sdo importantes no desenvolvimento e agravamento da leséo
(RIDKER et al., 2000).

Artéria Normal Ateromatose Ateromatose
Moderada Grave

Figura-2 Evolucéo da placa aterosclerotica

A esquerda, representacdo esquematica de uma artéria normal; ao centro, uma
artéria com placa ateromatosa causando reducao do diametro intraluminal inferior a
70% (ateromatose moderada); e a direita, uma artéria com placa ateromatosa
causando reducao do diametro intraluminal superior a 70% (ateromatose grave).

Fonte: disponivel em:
http://www.surrey.ac.uk/SBMS/MicrobialSciences/images/atherosclerosis-1.jpg




O inicio da lesdo ateromatosa ocorre com a formacao de uma estria gordurosa pelo
acumulo de lipides abaixo do endotélio vascular. A maior parte das células presentes
nesta estria gordurosa sao os macrofagos e os linfécitos T (STEPPICH, et al., 2006;
HANSON, 2005). A proteina quimiotatica para mondcitos tipol (MCP-1)
desempenha um papel importante em varios estagios da aterosclerose, pela atracdo
dos mondcitos aos sitios de inflamacéo, infiltracdo na parede vascular e
diferenciacdo a macrofagos. A atividade desta proteina é regulada pelos niveis de
TNFa e IL-18, culminando em um aumento da resposta inflamatéria
(BERRAHMOUNE et al., 2006).

O acumulo de lipides no espaco subendotelial, principalmente lipoproteina de baixa
densidade (LDL) pode sofrer oxidacdo formando uma particula mais aterogénica, a
LDL oxidada, que atua como fator quimiotatico para mondcitos e células musculares
lisas. Apos diferenciacdo a macréfagos, estes fagocitam as particulas de gordura e
passam a ser chamados de células espumosas. No interior da placa ateromatosa
células espumosas e lipoproteinas extracelulares constituem a regido central,
circundada por células musculares lisas e colageno que formam uma capa fibrosa
que delimita o ateroma. A LDL oxidada é um dos muitos fatores que contribuem para
perda de células musculares lisas na placa aterosclerotica, bem como a secrecéo de
metaloproteinases por macrofagos ativados causando distirbio no coldgeno e
enfraquecendo a placa, tornando-a susceptivel a ruptura. Acredita-se que todas as
etapas da aterogénese envolvem citocinas e ceélulas caracteristicas do processo
inflamatorio (PEARSON et al., 2003). As citocinas inflamatérias apresentam papel
importante no enfraquecimento da capa fibrosa da placa ateromatosa que pode levar

a sua ruptura e a sindrome coronariana aguda (LIND, 2003).

As lesbGes ateroscleroticas podem ser classificadas de acordo com suas

caracteristicas histologicas (STARY et al., 1994) em:
a) Lesdes iniciais

Tipo I: S&o caracterizadas pelo aumento do nimero de macréfagos e surgimento de
células espumosas na intima vascular. Estas lesbes sdo detectaveis mesmo antes

do primeiro ano de vida.
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Tipo Il: S&o compostas por macréfagos, células musculares lisas e pequenos graos
de gordura extracelular. As lesdes do tipo Il podem ser subdivididas em lla e llb,
sendo as lesGes do subtipo “a” menos freqiientes, porém, com maior numero de
macrofagos, maior celularidade e maior quantidade de matriz extracelular. Estas
tendem a progredir mais rdpido para formas mais complicadas. As lesfes do tipo |l
sdo encontradas antes da terceira década de vida.

b) Lesdes intermediarias

Tipo Ill: Consistem no pré-ateroma, que se originam principalmente de lesdes do tipo
lla e diferem dessas por possuir maior quantidade de lipideos extracelulares,
formando pequenos nicleos lipidicos. E uma fase de transic&o para o tipo V.

c) LesBes avancadas

Tipo IV: Sdo denominadas ateroma. Possui um nucleo lipidico individualizado,
formado pela fusdo das ilhotas de gordura das lesGes do tipo Ill, bem como uma
grande quantidade de restos celulares.

Tipo V: Séo caracterizadas pela presenca de tecido fibroso envolvendo o nucleo

lipidico. Pode ser dividida em trés subtipos:
Va: Fibroateroma: Presenca de capa fibrética envolvendo o nucleo lipidico.

Vb: Placa calcificada: Presenca de calcio no componente fibrético ou mesmo ndcleo
lipidico.

Vc: Placa fibrotica ou tecido fibrético com auséncia de nucleo lipidico.

Tipo VI: E a placa complicada por trombo, fissura, ruptura, hemorragia ou eros&o,
constituindo a causa dos eventos coronarianos isquémicos agudos e geralmente sao

oriundas de placas tipo IV ou V.

E sabido que fatores metabolicos podem interferir no processo aterosclerético.
Assim, pacientes com sindrome metabdlica e obesidade produzem citocinas
inflamatorias, principalmente IL-6 e TNFa, chamadas de adipocinas. O tecido
adiposo produz quantidades substanciais de IL-6 e esta secrec¢ao contribui em 10%
a 30% dos niveis circulantes (GUERRE-MILLO, 2004). Para o esclarecimento da
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patogénese da aterosclerose, a identificacdo e medida de substancias pro-
inflamatorias como a LDL oxidada, lipoproteinas e citocinas (IL-1, IL-6, TNFa),
moléculas de adesdo e produtos de estimulagdo hepatica, como fibrinogénio e a

proteina C reativa, sdo de suma importancia (PEARSON et al., 2003).

2.3 DIAGNOSTICO E ESTRATIFICACAO DE RISCO PARA DAC

A angina é uma sindrome clinica caracterizada por dor ou desconforto em qualquer
das seguintes regifes: térax, epigastrio, mandibula, ombro, dorso ou membros
superiores, sendo tipicamente desencadeada ou agravada com atividade fisica ou
estresse emocional e atenuada com o uso de nitroglicerina e derivados. A angina
usualmente acomete portadores de DAC com comprometimento de, pelo menos,
uma artéria epicardica. Entretanto, podem ocorrer também em casos de doenca
cardiaca valvar, cardiomiopatia hipertréfica e hipertensdo nao controlada. Pacientes
com coronarias normais e isquemia miocardica relacionada ao espasmo ou
disfuncdo endotelial também podem apresentar angina. Além desta, h& varias
situacbes de dor tordcica que possuem outras causas, tais como alteracdes
relacionadas ao esodfago, estbmago, pulmdes, mediastino, pleura e parede toracica.
Véarios sdo os adjetivos utilizados pelos pacientes na descricdo da angina:
“sufocamento, queimacdo, opressao, peso”, entre outros. Nao € raro os pacientes se
referirem apenas aos sintomas de “desconforto” e “dor” pré-cordial. Quase nunca a
angina é referida como dor “em pontada”’ e, usualmente, ndo tem relacdo com a

respiracdo e nem com o decubito (SBC, 2004).

Tipicamente o episédio de angina dura alguns minutos. Um desconforto repentino,
fugaz, ou entdo continuo, com duracdo de varias horas, raramente € angina. A
angina usualmente incide sobre a regiao retroesternal, sendo comum a irradiacéo

para o pescoco, mandibula, epigastrio ou membros superiores (SBC, 2004).

A angina é também classificada como estavel e instdvel. Pessoas com angina
estavel, ou angina estavel crbnica, tém episédios de desconforto de peito que séo
usualmente previsiveis (ap6s atividade fisica ou estresse emocional). A angina
instavel, a dor de peito € imprevisivel e pode ocorrer no repouso. O desconforto

pode ser mais longo que a angina tipica ou ser a primeira vez que a pessoa
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apresenta angina de peito. A angina instavel € uma sindrome coronariana aguda e

deve ser tratada como emergéncia (SBC, 2004).

O exame clinico € um dos mais importantes passos para a avaliagcdo do paciente
com dor toracica. A DAC significativa € definida angiograficamente pela presenca de
estenose = que 70% do diametro, de pelo menos um segmento de uma das artérias
epicardicas maiores, ou estenose = que 50% do diametro do tronco da coronaria
esquerda. Apesar de lesdes com menor grau de estenose causar angina, estas tém

pouco significado clinico.

Durante a avaliacdo clinica, fatores de risco importantes para DAC devem ser
avaliados, como tabagismo, hiperlipidemia, diabetes, hipertensdo arterial, historia
familiar de DAC precoce (< 55 anos para homens e < 65 anos para mulheres) e

antecedentes pessoais de DAC ou doenca cérebro-vascular.
Clinicamente, a angina de peito pode ser classificada como:
a) Angina tipica (definitiva), caracterizada por:
a.1l) desconforto ou dor retroesternal
a.2) desencadeado por atividade fisica
a.3) aliviada com repouso ou nitroglicerina
b) Angina atipica, caracterizada por:
Presenca de somente 2 fatores acima
c) Dor toracica néo cardiaca, caracterizada por:
Presenca de somente um ou nenhum dos fatores acima

Em todos os pacientes, especialmente naqueles com angina tipica, as doencas
associadas (simultaneas) que possam precipitar a angina “funcional” (isto &,
isquemia miocardica na auséncia de obstrucdo coronariana anatémica significante)
devem ser consideradas. Geralmente sdo doencas que causam isquemia

miorcardica por aumentar o consumo de oxigénio ou por diminuir sua oferta para o
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miocardio que podem ser o hipertireodismo, hipertermia, uso de simpatomiméticos,

anemia, hiperviscosidade sanguinea ou hipertenséo (SBC, 2004).

2.4 O SISTEMA HEMOSTATICO E SEU PAPEL NA DOENCA ART ERIAL
CORONARIANA

Devido ao papel da trombose coronariana nas sindromes coronarianas agudas,
marcadores de ativacdo da hemostasia tém sido utilizados para estudos da
fisiopatologia, diagndstico e progndéstico das sindromes agudas e para monitorar o
tratamento com drogas antitrombdticas. Porém, poucos estudos tentaram relacionar
os resultados obtidos com a sensibilidade e especificidade diagnéstica (VAN DER
PUTTEN et al., 2006).

Em contraste a alguns marcadores hemostaticos, a avaliacdo de proteinas liberadas
no processo de lesdo de células musculares como troponina e creatina quinase
fracdo MB (CKMB) estéd estabelecida para uso na clinica médica. No entanto, o
tempo de liberacdo destes marcadores na corrente sanguinea ocorre de 3 a 6 horas
apos a sindrome coronariana aguda. Como a trombose precede a morte celular na
sindrome coronariana aguda, marcadores hemostaticos podem preencher esta
lacuna diagnoéstica (VAN DER PUTTEN et al., 2006).

O processo de coagulacdo envolve uma etapa priméaria, na qual as plaguetas
desempenham importante papel, e uma etapa secundaria, na qual estdo envolvidas
proteases que na forma de uma cascata de reacoes levam a formacédo do coagulo
de fibrina (Figura 3). Segundo o modelo classico, a hipétese de cascata proposta por
Macfarlane em 1964, divide o esquema da coagulagcdo em duas vias denominadas
via extrinseca e intrinseca. A via extrinseca é iniciada quando o fator tissular forma
um complexo com o fator VII plasmatico, o qual ativara o fator X. Por outro lado, a
via intrinseca é ativada mediante a ativacdo do fator Xl sanguineo quando este
entra em contato com uma superficie contendo cargas elétricas negativas. Tal
ativacdo requer outros componentes plasmaticos como a pré-calicreina e
cininogénio de alto peso molecular. O fator XII ativado, por sua vez, ativa o fator Xl,
o qual ativa o fator IX. O fator IX forma um complexo com o fator VIII ativado, ions

calcio e fosfolipides de carga negativa (complexo tenase) que ativa o fator X. A partir
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da ativacdo do fator X, seja pela via intrinseca ou pela via extrinseca, havera a
formacao do complexo protrombinase (Fator X ativado, Fator V ativado, ions célcio e
fosfolipides de carga negativa), o qual exerce seu efeito sobre a protrombina (fator I1)
transformando-a em trombina e subsequiente formacdo de mondémeros de fibrina a
partir da clivagem do fibrinogénio. Em condigbes normais, os polimeros de fibrina
formados serdo quebrados em fragmentos denominados dimeros-D pela a¢do do
sistema fibrinolitico, o qual é ativado pelos ativadores do plasminogénio tipo tissular
(t-PA) ou uroquinase (u-PA) e fator Xll ativado (Figura 4). Tanto o sistema de
ativagdo da coagulagdo como o sistema fibrinolitico é regulado por inibidores ou
anticoagulantes naturais. Os mecanismos reguladores da coagulacdo sanguinea
incluem as proteinas C e S (PC e PS) a antitrombina (AT) e o inibidor da via do fator
tissular (TFPI), enquanto os mecanismos reguladores do sistema fibrinolitico incluem
principalmente o inibidor do ativador do plasminogénio tipol (PAI-1), a a2-

antiplasmina, al-antitripsina e al-macroglobulina (Figura 5).

