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RESUMO

Base teérica - A fisiopatologia da reestenose coronaria pos angioplastia estd relacionada
ao aumento da produgdo de matriz extracelular, proliferacdo celular e alteragbes
morfolégicas da parede do vaso, proporcionadas principalmente por células musculares
lisas e macrofagos. Embora as citocinas sejam proteinas fundamentais na regulagdo destas
fungdes e estejam presentes nas placas reestenéticas, sua exata importancia ac longo deste
processo permanece indefinida, principalmente pela falta de um método capaz de sua
avaliagdo seqiiencial. Neste estudo, testamos a hipotese de que pacientes com reestenose
coronaria pos-angioplastia apresentam aumento da atividade imunoinflamatéria plasmatica
atraveés da mensuragdo de marcadores circulantes pelo método de ELISA.

Objetivo - Comparar a expressio de interleucina 1-beta (IL-1B), receptor soluvel da
interleucina-2 (rs-IL 2), fator de necrose tumoral alfa (TNFa) e receptores soluveis I e 11
do fator de necrose tumoral alfa (rs I-TNFa e rs II-TNFa) no sangue periférico de
pacientes com lesdes reestenoticas, lesdes ateroscleroticas primarias e individuos normais.
Métodos - Foram estudados 11 pacientes com reestenose coronaria pos-angioplastia e 10
pacientes com aterosclerose primaria encaminhados para cineangiocoronariografia. Dez
individuos normais sem cardiopatia isquémica ou fatores de risco foram utilizados como
grupo controle. As amostras de sangue foram coletadas imediatamente antes da
cineangiocoronariografia, processadas e as concentragdes plasmaticas do rs-IL 2, TNFa,
rs-I TNFa, rs-II TNFa e IL-1B analisadas pelo método de ELISA. Os niveis de cada
grupo foram comparados por analise de varidncia (ANOVA), sendo utilizado o método de
Scheffé para analise das diferengas entre os subgrupos.

Resultados - Nio houve diferenca quanto a idade, sexo, presenca de fatores de risco para
cardiopatia isquémica e aspectos de tratamento entre os dois grupos de pacientes. Os

pacientes com reestenose coronaria apresentaram cardiopatia isquémica mais grave, ja que



tinham maior nimero de vasos comprometidos e também apresentaram o ultimo episodio
de angina ha menos tempo do que os pacientes com aterosclerose primaria. Os niveis
plasmaticos do rs-IL 2 foram significativamente mais elevados nos pacientes com
reestenose coronaria (1640 + 576 pg/ml) do que nos nos individuos normais (796 = 470
pg/ml), mas inferiores aqueles dos pacientes com aterosclerose primaria (2283 + 542
pg/ml) (p<0.05). Os niveis dos receptores do TNFo e do TNFa dos pacientes com
reestenose coronaria (rs-I TNFo=1021 + 108 pg/ml; rs-Il TNFo=2267 + 447 pg/ml; TNF
=0 pg/ml [0-2.8 pg/ml]) ndo foram diferentes dos individuos normais (rs-I TNFo= 888 +
162 pg/ml, rs-Il TNFo=2123 * 345, TNFa=0 pg/ml [0-0.3 pg/ml] ) mas foram
significativamente menores do que aqueles dos pacientes com aterosclerose primaria (rs-I
TNFa= 1223 + 194 pg/ml; rs-II TNFo= 2958 + 716 pg/ml, TNFo= 0.65 pg/ml [0-3.0
pg/ml]) (p<0.05 para todas as diferengas). Os niveis de IL-1B foram indetectaveis em
todos os individuos. Nao houve correlagdo entre a gravidade da cardiopatia isquémica, a
proximidade da angina ou a idade e os niveis de cada marcador.
Conclusées - Os pacientes com reestenose coronaria poés-angioplastia apresentam
aumento do rs-IL 2, mas ndo do TNFa ou de seus receptores soliveis quando
comparados com individuos normais. Os pacientes com aterosclerose primaria apresentam
aumento de todos estes marcadores quando comparados tanto com individuos normais
quanto com oS pacientes com reestenose coronaria. Estes resultados indicam ativagdo
linfocitaria moderada nos pacientes com reestenose coronaria pos-angioplastia e atividade

imunoinflamatoria mais intensa nos pacientes com aterosclerose primaria.



ABSTRACT

Background - Overproduction of extracellular matrix, cellular proliferative events and
morphologic remodelling of vessel wall, derived mainly from inapropriate activity of
smooth muscle cells and macrophages, are key features in the pathophysiology of
restenosis post coronary angioplasty. Several cytokines are known to be involved in the
regulation of those cell functions but their exact role in the overall process remains to be
defined, due to the lack of a method capable of sequential assessment over time. In this
study, we sought to investigate the levels of circulating markers of immunoinflamatory
activity in patients with restenosis, to test the hypothesis that they are elevated when
compared with patients with primary atherosclerosis and healthy volunteers.

Objective - To compare the expression of interleukin 2 soluble receptor (sr-IL2), tumour
necrosis factor (TNFa), soluble receptor I and II of tumour necrosis factor (sr-I TNFo
and sr-II TNFo) and interleukin 1 beta (IL-1B) in periferic blood of patients with
restenosis, primary atherosclerosis and healthy volunteers.

Methods - Eleven patients with coronary restenosis post angioplasty and 10 patients with
primary atherosclerosis referred for coronary arteriography were studied. Ten normal
volunteers without coronary artery disease or risk factors for its presence served as
controls. Blood samples were drawn and processed immediately before coronary
arteriography and plasmatic concentrations of ¢i-IL2, TNFa, sr-I TNFa, sr-II TNFa and
IL-1p were analised by an ELISA method. Results were compared by ANOVA.

Results - There were no significant differences in age, sex, risk factors for coronary artery
disease and treatment in both groups of patients. The group of patients with coronary
restenosis had more vessels involved in angiography and shorter time between the last
episode of angina and blood sampling. Plasmatic levels of sr-IL2 were significantly greater

in restenosis patients (1640 + 576 pg/ml) than normal indiviuals (796 = 470 pg/ml), but
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smaller than patients with atherosclerosis (2283 + 542 pg/ml) (p<0.05). There were no
differences between TNFa and its soluble receptors levels in coronary restenosis patients
(st-I TNFo=1021 + 108 pg/ml; sr-II TNFa=2267 + 447 pg/ml, TNFa=0 pg/ml [0-2.8
pg/ml]) and normal individuals (sr-I TNFo= 888 + 162 pg/ml; sr-II TNFa=2123 + 345,
0 pg/ml [0-0.3 pg/ml] ) but primary atherosclerosis patients displayed levels significantly
greater than both groups (sr-I TNFo= 1223 + 194 pg/ml; st-II TNFo= 2958 + 716 pg/ml,
TNFo= 0.65 pg/ml [0-3.0 pg/ml]). IL-1pB levels were undetectable in all subjects. There
was no correlation between the severity of coronary artery disease and time to last episode
of angina with the levels of each cytokine.

Conclusions - Coronary restenosis patients present greater levels of sr-IL2 but not of
TNFo or its soluble receptors when compared with normal individuals. Primary
atherosclerosis patients present greater levels of all this markers when compared with
either restenosis patients or normal individuals. These results point to moderate linfocitary
activity in coronary restenosis patients and more significant immunoinflammatory activity

in patients with primary atherosclerosis.
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1.INTRODUCAO

A reestenose € a principal limitagdo da angioplastia coronaria, ocorrendo em até
50 % dos casos e provocando morbidade e custo importantes (1). A maioria das
estratégias utilizadas até o momento para sua prevengdo ou tratamento ndo foram
completamente eficazes. Mesmo que algumas intervengdes, como o uso de endopréteses
coronarias ("stents") (2-4), anticorpo c7e3 (5), angiopeptina (6), trapidil (7), tranilast (8) e
probucol (9) tenham sido capazes de diminuir sua incidéncia, esta permanece alta. A falta
de uma solugdio para este problema reflete importantes limitagbes da pesquisa e o
desconhecimento de varios aspectos da resposta vascular apos o trauma do procedimento
(10-12).

Um dos maiores avangos dos ultimos anos na area da biologia vascular foi o
reconhecimento da existéncia de um processo imunoinflamatério localizado na parede do
vaso e da importancia das citocinas e fatores de crescimento na sua regulagdo (13,14).
Baseado neste conceito, Libby e colaboradores (15) propuseram um novo modelo para o
entendimento da reestenose coronaria, chamado de modelo em cascata da reestenose.
Assim, a trombose local aguda, a coagulagio sangiiinea e/ou a lesio mecéanica provocadas
pela angioplastia inicialmente ativariam a expressdo génica de citocinas pelos macrofagos e
células musculares lisas residentes na placa. Esta resposta inicial provocaria uma segunda
onda de produgdo de citocinas e fatores de crescimento por estas células e também por
leucocitos recrutados, e assim por diante, estabelecendo uma resposta autoestimulativa
prolongada.

Diversos achados sustentam esta hipotese. Macrofagos, células musculares lisas,
células endoteliais e linfocitos T sdio capazes de produzir citocinas e fatores de

crescimento (15). Apos a angioplastia, os principais estimulos responsaveis pela produgédo



destas substancias seriam a trombina, produtos da coagulacdo, lesdo vascular e as proprias
citocinas ja produzidas (16). Além disto, varios grupos demonstraram que indices
inflamatorios avaliados antes da angioplastia sdo fatores preditivos de reestenose,
sugerindo que pacientes com lesdes com maior componente inflamatorio seriam mais
suscetiveis a desenvolver o problema (17-21). Clausell e colaboradores (22) também
relataram aumento do fator de necrose tumoral alfa (TNFa) em placas reestenoticas
quando comparadas a lesdes primarias e Rozek e colaboradores (23) identificaram
aumento da proteina quimioatractante para mondcitos em lesdes reestenoticas,
demonstrando que as citocinas estdo envolvidas na fisiopatologia da fase aguda e da
evolugdo da reestenose.

No entanto, a melhor caracterizagdo dos fendomenos imunoinflamatorios que
ocorrem no processo da reestenose coronaria € ainda um importante objetivo a ser
perseguido para seu melhor entendimento. A analise de espécimes de aterectomia
coronaria proporcionou uma oportunidade unica para o estudo "in vivo" das
caracteristicas  histopatologicas e dos componentes imunoinflamatorios da placa
reestendtica. No entanto, esta € uma técnica de revascularizagdo percutdnea em desuso
atualmente, depois de ensaios clinicos randomizados terem demonstrado que ndo
proporciona melhores resultados clinicos que a angioplastia coronaria convencional
(24,25). O uso de modelos animais para o estudo da reestenose também apresenta
importantes limitagdes. Diferengas significativas na composi¢ao e extensdo da proliferagdo
neointimal e do remodelamento vascular, da natureza e extensdo da lesdo arterial
provocada, do metabolismo lipidico e de drogas e da atividade dos sistemas de coagulacdo
e fibrinoliticos entre os animais estudados e os seres humanos seriam as principais causas
(11). Além disso, varias drogas que se mostraram eficazes em diminuir a reestenose em
modelos experimentais ndo proporcionaram a mesma resposta em ensaios clinicos

randomizados realizados em seres humanos (26,27). A avaliacdo da atividade



imunoinflamatoria através da dosagem de citocinas produzidas por células estimuladas
apos cultura em meio apropriado tem suscitado interesse e ja foi utilizada em varios
estudos (17,28,29). No entanto, ¢ uma técnica dispendiosa, de dificil execugdo e
aplicabilidade em nosso meio, além de nio refletir o "milieu" em que se encontram as
células dentro das lesdes reestenoticas, sujeitas ao efeito de diversas citocinas regulatorias
e fatores de crescimento.

Recentemente, analisamos o perfil imunoinflamatorio de pacientes com
aterosclerose coronaria comprovada por angiografia e diferentes sindromes clinicas
através da dosagem de citocinas e de seus receptores soluveis no sangue periférico e do
seio coronario pelo método de ensaio imunoabsorvente ligado a enzima (ELISA) (30).
Esta metodologia também foi utilizada por varios outros grupos no estudo de pacientes
com aterosclerose coronaria e parece ser capaz de identificar alteracdes de marcadores
circulantes que representem a atividade imunoinflamatoria intraplaca (31-36). Se aplicada
ao estudo da reestenose, poderia constituir-se em um método barato, facil, sem risco
maior para os pacientes e capaz de ser repetido diversas vezes ao longo do tempo. Desta
forma, conduzimos um estudo transversal para testar a hipotese de que pacientes com
reestenose coronaria pos angioplastia apresentam atividade imunoinflamatoéria plasmatica
significativamente aumentada quando comparados com individuos normais e pacientes
com aterosclerose primaria, conforme avaliada por marcadores circulantes medidos pelo
método de ELISA. Os objetivos do estudo foram quantificar a expressdo de interleucina
1-beta (IL-1f), do receptor soluvel da interleucina-2 (rs-IL 2) e do TNFx e de seus
receptores soliveis I e II (rs-I TNFc« e rs-1I TNFoc) no sangue periférico de pacientes com

lesdes reestendticas, lesdes aterosclerdticas primarias e individuos normais.