Quanto ao mecanismo da anticoagulacdo natural mediado pelas proteinas C e S,
este se inicia quando a PC se liga ao seu receptor endotelial (EPCR) tornando-se
ativada (PCa), apos ligacdo da trombina a trombomodulina (TM) expressa na
superficie da célula endotelial. Uma vez ativada, a PCa se une a PS e inibe a
formacao de fibrina por inativar os fatores V e VIII ativados (Figura 3). A
antitrombina, por sua vez, exerce o seu efeito anticoagulante por inibir ndo apenas
diretamente a trombina, mas também os fatores Xl, IX e X ativados. O efeito
inibitério da antitrombina é potencializado por moléculas de sulfato de heparan
presentes também na superficie da célula endotelial. Quanto ao TFPI, este exerce
seu efeito inibitério sobre a coagulacédo por se ligar ao fator X ativado e inibindo o
complexo do fator tissular com o fator VII, limitando assim a ativacao dos fatores I1X e
X. Com referéncia aos inibidores do sistema fibrinolitico, estes atuam sobre os
ativadores do plasminogénio (PAI-1), bem como diretamente sobre a plasmina (a2-
antiplasmina, al-antitripsina e al-macroglobulina) ou ainda por dificultar a fibrindlise

(TAFI — inibidor da fibrindlise ativado pela trombina).
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Figura-3 Representacdo esquematica da Cascata da coagulacao.

Representacdo esquematica do processo de coagulacdo sanguinea (formacdo da
fibrina) e posterior lise pelo sistema fibrinolitico até a formacgéo de dimero-D

Legenda:

TAT= Complexo trombina-antitrombina; EPCR= Receptor endotelial da Proteina C;
AT= Antitrombina; PC= Proteina C; PS= Proteina S; t-PA= Ativador do
plasminogénio-tissular; PAI-1= Inibidor do ativador do plasminogénio tipol; TFPI=
Inibidor da via do fator tissular;, TM= Trombomoduina;, PDF= Produtos de
degradacéao da fibrina; FT= Fator tissular. As figuras e setas em vermelho indicam as
vias de inibicao.
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Em uma visdo mais atualizada do complexo sistema hemostéatico, cumpre ressaltar
qgue in vivo a vias intrinseca e extrinseca parecem nao ser independentes como
descrito anteriormente. Assim, o complexo formado entre o fator tissular e o fator VII
ativa ndo somente o fator X, mas também o fator IX (Figura 3), posicionado
tradicionalmente como componente da via intrinseca. Em condic¢des fisioldgicas,
evidéncias mostram que o mecanismo hemostatico est4 associado a trés complexos
procoagulantes, a saber: serinoproteases dependentes de vitamina K (fatores I, VII,
IX e X), cofatores associados (V e VIII) e superficie celular rica em fosfolipides de
carga negativa (COLMAN et al., 2001).

A etapa de formacdo da fibrina € precedida pela conversdo da protrombina em
trombina, na qual é liberado no plasma fragmentos 1 e 2 da protrombina (F1+2) e
que pode ser utilizado como marcador da geracdo de trombina. Estudos reportam
concentragbes elevadas de F1+2 nas sindromes coronarianas agudas, mas
nenhuma correlacdo com o desempenho diagndstico foi observada (VAN DER
PUTTEN et al., 2006).

O processo da coagulacdo sanguinea € compreendido pelo balanco entre
coagulacdo e anticoagulacdo, contrabalanceado pela fibrindlise e antifibrindlise
(JUHAN-VAGUE et al.,, 2002). A interpretacdo que se faz € que o grau da
aterosclerose e do dano vascular causa alteragéo na coagulagéo.

A participacdo dos mecanismos da hemostasia na formacéo da placa de ateroma é
bem conhecida, através da deposicdo de fibrina e ativacdo das plaguetas. O
primeiro componente celular a interagir com o endotélio sdo as plaguetas através
das glicoproteinas Ib, llb e llla (HANSON, 2005). A presenca de fibrina no ateroma
decorre dos efeitos graduais da ativacao da coagulacao, das plaquetas e da reducéo
da fibrindlise. A trombina ndo € responsavel somente pela clivagem do fibrinogénio
resultando na formacédo de fibrina, mas também se apresenta como forte agonista
para a agregacao plaquetaria e acredita-se que a mesma também desempenha um
papel crucial no crescimento do agregado plaquetario. O crescimento da placa
ateromatosa causa o estreitamento da luz arterial, causando turbilhonamento do
sangue, 0 que aumenta o “stress” endotelial, ativando a expressdo de moléculas de
adesdo para leucdcitos (VCAM, ICAM e E-Selectina) (HANSON, 2005).
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Uma vez estabelecida a leséo aterosclerética, plaquetas, fatores da coagulagéo e da
fibrindlise atuam para produzir o trombo (SHIN et al., 2003; FUSTER et al., 1992 ).

O principal iniciador da via extrinseca da coagulacéo € o fator tissular, constituindo o
receptor e cofator para os fatores de coagulacéo VIl e Vlla. A ligagao do fator VII ao
fator tissular resulta na geracao de fator Xa e subsequente trombina. Em condi¢oes
fisiologicas, o fator tissular € expresso em sitios extravasculares. No entanto, o fator
tissular € expresso em mondcitos e células endoteliais em resposta a citocinas como
IL-6 e IL-8. Uma vez ativados, o0 processo inflamatorio e o de coagulagéo interagem
entre si. No Infarto agudo do miocardio, a ruptura da placa aterosclerédtica expde
células que expressam fator tissular, além da presenca de mondcitos circulantes que
expressam fator tissular, iniciando o processo de coagulacdo e como conseqiéncia
a oclusdo da luz coronariana. Um inibidor endégeno do fator tissular consiste no
inibidor da via do fator tissular (TFPI) que se liga ao fator Xa inativando-o. Este
complexo se liga e inativa o fator Vlla. Niveis elevados de TFPI refletem elevacdo de
fator Xa ou do proprio TFPI (BUSCH et al., 2005).
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2.5 PAPEL DA FIBRINOLISE NA DOENCA ARTERIAL CORONAR IANA

A fibrindlise consiste no mecanismo de dissolugédo enzimética do coagulo de fibrina
(Figura 4) que se forma no local de lesdo do endotélio vascular. A dissolucdo da
fibrina ocorre ao mesmo tempo em que o endotélio vascular se recompde. A célula
endotelial participa da fibrindlise por meio da secrecdo de enzimas denominadas
ativadoras do plasminogénio (PA), que podem ser do tipo u-PA (uroquinase) e t-PA
(tissular). O t-PA é uma enzima da familia das serino-proteases e possui baixa
afinidade pelo plasminogénio e sua atividade € aumentada na presenca de fibrina. O
t-PA e plasminogénio se ligam ao coagulo de fibrina formando um complexo ternério

importante para a geragao de plasmina (HANDIN, 1995).

O plasminogénio € uma proenzima circulante que € transformada em plasmina, a
qual além de promover a dissolucdo do coagulo de fibrina, pode também clivar
fibrinogénio, fator V e fator VIII, além de ativar cininas do sistema do complemento.
O dimero-D é um produto estavel resultante da protedlise do polimero estavel de
fibrina, cujos niveis encontram-se elevados quando a producédo de fibrina esta
aumentada e o sistema fibrinolitico funcionalmente ativo. Varios mecanismos podem
ser utilizados para a avaliacdo da atividade fibrinolitica, sendo a avaliagdo dos niveis
de dimero-D o mais empregado. Com o envelhecimento do individuo, o nivel de
dimero-D se eleva sendo esta avaliagdo capaz de predizer o aparecimento de
doencas cardiovasculares, o que ndo € relatado em individuos jovens e sadios
(DANESH et al., 2001). Outros marcadores de atividade procoagulante como
fragmento 1 + 2 da protrombina (F1+2), complexo trombina-antitrombina (TAT) ou
atividade coagulante do fator VII, ndo apresentam a mesma potencialidade do
dimero-D em prever eventos cardiovasculares (LOWE et al., 2001).

O proprio endotélio controla a sintese dos ativadores do plasminogénio por meio da
sintese de inibidores especificos do sistema fibrinolitico (LORENZI, 2003). O
principal inibidor da fibrindlise é o inibidor do ativador do plasminogénio tipol(PAI-1),
o inibidor primério dos ativadores fisiologicos do plasminogénio (Figura 5). O PAI-1
foi o primeiro a ser descoberto, e € estabilizado no plasma ligando se a proteina S e
a vitronectina, uma glicoproteina plasmatica de adesédo (COLEN, 1991), enquanto a
acado do PAI-1 pode ser neutralizada pela PCa (VAN de WOUWER et al., 2003).0

aumento dos niveis de PAI-1 tem sido relatado em individuos apés infarto agudo do
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miocardio, em relacdo a populacdo em geral, e este aumento se correlaciona a
recorréncia do infarto (MARTINEZ, 2003). O aumento dos niveis de PAI-1 pode
comprometer o sistema fibrinolitico e favorecer a permanéncia do coagulo de fibrina.
Sabe-se que a deficiéncia na fibrindlise esta associada a doencas cardiovasculares,
ja que niveis elevados do PAI-1 estdo presentes em portadores de tais doencas. Um
possivel papel para o PAI-1 na parede arterial esta associado a baixa celularidade
das placas instaveis. A migracdo das células para a regido da placa depende da
acdo de enzimas com atividade colagenase que € desempenhada pela plasmina.
Como o PAI-1 inibe a formag&o da plasmina, este inibidor contribui para a baixa
celularidade da placa resultando em instabilidade (SOBEL, 1999).

A trombina também é responsavel pela modulacéo da fibrindlise, através da ativacéo
do Inibidor da Fibrindlise ativado pela Trombina (TAFI) atuando como um regulador
(inibitorio) da fibrindlise com implicacdes importantes nas doencas cardiovasculares
(JUHAN-VAGUE et al., 2002). O TAFI ativado (TAFla), também chamado de
carboxipeptidase B, carboxipeptidase U ou carboxipeptidase R, inibe a fibrinélise
pela remocao dos residuos de arginina e lisina carboxiterminais da fibrina, os quais
sdo importantes para a interacao do t-PA e plasminogénio com o polimero de fibrina
no processo de formagao da plasmina.

O TAFI é uma proteina de peso molecular de aproximadamente 60.000 Da, que
pode ser clivada pela trombina no residuo de arginina 92, resultando na formacéo da
enzima ativa de peso molecular de aproximadamente 35.000 Da (BOFFA;
KOSCHINSKY, 2007).
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Xlla Plasminogénio _

Plasmina

Fibrinogénio l PDF D-Di
Fibrina —

Figura-4 Representagdo esquematica do sistema fibrinolitico
Legenda:

Via Comum da Coagulagéo
Produtos de degradacédo
Fibrina/Fibrinogénio

A figura representa a via de ativacao enzimatica do plasminogénio a plasmina,
culminando na degradacgdo enzimatica dos polimeros de fibrina, levando a formacéo
de produtos de degradacéo da fibrina (PDF) e a formacédo de um produto estavel, o
dimero-D (D-Di).
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Figura-5 Representacdo esquematica do mecanismo de inibicéo da fibrindlise
Legenda:

PAI = Inibidor do Ativador do Plasminogénio

t-PA = Ativador do Plasminogénio - tissular

u-PA = Ativador do Plasminogénio - uroquinase

Representacdo esquemética dos mecanismos de inibicdo da fibrindlise através dos
inibidores diretos dos ativadores do plasminogénio ou pela inibicdo da acdo da

plasmina.
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O TAFI pode ser ativado pela tripsina, plasmina ou trombina. A ativagéo ocorre pela
clivagem na Arginina-92, resultando na liberacdo de um peptideo glicosilado. A
ativacdo do TAFI pela trombina € um processo relativamente ineficiente e €
estimulado cerca de 1250 vezes pela interacdo da trombina com o receptor da célula
endotelial, a trombomodulina (VAN TILBUR et al., 2000).