2.REVISAO DA LITERATURA

2.1.Reestenose coronaria-

2.1.1. Definigdo -

A reestenose coronaria tem tradicionalmente sido um diagnéstico angiografico, e a
definicdo mais usada é uma estenose maior do que 50 % na angiografia de controle (37-
39). Embora seja geralmente secundaria a respostas celulares adversas com formagéo
excessiva de camada neointima e/ou remodelamento vascular desfavoravel, alteragdes
agudas ou subagudas inerentes ao procedimento também podem contribuir decisivamente
para a recidiva da lesdo. As mais importantes sdo retragdo elastica (39), persisténcia de

lesdo residual (40), vasoespasmo (41) e trombose (42).

2.1.2. Mecanismos da angioplastia, trombose e respostas reparadoras iniciais da
parede vascular -

A insuflagdo do cateter baldo provoca denudagdio endotelial, redistribuigdo e
compressdo da placa, laceragGes, dissecgdo da camada média e estiramento da parede
arterial (37). Como conseqiiéncia destas alteragdes, plaquetas aderem-se a superficie
subendotelial exposta, formando-se um trombo fino e transitorio, geralmente néo oclusivo
e que permanece varios dias até que ocorra a reendotelizagio (43,44). E importante
salientar que algumas placas podem ja apresentar trombos incorporados ou sobrepostos
antes da angioplastia. Em decorréncia do estimulo mecénico, da trombina, de fatores de
coagulagdo, das citocinas e de fatores de crescimento, observa-se ativagdo de diversas
células vasculares e leucdcitos (41), com produgdo de mais mediadores por todas estas

células e expressio de moléculas de adesdo na sua superficie (15,28). Leucdcitos



circulantes (monocitos, linfocitos T, neutrofilos) interagem com a parede vascular através
de receptores de membrana, podendo aderir-se a superficie subendotelial e migrar para o
interior da parede do vaso (39,45). Os radicais livres também parecem estar envolvidos,
sendo gerados principalmente por leucocitos polimorfonucleares e podendo contribuir
para a proliferagdo muscular lisa e resposta inflamatoria através da liberagao de citocinas

(46).

2.1.3. Células musculares lisas -

Apos as respostas vasculares iniciais provocadas pela dilatagdo do baldo, as células
musculares lisas desempenham um papel fundamental na evolugio fisiopatologica. Uma
parcela significativa do conhecimento sobre a evolucgio temporal dos fenomenos celulares
apos a angioplastia deriva de estudos em modelos experimentais com ratos, embora
recentemente modelos que mais se aproximam da patobiologia vascular humana
(41,44,47) e estudos patologicos longitudinais com espécimes de aterectomia (48) tenham
sido disponiveis. A principal fung@io destas células em estado basal € a contragio celular,
com pouca ou nenhuma atividade secretoria, migratéria ou proliferativa (fenétipo
contratil). Apos a angioplastia, os diversos estimulos ja citados (trombina, citocinas,
fatores de crescimento, estimulo mecanico) provocam sua ativagdo, com aumento de
volume e da capacidade de secregdo, proliferagdo e migragdo (fenodtipo sintético)(49).
Como estes estimulos ndo sdo exclusivos do processo da reestenose coronaria, algumas
lesdes ateroscleroticas primarias apresentam células musculares lisas ja ativadas pela
doenga basica (50).

Classicamente, o comportamento das células musculares lisas logo apos a
angioplastia foi dividido em 3 fases (41,51). A primeira ¢ caracterizada pela proliferagio
de células da camada média, durando até dez dias e mediada pelo fator de crescimento de

fibroblastos (41,49). A segunda fase constitui-se na migra¢do das células musculares lisas



da camada média para a intima através da lamina elastica interna. Os principais mediadores
da capacidade migratoria das células musculares lisas sdo o fator de crescimento derivado
de plaquetas (homodimero BB) (41,42,52), a produgdo de metaloproteinases que induzem
e regulam a digestdo da matriz extracelular para a movimentagdo da célula através dela
(41) e a expressdo de receptores de adesdo na superficie celular (integrinas) para interagio
com seus correspondentes (ligandinas) nas proteinas da matriz extracelular (53). Alguns
componentes da matriz (fibronectina, vitronectina) estimulam a migragao celular enquanto
outros a inibem (laminina, colageno, heparina) (52). A terceira fase seria a proliferacdo das
células musculares lisas que agora encontram-se na camada intima e a secre¢do de matriz

extracelular (41).

2.1.4. Matriz extracelular -

A intensidade da produgio e a constituicdo da matriz extracelular que € produzida
pelas células musculares lisas sdo determinantes fundamentais no volume final de
neointima a ser formada (54). As proteoglicanas sdo o principal componente nos primeiros
seis meses, sendo que a produgdo de colageno intensifica-se a partir deste momento para
tornar-se o principal componente da matriz apos (48). A elastina, o versican e o
hialuronato também s3o importantes, sendo que estes Ultimos podem absorver agua e
provocar edema da neointima. Este aumento do volume € observado nos primeiros dois
meses, sendo que apods este periodo inicia-se 0 processo de cicatriza¢do, que completa-se
em aproximadamente seis meses (48).

Além de produzir as substancias que formam a matriz, as células musculares lisas
tém também a capacidade de produzir metaloproteinases (colagenase intersticial,
estromalisina e gelatinases), que sdo enzimas capazes de digerir a matriz formada. Por
outro lado, na propria matriz estdo também presentes substéncias que inibem a atividade

destas metaloproteinases - os chamados inibidores teciduais das metaloproteinases (TIMP)



(55). Assim, a quantidade final de matriz depende de um delicado balango entre estes dois
fatores. As proprias células musculares lisas ativadas que encontram-se na neointima tém a
tendéncia a produzirem mais matriz € menos metaloproteinases (55). O TGF-§ (fator
transformador de crescimento beta) também ¢é importante na regulagdo da producdo da
matriz (56,57). Além disso, a producdo esta também regulada através de interagdes entre
as células musculares lisas e as proteinas da matriz, pelas integrinas de membrana e
ligandinas ja citadas. Um outro aspecto importante, ¢ que a matriz formada parece
interferir em mudangas na transcrigdo génica necessarias para alteragdes na regulacdo de

proliferagdo, apoptose e diferenciagdo das células musculares lisas (10).

2.1.5. Neointima -

A neointima ¢é entdo composta principalmente por células musculares lisas e a
matriz extracelular por elas produzida, embora observe-se também a presenca de
macrofagos e linfocitos T, quando avaliada em espécimes de aterectomia (48). A
importancia da contribui¢do da proliferagao das células musculares lisas ¢ da produgio de
matriz extracelular por estas para a formagdo da neointima tém sido tema de intensa
controvérsia (58-60), mas a tendéncia atual parece ser de considerar que a produg@o de
matriz desempenhe um papel mais importante do que o numero de células musculares lisas
presentes (12,42). Recentemente, a importdncia da apoptose para a regulacdo da
proliferagio celular também foi ressaltada (61).

O volume final da neointima parece estar relacionado a profundidade e extensao do
dano vascular, extensdo do denudamento endotelial provocado e caracteristicas prévias da
placa (50,62,63). Sua formagdo inicia-se logo apés a angioplastia, mas o pico de sua
producio ocorre entre o primeiro e o terceiro més. Entre o terceiro e o sexto més torna-se
quiescente e estabiliza ou regride 6 meses apos a intervencdo (40,64). O término da

producdo de neointima esta associado com o retorno das células musculares lisas ao



fendtipo contratil, mas as razbes para isto ndo estdo claras. As hipoteses apresentadas
seriam uma inibicao das células musculares lisas pelo endotélio regenerado ou pela matriz
por elas produzida (42,65). Outros autores sugerem que o remodelamento favoravel
poderia proporcionar uma diminui¢do da tensdo da parede e estabilizagio das forgas
hemodindmicas, e, na auséncia de estimulo mecanico, as células musculares lisas deixariam
de produzir a matriz extracelular (66). Além do retorno das células musculares lisas ao
fenétipo contratil, seis meses apos a angioplastia pode-se observar que a matriz torna-se
mais densa e com mais colageno, sendo que apds dois anos ndo € mais possivel a

identificagdo histologica do local onde foi feita a dilatagdo (42).

2.1.6. Remodelamento vascular -

Além da formagdo da camada neointima, a parede vascular danificada pelo baldo
sofre uma outra alteracdo denominada de remodelamento vascular (12). Este conceito foi
introduzido por Glagov e colaboradores (67), que demonstraram que artérias com
aterosclerose leve a moderada desenvolviam um aumento do didmetro do vaso para
compensar o estreitamento luminal provocado pela placa. Estudos em seres humanos (68-
71) e em modelos experimentais (44,47,72) tém demonstrado sua importancia no processo
da reestenose coronaria. Estes e outros autores tém sugerido que a reestenose coronaria
decorra da falha deste remodelamento compensatorio normal, com a artéria mantendo seu
didmetro ou mesmo diminuindo-o apos a angioplastia. A observagdo de que a intensidade
da rea¢do neointimal correlaciona-se com o grau de injuria vascular provocado (42,62),
mas n3o com a reestenose coronaria (47,72,73) sustenta esta hipotese. Tanto a camada
meédia quanto a adventicia estdo envolvidas no fendmeno do remodelamento, mas esta
ultima parece ser particularmente importante na formacdo de fibrose de retragdo cronica
ou no alargamento da area total do vaso (68,71). A a¢do das forgas hemodinamicas e

mecanicas derivadas de alteragdes do fluxo local e do estresse sobre a parede vascular



parecem ser importantes neste processo (12,66). Os mecanismos celulares e moleculares
envolvidos poderiam estar relacionados a defeitos na producio e degradagdo de matriz

extracelular por células musculares lisas e macréfagos (12).

2.1.7. Neointima e remodelamento -

A importancia relativa de cada uma destas duas alteragdes ainda € objeto de
disputa (41,47,71,74,75), mas provavelmente varie conforme as caracteristicas clinicas, da
lesio e do procedimento de cada paciente (44). Em relagdo ao curso temporal, as
alteragOes decorrentes do remodelamento vascular parecem ter uma evolugdo diferente da
reacdo neointimal, mas este aspecto € menos estudado (69,70). Cinco meses apos a
angioplastia, 20 a 25 % dos pacientes podem apresentar aumento tardio da area seccional

transversa, com dilatagdo do vaso neste periodo (68).

2.2 Citocinas -

Citocinas sdo polipetideos ou glicoproteinas de baixo peso molecular secretadas
por linfocitos, monocitos/macrofagos, células endoteliais, fibroblastos, células musculares
lisas e outras, envolvidas na regulagdo da imunidade, inflamagdo e reparo tecidual (76).
Tém geralmente efeito autdcrino e/ou pardcrino, embora também possa ocorrer efeito
endocrino. Kelso € de opinido que a maioria das citocinas, particularmente as linfocinas,
agem primariamente como mediadores locais na jungado entre a célula produtora e a célula
que apresenta o estimulo antigénico (77). Diversos mecanismos como a ocorréncia de
sinergias, cascatas e regulacdo de receptores agem para amplificar as respostas biologicas
as citocinas. Por outro lado, a ocorréncia de controles de retroalimentagdo negativa e

antagonismos s3o importantes para regulagdo de seus efeitos (76). Em situagdo basal, a



producdo de citocinas € pequena, ja que ndo sdo armazenadas dentro das células sob
forma de precursores, necessitam de novos genes para transcri¢do e translacdo e seus
RNAs mensageiros sio labeis (76). Outros efeitos comuns as citocinas sdo a produgio em
resposta a estimulagio antigénica, a capacidade de produzir o mesmo efeito em diferentes
células efetoras (pleiotropismo) e o fato de que diversas citocinas possuem o mesmo efeito
em uma célula efetora (redundancia) (77).