A ativacdo do TAFI pela trombina mostra o papel do sistema de coagulacdo na
regulacdo da fibrindlise (Figura 6). Quantidades pequenas de trombina sao
insuficientes para a ativacdo do TAFI. A formacdo de trombina estimulada pela via
intrinseca da coagulagéo, através da ativacao do fator XI pela trombina e o poder de
amplificagdo dos complexos tenase e protrombinase, garantem altas concentracdes
de trombina para a ativacdo do TAFI. Pode-se inferir que a via extrinseca garante
trombina para a formacao do coagulo de fibrina, enquanto a via intrinseca garante
trombina para a protecdo do coagulo contra a acao do sistema fibrinolitico. Com a
inativacdo dos fatores Va e Vllla pela proteina C ativada, a formagcédo de trombina
fica prejudicada, reduzindo a ativagéo do TAFI (VAN TILBUR et al., 2000).

Evidéncias in vivo do papel do TAFI na fibrindlise foram obtidas de estudo em
modelos experimentais de trombose. Estudos utilizando a inibicAdo do TAFla
aumentam a trombdlise induzida por t-PA (VAN TILBUR et al., 2000).

A geracdo exacerbada de trombina com consequente protecdo indesejada do
coagulo de fibrina pode causar disturbios tromboticos. Entéo, a ativacado exacerbada
de TAFI pode contribuir para um estado pro-trombotico. Niveis elevados de TAFI in
vitro se correlacionam bem com o aumento da atividade do TAFla e favorecem o
estado anti-fibrinolitico. No estudo de trombofilia de Leiden (LETS), o aumento dos
niveis plasmaticos de TAFI se mostrou associado a um leve risco de trombose
venosa (VAN TILBUR et al., 2000).

O TAFla é capaz de converter a bradicinina em um composto inativo e inibir a
hipotensdo causada pela bradicinina. As anafilotoxinas C3a e C5a sao importantes
mediadores inflamatorios e potentes quimiotaticos para leucocitos. TAFla inativa C3a
e Cba por hidrolise do residuo de arginina carboxiterminal, reduzindo seus efeitos
pro-inflamatérios (BOUMA, 2004).
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Plasminogénio

\ t-PA
- - Plasminogénio

Figura-6 Representacdo esquematica do mecanismo de inibicdo da fibrindlise pelo
inibidor da fibrindlise ativado pela trombina - TAFI

O processo de formacéo da plasmina é favorecido pela presenca de fibrina, uma vez
gue o t-PA possui baixa afinidade pelo plasminogénio, ocorrendo a formacao de um
complexo ternario fibrina/plasminogénio/t-PA. As setas em vermelho representam o
mecanismo de acdo do TAFla, através da remocdo dos residuos de lisina
carboxiterminal da molécula de fibrina impedindo a formagdo do complexo
fibrina/plasminogénio/t-PA, comprometendo a formacéo de plasmina.
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2.6 O ENDOTELIO VASCULAR E DOENCA ARTERIAL CORONARI ANA

O endotélio desempenha papel importante na hemostasia vascular. A célula
endotelial por si esta diretamente relacionada & aterosclerose (WU et al., 2003). E de
grande importancia identificar e determinar marcadores biolégicos da funcéo
endotelial in vivo, pois podem fornecer informacgdes importantes sobre a evolucéo e

prognostico das doencgas vasculares.

O endotélio € uma camada de células que regula a troca de agua e pequenas
particulas, bem como o tbnus vasomotor, coagulacdo e fibrinGlise nos vasos
sanguineos. Em condicbes fisioloégicas, as células endoteliais liberam varias
moléculas, incluindo éxido nitrico (NO), prostaciclinas (PGI2), fator hiperpolarizante
derivado de endotélio, trombomodulina e ativador do plasminogénio tissular (tPA).
Estas moléculas facilitam a vasodilatacéo, fibrindlise, inibe a agregacéo plaquetéaria e
a coagulacdo (CONSTANS, 2006). Além disso, o endotélio participa ativamente dos
mecanismos de anticoagulacdo natural mediados pela proteina C e S, através da

ativacdo da proteina C pela trombina ligada a trombomodulina.

A disfuncao endotelial (Figura 7) pode ser caracterizada como alteracdo no fenotipo
endotelial, ou seja, sua atividade anticoagulante, antiagregante plaquetéaria, pro-
fibrinolitica e vasorelaxante para um endotélio pr6-coagulante, ativador de plaquetas,
antifibrinolitico e vasoconstritor. Nestas condigbes as células endoteliais liberam
baixos niveis destas moléculas ja descritas e liberam altos niveis de endotelina-1,
angiotensina Il, PAI-1 e fator von Willebrand (CONSTANS, 2006).

A proteina C (PC) é uma glicoproteina plasmatica, vitamina K dependente,
sintetizada no figado. E transformada em sua forma ativa, PCa pela clivagem de
residuo N-terminal mediada pela trombina. Conforme mencionado anteriormente, a
ativacao efetiva da PC pela trombina requer a glicoproteina constitutiva do endotélio,
a trombomodulina (TM) amplificando o evento mais de 1000 vezes. A trombina
quando complexada com a TM tem sua atividade pro-coagulante (clivagem do
fibrinogénio, ativacdo dos fatores V e VIII, agregacdo plaquetaria) reduzida. A
ativacdo da PC pelo complexo trombina-trombomodulina € amplificada cerca de 20
vezes quando ligada ao receptor endotelial para PC (EPCR) (VAN de WOUWER et
al., 2004).
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A trombomodulina pode ser liberada na lesao endotelial na forma solavel (TMs).
Niveis elevados de trombomodulina sollvel parecem estar associados com a
severidade da doenca arterial coronariana, infarto e doenca arterial oclusiva
periférica, enquanto baixos niveis de trombomodulina predizem eventos
cardiovasculares em individuos sadios (CONSTANS, 2006). Embora controverso,
estudos sugerem que niveis de TM séo inversamente relacionados a doenca arterial
coronariana, implicando que a forma soluvel da TM pode desempenhar um efeito
vasoprotetor (WU et al., 2003).

Marcadores de lesdo endotelial

ICAMs

VCAMSs

E-SELECTINAS
ICAM
VCAM VWF
E-SELECTINA

vVWF

Shear stress

Acetilcolina L-arginina
Bradicinina eNOS l Célula endotelial
L-citrulina
™
Oxido
Nitrico

. ~ . TMs
Figura-7 Marcadores de lesao endotelial

Legenda:

TM: Trombomodulina; TMs: Forma solGvel; eNOS: Oxido Nitrico Sintase endotelial;
VWF: Fator de von Willebrand; ICAM: Molécula de adeséao intercelular; ICAMSs:
Forma soluvel; VCAM: Molécula de adesao celular vascular; VCAMs: Forma soluvel;
E-Selectina e E-Selectina s (forma solluvel)

A figura representa alteracbes do fendtipo da célula endotelial: expressdo de
moléculas de adesdo para leucdcitos (ICAM, VCAM e E-Selectina), agregante
plaquetario (fator de von Willebrand), perda de moléculas constitutivas
(Trombomodulina) e agéo vasoconstritora (reducéo da sintese de éxido nitrico)
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2.7 INFLAMACAO E DOENCA ARTERIAL CORONARIANA

As citocinas sdo proteinas que possuem propriedades modificadoras da resposta
bioldgica, cuja producédo € imediata em resposta a um estimulo celular, ndo sendo

estocadas nas células que as sintetizam.

O Fator de Necrose Tumoral tipo a (TNFa) consiste em uma citocina produzida por
macrofagos, mondcitos, células NK e linfocitos ativados. Atua sobre o endotélio
vascular estimulando-o a expressar moléculas de adeséao para leucécitos, aumenta a
adesividade de neutroéfilos ao endotélio e estimula a liberagéo de outras citocinas (IL-
1 e em menor proporcédo a IL-6). A producéo crénica e em baixas concentracdes de
TNFa leva ao remodelamento tecidual por acdo de metaloproteinases e reduz a
contratilidade do miocardio através da ativacdo de oxido nitrico sintase, produzindo o
oxido nitrico, com consequente relaxamento da musculatura vascular (STEFAN et
al.,, 2000). As metaloproteinases sdo endopeptidases zinco-dependentes que
desempenham importante papel no remodelamento fisiologico e patolégico da matriz
extracelular em varios tecidos e doencas. A expressao das metaloproteinases pode
ser estimulada por citocinas pro-inflamatorias como o TNFa e IL-18 (KADEN et al.,
2003).

A proteina C reativa (PCR) é definida como um reator de fase aguda sensivel, mas
nao especifico, cuja concentracdo se eleva no plasma mais de 25% em resposta a
um estimulo inflamatoério. A PCR esta apenas associada a IL-6 e TNFa e ndo ao IL-
1B (MAAT et al., 2002; HADDY et al., 2003). Sua producéo nao esta restrita somente
ao figado, podendo ser sintetizada por outros tecidos, como a placa ateroscleragtica,
células musculares lisas das artérias coronarianas, célula endotelial aodrtica e
adipécitos (GOTTO, 2007). Isso sugere que o aumento dos niveis de PCR apos
infarto agudo do miocardio € proveniente do tecido lesado (YASOJIMA et al., 2001).

Estudos prospectivos demonstram a associacdo entre marcadores da inflamacao
como fibrinogénio e PCR e doencas cardiovasculares (HANSSON, 2005). A
elevacado dos niveis plasmaticos de fibrinogénio, fator VIII e muitas outras proteinas
encontradas em abundancia no plasma constituem marcador de risco, pois refletem
inflamac&o crénica e, em individuos sadios, predizem eventos cardiovasculares. Em

geral, estas proteinas sdo conhecidos como reatores de fase aguda, que sédo
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proteinas secretadas principalmente pelo figado, que respondem a estimulos
inflamatorios via citocinas pro-inflamatorias consequente ao dano celular ou infec¢édo
(TRACY, 2003). Utilizando o fibrinogénio como exemplo, o mecanismo pelo qual
este aumenta a formacéo do coagulo envolve sua participacdo nas ligacdes entre as

plaguetas, que € essencial para a formagdo do coagulo de fibrina e aumenta a
viscosidade sanguinea (TRACY, 2003).

Niveis elevados de IL-6, PCR e fibrinogénio estdo relacionados com a
desestabilizacdo da placa aterosclerdtica nas sindromes coronarianas agudas
(ZAIRIS et al., 2006). Estudos demonstraram a capacidade de altas concentracbes
plasmaticas da PCR em predizer eventos coronarianos em mulheres, apés ajuste de
fatores de riscos utilizados na pontuacdo de risco de Framingham, porém
demonstraram pobre correlacdo com resultados de testes que quantificam a
extensdo da aterosclerose (PEARSON et al.,, 2003). Dados epidemiologicos
sugerem que a atividade inflamatoria sistémica associa-se a incidéncia de doencas
cardiovasculares em populacdes de individuos saudaveis e portadores de doenca
aterosclerotica (PEARSON et al., 2003).

A PCR tem sido amplamente utilizada, pois pode ser adotada como fator de risco
adicional para doenca cardiovascular, porém, estudos realizados apdés o ano de
2000 mostraram que a PCR apresenta uma aplicagdo moderada em predizer doenca
arterial coronariana (DANESH et al., 2004), devendo ser adotada com cautela na
avaliacdo clinica, tornando-se essencial avaliar inicialmente os fatores de risco
classicos para DAC e o célculo de risco para DAC em 10 anos (PEARSON et al.,
2003).

Todavia, mais recentemente no estudo SHAPE (Screening for Heart Attack
Prevention and Education), sugeriu-se que pacientes com niveis de PCR ultra-
sensivel superiores a 4 mg/L fossem classificados como “alto risco”, requerendo uma

intervencao mais agressiva (NAGHAVI et al., 2006).

Recentemente, uma proteina denominada CXCL16 foi identificada, e esta, combina
funcBes de citocinas pré-inflamatdrias e de receptores scavanger. A CXCL16 € uma
proteina transmembranica, cujo dominio extracelular exerce a funcdo de quimiocina,

capaz de se ligar a células que expressam receptores CXCR6 (linfocitos T)
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tornando-as ativadas. Este dominio extracelular pode sofrer acdo de
metaloproteinases gerando CXCL16 soluvel.

Sua acgdo de receptor scavanger facilita a captacdo de moléculas de LDL oxidada,
favorecendo a formacéo de células espumosas. A proteina CXCL16 é expressa em
macréfagos e células musculares lisas adrticas, e sua expressdo estd aumentada
nas placas aterosclerdticas. Estudos mostram que a CXCL16 soluvel esta
aumentada em pacientes com doenca arterial coronariana cronica e sindrome
coronariana aguda, apontando como uma variavel independente para DAC,
mostrando-se superior a PCR (LEHRKE et al., 2007).



3 OBJETIVOS
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3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a associacado entre parametros hemostéticos e proé-inflamatério e a
gravidade da doenca arterial coronariana em individuos submetidos a angiografia

coronariana.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
- Determinar os niveis plasmaticos de dimero-D (D-DlI).

- Determinar os niveis plasmaticos do inibidor do ativador do plasminogénio
tipol (PAI-1).

- Determinar os niveis plasméticos do Inibidor de fibrindlise ativado pela
trombina (TAFI).

- Determinar os niveis plasmaticos de trombomodulina (TM).
- Determinar os niveis de Proteina C reativa (PCR).
- Correlacionar os parametros estudados entre si.

- Correlacionar todos os parametros acima com a gravidade da doenca arterial

coronariana.



4 MATERIAL E METODOS
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4.1 CASUISTICA

Os individuos participantes do projeto foram selecionados no setor de
Hemodinamica do Hospital Socor, caracterizados como pacientes cronicos para
doenca arterial coronariana, com diagnostico estabelecido por angiografia, com
idade compreendida entre 35 e 65 anos, de ambos 0s sexos e nivel sicio-

econdmico similar.

Foram selecionados 123 pacientes classificados de acordo com os resultados

angiograficos:

1- Grupo Angiograficamente normais (AnN): 35 pacientes angiograficamente

normais

2- Grupo Ateromatose Leve/Moderada (ALM): 31 pacientes com ateromatose leve

ou moderada determinada pela angiografia

3- Grupo Ateromatose Grave (AG): 57 pacientes com ateromatose grave
determinada pela angiografia

A classificacédo dos participantes nos trés grupos acima foi realizada por
cardiologistas especializados na leitura e interpretacao de imagens obtidas por meio

de angiografia coronariana.

O presente estudo recebeu parecer favoravel sob o ponto de vista ético e formal
pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Socor (Anexol) e pelo Comité de
Etica em Pesquisa da UFMG (Anexo2), como parte integrante de um projeto de
pesquisa intitulado “Caracterizacao bioquimica, hemostatica e molecular da doenca
arterial coronariana”. Os pacientes selecionados para participar do projeto foram
esclarecidos sobre o objetivo do presente estudo e aqueles que estiveram de
acordo, assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE (Anexo3).
Foram registrados todos os dados dos pacientes em uma ficha clinica (Anexo4) a

gual foi preenchida em todos os casos.
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Tabela 1 - Caracterizagao dos grupos estudados

AnN ALM AG p
n (M/F) 35 (16/19) 31 (17/14) 57 (31/26) ns
Homens 16 (45,7%) 17 (54,8%) 31 (54,4%) ns
Idade (anos) 59,075 59,5+ 9,0 60,5+8,8 ns
IMC 253+4]1 26,8 +4,7 25,8+3,5 ns

Caracterizag¢do quanto ao n (tamanho da amostra), M (sexo masculino) e F (sexo feminino), idade e
IMC (indice de massa corporal). Valores descritos como média e desvio padrdo ou percentual de
pacientes. AnN= angiograficamente normais; ALM= ateromatose leve/moderada; AG= ateromatose
grave.

4.2 CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO ADOTADOS

Critérios de incluséao

Idade entre 35 e 65 anos

Os pacientes foram selecionados no setor de Hemodinamica do Hospital Socor com
diagndstico estabelecido por angiografia.

Os pacientes do grupo Angiograficamente Normais sdo pacientes que foram
admitidos pelo servico apresentando sintomas sugestivos e que, no entanto, néo

apresentaram alteracfes a angiografia.
Critérios de exclusdo

Pacientes com histéria prévia de doenca sindrome coronariana aguda nos 3 meses
que antecederam a coleta ou que estavam em uso de anticoagulantes orais,

estatinas ou estrogénios.

Pacientes com niveis de triglicérides acima de 400 mg/dL.



Pacientes apresentando doencas intercorrentes como disturbios da coagulagéo,

doencas renais, hepdaticas, auto-imunes e cancer.
4.3 AMOSTRAS BIOLOGICAS

Foram coletadas amostras de sangue dos pacientes apos jejum de 12 a 14 horas, 0s
quais foram orientados a nédo ingerir bebida alcodlica nas 72 horas que antecedem a
coleta e a néo fazer atividade fisica nas 24 horas anteriores a coleta de sangue.

A coleta de sangue foi realizada utilizando tubos de coleta do sistema Vacuette®
(Greiner Bio-one), sendo 5 mL em citrato de sédio para obtencdo do plasma e 5 mL
em tubo sem anticoagulante para a obtencdo do soro. As amostras de sangue
obtidas foram rapidamente centrifugadas a 2500 rpm por 20 minutos para separagéo
do plasma e soro, que foram divididos em varias aliquotas e estocados a —70° C até

o0 momento da realizacéo dos testes.

4.4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Os parametros avaliados neste estudo foram:
Parametros hemostaticos

Dimero-D (D-DlI)

Inibidor do ativador do plasminogénio -1 (PAI-1)
Inibidor da fibrindlise ativado pela trombina (TAFI)

Trombomodulina (TM)

Parametro inflamatério

Proteina C reativa ultra-sensivel (PCRus)
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4.5 METODOS

4.5.1 Fatores de risco

A avaliacdo dos fatores de risco como tabagismo, sedentarismo e historia familiar
para DAC, foi baseada nas recomendacdes das Ill Diretrizes Brasileiras sobre
Dislipidemias e Prevencdo 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 0s pacientes que nao praticavam exercicios
fisicos regularmente, com frequéncia minima de trés vezes por semana por um
tempo de 40 minutos. Foram considerados portadores de histéria familiar para DAC
agueles pacientes que apresentaram parentes de primeiro grau com menos de 55
anos para homens e 65 anos para mulheres com DAC diagnosticada. Foram
considerados hipertensos o0s pacientes com diagndéstico prévio de hipertenséo
arterial que faziam uso regular de medicamentos anti-hipertensivos. Portadores de
SCA anterior a trés meses da entrevista foram considerados para o trabalho,
incluindo aqueles que apresentaram quadro de infarto agudo do miocérdio ou angina

instavel.

4.5.2 Angiografia coronariana

A angiografia coronariana (Figura 8) € um exame utilizado para explorar as artérias
coronarianas atraves de raios-X seriados, realizada juntamente com a cateterizacao
cardiaca. Previamente ao exame, o paciente recebe um sedativo suave. O médico
especialista insere o cateter por uma pequena incisdo na artéria braquial ou
diretamente na artéria femoral, apos a desinfeccdo e aplicacdo de anestésico local.
O cateter é cuidadosamente guiado até o coracado e acompanhado por imagens de
raois-X, denominadas fluoroscopias. Apés este procedimento, injeta-se um contraste
iodado (Telebrix® ou Hexabrix®) que permite visualizar as artérias coronarianas. O
complexo coracdo e artérias coronarianas sao entéo filmados e gravados enquanto

0 coracgao bate.



36

A angiografia coronariana foi realizada por médicos especialistas do Departamento
de Hemodindmica do Hospital Socor e os filmes obtidos foram examinados por trés
cardiologistas experientes. Os laudos foram apresentados conforme critérios
definidos pela reducdo dos diametros intraluminais: até 30% de estenose foi
classificada como ateromatose leve; de 30 a 70% de estenose foi classificada como
ateromatose moderada, e, acima de 70% de estenose foi classificada como
ateromatose grave e descrito se em uma ou mais coronarias afetadas. Os pacientes
com auséncia de ateromatose nas coronarias foram classificados como portadores

de coronarias isentas de ateromatose (coronarias lisas).

Furta

Artéria
Coronaria

Direita Valvida aorlica

Arteria
interventricular
anterior

Catédter

Via de
entrada do
catéter

Figura-8 Angiografia coronariana

A esquerda, representacdo esquematica do processo de cateterizacdo cardiaca. O
cateter é inserido através de uma incisdo na artéria femoral e guiado até o coracao
(figura amplificada a direita). No quadrante inferior a direita, representagdo
esquematica de uma imagem angiografica mostrando os pontos de estenose das
artérias coronarianas representados pelos nimeros 1, 2 e 3. Fonte disponivel em:
http://www.walgreens.com/library/graphics/images/es/18129.jpg
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4.5.3 Parametros hemostaticos
a) Dimero D (D-DI)

A determinacdo quantitativa do D-DI foi realizada em plasma citratado utilizando o
conjunto diagndstico VIDAS® D-Dimer Exclusion™ (bioMérieux® — Franca), cujo
principio analitico € o0 ensaio imunoenzimatico fluorescente (ELFA), seguindo
rigorosamente as instru¢des fornecidas pelo fabricante. O ensaio foi realizado
utilizando-se o equipamento MiniVidas® (bioMérieux®) em sistema completamente

automatizado.

O principio do teste associa o0 método imunoenzimético por sanduiche com uma
deteccdo final em fluorescéncia. Na primeira etapa a amostra € incubada com o
anticorpo monoclonal anti-D-DI marcados com fosfatase alcalina. A mistura
amostra/conjugado € aspirada para o interior de um cone que possui anticorpos
monoclonais anti-D-DI fixos em sua superficie, formando assim um sanduiche. Os
anticorpos nao ligados sao removidos por sucessivas lavagens. Na segunda etapa o
substrato (4-metil-umbeliferil fosfato) € adicionado ao sistema e a fosfatase alcalina
catalisa a reacdo de hidrélise deste substrato, formando um produto fluorescente (4-
metil-umbeliferona) cuja leitura € realizada a 450nm. A intensidade da fluorescéncia
é proporcional & concentracdo do D-DI na amostra.

A curva de calibragéo foi realizada utilizando-se dois calibradores fornecidos no
conjunto diagndstico e dois plasmas controles foram utilizados para verificar o

desempenho do ensaio.

Valor de referéncia: até 500 ng/mL

b) Inibidor da fibrindlise ativado pela trombina (T  AFI)

A determinacdo quantitativa do TAFI foi realizada em plasma citratado utilizando o
conjunto diagnéstico Visualize™ TAFI Antigen Kit (AFFINITY BIOLOGICALS INC. —
Canada), cujo principio analitico é o ensaio imunoenziméatico (ELISA) de captura,

seguindo rigorosamente as instrucdes fornecidas pelo fabricante.
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O fundamento do teste ELISA baseia-se na especificidade da ligagdo entre
antigenos e anticorpos. No teste ELISA uma placa para imunoensaio apresenta
anticorpos policlonais anti-TAFI humano fixados em sua superficie. Os antigenos
presentes na amostra se ligam aos anticorpos fixos, e o restante da amostra que nao
se liga é removida apds lavagens sucessivas. Em seguida, anticorpos monoclonais
contra o TAFI, marcados com uma enzima (peroxidase), se ligam ao TAFI em outro
sitio de ligacdo. Os anticorpos que nao se ligam s&do removidos apds lavagens
sucessivas. Na ultima etapa, adiciona-se o substrato (TMB) para peroxidase gerando
um produto colorido. A reacado é interrompida e a intensidade da cor produzida, cuja
leitura é realizada a 450nm, € diretamente proporcional a concentracdo do TAFI na

amostra.

A leitura da reacao foi realizada utilizando-se o leitor de microplacas BIO-RAD 550-
USA.

A curva de referéncia foi realizada utilizando-se o padréao fornecido pelo fabricante
obtendo-se os pontos de 6.8, 3.4, 1.7, 0.850, 0.425 e 0.213 pg/mL. Dois plasmas
controles fornecidos no conjunto diagnostico foram utilizados para verificar o

desempenho do ensaio.
A concentracéo do TAFI nas amostras foi obtida através da equagéo:
Log (y)= A+B x Log (x)

Valor de referéncia: 5.8 a 10.0 pg/mL

¢) Trombomodulina (TM)

A determinagéo quantitativa da TM foi realizada em plasma citratado utilizando o
conjunto diagnéstico IMUBIND® Thrombomodulin ELISA Kit (american diagnostica
inc. - USA), cujo principio analitico € o ensaio imunoenzimatico (ELISA) de captura,

seguindo rigorosamente as instrucdes fornecidas pelo fabricante.