Para exercer suas propriedades biologicas, as citocinas devem estimular receptores
especificos. Com excegdo da IL-1PB, do TNFa e do interferon, cada citocina liga-se
somente a um receptor € ndo compete para ligagdo com outros; as afinidades de ligagdo
sdo geralmente altas e existem poucos receptores por célula (100 a 1000), que ndo
necessitam ser ocupados em sua totalidade para que ocorra o efeito biologico (77). A agio
das citocinas geralmente se faz através de segundos mensageiros intracelulares (76). Neste
aspecto, também € importante considerar o papel dos receptores na regulagio da atividade
biologica, ja que podem ser observadas diferengas no processamento do sinal entre

receptores para uma mesma citocina localizados em células diferentes (77).

2.3.Citocinas especificas -

Até o momento, foram identificadas muis de doze interleucinas, que juntamente
com os fatores de necrose tumoral alfa e beta, fatores de estimulacéo de crescimento de
colonia de macrofagos, interferon alfa e gama e outros formam uma lista de mais de duas
dezenas de citocinas. Nesta revisdo, analisaremos aspectos estruturais, mecanismo de
acdo, efeitos e formagdo do TNFq, interleucina 2 (IL-2) e IL-1P. A decisdo em estudar
especificamente estas citocinas deveu-se as diversas evidéncias ja obtidas em relagdo a sua

importancia nos fendmenos envolvidos na reestenose coronaria (17,22,78).
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2.3.1. TNFa -

O TNFo é um trimero conico de 17 kilodaltons (kd) com trés subunidades
idénticas e estreitamente associadas (79). O TNF-beta apresenta homologia de 30 % em
nivel de aminoacidos e pode ligar-se a0 mesmo receptor celular do TNFa. Esta citocina ¢
produzida principalmente por macrofagos ativados, mas também por células musculares
lisas, fibroblastos, células T e outras (14). Os efeitos gerais do TNFo sdo inducéo de febre
e formagio de proteinas de fase aguda, atividade antitumorigénica, estimulagdo de
hematopoiese e aumento da reabsor¢do oOssea (79). Esta associado & caquexia e
desempenha um papel importante na fisiopatologia de diversas doengas, como choque
séptico, doengas inflamatorias e neoplasias (80-85).

Suas agdes celulares caracterizam-se por pleiotropismo importante e estreita
interagdo com IL-1f. Ativa multiplas vias de transdugdo de sinais, induzindo ou
suprimindo a expressdo de um grande numero de genes, incluindo fatores de crescimento,
citocinas, fatores transcripcionais e mediadores inflamatorios (79). Especificamente,
promove crescimento, ativagdo citotoxica e estimulacdo da sintese de citocinas e
imunoglobulinas de células T, células B, monocitos e fibroblastos (77). Estimula
citotoxicidade e fagocitose de neutrofilos, com produgdo de superdxido e outros radicais
livres por estas células (79) e também estimula a produg¢fo da forma induzivel do éxido
nitrico no coragio (86).

Apresenta varios efeitos nas células musculares lisas e endoteliais, células T e
macrofagos, com potenciais repercussdes para a patogénese do ateroma e da lesdo
reestendtica (87). O achado de que artérias normais ndo apresentam TNFa reforga sua
importdncia no processo da aterosclerose (88). Assim, esta citocina € capaz de ativar a
expressdo génica das interleucinas 1, 2, 6 e 8, do TNFa e do interferon-gama, além de
induzir a expressio da molécula de adesdio da célula vascular tipo 1 (VCAM-1), da

molécula de adesdo intercelular tipo I (ICAM-1) e da E-seletina na superficie celular
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(53,89) e induzir apoptose de diversas células presentes no ateroma (61,90). Nas células
musculares lisas, estimula a secrecdo de colagenase intersticial e estromalisina (91) e
modula a produgio de fibronectina juntamente com a IL-1p (92). Nas células endoteliais,
aumenta a adesividade plaquetaria, a coagulagio sangiiinea (76,79) e induz apoptose (90).
Em fibroblastos, modula a produgdo de metaloproteinases € dos TIMP (93). Em um
modelo de transplante cardiaco heterotopico em coelhos, o bloqueio da atividade
biologica do TNFa foi capaz de bloquear a resposta neointimal da parede do vaso,
demonstrando a importincia desta citocina neste contexto (94).

Os receptores especificos do TNFa representam um aspecto importante da sua
atividade biologica. Constituem-se em proteinas transmembrana divididas em um dominio
extra e outro intracelular, sendo que o ultimo varia mais e pode conter uma seqiiéncia
formada por 60 aminoacidos conhecida como "dominio da morte", responsavel pela
transducio intracelular do sinal da apoptose (95). Sdo identificados dois receptores, tipo I
(55 kd) e tipo II (75 kd). Embora exista consideravel sobreposi¢do entre as mensagens
intracelulares transmitidas, acredita-se que o tipo I esta mais envolvido na transducio do
sinal da apoptose e o tipo II na estimulagdo de linfocitos T (95). Os dois receptores
funcionam da seguinte maneira: a ligagdo com o TNFa torna o dominio intracelular capaz
de catalisar a formagdo de proteinas citoplasmaticas, provocando mudangas
conformacionais nestas moléculas que levam a reagdes adicionais na cascata de sinais (95).
Ambos receptores ligam-se ao TNFa com alta afinidade e ndo ha evidéncia de necessidade
de interag@o entre eles para transdugao do sinal.

Uma outra caracteristica importante dos receptores € que, apds serem estimulados,
ocorre um descolamento do dominio extracelular, que transforma-se em uma forma
solavel no plasma, que pode ou ndo estar ligada a citocina. A exata fung8o e a importancia
biologica destas formas soluveis ndo estdo esclarecidas. Sabe-se, porém, que seus niveis

circulantes correlacionam-se com a atividade do TNFa, que podem bloquear seu efeito
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quando administradas em grandes quantidades (94,96) e podem ligar-se ao TNFo
circulante formando um reservatorio da substdncia para posterior liberagio (97).
Acredita-se que os niveis circulantes dos receptores soluveis representam um marcador
confiavel da atividade biologica da citocina, ja que encontram-se aumentados em varias

condigdes onde o TNF reconhecidamente desempenha um papel importante (98-100).

232 IL-2-

A IL-2 ¢ uma glicoproteina de 15 kd, originada no cromossomo 4 (77,101). E
produzida exclusivamente por células T, sendo que o tempo de duragdo de sua sintese
pelos linfocitos ativados € curto e estreitamente regulado pela concentragdo do antigeno
(77). Para a ativagdo do linfocito, € necessario que este antigeno especifico seja
apresentado por macrofagos em associagdo com uma molécula de histocompatibilidade de
classe II (102). A IL-2 liberada pelo linfécito ativado ira ativar seus receptores especificos
na superficie de outros linfocitos, comportando-se como um fator de crescimento para
estas células e induzindo também a formagdo de outras linfocinas e ativag@o de linfocitos
citotoxicos. Além disso, age nas células T e B, "natural killers" e mondcitos, promovendo
crescimento, ativagdo citotoxica, sintese de linfocinas e imunoglobulinas (76,77,102). Seus
efeitos gerais sdo indugdo de febre e atividade antitumorigénica, estando elevada no
choque séptico, neoplasias, rejei¢ao apos transplante e doencas imunologicas (103).

Os receptores para IL-2 sdo indispensaveis para que ocorra o efeito biologico, ja
que, na sua auséncia, a citocina ndo ¢ capaz de estimular as células alvo. No entanto, os
linfocitos T expressam receptores de membrana somente apoOs sua ativagdo por
macrofagos (102) sendo esta expressio regulada por mitogenos, pela citocina
propriamente dita (77) ou por outras citocinas, como o TNFa (87). Estes receptores sdo
compostos por 3 subunidades: uma proteina de 55-kd que tem pouca afinidade pela IL-2 e

ndo € capaz de produzir resposta biologica, uma proteina de 70 kd que liga-se a uma parte
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diferente da IL-2 com afinidade diferente e pode transmitir sinal intracelular e um receptor
de alta afinidade constituido por estas duas moléculas (104). Apos a estimulagdo, uma
fracdo do receptor descola-se da membrana celular e permanece soluvel no plasma,
constituindo o rs-IL 2. A quantificagdo do rs-IL 2 no sangue fornece uma medida
laboratorial da ativagio do sistema imune "in vivo", pois correlaciona-se confiavelmente
com doengas inflamatorias autoimunes, rejei¢do poOs transplante e doengas infecciosas
especificas, sendo que niveis muito elevados sdio uma caracteristica particularmente
importante de algumas neoplasias hematoldgicas (103). Segundo Rubin e Nelson (103),
este marcador oferece a oportunidade de avaliagdo ndo-invasiva, confiavel e rapida da
atividade da doenga, resposta a terapia e prognostico em um amplo espectro de condi¢des

associadas com ativagdo linfocitana.

2.3.3. IL-18-

A IL-1B é uma molécula tetrahédrica com uma massa molecular de 17 kd, ndo
possui cadeia de carbohidrato associada e origina-se no cromossomo 2 (77). Apresenta 30
% de homogeneidade com a IL-1 alfa e reatividade biologica cruzada. E produzida
inicialmente como um precursor maior sem atividade biologica (101), principalmente por
macrofagos, mas também por células endoteliais, musculares lisas e fibroblastos (14,105).

Os efeitos gerais da IL-1p sdo indugdo de febre, formagdo de proteinas de fase
aguda, reabsor¢do Ossea, atividade antitumor.génica, estimulagio da hematopoiese e
caquexia (102). Suas agOes celulares sdo bastante semelhantes as do TNF, sendo que as
duas citocinas sdo capazes de estimular sua propria produgio e a da outra. Em relagio a
estas, estimula a sintese de prostaglandinas por diversas células da parede vascular (106),
a secregdo de colagenase intersticial e estromalisina pelas células musculares lisas (91) e a
secrecdo de fator de crescimento de fibroblastos e fator de crescimento derivado de

plaquetas com conseqiiente proliferacdo daquelas (13,15). Promove crescimento de
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fibroblastos e células endoteliais (106), induz a expressio de moléculas de adesdo (E-
seletina, VCAM-1,ICAM-1)(53,107) e promove ativacdo do endotélio (14,76). Regula
varios aspectos da fungio dos linfocitos T, assim como sua ativagio funcional (101) e
esta envolvida na ativagdo de células musculares lisas através da ICAM-1 (108). Sua
presenga na aterosclerose em humanos ja foi demonstrada em diversos estudos
(105,109,110).

Apresenta dois receptores de membrana, que nio sio tdo bem estudados quanto
aqueles da rs-IL 2 e do TNFq, de maneira que formas soluveis nfio sdo passiveis de
mensurago na circulagdo. Possui também um antagonista endégeno (IL-RA), cuja funcéo

e importéncia bioldgica também ainda nio estdo suficientemente esclarecidas (110).

2.4. Importincia das citocinas na fisiopatologia da reestenose coronaria pos

angioplastia -

Existem diversas evidéncias indiretas e diretas de que as citocinas e a atividade
imunoinflamatoria por elas mediada desempenham um papel importante na fisiopatologia
da reestenose coronaria pos-angioplastia. As evidéncias indiretas sdo mais numerosas e
derivadas de estudos em aterosclerose e do fato de que diversas células envolvidas na
reestenose sao capazes de produzir citocinas e de que estas citocinas seriam capazes de
mediar fungdes celulares envolvidas na reestenose, embora isto ndo tenha sido
comprovado especificamente neste contexto. Evidéncias diretas seriam as demonstragdes
de que estas substancias estdo presentes nas lesdes reestenoticas, de que mecanismos
fisiopatologicos responsaveis pela reestenose sdo devidos a agio das citocinas e de que o

bloqueio de sua atividade é capaz de inibir o processo da reestenose.
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Em relagdo as evidéncias indiretas, € importante considerar que ja estd
consistentemente demonstrado que os fenomenos imunoinflamatorios sdo responsaveis
pela instabilizagdo e talvez pela regulacdo da formacdo de lesGes aterosclerdticas (110-
112). A questdio a ser analisada ¢ se seria possivel extrapolar os achados de estudos em
aterosclerose primaria para o ambito do processo da reestenose coronaria. Isto nos remete
a um problema de defini¢do, pois Libby e colaboradores (15) tém sugerido que a
reestenose coronaria seria uma forma de aterosclerose acelerada, enquanto que Falk e
Nobuyoshi (42) acreditam que os dois processos apresentem diferengas importantes e
sejam duas condi¢des distintas. O seguinte comentario de Davies e Woolf (113) resume
nosso ponto de vista sobre esta questdo: " Proliferacdo de células musculares lisas da
intima ndo é aterosclerose. Proliferag¢do muscular lisa é uma resposta geral a lesdo pela
parede arterial e ocorre na aterosclerose. No entanto, ndo é unica ou especifica para
aterosclerose. Muitos modelos animais de doenga arterial tém sido criados nos quais a
lesdo vascular é induzida por baldo intraluminal ou compressdo externa. Uma
proliferacdo muscular lisa intimal ocorre e simula um dos componentes da placa
aterosclerdtica humana. Estenose pos angioplastia em humanos é um exemplo de tal
resposta a lesdo por um vaso aterosclerdtico, mas a lesdo criada é diferente de uma
placa humana.” Enquanto que estes autores analisam com precisio a questdo da
hiperplasia intimal, o aspecto do remodelamento vascular, uma caracteristica mais
recentemente evidenciada da reestenose e presente também na aterosclerose, nio €
contemplado. De qualquer forma, por maior semelhanga que exista entre as duas
condi¢Bes, as diferengas sdo indubitavelmente significativas e implicam em cautela na
extrapolagdo de dados entre uma e outra doenga. Qutra das evidéncias indiretas da
importancia das citocinas na fisiopatologia da reestenose € o fato de que todas as células
envolvidas na patobiologia da parede vascular sdo capazes de produzir citocinas. Assim,

os macrofagos sdo as maiores fontes de TNFa e IL-1B (77), as células musculares lisas e
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endoteliais também podem produzir estas duas citocinas e terem suas fungdes reguladas
por elas (106) e os linfocitos T sdo a maior fonte e células alvo da interleucina 2 (103).
Em relacdo a mecanismos envolvidos na fisiopatologia da reestenose que podem ser
mediados ou regulados pela agdo das citocinas, embora isto ndo tenha sido comprovado
especificamente neste contexto, podemos citar os seguintes. O TNFa € capaz de aumentar
a degradagdo da matriz extracelular tanto por aumentar a producdo de metaloproteinases
quanto por diminuir a atividade dos TIMP (93), podendo estar implicado na fisiopatologia
do remodelamento vascular. A regulagdo da digestdo e produgdo da matriz também é
importante para a migracdo de células musculares lisas, juntamente com a expressdo de
integrinas de superficie, que s3o mediadas por IL-1f (108). Lesdes reestenoticas
apresentam frequentemente evidéncias de apoptose, que poderia servir como um
mecanismo regulatoério para proliferagdo celular (61). Na aterosclerose primaria este
fendmeno € modulado pela IL-1 (114) e talvez pelo TNFa , ja que esta citocina
apresenta estreita interagdo com a IL-1p e € um dos principais mediadores de apoptose
(90,95). Em um modelo experimental de formag@o de neointima semelhante a reestenose,
Molossi e colaboradores e Clausell e colaboradores demonstraram que o TNFo e a IL-1§
aumentam o infiltrado inflamatorio, a secre¢do de proteinas da matriz extracelular, a
expressido de moléculas de adesdo vasculares e a formacao de neointima (92,115,116).
Além do exposto, diversos outros achados sao evidéncias cientificas diretas de que
a atividade imunoinflamatoria € um mecanismo fisiopatologico importante na reestenose
coronaria pos angioplastia. Em primeiro lugar, Clausell e colaboradores (22) e Rozek e
colaboradores (23) verificaram que o TNFa e a proteina quimioatractante de mondcitos
estdo presentes em concentragdes elevadas nas lesdes reestenodticas de seres humanos,
através de estudos com espécimes de aterectomia. Em segundo lugar, varios estudos
demonstraram que atividade imunoinflamatoria importante ocorre imediatamente ap6s a

angioplastia. Assim, foi demonstrada ativagdo de neutrofilos e de plaquetas através da
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expressdo de receptores de superficie nestas células e identificada a superficie vascular
lesada como fonte desta ativagdo, bem como observado aumento dos niveis plasmaticos
de moléculas de adesdo e enzimas proteoliticas imediatamente apos a angioplastia
coronaria em seres humanos (117-120). Em terceiro lugar, sabe-se que indices
imunoinflamatorios sio preditivos de reestenose, implicando estes fendmenos como
importantes pelo menos nas fases iniciais do processo. Assim, o conteido de macrofagos
e/ou de células espumosas presentes na lesdo a ser dilatada (20,21), as concentragdes
séricas de proteina C reativa e interleucina 6 (18,19) e a secrecio estimulada de IL-1f em
mondcitos "in vitro" foram associadas com maior incidéncia de reestenose coronaria (17).
Por 1ltimo, a inibigio de um dos mecanismos fisiopatologicos importantes para a
reestenose coronaria através do bloqueio da ag¢@o das citocinas ou a reproducgio destes
através de sua administragio também constitui-se em uma evidéncia direta de seu papel
nesta condi¢do. Assim, Clausell e colaboradores demonstraram que a administragdo de
doses farmacologicas de receptores soliveis de TNFo em um modelo experimental de
transplante cardiaco heterotopico em coelhos diminuiu a formagdo de neointima (94) e
Shimokawa e associados (121) demonstraram que a administragdo de IL-10 a artérias
coronarias porcinas foi capaz de produzir hiperplasia intimal e respostas vasoespasticas.
Em resumo, diversas evidéncias cientificas consistentes indicam que as citocinas e
os fendmenos imunoinflamatorios por elas mediados desempenham um papel significativo

na fisiopatologia da reestenose coronaria pos argioplastia.
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3. HIPOTESE

Os pacientes portadores de reestenose coronaria pos angioplastia apresentam
ativagdo imunoinflamatéria no sangue periférico mais importante do que pacientes com
aterosclerose primaria e individuos normais, possivelmente devido a maior expressdo de

citocinas da lesdo.

4. OBJETIVOS

Quantificar por método imunoabsorvente a expressdo de IL-1f, rs-IL 2, TNFq, rs
I-TNFa e rs II-TNFo no sangue periférico de pacientes com lesdes reestenoticas, lesdes

ateroscleroticas primarias e individuos normais.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. Delineamento -

O estudo foi realizado com delineamento transversal controlado e prospectivo.
Foram estudados pacientes portadores de reestenose coronaria pos angioplastia, pacientes
com aterosclerose primaria sem realizagdo de angioplastia coronaria prévia e um grupo

controle composto de individuos normais.

5.2. Amostra -

A amostra foi selecionada a partir de pacientes encaminhados por seu médico
assistente para realizagdo de cineangiocoronariografia ou procedimento hemodindmico
intervencionista (angioplastia coronaria, colocagido de " stent " intracoronario ou outras
técnicas) no Laboratério de Hemodinamica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre. Os
pacientes foram incluidos de maneira consecutiva, desde que preenchidos os critérios de
inclusdo e exclusio e de acordo com a disponibilidade do autor. O periodo da inclusdo dos
pacientes no estudo foi de Julho de 1996 a Janeiro de 1997.

Os critérios de inclusdo para o grupo de pacientes com reestenose coronaria foram
os seguintes: reestenose coronaria poOs angioplastia realizada nos ultimos 12 meses,
estenose corondria com pelo menos 50 % de obstru¢do da luz do vaso no local da
angioplastia realizada previamente (38), assinatura do termo de consentimento pos
informagio (Anexos 1 e 2) e angina instavel IB, IIB ou ITIB segundo a classificagdo de

Braunwald (122). Em relagio a este Gltimo critério, no inicio do estudo foram incluidos
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somente pacientes com angina instavel ¢ dor em repouso. Como verificou-se pouca
disponibilidade de pacientes com reestenose coronaria € esta apresentagdo clinica em
nosso servico, foram também admitidos trés pacientes com angina estavel € um paciente
com angina instavel sem dor em repouso neste grupo.

Os critérios de inclusdo para o grupo de pacientes com aterosclerose primaria
foram os seguintes: aterosclerose coronaria significativa (presenga de pelo menos uma
lesdo com estenose de no minimo 70 % em uma artéria coronaria), angina instavel com
dor em repouso (classificagdo IB, IIB ou IIIB de Braunwald (122)) e assinatura do termo
de consentimento pos informagio (Anexos 1 € 2).

Individuos normais foram utilizados como grupo controle. Os critérios de inclusao
foram os seguintes: individuo higido, auséncia de evidéncia clinica de cardiopatia
isquémica, auséncia de fatores de risco para cardiopatia isquémica (fumo, diabete mélito,
hipertensio arterial sistémica, historia familiar, dislipidemia), idade menor de 35 anos,
assinatura do termo de consentimento pos-informagao (Anexo 3).

Os critérios de exclusdo para os grupos de pacientes com reestenose coronaria e
aterosclerose primaria e o grupo de individuos normais foram os seguintes: doenga
inflamatoria aguda ou cronica, febre, insuficiéncia cardiaca, disfungdo sistolica ventricular
esquerda grave (fracdo de ejegdo menor que 30 %), diabete mélito descompensada
(hemoglicoteste maior do que 200 antes do procedimento ou evidéncia por controle
laboratorial se disponivel) ou insulino-dependente, uso atual de drogas antiinflamatorias
sistémicas ou imunossupressoras, IAM ou cirurgia cardiaca nos ultimos trés meses,
infec¢do ativa ou cronica sistémica ou neoplasia maligna. N&o foi considerado critério de
exclusdo o uso de acido acetilsalicilico em doses menores do que 1000 mg/dia, ja que
estas doses ndo apresentam efeito antiinflamatorio sistémico importante € a quase
totalidade dos pacientes com angina instavel ou reestenose coronaria pos-angioplastia

encontra-se em uso desta medicagio.
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5.3. Métodos -

5.3.1. Caracteristicas clinicas e angiogrdficas -

Ap6s o paciente ter sido selecionado para o estudo e o termo de consentimento
devidamente informado e assinado, os registros médicos foram revisados e uma anamnese
sucinta realizada, de forma a preencher os requisitos do protocolo (Anexo 4). Os filmes
das cineangiocoronariografias e angioplastias coronarias foram revisados pelo autor, sendo
que todos os procedimentos tiveram indicagdo clinica pelo médico assistente de cada
paciente. A lesdo culpada foi considerada aquela responsavel pelos sintomas, conforme os
resultados dos exames nao invasivos (eletrocardiograma de repouso e/ou esforco,
cintilografia miocardica perfusional) e as caracteristicas angiograficas da lesdo (123). A
gravidade das estenoses coronarias foram avaliadas visualmente em pelo menos trés
projecdes. As caracteristicas anatomicas e funcionais do ventriculo esquerdo foram
avaliadas e descritas. A morfologia das lesGes coronarias no grupo de pacientes com
aterosclerose foi avaliada conforme os critérios sugeridos por Ambrose e colaboradores
(123).

As angioplastias coronarias realizadas nos pacientes com reestenose coronaria
seguiram a técnica introduzida por Gruentzig (37). Em todos os casos a via de acesso
utilizada foi a artéria femoral, sendo empregada a técnica de Judkins para
cineangiocoronariografia (124). O equipameznto radiologico utilizado para imagem
fluoroscopica foi Siemens Angioskop D40, com monitores de video para
acompanhamento do procedimento, que foi registrado em filmes de 35 mm. Brevemente,
um cateter-guia foi posicionado no 6stio da artéria coronaria a ser dilatada e um fio-guia
foi utilizado para ultrapassar a estenose. Por sobre este fio-guia foi introduzido o cateter-
baldo de angioplastia, posicionado na les@o e realizadas insuflagdes com pressdo e tempo a

critério dos operadores.
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5.3.2. Dosagens laboratoriais -

Para as dosagens laboratoriais, 20 ml de sangue periférico foram coletados
imediatamente antes do cateterismo cardiaco através de bainha arterial posicionada na
artéria femoral dos pacientes com reestenose coronaria ou aterosclerose primaria. As
amostras de sangue foram fracionadas em frascos sem anticoagulante, centrifugadas e o
soro obtido armazenado a -20 graus centigrados menos de 30 minutos apos a coleta. Nos
individuos normais, 20 ml de sangue foram coletados por pungdo de veia periférica e
processados da mesma maneira. Todas as dosagens laboratoriais foram realizadas com
conjuntos comerciais Merck Mega. Os niveis de colesterol total e colesterol HDL foram
avaliados pelo método CHOD-PAP, os triglicerideos pelo método GPO-PAP, a glicemia
de jejum por determinagdo fotométrica e a creatinina pelo método de Jaffe. Nos pacientes
com reestenose coronaria e aterosclerose primaria, as dosagens séricas de
creatinofosfoquinase (CPK) foram realizadas pelo método UV otimizado (IFCC) ¢ as
dosagens de sua fragdo MB pelo método UV para determinagdo com anticorpos

monoclonais.