O fundamento do teste ELISA baseia-se na especificidade da ligagdo entre

antigenos e anticorpos. No teste ELISA uma placa para imunoensaio apresenta
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anticorpos monoclonais anti-TM humano fixados em sua superficie. Os antigenos
presentes na amostra se ligam aos anticorpos fixos, e o restante da amostra que nao
se liga é removida apés lavagens sucessivas. Em seguida, anticorpos monoclonais
contra TM, marcados com uma enzima (peroxidase), se ligam a TM em outro sitio de
ligacdo. Os anticorpos que ndo se ligam sdo removidos ap0s lavagens sucessivas.
Na ultima etapa, adiciona-se o substrato (TMB) para a peroxidase gerando um
produto colorido. A reacédo € interrompida e a intensidade da cor produzida, cuja
leitura € realizada a 450nm, é diretamente proporcional a concentracdo da TM na

amostra.

A leitura da reacgéao foi realizada utilizando-se o leitor de microplacas BIO-RAD 550-
USA.

A curva de referéncia foi realizada utilizando-se o padréo fornecido pelo fabricante
obtendo-se os pontos de 10.0, 5.0, 2.5, 1.25, 0.625, 0 ng/mL, e, o plasma controle
fornecido no conjunto diagnéstico foi utilizado para verificar o desempenho do

ensaio.
A concentracdo da TM nas amostras foi obtida através da equacéao:

y= A+Bx+Cx?

Valor de referéncia:
Homens: 4.00 a 5.35 ng/mL

Mulheres: 2.73 a 4.79 ng/mL

d) Inibidor do ativador do plasminogénio-1 (PAI-1)

A determinacdo quantitativa do PAI-1 foi realizada em plasma citratado utilizando o
conjunto diagnéstico IMUBIND® Plasma PAI-1 ELISA Kit (american diagnostica inc. -

USA), cujo principio analitico € o ensaio imunoenzimatico (ELISA) de captura,

seguindo rigorosamente as instrucdes fornecidas pelo fabricante.
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O fundamento do teste ELISA baseia-se na especificidade da ligagdo entre
antigenos e anticorpos. No teste ELISA uma placa para imunoensaio apresenta
anticorpos monoclonais anti-PAI-1 humano fixados em sua superficie. Os antigenos
presentes na amostra se ligam aos anticorpos fixos, e o restante da amostra que nao
se liga é removida apds lavagens sucessivas. Em seguida, anticorpos monoclonais
contra o PAI-1, marcados com uma enzima (peroxidase), se ligam ao PAI-1 em outro
sitio de ligacdo. Os anticorpos que nao se ligam s&do removidos apds lavagens
sucessivas. Na Ultima etapa, adiciona-se o substrato (TMB) para a peroxidase
gerando um produto colorido. A reacdo € interrompida e a intensidade da cor
produzida, cuja leitura é realizada a 450nm, € diretamente proporcional a

concentracdo do PAI-1 na amostra.

A leitura da reacao foi realizada utilizando-se o leitor de microplacas BIO-RAD 550-
USA.

A curva de referéncia foi realizada utilizando-se o padréao fornecido pelo fabricante
obtendo-se os pontos de 50, 25, 12.5 e 0 ng/mL, e, o plasma controle fornecido no

conjunto diagnostico foi utilizado para verificar o desempenho do ensaio.
A concentracéo do PAI-1 nas amostras foi obtida através da equacéo:
y=0.0323X + 0.152

Valor de referéncia: 2 a 47 ng/mL

4.5.4 Parametro proé-inflamatorio
a) Proteina C reativa Ultra-sensivel (PCRus)

A determinacdo quantitativa da PCRus foi realizada em soro utilizando o conjunto
diagnéstico BIOTECNICA® PROTEINA C-REATIVA TURBIDIMETRIA, cujo principio
analitico € o método turbidimétrico com latex aprimorado, seguindo as instrucdes
fornecidas pelo fabricante. A presenca da PCR na amostra causa a aglutinacédo das
particulas do latex cobertas com anticorpos anti PCR. O grau de aglutinacdo é

proporcional a concentracdo da PCR na amostra. Este processo baseia-se na
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detecc¢do oOtica de particulas muito pequenas suspensas em meio liquido. Quando o
anticorpo e antigeno sdo misturados forma-se imunocomplexos. A mistura adquire
turbidez, que é proporcional a quantidade de antigeno. Este método é chamado de

homogéneo, pois nao possui fase sélida.

O ensaio foi realizado utilizando-se o equipamento Cobas Mira Plus® em sistema
completamente automatizado aumentando o volume de amostra para 50 pL e
usando o calibrador diluido 1:10 com agua deionizada. As amostras foram
acondicionadas no equipamento e os resultados impressos diretamente apds o
término da andlise. Foi utilizado o soro controle SERODOS® (IN VITRO®

DIAGNOSTICA) para verificar o desempenho do ensaio.

Valor de referéncia: 0.1 a 2.5 mg/L

4.6 ANALISE ESTATISTICA
O delineamento estatistico utilizado no presente estudo foi inteiramente casualizado.

Para a comparacao entre os grupos, foi empregado o teste de analise de variancia
(ANOVA) para os parametros que apresentaram distribuicdo normal e
homocedasticidade. O teste de andlise de variancia KrusKal-Wallis seguido do teste
de Dunn, foi aplicado para os testes que nao apresentaram distribuicdo normal e/ou
homocedasticidade. A diferenca entre as médias de duas varidveis foi calculada pelo
teste de t de Student ou teste de Mann-Whitney quando aplicavel. Foi realizado o
teste de correlagdo Pearson considerando todos os individuos estudados. O nivel de

significancia adotado foi de 0.05.

Os programas Sigma Stat versdo 1.0 e Prism versdo 3.0 foram utilizados para

realizar as analises e plotar os graficos, respectivamente.
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5.1 CARACTERIZAGCAO DOS GRUPOS QUANTO AOS FATORES DE RISCO

Os dados obtidos referentes a presenca de fatores de risco associados a

aterosclerose e evento de sindrome coronariana aguda (SCA), ocorrido trés meses

antes da entrevista sdo apresentados na Tabela 2, descrito como numero de

pacientes (n) e percentual da varidvel presente nos integrantes dos grupos

angiograficamente normais (AnN), ateromatose leve/moderada (ALM) e ateromatose

grave (AG).

Tabela 2 — Caracterizagao dos grupos quanto aos fat

de sindrome coronariana aguda (SCA)

ores de risco e presenca

AnN ALM AG p
n 35 31 57 -

Tabagismo 6 (17,1%) 8 (25,8%)  23(40,4%)*  p3=0,020

Hipertenséo arterial 31 (88,6%) 25 (80,6%) 48 (84,2%) ns
Sedentarismo 33(94,3%) 23 (74,2%)* 43 (75,4%)®  p®=0,021
p”= 0,023

Historia familiar 14 (40,0%) 18 (58,1%) 29 (50,8%) ns

Diabetes mellitus 5 (14,3%) 7 (22,6%) 8 (14,0%) ns
SCA anterior a 7 (20,0%) 12 (38,7%)  35(61,4%)* p°<0,0001

entrevista

Namero de pacientes (n) e porcentagem da presenca do fator de risco e SCA nos grupos estudados.
Foram observadas diferencas significativas entre a presenca de tabagismo, representada pela letra
a= vs AnN; sedentarismo, representada pela letra a/A= vs AnN e a presenca de SCA, representada

pela letra a= vs AnN



5.2 PARAMETROS HEMOSTATICOS

Os resultados dos parametros hemostaticos encontram-se na Tabela 3. Os dados

estdo apresentados como mediana acompanhada de valores do 1° e 3° quartis (para

dados que nao apresentaram distribuicdo normal) ou média e desvio padréo (para

dados que apresentaram distribuicdo normal) obtido para grupos angiograficamente

normal (AnN), ateromatose leve/moderada (ALM) e ateromatose grave (AG).

Tabela 3 — Parametros hemostaticos

AnN ALM AG p
n 35 31 57 -
D-DI 342,79 328,79 531,40 ns
(292,26; 654, 26)  (272,66; 557,37)  (299,78; 770, 66)
PAI-1 34,90 40,50 66,60% ° p< 0,001
(27,86; 42,43) (34,24; 51,83) (44,70; 91,65)
TAFI 5,71+1,73 5,21 +1,42 4,97 +1,41 ns
™ 3,29 3,72 3,43 ns
(2,83; 4,21) (3,09; 4,64) (2,96; 4,19)

Numero de pacientes (n); AnNN= angiograficamente normais; ALM= ateromatose leve/moderada; AG=

ateromatose grave; D-DI= Dimero D; PAI-1= Inibidor do ativador do plasminogénio 1; TAFI= Inibidor

da fibrindlise ativado pela trombina; TM= Trombomodulina. Foram observadas diferencas

significativas entre as medianas dos niveis de PAI-1, representada pela letra a: vs AnN e b: vs ALM.

Valores expressos em média e desvio padrdo ou mediana acompanhada do 1° e 3° quartis.
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A Figura 9 representa os dados referentes aos niveis plasmaticos do dimero D (D-
DI) expressos em ng/mL. Nao foi encontrada diferengca significativa entre as
medianas dos trés grupos.

4000+

3000+ T

2000+

D-DI (ng/mL)

1000+

AnN (n=35) ALM (n=31) AG (n=57)

Niveis plasmaticos de D-DI nos grupos AnN, ALM e AG

Valores expressos em ng/mL para os grupos AnN= angiograficamente normais; ALM= ateromatose
leve/moderada; AG= ateromatose grave. A area sombreada corresponde aos valores de referéncia
(até 500ng/mL) para os niveis plasmaticos do D-DI.
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A Figura 10 representa os dados referentes aos niveis plasmaticos de PAI-1
expressos em ng/mL. Foram observadas diferengas significativas entre as medianas
dos niveis de PAI-1, representada pela letra a: versus AnN e b: versus ALM.

300+

—*a, b

N

o

o
|

PAI-1 (ng/mL)

100+

AnNN (n=35) ALM (n=31) AG (n=57)

Niveis plasmaticos de PAI-1 nos grupos AnN, ALM e AG

Valores expressos em ng/mL para os grupos AnN= angiograficamente normais; ALM= ateromatose
leve/moderada; AG= ateromatose grave. A area sombreada corresponde aos valores de referéncia (2
a 47 ng/mL) para os niveis plasmaticos do PAI-1.
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A Figura 11 representa os dados referentes aos niveis plasmaticos do TAFI
expressos em pg/mL. Nao foi encontrada diferenca significativa entre as medianas
dos trés grupos.
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AnN (n=35) ALM (n=31) AG (n=57)

Niveis plasmaticos de TAFI nos grupos AnN, ALM e AG
Valores expressos em pg/mL para os grupos AnN= angiograficamente normais; ALM= ateromatose
leve/moderada; AG= ateromatose grave. A area sombreada corresponde aos valores de referéncia
(5.8 @ 10.0 pg/mL) para os niveis plasmaticos do TAFI.
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A Figura 12 representa os dados referentes aos niveis plasmaticos do
trombomodulina (TM) expressos em ng/mL. Nao foi encontrada diferenca
significativa entre as medianas dos trés grupos.
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TM (ng/mL)
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?

10+

AnN (n=35) ALM (n=31) AG (n=57)

Niveis plasmaticos de TM nos grupos AnN, ALM e AG

Valores expressos em ng/mL para os grupos AnN= angiograficamente normais; ALM= ateromatose
leve/moderada; AG= ateromatose grave. A area sombreada corresponde aos valores de referéncia
(2.73 a 5.35 ng/mL) para os niveis plasmaticos do TAFI.
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O grau de estenose acima de 70% € considerado obstrutivo e exige intervencao.
Dessa forma, julgou-se procedente submeter os dados a uma nova analise cujos
resultados se encontram na Tabela 4, os quais foram redistribuidos considerando
estenose < 70% ou estenose > 70% . Os dados estdo apresentados como mediana

acompanhada de valores do 1° e 3° quartis.