5.3.3. Dosagens dos marcadores imunoinflamatorios -

As metodologias empregadas para a coleta e o processamento do sangue foram
semelhantes as descritas acima, exceto que os marcadores foram analisados a partir de
plasma obtido pela adigdo de anticoagulante 4cido etilenodiamino tetraacético (EDTA)
antes da centrifugacdo do sangue. A dosagem plasmatica dos marcadores foi realizada por
ELISA quantitativo em conjuntos comercializados para uso em pesquisa (Quantikine - R
& D Systems, Minneapolis, Minnesota, EUA). A execucdo dos ensaios ELISA foi
realizada pelo autor no Laboratério de Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre,
sob a supervisdo do Dr. Jarbas Oliveira, bioquimico deste setor. A metodologia utilizada

para realiza¢do dos ensaios de cada marcador (TNF-a, rs I-TNFa, rs II-TNFa, rs-IL 2,
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IL-1B) foi a recomendada pelos manuais com as técnicas especificas do fabricante (R&D
Systems, numeros de catalogo DRT200, DTA50, DR2A00, DLB50, DRT100).

As linhas gerais de execugdo de ensaios pelo método ELISA sdo descritas a seguir.
Este método consiste em uma reagdo imunoenzimatica na qual um anticorpo monoclonal
reage com seu equivalente contido na amostra a ser analisada (125). Forma-se um
complexo antigeno/anticorpo, e € entdo adicionado um conjugado de anticorpo policlonal
com uma enzima (geralmente peroxidase) que amplifica o sinal da reagdo, formando um
sanduiche. Apds, adiciona-se um substrato que, ao ser catalisado pela enzima ligada ao
complexo anticorpo monoclonal/antigeno/anticorpo policlonal, produz uma substancia
capaz de conferir cor ao complexo. A densidade Optica da substancia de interesse € entdo
obtida pela leitura das placas em um espectrofotdmetro. A concentragio da substancia em
cada amostra € obtida pela interpolag@o dos resultados de densidade optica da amostra em
uma equacdo polinomial de terceiro grau gerada a partir de uma curva padrio realizada
com diferentes concentragdes conhecidas da substéncia de interesse.

Em nossos ensaios, cada citocina foi medida com um conjunto especifico, que
continha uma placa de poliestireno com 96 valetas impregnadas com a concentragdo
conhecida do anticorpo monoclonal para a substancia a ser medida e todos os reagentes
necessarios para a execucdo do ensaio. Uma solu¢do com a concentragdo conhecida da
substancia a ser medida (fornecida pelo fabricante) foi utilizada para realizagdo de uma
curva padrao, sendo que oito dilui¢cdes foram realizadas e colocadas em duplicata em oito
valetas. As amostras de plasma dos pacientes foram entdo colocadas, também em
duplicata, nas valetas restantes e incubadas em temperatura ambiente para permitir
adequada ligagdo entre o anticorpo monoclonal e o antigeno a ser testado. Cada valeta foi
aspirada e lavada e o conjugado de anticorpo policlonal ligado a enzima foi entfo
adicionado a todas elas. Apds um novo periodo de incubagao, cada valeta foi aspirada e

lavada e a solu¢do com reagente colorimétrico adicionada. Ao final deste periodo de
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incubag@o, uma solugdo com acido sulfurico para interrupgio da reacgédo foi adicionada em
cada valeta. As densidades Opticas geradas pela reagfo entre a enzima ligada a placa e o
reagente colorimétrico adicionado foram lidas em um espectrofotdmetro para testes
ELISA (Microplate Render, Behring EL. 311) com um comprimento de onda de 450
nandmetros e um filtro secundario de 630 nanémetros. A concentragdo dos marcadores
em cada amostra foi obtida pela interpola¢do dos resultados de densidade optica em uma
equagdo polinomial de terceiro grau gerada a partir de uma curva padréo realizada com as
diferentes densidades Opticas e concentrages conhecidas da substancia de interesse. O
limite minimo de detecgfo para os ensaios variou conforme a substdncia € o conjunto
utilizado.

Em relagdo a execugio dos ensaios ja tinhamos adquirido experiéncia prévia com o
método em estudos anteriores (30,98). Neste estudo, ndo houve problemas técnicos
quanto a realizagdo dos ensaios. Todas as curvas-padrio foram apropriadas e ndo foi
necessario repetir nenhum dos ensaios. Em relacdo aos coeficientes de variagdo entre as
duplicatas, obtivemos niveis menores de 5 % para o rs I e II do TNFa, e em torno de 10

% para o rs-IL 2, TNFa e IL-1p.

5.4. Consideracoes éticas -

De acordo com as Diretrizes e Normas Regulamentadoras de Pesquisas
Envolvendo Seres Humanos, resolugdo nimero 196/96 sobre pesquisa envolvendo seres
humanos, aprovada pelo Conselho Nacional de Saide em 10/10/96, esta pesquisa foi
considerada como risco minimo, ja que os procedimentos hemodindmicos invasivos
(cineangiocoronariografia diagnostica e angioplastia coronaria) foram realizados por

indicagdo do médico assistente de cada paciente. O unico procedimento invasivo derivado
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da investigacd@o foi a pungdo de uma veia periférica nos individuos normais, que poderia
provocar dor e desconforto no local puncionado, e , eventualmente, pequena equimose. A
retirada de 20 ml de sangue periférico, tanto dos pacientes quanto dos controles,
representa uma pequena perda sangiiinea sem conseqiiéncias clinicas.

Antes de seu inicio, o projeto da pesquisa foi aprovado pela Comissio de Etica e
Pesquisa do Grupo de Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre. O termo de
consentimento pos-informagio foi assinado por todos os individuos incluidos no estudo,

conforme ja descrito (Anexos 1, 2 e 3).

5.5. Analise estatistica -

O nivel de significancia considerado para todos os testes foi menor do que 0,05 em
teste bicaudal.

Como ndo havia relato prévio de estudos com esta metodologia em pacientes com
reestenose coronaria, realizamos um estudo piloto. O calculo do poder estatistico do
estudo foi realizado durante sua execug¢io, a partir da diferenga entre as médias dos niveis
de rs-IL 2 dos dois grupos de pacientes, as varidncias desta varidvel, o numero de
pacientes alocados no estudo até aquele momente e o nivel de significincia adotado. O
poder estatistico estimado do estudo foi entdo dr: 80 %.

As variaveis estudadas sdo descritas conforme sua média e desvio-padrio, exceto o
TNFoc que € descrito conforme sua mediana e extremos.

As diferencas dos niveis plasmaticos dos marcadores imunoinflamatorios entre os
grupos com reestenose coronaria, com aterosclerose primaria e de individuos normais
foram avaliadas por analise de varidncia (ANOVA), sendo que as diferencas entre os

subgrupos foram avaliadas pelo teste de Scheffé. As diferengas dos niveis de TNFo entre
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os trés subgrupos de pacientes foram avaliadas por método ndo paramétrico de Kruskall-
Wallis com método “post-hoc” especifico para analise de subgrupos de dados nao
parametricos (126). As diferencas entre as variaveis continuas dos dois grupos foram
avaliadas pelo Teste T para amostras independentes e as diferengas entre as variaveis
categoricas foram avaliadas pelo Teste Exato de Fisher. A presenca de correlagéo entre os
niveis plasmaticos de cada um dos marcadores entre si € com outras variaveis continuas
foi avaliada pelo coeficiente de Pearson, e, no caso do TNFo, pelo coeficiente de
Spearman.

Foi utilizado método de regressio linear multipla para avaliar se as diferengas entre
as caracteristicas clinicas dos grupos de pacientes com reestenose coronaria e
aterosclerose primaria poderiam explicar as diferengas encontradas na concentragio
plasmatica dos marcadores. As variaveis independentes analisadas foram a idade, o
numero de vasos comprometidos, a presenga de angina instavel, o comprometimento
proximal da artéria descendente anterior e o tempo desde o ultimo episddio de dor, € a

variavel dependente analisada foi a concentragdo plasmatica de cada marcador.
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6.RESULTADOS

6.1. Caracteristicas clinicas -

Os dados relacionados a idade, sexo, apresentagdo clinica, tempo de evolucdo de
angina instavel, tempo do ultimo episodio de angina, historia de cirurgia de
revascularizacdo do miocardio e historia de IAM prévio encontram-se na tabela 1. O
numero de individuos alocados em cada grupo de estudo foi semelhante. Observamos
idade significativamente menor no grupo de individuos normais, j4 que um dos critérios de
inclusdo para este grupo era justamente idade menor do que 35 anos. A idade dos dois
grupos de pacientes ndo apresentou diferenca significativa. Nao houve também diferencas
significativas em relagZo ao sexo e a presenca ou nao de angina instavel, embora todos 0s
pacientes do grupo com aterosclerose primaria apresentassem angina instavel contra 7 dos
11 pacientes com reestenose coronaria. Em relacdo a proximidade do ultimo episodio
sintomatico de isquemia observamos que os pacientes com reestenose coronaria
apresentaram angina ha significativamente menos tempo do que aqueles com aterosclerose
primaria. Nos dois grupos somente um paciente havia realizado revascularizagdo ciriirgica
do miocardio previamente. Em relagdo a ocorréncia prévia de IAM, 5 pacientes do grupo
com reestenose coronaria haviam apresentado infarto do miocéardio previamente contra
somente 1 paciente do grupo com reestenose coronaria, diferenca que nfo atingiu
significincia estatistica.

O tempo da angioplastia coronaria até a coleta nos pacientes com reestenose
coronaria foi de 163486 dias. Nao houve diferenca significativa entre os dois grupos de

pacientes quanto a historia prévia de fatores de risco para cardiopatia isquémica. No grupo

28



Tabela 1 - Caracteristicas clinicas, angiograficas e laboratoriais da amostra.

ATEROSCLEROSE =~ REESTENOSE CONTROLE

n i 10 11 9
Idade (anos) 64+6 58 +13 28 +4 K
Sexo (masculino) 6 7 10
Angina Instavel (n) 10 7

Tempo de angina instavel (dias) 36 + 34 29 + 29

Tempo do ultimo episodio de 124 + 144 77+214 *

angina (horas)

IAM prévio (n) 1 5

Cirurgia de revasculariza¢do do 1 1

miocardio prévia (n)

Comprometimento de 1 vaso 9 2 *

(n)

Envolvimento proximal da DA 5 3

(n)

Gravidade de estenose (%) 97 +4 88 + 14

Fracdo de ejecdo (%) 63 +6 52 £8

LDL-Colesterol (mg/dl) 123 +28 141 £ 47 121 +£39
HDL-Colesterol (mg/dl) 41+9 38+9 42+ 9

Os dados estdo descritos conforme suas médias e desvios-padrao ou o nimero de
pacientes.

* p<0,05 na comparagio com o grupo de pacientes com aterosclerose primaria;

** p<0,05na comparagio com os dois grupos de pacientes.
LEGENDAS - n - nimero de pacientes, IAM - Infarto agudo do miocardio; DA - artéria

descendente anterior, ACTP - Angioplastia coronaria transluminal percutanea.
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da reestenose coronaria, 2 pacientes relatavam histéria de tabagismo, 7 apresentavam
hipertensdo arterial sistémica, 8 tinham historia de dislipidemia e nenhum apresentava
diabete mélito. No grupo de pacientes com aterosclerose primaria, historia de tabagismo
foi relatada por 4 pacientes, hipertensio arterial por 5, dislipidemia por 3 e diabete mélito
por apenas 1 paciente. Quanto a aspectos relacionados ao tratamento, também nao houve
diferengas estatisticamente significativas entre os grupos. Nos pacientes com reestenose
coronaria, 6 estavam em uso de betabloqueadores e nitrato, 9 em uso de acido
acetilsalicilico, 7 pacientes recebiam antagonistas do calcio e 3 pacientes usavam
ticlopidina. Todos os pacientes deste grupo estavam em regime ambulatorial no momento
da coleta. No grupo com aterosclerose primaria, 6 pacientes estavam em uso de
betabloqueadores, 7 em uso de nitrato, 6 pacientes em uso de acido acetilsalicilico, 5
recebiam antagonistas do calcio, 3 usavam ticlopidina e 2 pacientes estavam internados em
uso de heparina endovenosa continua. Quanto a variaveis hemodindmicas no momento da
coleta dos dados, também ndo houve diferenca significativa entre os grupos de pacientes.
Nos pacientes com reestenose coronaria, observamos pressao arterial sistolica de 150 + 16
mm Hg, a presséo arterial diastolica foi 82 + 15 mm Hg e a freqiiéncia cardiaca foi 75 +
15 batimentos por minuto. Nos pacientes com aterosclerose primaria, a pressdo arterial
sistolica foi 136 + 21 mm Hg, a pressdo arterial diastolica foi 86 + 12 mm Hg e a

freqiéncia cardiaca foi 70 = 8 batimentos por minuto.