Tabela 4 — Parametros hemostaticos considerando est enose £ 70% ou > 70%

ESTENOSE = 70% ESTENOSE > 70% p
n 66 57 -
D-Dl 337,32 531,40 ns
(281,20; 571,94) (299,78; 770, 66)
PAI-1 37,55 66,60° p< 0,001
(30,90; 49,20) (44,70; 91,65)
TAFI 5,20 4,53% p=0,04
(4,37; 6,31) (4,04; 5,63)
™ 3,29 3,43 ns
(2,77; 4,21) (2,96; 4,19)

Numero de pacientes (n); D-DI= Dimero D; PAI-1= Inibidor do ativador do plasminogénio 1; TAFI=
Inibidor da fibrindlise ativado pela trombina; TM= Trombomodulina. Foram observadas diferencas

significativas entre as medianas dos niveis de PAI-1e TAFI, representada pela letra a: vs Estenose

< 70%.
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A Figura 13 representa os dados referentes aos niveis plasmaticos do dimero D (D-

DI) expressos em ng/mL. Nao foi encontrada diferengca significativa entre as
medianas dos grupos.

4000

3000+ T

2000+

D-DI (ng/mL)

1000+

Est. <70% (n=66) Est. > 70% (n=57)

Niveis plasméaticos de D-DI considerando estenose < 70% e estenose > 70%

Valores expressos em ng/mL. A area sombreada corresponde aos valores de referéncia (até
500ng/mL) para os niveis plasmaticos do D-DI.
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A Figura 14 representa os dados referentes aos niveis plasmaticos de PAI-1

expressos em ng/mL. . Foi observada diferencga significativa entre as medianas dos

niveis de PAI-1, representada pela letra a.
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Est. < 70% (n=66) Est. > 70% (n=57)

Niveis plasméticos de PAI-1 considerando estenose < 70% e estenose > 70%
Valores expressos em ng/mL. A area sombreada corresponde aos valores de referéncia (2 a 47

ng/mL ) para os niveis plasmaticos do PAI-1.
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A Figura 15 representa os dados referentes aos niveis plasmaticos do TAFI
expressos em pg/mL. Foi observada diferencga significativa entre as medianas dos
niveis de TAFI, representada pela letra a.

TAFI (ug/mL)

2.5

Est. < 70% (n=66) Est. > 70% (n=57)

Niveis plasméaticos de TAFI considerando estenose < 70% e estenose > 70%
Valores expressos em pg/mL . A area sombreada corresponde aos valores de referéncia (5.8 a 10.0
pg/mL) para os niveis plasmaticos do TAFI.
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A Figura 16 representa os dados referentes aos niveis plasmaticos da

trombomodulina (TM) expressos em ng/mL. Nao foi encontrada diferenca
significativa entre as medianas dos grupos.

40-
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Est. < 70% (n=66)  Est. > 70% (n=57)

Niveis plasmaticos de TM considerando estenose < 70% e estenose > 70%

Valores expressos em ng/mL. A area sombreada corresponde aos valores de referéncia (2.73 a 5.35
ng/mL) para os niveis plasmaticos do TAFI.



Os niveis plasmaticos dos marcadores hemostaticos e da PCR foram também
avaliados de acordo com o numero de artérias acometidas. Na Tabela 5 encontram-
se os dados para os parametros hemostaticos em relacdo ao numero de artérias
acometidas considerando apenas 0s pacientes com estenose superior a 70%, ou
seja, somente aqueles cuja gravidade da doenca exige intervengdo. Quando 0s
dados do grupo com estenose superior a 70% foram redistribuidos em subgrupos
com uma artéria acometida (1A), duas artérias acometidas (2A) e trés ou mais
artérias acometidas (3A), 0s mesmos se mostraram com distribuicdo normal, sendo
entdo, os trés subgrupos comparados por meio do teste ANOVA. Os dados estao
apresentados na tabela abaixo como média e desvio padrdo, exceto para a TM

(apresentada como mediana acompanhada de valores do 1°. e 3°. quartis).

Tabela 5 — Parametros hemostaticos considerando nUm ero de artérias

acometidas em pacientes com estenose superior a 70%

1A 2A 3A p
n 16 13 28 -
D-DI 555,09 +379,85 449, 62 +228,11 702, 39 + 568, 79 ns
PAI-1 92,79+60,45 71,8339, 29 62, 15 + 31, 97 ns
TAFI 5,31 +1,52 4,75 1,16 4,87 +1,46 ns
™ 3,37 3,09 3,49 ns
(2,88; 4,01) (2,83; 4,09) (2,29; 4,84)

Numero de pacientes (n); 1A= uma artéria acometida; 2A= duas artérias acometidas; 3A= trés ou
mais artérias acometidas; D-DI= Dimero D; PAI-1= Inibidor do ativador do plasminogénio 1; TAFI=
Inibidor da fibrindlise ativado pela trombina; TM= Trombomodulina. Nao foram observadas diferencas

significativas entre os grupos.
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5.3 PARAMETRO PRO-INFLAMATORIO

Os resultados para PCR encontram-se na Tabela 6. Os dados estdo apresentados
como mediana acompanhada de valores do 1° e 3° quartis obtidos para os grupos
angiograficamente normal (AnN), ateromatose leve/moderada (ALM) e ateromatose
grave (AG).

Tabela 6 — Niveis séricos de proteina C reativa (PC R)

AnN ALM AG p
n 35 31 57 -
PCRus 2,50 5,90° 4,40° p=0,015
(1,38; 5,58) (3,10; 9,33) (2,05; 12,38)

Numero de pacientes (n); AnNN= angiograficamente normais; ALM= ateromatose leve/moderada; AG=
ateromatose grave; PCRus= Proteina C reativa ultra-sensivel. Foi observada diferenca significativa

entre as medianas dos niveis de PCRus, representada pela letra a: vs AnN.
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A Figura 17 representa os dados referentes aos niveis séricos de PCRus expressos
em mg/L. Foi observada diferenca significativa entre as medianas dos niveis de
PCRus, representada pela letra a: versus AnN.
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AnN (n=35) ALM (n=31) AG (n=57)

Niveis séricos de PCRus nos grupos AnN, ALM e AG
Valores expressos em mg/L para os grupos AnN= angiograficamente normais; ALM= ateromatose
leve/moderada; AG= ateromatose grave. A area sombreada corresponde aos valores de referéncia

(0,1 a 2,5 mg/L) para os niveis séricos de PCRus.
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O grau de estenose acima de 70% é considerado obstrutivo e exige intervengéo. Os
resultados da PCR que se encontram na Tabela 7 foram redistribuidos considerando
estenose < 70% ou estenose > 70%. Os dados estdo apresentados como mediana

acompanhada de valores do 1° e 3° quartis.

Tabela 7 — Niveis séricos de proteina C reativa (PC R) considerando estenose <
70% ou > 70%

ESTENOSE = 70% ESTENOSE > 70% p
n 66 57 -
PCRus 3,60 4,40 ns
(1,70; 7,20) (2,05; 12,38)

Numero de pacientes (n); PCRus= Proteina C reativa ultra-sensivel. Ndo foi observada diferenca

significativa entre as medianas dos niveis de PCRus.
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A Figura 18 representa os dados referentes aos niveis séricos de PCRus expressos
em mg/L. N&o foi encontrada diferenca significativa entre as medianas dos grupos.
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Niveis séricos de PCRus considerando estenose < 70% e estenose > 70%
Valores expressos em mg/L. A area sombreada corresponde aos valores de referéncia (0,1 a 2,5
mg/L) para os niveis séricos de PCRus.
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A gravidade da doencga arterial coronariana pode ser avaliada de acordo com o
namero de artérias acometidas. Na Tabela 8 encontram-se os dados referentes aos
niveis séricos de PCR segundo o numero de artérias acometidas no grupo de
pacientes com gravidade da doenca requerendo intervencdo, ou seja, estenose
superior a 70%. Os dados estdo apresentados como média e desvio padréo para 0s
subgrupos com uma artéria acometida (1A), duas artérias acometidas (2A) e trés ou

mais artérias acometidas (3A).

Tabela 8 — Niveis séricos de proteina C reativa (PC R) considerando o nimero

de artérias acometidas em pacientes com estenose su  perior a 70%

1A 2A 3A p
n 16 13 28 -
PCRus 8,9+12,3 7,37 £9,56 12,01 + 15, 19 ns

PCRus= Numero de pacientes (n); 1A= uma artéria acometida; 2A= duas artérias acometidas; 3A=
trés ou mais artérias acometidas; PCRus= Proteina C reativa ultra-sensivel. Nao foram observadas

diferencas significativas.

5.4 CORRELACOES

Apés a avaliacdo da correlagdo entre os marcadores propostos neste trabalho, ndo

se observou qualquer relacao significativa entre os mesmos (p > 0.05).
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6.1 CARACTERISTICAS DOS GRUPOS ESTUDADOS E FATORES DE RISCO
PARA DOENCA ARTERIAL CORONARIANA

Os grupos estudados, angiograficamente normais (AnN), ateromatose
leve/moderada (ALM) e ateromatose grave (AG) apresentam homogeneidade quanto
ao sexo dos participantes, idade em anos e indice de massa corporal (IMC), uma
vez que o risco de desenvolver doenca cardiovascular acomete mais homens que
mulheres e aumenta com a progressao da idade (WHO, 2006). A avaliacdo do IMC
permitiu garantir a auséncia de obesidade, reduzindo assim a influéncia dos fatores
metabdlicos. A influéncia da idade e do sexo sobre os parametros estudados foi
também minimizada, considerando o cuidado na sele¢cdo dos componentes dos

grupos, visando obter homogeneidade entre 0s mesmos.

Quanto a caracterizacao dos fatores de risco, foram observadas diferencas entre os
grupos estudados. Em relagdo ao tabagismo, foi encontrada diferenca significativa
entre o grupo AG (40,4%) e o grupo AnN (17,1%). A doenca arterial coronariana
prematura esta relacionada ao tabagismo, além de sua acdo sinérgica com 0s
demais fatores de risco. O tabagismo € um grande problema de saude publica, e sua
reducdo poderia reduzir o aparecimento da DAC em pelo menos uma década (KHOT
et al., 2003).

A presenca de hipertenséo arterial, fator de risco independente para DAC, foi
altamente prevalente nos trés grupos, mas sem diferenca significativa entre os
mesmos. Tais resultados refletem a alta prevaléncia da doenca. A estimativa de
hipertensdo arterial na populagdo brasileira adulta de acordo com o Ministério da
Saude (1991) foi de 15%. Entretanto, resultados mais elevados foram encontradas
nas cidades do Rio de Janeiro e Sao Paulo (25%) (SBC, 2007).

A historia familiar, fator agravante de risco para doenca arterial coronariana (SBC,
2001) ndo mostrou diferenca significativa entre os grupos estudados, assim como a

presenca de diabetes mellitus.

A atividade fisica constitui uma medida preventiva e tratamento auxiliar da doenca
arterial coronariana (SBC, 2001). O sedentarismo mostrou alta prevaléncia nos trés
grupos estudados, apresentando maior prevaléncia no grupo AnN com diferenca
significativa em relagédo aos grupos ALM e AG. Uma tentativa para explicar a alta
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prevaléncia do sedentarismo nos participantes do estudo seria o nivel sécio-
econdmico, uma vez que todos foram encaminhados ao hospital Socor pelo Sistema
Unico de Saude. Apesar disto, 0s grupos com ateromatose grave e leve/moderada
apresentaram um percentual menor de pacientes sedentarios (75,4% e 74,2%,
respectivamente), provavelmente por uma tentativa de mudancga no estilo de vida por
alguns pacientes que adotaram atividades fisicas no intuito de reduzir as chances de

doenca cardiovascular.

A presenca de SCA anterior a entrevista esta associada a gravidade da doenca,

apresentando diferenca significativa em relacdo ao grupo AnN.

6.2 PARAMETROS HEMOSTATICOS E DOENCA ARTERIAL CORON ARIANA

A avaliacdo dos niveis plasmaticos de D-DI permite a avaliagdo como um todo do
sistema hemostatico, cujos niveis representam o balangco entre a ativacdo do
mecanismo da coagulagdo e a eficiéncia do sistema fibrinolitico em lisar o codgulo
de fibrina (DANESH, 2001). O D-DI, o menor fragmento oriundo da fibrina, € um
produto estavel gerado durante a degradacdo do polimero estavel de fibrina pela
plasmina. A medida dos niveis plasmaticos de D-DI tornou-se ferramenta essencial
no diagndéstico de trombose venosa profunda (TVP) e embolia pulmonar, sendo o
marcador de escolha para exclusdo destes eventos tromboticos (HEIM et al., 2004).
A sindrome coronariana aguda é caracterizada pela ruptura da placa vulneravel e
subsequente formacdo do trombo intraluminal, o que fortalece o conceito da
contribuicdo da fibrina intravascular na aterotrombogénese (KOENIG et al., 2001),
sugerindo que a fibrina possa ser um marcador util de risco cardiovascular,

independente dos fatores de risco convencionais (MORANGE et al., 2006).

Véarios estudos tentam relacionar os niveis de D-DI com a doenca arterial
coronariana, porém, os estudos que tentaram relacionar a gravidade da doenca
através do numero de coronarias atingidas e do percentual de estenose, néo
demonstraram associagdo com os niveis de D-DI (KOENIG et al., 2001), em
concordancia com os achados deste estudo. No presente estudo, foi observada

apenas uma tendéncia a elevacdo dos niveis de D-DI para o grupo AG, sem
diferenca significativa entre os grupos. Uma possivel explicagdo para o resultado
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encontrado seria uma producdo mais baixa do polimero de fibrina no processo de
formacdo da placa aterosclerética quando comparada ao evento de trombose
venosa profunda, situacdo em que se observa elevada producéo do polimero de
fibrina, resultando em niveis elevados de D-DI. Por outro lado, os niveis de PAI-1
nos processos ateroscleréticos sdo mais elevados do que aqueles observados na
TVP. Este fato pode estar contribuindo para reduzir a atividade do sistema
fibrinolitico nas doencas que cursam com aterosclerose justificando o achado de

niveis ndo elevados de D-DI.

O principal inibidor da fibrindlise € o PAI-1, que € o inibidor priméario dos ativadores
fisiologicos do plasminogénio (t-PA e u-PA). O aumento dos niveis de PAI-1 tem sido
relatado em individuos apés infarto agudo do miocardio, em relacéo a populacdo em
geral, e este aumento se correlaciona a recorréncia do infarto (MARTINEZ, 2003). O
aumento dos niveis de PAI-1 pode comprometer o sistema fibrinolitico e favorecer a
permanéncia do coagulo de fibrina. A deficiéncia da fibrindlise devido ao aumento
dos niveis de PAI-1 esta associada a doencas cardiovasculares (KOENIG et al.,
2001). Um possivel papel para o PAI-1 na parede arterial € que placas instaveis séo
caracterizadas por baixa celularidade. A migracdo das células para a regido da placa
depende da acdo de enzimas com atividade colagenase que é desempenhada pela
plasmina. Assim, quando o PAI-1 inibe a formag&o da plasmina contribui para a
baixa celularidade da placa e por consequéncia, formacdo de uma placa instavel
(SOBEL, 1999). Alteracbes no sistema fibrinolitico estdo presentes em pacientes
com doenga arterial coronariana, como resultado da elevacao dos niveis plasmaticos
de PAI-1 (THOGERSEN et al., 1998; KOENIG et al., 2001). Em relacdo aos niveis
de PAI-1 observados no presente estudo, estes apresentaram elevacao significativa
em pacientes do grupo AG em relacédo aos grupos AnN e ALM, permitindo concluir
que os niveis plasmaticos de PAI-1 se relacionam a gravidade da doenca. Porém, a
tentativa de se relacionar os niveis de PAI-1 com a gravidade da doencga através do

namero de artérias atingidas, ndo demonstrou associacdo com os niveis de PAI-1.

A trombina também é responsavel pela modulacdo da fibrindlise, através da ativagédo
do inibidor da fibrindlise ativado pela trombina (TAFI), o qual, quando ativado, atua

como um regulador (inibidor) da fibrindlise com implicacdes importantes nas doencas



cardiovasculares (JUHAN-VAGUE et al, 2002). Nao foi encontrada diferenca
significativa para os niveis de TAFI entre os grupos estudados. Contrariamente ao
esperado, foi observada uma tendéncia a resultados mais baixos com o aumento da
gravidade da doenca. Considerando o grau de estenose acima de 70% como fator
decisivo para intervencao, observa-se reducéo significativa entre os niveis de TAFI
do grupo com estenose > 70% e o grupo com estenose < 70%, se relacionando com

a gravidade da doenca.

Uma busca na literatura a respeito dos niveis plasmaticos de TAFI nas doencas
cardiovasculares, revela resultados contraditorios, possivelmente pelas
caracteristicas dos pacientes investigados, bem como dos métodos aplicados para a
avaliacao laboratorial deste biomarcador. Varios estudos demonstraram a elevacéo
dos niveis de TAFI nas doencas cardiovasculares (SILVEIRA et al.,, 2000;
SCHROEDER et al., 2002; SANTAMARIA et al., 2004). Porém, contraditoriamente,
Juhan-Vague et al. (2002) demonstraram niveis reduzidos de TAFI na populacéo
estudada. Durante a fase aguda da doenca arterial coronariana, ndo foram

encontradas diferencas significativas entre os niveis de TAFI (CELLAI et al., 2006).

Acredita-se que os niveis de TAFI variam durante as fases da doenca arterial
coronariana e, além disso, diferengcas entre os resultados obtidos por diferentes
ensaios também corroboram para a grande variabilidade de resultados obtidos na
avaliacdo deste marcador. Um estudo importante conduzido para comparacdo de
métodos disponiveis para a quantificacdo do TAFI mostrou que ensaios que medem
a atividade do TAFI, apresentaram resultados elevados de TAFI na DAC, enquanto
0s ensaios que medem o TAFI antigeno total ndo detectaram diferencas entre os

niveis plasmaticos de TAFI na DAC e controles ou podem apresentar resultados
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ligeiramente mais baixos na mesma amostra estudada (SKEPPHOLM et al., 2007).
Uma explicacéo para estes resultados €é a reatividade imunolégica para as diferentes
isoformas do TAFI, podendo mascarar as elevacdes de TAFI encontradas por outros

métodos.

Alteracdes no gene que codifica o0 TAFI resultam na substituicdo de 2 aminoacidos:
alanina por treonina na posicéo 147 e isoleucina por treonina na posicéao 325, sendo
a substituicdo da isoleucina na posicdo 325 (ILE325) menos reativa para alguns
ensaios imunologicos (BOFFA; KOSCHINSKY, 2007). Alteracbes na posicao 147
nao afetam a ativacdo do TAFI ou sua estabilidade, o que ndo € observado para a

substituicdo na posicao 325.

O TAFI ativado decai sua atividade espontaneamente a temperatura corporal (meia
vida de aproximadamente 10 minutos). A instabilidade intrinseca do TAFI ativado é o
mecanismo de regulacdo de sua atividade. A presenca de ILE325 confere maior
estabilidade térmica ao TAFI ativado (meia vida de aproximadamente 15 minutos),
representando uma atividade antifibrinolitica de 30 a 60% maior que a substituicao
de treonina na mesma posicdo (SCHNEIDER et al., 2002). Uma vez que o
polimorfismo do TAFI na posicdo 325 afeta sua meia vida funcional, varios ensaios
para sua determinacdo tém demonstrado ser, em parte, dependente do gendtipo, e
com isso, niveis de TAFI antigeno em pacientes com isoforma ILE325 podem estar
subestimados, dependendo do ensaio (ZEERLEDERS et al.,, 2006). Estudos
importantes realizados por BAJZAR e colaboradores em 1996, mostraram que a
meia vida de inibicho maxima da lise do coagulo de fibrina pelo TAFI ativado é
atingida com uma concentracédo de aproximadamente 1nM, e que esta concentragéo

€ menor que 2% da concentragcdo plasmatica de TAFI. Isto mostra que, mesmo uma
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pequena extensdo de ativacdo do TAFI pode ser suficiente para exercer um
significante efeito sobre a fibrindlise. Os dados encontrados no presente estudo
mostraram niveis plasmaticos de TAFI para o grupo com estenose superior a 70%
de 4,53 pg/mL (aproximadamente 76 nM de TAFI antigeno) quantidade esta superior
ao minimo necessario para a acado do TAFI ativado (1 nM) (BOFFA; KOSCHINSKY,
2007). Isto sugere que a reducdo dos niveis de TAFI (uma vez que apods sua
ativacdo sua meia vida funcional é de aproximadamente 10 minutos) é resultante do

seu consumo durante a coagulacado (ZEERLEDERS et al., 2006).

Entdo, a reducdo dos niveis de TAFI nos pacientes com a forma mais grave da
doenca, pode ter ocorrido devido a maior ativacdo da coagulacdo e consequente
maior ativacdo do TAFIl. Pode-se também aventar a hipotese de que niveis
reduzidos deste inibidor em pacientes do grupo com ateromatose grave, possam
ocorrer devido aos niveis elevados de PAI-1, em uma tentativa de restaurar a

competéncia do sistema fibrinolitico.

O endotélio desempenha um papel importante na hemostasia vascular. A célula
endotelial por si sO esta diretamente relacionada a aterosclerose (WU et al., 2003). A
trombomodulina pode ser liberada consequente a lesdo endotelial na forma solavel
(TMs). Niveis elevados de trombomodulina soliuvel estdo associados com a
severidade de doenca arterial coronariana, infarto e doenca arterial oclusiva
periférica, enquanto baixos niveis de trombomodulina predizem eventos
cardiovasculares em individuos sadios (WEILER, 2003; CONSTANS, 2006). Embora
controverso, estudos sugerem que o nivel de TM € inversamente relacionado a
doenca arterial coronariana, implicando que a forma solivel da TM pode
desempenhar um efeito vasoprotetor (WU et al., 2003). Neste estudo nao foi
observada diferenga significativa entre os grupos estudados, tendo sido o mesmo
encontrado quando se tentou relacionar a gravidade da doenca (estenose superior a
70% e numero de artérias atingidas) com os niveis plasmaticos da TM. No estudo

prospectivo PRIME (The Prospective Epidemiological Study of Myocardial Infarction),
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o qual envolveu aproximadamente 10000 individuos, buscou-se a associagdo entre
marcadores de lesdo endotelial e eventos cardiovasculares (infarto agudo do
miocardio, angina estavel e instavel) ndo sendo observadas diferencas significativas
para TM em qualquer dos eventos cardiovasculares (MORANGE et al., 2004), em

concordancia com os resultados observados no presente estudo.

Nos estudos enfocando doencas arteriais coronarianas, observa-se a utilizacao de
multiplos marcadores hemostaticos para tentar explicar as bases fisiolégicas do
desenvolvimento desta doenca, uma vez que a DAC é determinada pela perda do
balanco entre fatores trombédticos e antitrombéticos, fatores pro-coagulantes e
fibrinoliticos. Partindo desta premissa, 0 presente estudo no qual foram avaliados
moduladores do sistema fibrinolitico (PAI-1 e TAFI), o dimero-D e a trombomodulina
estd em consonancia com os atuais estudos, o qual visou contribuir para o
esclarecimento dos mudltiplos fatores envolvidos no desenvolvimento da DAC em

Nosso meio.

6.2 PARAMETRO PRO-INFLAMATORIO (PCR) E DOENCA ARTER IAL
CORONARIANA

A inflamacéo desempenha um importante papel nas lesdes iniciais da aterosclerose,
e em sua progressao (FISMAN et al., 2006; BOEKHOLDT et al., 2004,
TENTOLOURUS et al., 2004; CESARI et al., 2003; RIDKER et al., 2000).

Estudos prospectivos demonstram a associacdo entre marcadores da inflamacao
como fibrinogénio e PCR e doencas cardiovasculares (HANSSON, 2005). Niveis
elevados de IL-6, PCR e fibrinogénio estéo relacionados com a desestabilizacdo da
placa aterosclerética nas sindromes coronarianas agudas (ZAIRIS et al., 2006).
Varios autores tentam demonstrar a capacidade de altas concentracfes da PCR em
predizer eventos coronarianos em mulheres apoOs ajuste de fatores de riscos
utiizados na pontuacdo de risco de Framingham, porém demonstram pobre
correlagcdo com resultados de testes que quantificam a extensdo da aterosclerose
(PEARSON et al.,, 2003). Dados epidemiolégicos demonstram que a atividade

inflamatodria sistémica associa-se a incidéncia de doencas cardiovasculares em
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populacbes de individuos saudaveis e portadores de doenca aterosclerdtica
(PEARSON et al., 2003).

A PCRus tem sido amplamente utilizada, pois pode ser adotada como fator de risco
adicional para doenca cardiovascular. Porém, estudos realizados apos o ano de
2000, mostraram que a PCRus possui uma aplicagdo moderada em predizer doenca
arterial coronariana (DANESH et al., 2004), devendo ser entdo adotada com cautela
na avaliacdo clinica. Portanto, a avaliacdo dos fatores de risco classicos para DAC e
0 célculo de risco para DAC em 10 anos devem ter prioridade (PEARSON et al.,
2003).