6.2. Caracteristicas angiograficas -

Conforme os dados ilustrados na Tabela 1, os pacientes com reestenose coronaria
apresentaram cardiopatia isquémica mais grave do que o grupo com aterosclerose

primaria. Observa-se que quando o numero de vasos comprometidos foi avaliado como
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uma variavel dicotomica (presenga ou ndio de comprometimento de 1 vaso), houve
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos. Desta forma, somente 2 pacientes
do grupo da reestenose coronaria apresentavam lesdo de 1 vaso, 8 apresentavam lesdo de
2 vasos e 1 paciente apresentava lesdo de 3 vasos e de 2 pontes de safena. Por outro lado,
8 pacientes do grupo com aterosclerose primaria apresentava lesdo de 1 vaso, 1 paciente
apresentava lesdo de 2 vasos e 1 paciente apresentava lesdo de 3 vasos e de duas pontes
de safena. O envolvimento proximal da artéria descendente anterior foi semelhante nos
dois grupos, bem como a gravidade da lesio culpada, conforme os dados da Tabela 1. E
importante ressaltar que, no grupo de pacientes com reestenose coronaria, foram incluidos
dois pacientes que apresentavam lesdo culpada que néo a lesdo reestenotica.

Em relagio as artérias comprometidas, 5 pacientes apresentaram reestenose
coronaria na artéria descendente anterior (sendo que em 3 houve envolvimento do terco
proximal), 4 pacientes na artéria coronaria direita e 2 pacientes na artéria circunflexa. A
lesdo culpada no grupo da aterosclerose primaria ocorreu na artéria descendente anterior
em 6 pacientes (sendo que em 5 a lesdo era no tergco proximal deste vaso), na artéria
corondria direita em 2 pacientes e na artéria circunflexa nos outros dois pacientes. Quanto
a analise da morfologia das lesdes coronarias no grupo de pacientes com aterosclerose
primaria pelos critérios de Ambrose e colaboradores (123), observamos os seguintes
achados: um paciente apresentava irregularidades multiplas, 1 paciente apresentava lesdo
excéntrica tipo I, 1 paciente apresentava o:lusdo aguda . de uma lesdo concéntrica
imediatamente apoOs a coleta de sangue e antes da injecdo de contraste (este paciente
apresentava uma lesdo concéntrica de 99% no segmento médio da descendente anterior na
cineangiocoronariografia realizada alguns dias antes e iniciou com angina de forte
intensidade imediatamente antes do exame) e os demais pacientes apresentavam lesdes
concéntricas. A fragio de ejegdo avaliada por ventriculografia esquerda com contraste nao

foi diferente entre os dois grupos de pacientes.
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6.3. Analises laboratoriais -

Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre os niveis séricos de LDL-
colesterol e HDL-colesterol dos trés grupos (dados na Tabela 1). Os niveis de
triglicerideos foram 192 + 133 mg/dl no grupo de pacientes com reestenose coronaria, 116
+ 52 mg/dl nos pacientes com aterosclerose primaria e 126 + 46 mg/dl nos individuos
normais; ndo houve diferenga estatisticamente significativa entre os grupos. Nenhum dos
individuos ou dos pacientes estudados apresentou nivel de glicose sérico maior do que 140
mg/dl ou nivel sérico de creatinina maior do que 1.5 mg/dl. Os niveis de CPK-MB foram
abaixo do limite superior do normal em todos os pacientes. Um paciente do grupo com
reestenose coronaria apresentou CPK = 250 mg/dl (valor de referéncia < 180 mg/dl), mas
o valor da fracdo MB foi normal. O ultimo episédio de dor relatado por este paciente
havia sido ha 70 horas, com duragdo de 5 minutos e o eletrocardiograma de repouso néo

evidenciava alteragdes do segmento ST ou ondas Q patologicas.

6.4. Niveis plasmaticos dos marcadores -

Em relagdo ao rs-IL 2, observamos niveis plasmaticos significativamente mais altos
nos pacientes com reestenose coronaria (1640 £ 576 pg/ml) quando comparados com os
individuos normais (796 + 470 pg/ml;, p<0.05). Por sua vez, os pacientes com
aterosclerose primaria apresentaram niveis significativamente mais elevados do que ambos

os grupos citados (2283 =+ 542 p/ml; p<0.05 para ambas as comparagdes) (Figura 1).
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Figura 1 -Grafico de pontos individuais das concentracdes plasmaticas do
rsiL-2 em cada grupo estudado. Observam-se niveis significativamente mais elevados
nos pacientes com aterosclerose primaria quando comparados tanto com os pacientes com
reestenose corondria quanto com os controles. Os niveis dos pacientes com reestenose
coronaria também foram significativamente mais elevados quando comparados com os
controles (as linhas que unem os grupos representam as diferengas significativas: p<0,05
por ANOVA com método de Scheffé para analise dos subgrupos; as barras horizontais
representam a média e as linhas verticais o desvio padréo de cada grupo).
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Figura 2 -Grifico de pontos individuais das concentracées plasmaticas do rs-I
TNFo em cada grupo estudado. Observam-se niveis significativamente mais elevados
nos pacientes com aterosclerose primaria quando comparados com os outros dois grupos.
Nio houve diferenga entre os pacientes com reestenose coronaria € os controles (as linhas
que unem os grupos representam as diferengas significativas: p<0,05 por ANOVA com
método de Scheffé para analise dos subgrupos; as barras horizontais representam a média
e as linhas verticais o desvio padrio de cada grupo).
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Figura 3 - Grafico de pontos individuais das concentracdes plasmaticas do rs-
II TNFo em cada grupo estudado. Observam-se niveis significativamente mais elevados
nos pacientes com aterosclerose primaria quanco comparados com os outros dois grupos.
Nio houve diferenga entre os pacientes com reestenose coronaria € os controles (as linhas
que unem os grupos representam as diferencas significativas: p<0,05 por ANOVA com
método de Scheffé para analise dos subgrupos; as barras horizontais representam a média
e as linhas verticais o desvio padrio de cada grupo).
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Figura 4 -Grafico de pontos individuais das concentracdes plasmaticas de
TNFa em cada grupo estudado. Observam-se niveis significativamente mais elevados
nos pacientes com aterosclerose primaria do que nos pacientes com reestenose coronaria e
nos controles (as linhas que unem os grupos representam as diferengas significativas:
p<0,05 por método de Kruskall Wallis, com analise dos subgrupos por teste “post hoc”
ndo paramétrico; as barras horizontais representam a mediana de cada grupo).
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Quanto ao rs I-TNFa, ndo houve diferenca significativa entre os niveis plasmaticos
encontrados nos pacientes com reestenose coronaria (1021 + 108 pg/ml) e aqueles dos
individuos normais (888 + 162 pg/ml), embora os pacientes com aterosclerose priméaria
tenham apresentado niveis significativamente mais elevados do que ambos os outros
grupos (1223 =+ 194 pg/ml; p<0.05 para ambas as comparag¢des) (Figura 2).

Em relagiio aos niveis plasmaticos do rs II-TNFo, também ndo foi observada
diferenca entre o grupo da reestenose coronaria (2267 + 447 pg/ml) e os individuos
normais (2123 =+ 345 pg/ml), sendo que os pacientes com aterosclerose primaria
apresentaram niveis significativamente mais elevados do que ambos os grupos (2958 +
716 pg/ml) (Figura 3).

Os niveis plasmaticos de TNFo também ndo foram diferentes entre os pacientes
com reestenose coronaria (0 pg/ml [0-2.8 pg/ml]) e os individuos normais (0 pg/ml [0-0.3
pg/ml]). Novamente, o grupo de pacientes com aterosclerose primaria apresentou niveis
significativamente mais elevados do que ambos os grupos anteriores (0.65 pg/ml [0-3.0
pg/ml]) (p<0.01para as diferengas) (Figura 4). E importante ressaltar que vérios individuos
apresentaram niveis indetectaveis de TNFa, considerados como zero. No grupo de
pacientes com aterosclerose, 2 pacientes apresentaram valores indetectaveis, enquanto que
no grupo com reestenose coronaria, 6 pacientes tiveram niveis indetectaveis e nos
individuos normais somente 1 apresentou niveis detectaveis.

Os niveis plasmaticos de IL-1B foram indetectaveis em todos os pacientes e
individuos normais estudados. Segundo o fabricante, 40 individuos doadores de sangue e
considerados "aparentemente normais" apresentaram niveis inferiores a 3.9 pg/ml, sendo

que o nivel minimo detectavel de IL-1f com este ensaio foi "tipicamente menor do que 1

pg/m "‘
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6.5. Associacoes entre variaveis -

Observamos uma correlagdo muito boa entre os niveis plasmaticos dos receptores I
e IT do TNFa. (r = 0,85; p<0,0001). As correla¢des entre os niveis do TNFa e seus dois
receptores também foram significativas (r=0,61 para correlagdo com rs I e r=0,6 para
correlagdo com receptor II; p<0,0001 para ambos os testes). Observamos uma correlagdao
fraca porém significativa entre os niveis plasmaticos do rs-IL 2 e o TNFa (r=0,45,
p<0,05), mas auséncia de correlagdo com os receptores soluveis do TNFa.

Nao houve correlagdo entre a idade, o tempo do ultimo episédio de dor, a
gravidade da estenose corondria, o nimero de vasos comprometidos e os niveis de
colesterol sérico e os marcadores imunoinflamatorios. Além disso, realizamos
regressdo linear multipla com o objetivo de avaliar se diferengas nas caracteristicas clinicas
e angiograficas dos dois grupos de pacientes poderiam explicar as diferencas no nivel
plasmatico de cada um dos marcadores estudados. Foram realizados quatro modelos de
entrada progressiva, nos quais a idade, a presenca ou néo de angina instavel, o tempo do
ultimo episédio de dor, o numero de vasos comprometidos € o comprometimento
proximal da artéria descendente anterior foram as variaveis independentes, e o nivel
plasmatico de cada um dos marcadores foi a variavel dependente. Nenhum dos modelos

realizados apresentou associacdo significativa.
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7. DISCUSSAO

Neste estudo, demonstramos que pacientes com reestenose coronaria pos-
angioplastia apresentam elevag@o significativa dos niveis plasmaticos do rs-IL 2 quando
comparados com individuos normais, mas ndo do TNFa, de seus receptores soliveis ou
de IL-1B. Por outro lado, verificamos que pacientes com aterosclerose primaria
apresentam aumento significativo do rs-IL 2, do TNFa e de seus receptores soliveis
quando comparados tanto com individuos normais quanto com pacientes com reestenose
coronaria. Estes achados sdo sugestivos de ativagdo linfocitaria moderada nos pacientes
com reestenose coronaria, mas mais importante nos pacientes com aterosclerose primaria.
Além disso, estes ultimos apresentam uma maior atividade imunoinflamatéria global,
conforme demonstrada pelo aumento dos niveis plasmaticos do TNFo e de seus
receptores. Desta forma, estes resultados nio confirmam nossa hipétese inicial de que os
pacientes com reestenose coronaria pos angioplastia apresentariam nives mais elevados de
todos os marcadores imunoinflamatorios circulantes do que pacientes com aterosclerose

primaria.

7.1. Ativacao linfocitaria na reestenosc coronaria -

A presenga e a importancia de atividade imunoinflamatoria na reestenose
coronaria pos-angioplastia ja foram comentadas previamente e estdo bem demonstradas
por diversas evidéncias cientificas consistentes (18-21). Neste estudo, evidenciamos
aumento dos niveis circulantes do rs-IL 2, um marcador classico de ativagdo linfocitaria,

em pacientes com reestenose corondria pos-angioplastia. Apesar da importincia dos
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macrofagos e das células musculares lisas na fisiopatologia deste processo, o papel dos
linfocitos T tem sido menos estudado. Neste contexto, evidéncias recentes implicando
estas células na formagdo, evolug@o e instabilizagdo das lesdes ateroscleroticas (13,111)
parecem ter alertado para sua relevancia no ambito da reestenose coronaria.