No presente estudo, os dados obtidos mostraram diferenca significativa para o0s
niveis séricos de PCRus entre os grupos com ALM e AG e o grupo AnN. A elevacao
dos niveis de PCRus se relacionaram com a gravidade da doenca, porém, essa
diferenca desaparece quando se tentou relacionar com a estenose superior a 70% e
namero de artérias atingidas, em concordancia com achados na literatura (RIFFAI, et
al., 1999).

A aterosclerose € a principal causa de doencas cardiovasculares, e tem sido
postulada como uma doenca inflamatodria. Isto sugere que marcadores de inflamacao
podem predizer a progresséo da doenca. A PCRus é um marcador de fase aguda e
deve ser interpretado na auséncia de lesGes ndo ateroscleréticas. De acordo com a
IV Diretriz Brasileira sobre Dislipidemias e Prevencao da Aterosclerose, considera-se
como fator agravante de risco de doenca aterosclerotica niveis séricos de PCRus
superiores a 3 mg/L. Portanto, para pacientes com exames de imagem revelando
risco moderado para aterosclerose, o achado de niveis de PCRus superiores a
3mg/L sugere que estes pacientes devam ser reclassificados como de alto risco
para aterosclerose, sendo necessaria intervencdo mais agressiva. Como o grupo
ALM envolve pacientes que possuem estenose de 30 a 70%, o uso da PCRus
poderia ser impactante na reclassificacdo destes pacientes, de acordo com o
estabelecido pela IV Diretriz Brasileira sobre Dislipidemias e Prevencdo da

Aterosclerose.
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Com base no que se observa na literatura, pode-se admitir a necessidade do
desenvolvimento de estudos randomizados com intervencdo baseada na reducéo

dos niveis de PCRus para a melhora do prognéstico do paciente (GOTTO, 2007).

Quanto a intencdo de se avaliar o perfil inflamatério nos 123 pacientes conforme
descrito anteriormente, ndo foi possivel alcancar o0s resultados esperados.
Contrariamente a alguns relatos literarios (KWAIJTAAL et al., 2005; MAAT & KLUFT,
2002), que através de ensaios imunoenzimaticos tipo sandwich foram capazes de
detectar diferentes citocinas pro-inflamatorias, dentre as quais o TNF-a no
soro/plasma de pacientes com doenca arterial coronariana, nao foi obtido o mesmo
resultado no presente estudo para 0 mesmo tipo de amostra bioldgica, utilizando um
sistema comercial de deteccédo (Biosource) ou através de bio-ensaios (utilizando
anticorpos monoclonais gentilmente cedidos pelo Dr. Luis Carlos C. Afonso —
UFOP). Somente mostraram-se reativas 9 amostras do total analisado pelo método
do bio-ensaio. Dessa forma, com a sensibilidade atual dos métodos
imunoenzimaticos disponiveis destinados a esse tipo de deteccdo, conclui-se que a
avaliacao do perfil de citocinas pro-inflamatorias em nossas condi¢des, ndo permite
investigar a associacdo de tais parametros inflamatérios com a progressdo da
doenca nos grupos de pacientes envolvidos nesse estudo, conforme foi proposto
inicialmente. Entretanto, em abordagens futuras, poder-se-4 propor em outros
estudos a avaliacdo intracelular dessas moléculas por citometria de fluxo em
leucdcitos de sangue periférico. Alternativamente, a avaliacdo sérica de citocinas
pro-inflamatérias na DAC, utilizando o sistema automatizado DPC Immulite
(SIEMENS), podera também ser proposta.

Desta forma, cumpre ressaltar que o numero crescente de doencas cardiovasculares
ateroscleroticas no mundo e em nosso meio, consequente ao envelhecimento da
populacdo e dos hébitos pouco saudaveis de vida, deve motivar o desenvolvimento
de estudos adicionais delineados para se entender melhor a fisiopatologia destas
doencas e seus marcadores de evolugdo. Assim, medidas estratégicas de
prevencado e de tratamento poderdo ser adotadas em favor da qualidade de vida e
reducdo de custos dispendidos no manejo de tais pacientes. O processo
aterosclerotico, considerado até recentemente como progressivo e irreversivel, a luz

do conhecimento atual se apresenta com novas e promissoras perspectivas que
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poderdo desacelerar, interromper ou mesmo reverter o processo de formacao de

placas aterosclerdticas (IBANEZ et al., 2007).

Portanto, estudos adicionais enfocando o assunto em tela sdo nado apenas
plenamente justificaveis como também necessarios para um melhor entendimento e

equacionamento desta importante condicdo moérbida e, freqientemente, fatal.
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- O grupo com ateromatose grave (AG) nao apresentou diferenca significativa para
0s niveis de D-DI quando comparado aos outros dois grupos (AnN e ALM), embora
uma tendéncia de aumento tenha sido observada com o agravamento da forma

clinica.

- Niveis significativamente mais elevados de PAI-1 foram observados no grupo com
ateromatose grave (AG), em comparagdo aos outros dois grupos (AnN e ALM),
sinalizando um comprometimento da eficiéncia do sistema fibrinolitico, portanto,
favorecendo uma crescente obstrucéo do vaso. O mesmo nao foi observado para os
niveis plasméticos de TAFI, um outro inibidor do sistema fibrinolitico recentemente

descrito.

-Quando os parametros hemostéaticos foram avaliados segundo o grau de estenose
(£ ou > 70%), os niveis plasmaticos dos inibidores do sistema fibrinolitico
apresentaram resultados opostos, ou seja, niveis significativamente elevados para o
PAI-1 (p<0,001) ou significativamente reduzidos para o TAFI (p=0,04), em funcéo do

agravamento da doenca.

- Quanto a avaliacdo da PCR, esta se mostrou significativamente mais elevada nos
grupos com ateromatose leve/moderada (ALM) e grave (AG), compativel com o
esperado nos processos ateroscleroticos.

- Nenhuma diferenca foi observada para os parametros hemostaticos e PCR quando
se avaliou o numero de artérias acometidas em pacientes com estenose superior a
70%.

Nenhuma correlacdo significativa foi encontrada entre os parAmetros hemostaticos
entre si, e entre estes e a PCR. Todavia, os niveis de PAI-1 mostraram aumento
progressivo a medida do agravamento do processo aterosclerotico, confirmando
prévios achados referentes ao comprometimento do sistema fibrinolitico nas

doencas aterosclerdticas.
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COMITE DE ETICA EM PESQUISA (CEP) - HOSPITAL SOCOR
BELO HORIZONTE - MINAS GERAIS -

Belo Horizonte, 26 de margo de 2004.

Prezada Dra. Maria das Gragas Carvalho
Pesquisadora principal

Cordiais saudagdes,

~ Comunicamos que o Comité de Etica em Pesquisa do Hospilal Socor analisou e aprovou o
“Estudo da Caraclerizagio Bioquimica Hemostatica e Molecular da Doenga Arterial
Coronariana”, no dia 5/mar¢o/2004.

Atenciosamente,

s Lo o) [ i) ée/fwy

Dra. Maria Leticia Mousa dos Anjos
oordenadora do CEP - Hospital SOCOR

URGANCIAS: . (31) 3330-3000 - PABX. (31) 3330-303(-) . Fax: (3!) 3295-1399 - Av. do Cenlorpo, 10.500 - 30110-140 - B. Horizome - MG
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UF/V\G Universidade Federal de Minas Gerais
Comite de Etica em Pesquisa da UFMG - COEP
Parecer n2. ETIC 137/04

Interessada: Profa. Dra. Maria das Gragas Carvalho
Faculdade de Farmécia - UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG - COEP,
aprovou ap6s cumprida as solicitagdes a diligéncia no dia 15 de
junho de 2004 o projeto de pesquisa intitulado « Caracterizacéo
Biogquimica, Hemostatica e Molecular da Doenga Arterial
Coronariana. » e o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
do referido projeto.

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado aoc COEF
um ano apoés o inicio do projeto.

',

Profa. Dra. Ma Elena Lima Perez Garcia
Presidente do COEP/UFMG

Av. Presidente Antonio Carlos, 6627, Prédio da Reitoria — 7°andar sala: 7018 - 31.270-901- BH - MG
(31) 3499-4592 - FAX: (31) 3499-4027 - coep@prpq.ufmg.br
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
FACULDADE DE FARMACIA
DEPTO. ANALISES CLINICAS E TOXICOLOGICAS

Termo be ConsenTtiMENTO Livre E EscLarECIDO

| -DADOS DE IDENTIFICAGAO DO SUJEITO DA PESQUISA

NOME DO PACIENTE:

DOCUMENTO DE IDENTIDADE: SEXO: M F
DATA DE NASCIMENTO: I

ENDERECO:

BAIRRO: CIDADE:

CEP: TELEFONE:DDD ()

Il — DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTIFICA

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

PESQUISADOR: Prof2. Dr2. Maria das Gracas Carvalho
CARGO/FUNCAO: Professora de Hematologia Clinica

UNIDADE DA UFMG: Faculdade de Farmacia

2-  AVALIAGAO 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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Il - REGISTRO DAS EXPLICACOES DO PESQUISADOR AO PA CIENTE SOBRE A PESQUISA,
CONSIGNADO:

A pesquisa que o senhor(a) esta sendo convidado a participar tem o objetivo de estudar quais s&o os
fatores laboratoriais que fazem com que um individuo tenha mais ou menos chance de apresentar
uma doencga do coracao. Nesta pesquisa cada participante deve responder a um questionario, que
ser& aplicado pela equipe da pesquisa, e retirar uma amostra de sangue que sera enviada para 0s
Laboratorios da Faculdade de Farméacia 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 doencgas do cora¢cédo. Seu
sangue sera centrifugado para obtencdo do soro ou plasma, materiais que serdo usados nos testes
bioquimicos e hemostaticos. Durante nenhum momento desse estudo, as pessoas que estarao
trabalhando com seu material saberédo que ele é seu, garantindo o sigilo de seus dados. Toda
informacao obtida nessa pesquisa seré divulgada em eventos académicos, congressos e revistas
especializadas, ndo revelando a sua identidade, que é confidencial. Sua participacdo é totalmente
voluntaria. Vocé podera solicitar & 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 0 nosso conhecimento sobre os riscos de desenvolver
doencas do coracdo. Sua participacdo podera ajudar outras pessoas que tenham doencas do

coracéo.
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IV — ESCLARECIMENTOS DADOS PELO PESQUISADOR SOBRE G ARANTIAS DO SUJEITO DA

PESQUISA:

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

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
puncao venosa na obtencédo da amostra de sangue.

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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FicHA CLINICA

Projeto de Pesquisa “Caracterizacao Bioquimica, Hem  ostatica e Molecular da Doenca Arterial

Coronariana”

| — IDENTIFICAGAO:

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| |Casadd [Separadd |[Viivol [Divorciado)

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 satde que vocé tem colesterol alto?
8.Qual o seu peso atual? Qual sua altura?

9.Vocé tem diabetes?

10.Vocé ja teve Sindrome Coronariana Aguda? (quando? ) com Supra ST?
INao| [Sim|  [N&o se aplical

11.Voceé 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 [N&d [Sim| [N&o se aplical
- Anticoagulantes orais
- Antiagregante Plaquetario

- Outros medicamentos:
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[l — HISTORIA FAMILIAR:

1.Etnia: |Caucasiano| |Mestico (mulato, pardo) Negro| [indio]  |Asiaticol

[Outros Mesticos|

2.Seu pai tem/tinha alguma doenca? (Qual? )

3.Sua mae tem/tinha alguma doenca? (Qual? )

4. Algum filho seu tem alguma doenca? [N&o| [N&o se aplica] [Sim|

(Qual? )

5.Existe alguma doenga presente em mais de uma pessoa de sua familia (incluindo tios, tias, primo,

av6s, sobrinhos)? (Qual e membros

afetados? )

IV — ANGIOGRAFIA CORONARIANA

1. Coronarias angiograficamente normais.

2. Ateromatose leve.

3. Ateromatose moderada.

4. Ateromatose grave: ____ Uniarterial
_____ Biarterial

Triarterial ou mais

Descendente anterior:

Observacéo:

Médico responsavel

(carimbo e assinatura)
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Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes
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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
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Baixar livros de Geografia
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