Embora estudos que tenham analisado niveis de marcadores da fungédo linfocitaria
circulantes na reestenose coronaria ndo sejam disponiveis, diversos relatos sugerem a
participagdo dos linfocitos T na formac@o das lesGes reestendticas. Estudando espécimes
de aterectomia e com seguimento angiografico de seis meses apos o procedimento, Lima e
colaboradores (20) demonstraram uma tendéncia a maior concentra¢do de células T em
placas ricas em células espumosas que eventualmente desenvolveriam reestenose
coronaria, sugerindo que os linfécitos T pudessem estar implicados nas fases
fisiopatologicas iniciais do processo. O mesmo grupo (22) também demonstrou que lesdes
reestenodticas também apresentavam infiltrado inflamatorio composto por linfécitos T,
assim como Arbustini e colaboradores (127). Similarmente, Blum e colaboradores (78)
verificaram que pacientes com aumento dos niveis plasmaticos do rs-IL 2 antes da
angioplastia normalizavam este indice apés o procedimento com sucesso, mas nao quando
havia reestenose coronaria ou complicagdo.

A analise conjunta de nossos resultados e dos dados citados apontam para a
participagdo dos linfocitos T na evolugdo das lesdes reestendticas. Uma especulagio que
poderia ser feita € que, nas fases mais tardias, como € o caso de nosso estudo, os linfocitos
T poderiam estar secretando interferon-gama como parte do processo de regeneracdo da
parede celular. Nesta fase de evolucio da doenga, as lesdes reestenodticas podem ainda
sofrer remodelamento e a neointima esta em processo de involugdo. O interferon-gama
poderia estar envolvido através da inibi¢do da proliferagdo muscular lisa e da produgéo de

matriz extracelular por estas células (128).
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Em relagdo a comparagio dos niveis do rs-IL2 entre os pacientes com reestenose
corondria e aqueles com aterosclerose primaria, observamos niveis significativamente mais
elevados nesta Gltima situagio. A selegdo de pacientes com angina instavel em ambos os
grupos poderia ser o fator responsavel por estas diferengas, ja que diversas evidéncias
recentes indicam que a angina instavel secundaria a aterosclerose primaria € mais
"instavel" do que aquela secundaria a reestenose coronaria (16). A primeira condi¢do
apresenta quase sempre importante infiltragdo lipidica (111), alta concentrag@o de fator
tecidual (129) e o achado de trombo na superficie das placas é frequente (127). Na
reestenose coronaria, ndc se observa infiitragdo de colesterol (130), a concentragdo de
fator tecidual ¢ menor e ¢ raro o achado de trombos (131). Estas diferencas na
composi¢ao das placas poderiam explicar porque a incidéncia de IAM secundario a angina
instavel por reestenose coronaria € mais baixa do que em pacientes com aterosclerose
primaria (132,133) e o indice de complicagdes agudas apos angioplastia € menor (134).
Além disso, as diferengas na fisiopatologia das duas doencas também se refletem em
relagdo ao tratamento, tendo sido demonstrado que na angina instavel secundaria a
reestenose coronaria o uso de heparina nfo proporciona o mesmo efeito terapéutico do
que em pacientes com aterosclerose primaria (135), presumivelmente devido a menor

importancia de trombo na primeira situa¢io.

7.2. TNFa na reestenose coronaria -

A importancia do TNFa na reestenose coronaria ja foi comentada previamente e é
ilustrada por evidéncias que demonstram que esta citocina estd presente no interior de
lesdes reestenoticas maduras (22), pela possibilidade de inibi¢do da proliferagdo neointimal

com o bloqueio do TNFo em modelos experimentais (94) e pelo fato de que muitas

41



fungdes celulares envolvidas na fisiopatologia da reestenose sio mediadas pelo TNFa
(14). No entanto, ndo verificamos aumento dos niveis plasmaticos do TNFa ou de seus
receptores soliveis nos pacientes com reestenose coronaria quando comparados a
individuos normais, tendo inclusive observado niveis significativamente menores do que
nos pacientes com aterosclerose primaria. Uma explicagio para estes resultados poderia
ser o tempo prolongado ap0s a realizagdo da angioplastia, com conseqiiente diminuigdo da

atividade imunoinflamatoria e auséncia de expressdo significativa na circulag@o.

7.3. Atividade imunoinflamatdria na aterosclerose primaria -

Nossos achados de atividade imunoinflamatoria plasmatica aumentada em
pacientes com aterosclerose primaria sdo compativeis com o fato de que a ativagdo do
sistema imune e a inflama¢do desempenham um papel importante na fisiopatologia desta
doenga (13,14,42,110,111). Macrofagos e linfocitos T estdo presentes durante toda a
evolugdo da placa e as demais células da parede vascular (células endoteliais e musculares
lisas) encontram-se ativadas e capazes de produzir diversas citocinas e fatores de
crescimento (109,111). Além disso, diversos outros grupos demonstraram elevagdo de
marcadores imunoinflamatérios circulantes utilizando o método de ELISA em pacientes
com aterosclerose primaria e diversas apresentagdes clinicas, principalmente angina

instavel (32-35,78,136).
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7.4. Atividade imunoinflamatéria na angina instavel -

Uma caracteristica importante de nossa amostra € que todos os pacientes com
aterosclerose primaria estudados apresentavam angina instavel com dor em repouso.
Embora n3o exista sempre uma correlagdo estreita entre o quadro clinico e a
histopatologia da lesdo, diversos estudos vém demonstrando que atividade
imunoinflamatoéria mais intensa ocorre nas sindromes isquémicas agudas. Assim Arbustini
e colaboradores (127), Flugelman e colaboradores (137) e Vince e colaboradores (138)
demonstraram que as placas de pacientes com angina instavel apresentam maior infiltrado
inflamatorio, maior concentrag@io de células ativadas e de fatores de crescimento do que
lesGes de pacientes com angina estavel. van der Wal e associados (112) demonstraram que
um importante mecanismo de fragilizacio da placa ¢ a infiltracio e ativagdo de linfocitos T
e macrofagos nos ombros de sua capa fibrosa, e estes achados tém sido considerados
como um dos fatores responsaveis pela instabilizagdo da lesio (139). Libby e
colaboradores (91,114) e Fuster (140) sugerem que o mecanismo pelo qual as células
inflamatorias fragilizariam a capa fibrosa seria a producéo de citocinas, degradagdo de
matriz e inducdo de apoptose mediada por IL-1. Weber e colaboradores (141)
verificaram aumento da concentragdo da proteina quimioatractante de monocitos 1 e de
TNFa em placas instaveis quando comparados a placas de pacientes com angina estavel,
sugerindo que o TNFa possa contribuir para a iadug@o desta proteina e consequentemente
aumento do infiltrado inflamatorio.

A tradugdo desta atividade imunoinflamatéria dentro da placa em elevagdo de
marcadores na circulagdio de pacientes com angina instavel ndo tem sido tdo
consistentemente demonstrada (29,142). Em relagdo aos niveis circulantes de TNFa e de

seus receptores soluveis, seu aumento em pacientes com angina instavel ou cardiopatia
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isquémica quando comparados a individuos normais ja foi demonstrado previamente
(29,33,136).

Em relagao a avaliagdo da fung@o linfocitaria, a ativagao de linfocitos circulantes de
pacientes com angina instavel ja foi demonstrada "in vitro" e esta relacionada ao inicio da
instabilizacdo da angina (143). No entanto, foram relatados resultados divergentes
utilizando metodologia semelhante a nossa. Em estudo prévio, ndo encontramos diferenga
significativa entre os niveis de rs-IL 2 do seio coronario e do sangue periférico de 18
pacientes com angina instavel, 14 pacientes com angina estavel e 10 controles normais
(30). Analisando um numero significativamente maior de pacientes, Simon e
colaboradores (32) verificaram um surpreendente aumento dos niveis de rs-IL 2 e da IL 2
65 em pacientes com angina estavel quando comparados com 24 pacientes com angina
instavel, sendo que este ultimo grupo ndo apresentou niveis significativamente mais
elevados que controles normais.

Mais recentemente, Neri Serneri e colaboradores (31) avaliaram por citometria de
fluxo a expressdo de antigenos linfocitarios precoces (receptor da interleucina-2,
CD25,CD71) e tardios (HLA-DR) e analisaram os niveis circulantes do rs-IL 2 de 29
pacientes com angina instavel, 36 com angina estavel e 30 individuos normais. Observou-
se que os niveis circulantes do rs-IL 2 e do HLA-DR estavam significativamente
aumentados nos pacientes com angina instavel, que regrediam ao normal apos a regressao
do evento isquémico agudo e que a intensidade da reagdo imunologica parecia estar ligada
a0 prognostico.

As razdes para as diferengas entre estes trés estudos poderiam estar relacionadas a
aspectos metodologicos e da selecio de pacientes. Os resultados de Neri Serneri e
colaboradores nos parecem mais consistentes, ja que a ativagdo linfocitaria foi analisada
através de um amplo espectro de sua expressdo antigénica e ao longo de um periodo

prolongado de tempo, por um grupo pioneiro na area e com experiéncia nas técnicas
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empregadas (143). Os pacientes neste Gltimo estudo apresentavam todos angina instavel
com dor em repouso (classe IIB e IIIB da classificagio de Braunwald), enquanto nio
dispomos de dados relacionados a sele¢do dos pacientes com angina instavel incluidos no
estudo de Simon e colaboradores (32) e em relagdo a metodologia especifica empregada.

Além do exposto, também € util considerar que tanto a reestenose coronaria
quanto a aterosclerose primaria constituem-se em respostas de reparo vascular a lesdo
(42,111). Entretanto, enquanto que no processo da reestenose o dano vascular ¢ bem
definido, na aterosclerose o insulto vascular € cronico com periodos de agudizagéo (144).
Como ja comentado, nossa amostra de pacientes com reestenose coronaria apresentava
um tempo médio de angioplastia de 5 meses e, neste periodo, talvez muitas das alteragGes
inflamatorias ja houvessem regredido. Por outro lado, todos os pacientes com
aterosclerose primaria apresentavam angina instavel com dor em repouso. Se a
instabilizagdo da angina € causada por ruptura e/ou erosdo da placa e um dos principais
determinantes desta alteracio € a inflamacgdo, talvez tenhamos comparados grupos
desiguais quanto ao tempo apos a lesdo. Assim, este poderia ser um dos motivos pelo qual
0s pacientes com reestenose coronaria ndo apresentaram atividade imunoinflamatoéria
maior.

Concluindo, nossos dados demonstram que pacientes com aterosclerose primaria e
angina instavel apresentam atividade imunoinflamatéria importante. Estes resultados sdo
compativeis com o conceito de que este € um aspecto importante desta doenga, podendo

ser, inclusive, uma das causas da instabilizag¢@o da placa.
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7.5. Significado biolégico das alteracées nos marcadores imunoinflamatorios -

A evidéncia de que a elevagdo dos niveis circulantes de citocinas e de seus
receptores soliveis realmente representam atividade imunoinflamatéria decorre do fato
destes marcadores encontrarem-se aumentados em situagdes onde ha reconhecidamente
ativagdo do sistema imune e processo inflamatério em andamento e ausentes ou em niveis
baixos em individuos normais. Varios estudos que avaliaram pacientes com sepse, choque,
faléncia hepatica fulminante e transplante hepatico demonstraram niveis circulantes de
TNFa e de seus receptores dez vezes acima do normal (81,83,84,98-100), bem como do
receptor soluvel da interleucina 2 (103). Em um estudo prévio realizado em nosso
laboratoério, Brauner avaliou os niveis plasmaticos dos receptores soluveis do TNFa e do
TNFo, em pacientes com choque séptico, verificando valores semelhantes aos estudos
relatados (98).

As interrelagdes entre as diversas células da parede vascular sdo dindmicas e as
citocinas sdo fundamentais na regulacdo de suas func¢des. Neste estudo, detectamos niveis
circulantes elevados de citocinas e de seus receptores soluveis, que sdo considerados
indices indiretos de sua presenga. Mais importante, as alteragdes detectadas apresentaram
um perfil consistente, ou seja, as maiores elevagdes dos niveis circulantes dos marcadores
foram observadas no grupo de pacientes com aterosclerose primara, sendo que os
pacientes com reestenose coronaria apresentaram aumento de somente um dos
marcadores. Estes achados reforcam a validade interna do estudo, ja que a atividade
imunoinflamatéria excessiva geralmente provoca ativagdo de todas as células envolvidas,
como um fenémeno em cascata.

Como ja discutido previamente, nossos dados indicam maior ativagdo linfocitaria
nos pacientes com aterosclerose primaria, ja que o rs-IL 2 € produzido exclusivamente

apos a ativagdo de células T por qualquer estimulo. O aumento dos receptores soliiveis do
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TNFa e do proprio TNFa circulante indicam aumento de sua expressdo por células
imunocompetentes da placa aterosclerotica ou por células circulantes ativadas na sua
passagem por ela . Embora o TNFa seja predominantemente um produto de macréfagos
ativados, muitas células produzem simultaneamente esta citocina nos pacientes com
aterosclerose (109,145). Mesmo que este estudo nfo tenha sido delineado para identificar
mecanismos de ativagdo celular e a fonte da produgio das citocinas, os dados obtidos
podem proporcionar algumas suposigoes.

Na aterosclerose, acredita-se que o LDL-colesterol seja o principal mecanismo
para o dano vascular e inicio deste processo (111). Em placas ja formadas, o LDL-
colesterol oxidado pode também estar envolvido na sua instabilizagdo. Através da ativagdo
de macrofagos, estas células desencadeariam o inicio dos fenémenos imunoinflamatérios
(112,140). O TNFa poderia ser um dos mediadores deste processo, ja que € uma citocina
produzida principalmente pelos macrofagos e, apds sua producgdo, € capaz de ativar
diversas células da parede vascular, inclusive os linfocitos T (87). Nestas células, estimula
seu crescimento e proliferagdo, além de induzir a expressdo do rs-IL 2 na sua superficie. E
importante ressaltar que, embora compativel com nossos dados, esta seqiiéncia de eventos
ndo foi demonstrada “in vivo” ou experimentalmente.

Em relagdo aos receptores soluveis do TNFa, varias evidéncias demonstram que
estas substincias tém um papel regulatorio importante na fun¢do desta citocina, embora
alguns aspectos ainda sejam controversos. Sate-se que ao estimular a célula-alvo através
de seu receptor especifico localizado na membrana, o TNFa provoca descolamento deste
receptor, que transforma-se em uma forma soluvel circulante (receptor solavel) (95). Estas
formas solveis ainda exibem o sitio de ligagdo para o TNFa e a observagio de que sua
administragio em doses farmacologicas bloqueia a a¢do da citocina levantou a hipotese de
que os receptores soliveis seriam seus antagonistas endogenos (94). Na verdade, o

descolamento do receptor apos sua estimulagdo "in vivo" funciona como retroalimentagio
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negativa para os efeitos do TNFa, ja que diminui o numero de receptores disponiveis na
superficie celular para estimulacdo (97). Além disso, os receptores soluveis circulantes
também sdo capazes de ligar-se ao TNFa, o que inibe os efeitos endocrinos da citocina a
curto prazo mas permite a criagdo de um reservatorio circulante de TNFo para posterior
liberagdo.

De qualquer forma, os receptores soliveis sdo marcadores mais confiaveis para a
presengca de TNFo do que a dosagem direta da citocina, ja que apresentam niveis
circulantes mais elevados e meia vida maior (97). Este conceito é reforgado pela
verificagdo de que estdo aumentados em diversas condicbes nas quais o TNFa
reconhecidamente esta presente, como na sepse, choque, faléncia hepatica fulminante e
pos-operatorio (81,83,84,98-100). Em nosso estudo, observamos aumento tanto dos
niveis de TNFa quanto dos dois receptores nos pacientes com aterosclerose primaria. A
importancia da mensuragdo dos receptores € ilustrada pelo fato de que nos nove pacientes
do grupo controle onde ndo fomos capazes de detectar o nivel da citocina, os dois
receptores estavam presentes. Além disso, a correlagio excelente entre os dois receptores
¢ compativel com sua ativagdo simultdnea pelo TNFa, conforme descrito por Flier e
Underhill (95).

Os niveis de IL-1B foram indetectaveis em todos os pacientes e controles
analisados, 0 que € compativel com a maioria dos estudos de que o nivel desta citocina em
pacientes com cardiopatia isquémica € inferior a 1 pg/ml (30,34,35,146). Somente Hasdai
e colaboradores relataram niveis de IL-1 acima de 10 pg/ml em pacientes com
aterosclerose minima, avaliado também por método de ELISA (147). As causas destas
diferengas entre este estudo e os demais ndo nos parecem claras, embora diferengas
significativas entre os niveis obtidos com diversos conjuntos comerciais para anélise da IL-

1B tenham sido demonstradas por Ledur e colaboradores (146).
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7.6. Limitacdes -

Em rela¢do ao aumento do rs-IL 2 nos pacientes com reestenose coronaria € o
aumento dos marcadores nos pacientes com aterosclerose primaria, alguns aspectos devem
ser considerados. A ocorréncia de isquemia miocardica tem sido citada como um fator de
confusdo a inferéncia de que marcadores imunoinflamatérios circulantes representem a
expressdo local de citocinas dentro de lesGes ateroscleroticas (ou reestendticas)(148,149).
Tem sido sugerido que tanto a inflamagdo na parede arterial quanto a interface capilar com
o miocito lesado por isquemia e/ou fendomenos de isquemia reperfusdo poderiam ser a
fonte de produgdo de citocinas (148). No entanto, diversos relatos demonstram que o
aumento das citocinas e de mediadores imunoinflamatorios precedem a ocorréncia da
isquemia (143,150), que ndo existe associagdo entre a extensdo da isquemia e o nivel das
citocinas (31) e que a origem de pelo menos alguns marcadores imunoinflamatorios
circulantes ¢ a parede vascular (119). Da mesma forma, neste estudo nio evidenciamos
associagdo entre os niveis dos marcadores circulantes e o niimero de vasos comprometidos
e o tempo do ultimo episddio sintomatico de isquemia. Em um modelo de regressio linear
multipla de entrada progressiva onde foram incluidas variaveis relacionadas a isquemia e o
nivel de cada um dos marcadores, ndo houve evidéncia de associagdo em qualquer dos
casos.

Em nosso estudo, a maioria dos pacientes com reestenose coronaria apresentava
uma outra lesdo por aterosclerose primaria, sendo que em 2 pacientes deste grupo esta
outra lesdo foi considerada a lesao culpada. Mesmo sendo esta uma questdo controversa,
alguns autores relataram aumento dos niveis do rs-IL2 em pacientes com angina estavel
(32,78) e este deve ser considerado um possivel fator de confusdo. Por outro lado, dados

de nosso laboratorio (30) e de Neri Serneri e colaboradores (31) ndo evidenciaram
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diferenca entre os niveis plasmaticos de pacientes com angina estavel e aqueles de
individuos normais.

Por ultimo, alguns estudos tém demonstrado que criangas até os primeiros 2 anos
de idade apresentam niveis significativamente mais elevados do rs-IL 2 circulante (151),
talvez devido a maior atividade do sistema imune nesta fase da vida. Embora dados
especificos de quanto a idade poderia influir nos niveis plasmaticos deste marcador nédo
sejam disponiveis, Rubin (103) sugere que possam aumentar com a idade. Em nosso
estudo, ndo observamos associagio entre os niveis plasmaticos de nenhum dos marcadores
e aidade. A escolha de paciente jovens teve o objetivo de descartar cardiopatia isquémica
subclinica com seguranga, ja que havia sido relatado aumento de IL-1P circulante em
pacientes com aterosclerose coronaria minima (147), o que ndo foi confirmado em
estudos posteriores. De qualquer forma, acreditamos que a diferenga de idade entre os
grupos deva ser considerada uma potencial limitagao deste estudo.

Um outro aspecto que merece consideragdo sio as limitagdes do método de
ELISA para detectar a atividade biologica das citocinas (146). Como trata-se de um
método imunologico, € suscetivel a interferéncia de autoanticorpos ao antigeno de
interesse ou a ligagdo de substdncias circulantes a este, o que proporcionaria resultados
falsamente baixos. Embora tenhamos observamos niveis indetectaveis da IL-1B e niveis
baixos ou intetectaveis de TNFo em todos os individuos analisados, os conjuntos
utilizados foram testados pelo fabricante para interferéncia com diversas substancias,
inclusive o antagonista endogeno do receptor da Il-1f3 (IL-RA) e os receptores soluveis do
TNFo, em cada caso. Além disso, conforme ja discutido, os niveis encontrados sdo
compativeis com a grande maioria dos relatos da literatura. Uma outra potencial fonte de
erro seria a desnaturagio das proteinas analisadas com a perda do epitopo reconhecivel
pelo anticorpo monoclonal usado no ensaio. A este respeito, todas as amostras foram

processadas e congeladas imediatamente (menos de 30 minutos) apos a coleta.
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Por outro lado, o método de ELISA pode proporcionar resultados falsamente
elevados de um antigeno quando o anticorpo monoclonal usado reconhece fragmentos
deste antigeno provavelmente derivados de clivagem proteolitica, desta forma
multiplicando seus valores. Também ndo acreditamos que este tenha sido um fator de
confusdo, j4 que, novamente, nossos resultados encontram-se em consonincia com a
maioria dos dados da literatura.

Uma maneira de evitar as limitages dos ensaios ELISA seria com a realiza¢do de
ensaios citotoxicos. Estes, por sua vez, apresentam a limitagdo de serem inibidos por
antagonistas circulantes das citocinas, em nosso caso, os receptores soliveis do TNFa € o
antagonista endogeno da IL-1f (97). Outros métodos imunologicos poderiam ser
empregados para a dosagem de substdncias com pequenas concentragdes circulantes,
como o radioimunoensaio € 0 ELFA (“enzyme linked fluorescent antibody"). Embora
possam ter uma sensibilidade discretamente maior do que o ELISA, a maioria dos estudos
relatados nesta area empregou este ultimo método.

Em resumo, embora o método de ELISA apresente as diversas limitagGes
relatadas, acreditamos que nossos resultados refletiram a atividade imunoinflamatoéria de
cada paciente. Isto porque, ndo houve diferengas significativas entre as duplicatas
analisadas, a metodologia utilizada foi estritamente a recomendada pelo fabricante com a
supervisdo de pessoal experiente e treinado, os resultados foram homogéneos em termos
da ativagdo imunoinflamatoria em bloco somente em um grupo de pacientes, com base

fisiopatologica consistente e compativel com a taioria dos valores relatados na literatura.



8. CONCLUSOES

1.0s niveis plasmaticos do rs-IL2 foram significativamente mais elevados nos
pacientes com reestenose coronaria do que nos individuos normais, mas significativamente
inferiores aqueles dos pacientes com aterosclerose primaria.

2.0s niveis do TNFa e de seus receptores soluveis dos pacientes com reestenose
corondria nio foram diferentes daqueles dos individuos normais. Os niveis destes
marcadores dos pacientes com aterosclerose primaria foram significativamente maiores do
que ambos os grupos de pacientes.

3. Os niveis de IL-1B foram indetectaveis em todos os individuos estudados.
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ANEXO 1

TERMO DE CONSENTIMENTO

Pacientes ( Cateterismo Cardiaco )

Projeto: ATIVIDADE IMUNOINFLAMATORIA NA REESTENOSE
CORONARIA POS-ANGIOPLASTIA.

O Sr (a) foi admitido neste hospital para realizagdo de um cateterismo cardiaco por
apresentar dor no peito. Estamos realizando um projeto de pesquisa sobre a aterosclerose
coronaria, que ¢ a doenga que provoca a deposi¢do de placas de gordura nas artérias do
coragdo, e gostariamos de poder contar com sua ajuda. Como talvez o Sr (a) saiba,
existem hoje em dia varios tratamentos para este problema, e um deles ¢ a angioplastia
coronaria. Esta técnica consiste na desobstrugfio da artéria coronaria comprometida pelas
placas de gordura que se formaram pelo processo de aterosclerose. Isto € feito com um
pequeno cateter com um baldo em sua extremidade distal. Este cateter € colocado na
artéria que tem o problema, o baldo ¢ inflado e apos o isto o sangue pode voltar a fluir
normalmente. Apesar de ser muito efetivo em abrir a artéria, em alguns casos esta
obstrugdo volta alguns meses apds o tratanento. O objetivo de nossa pesquisa €
caracterizar as causas que levam a artéria a obstruir novamente. Assim, estamos estudando
amostras do sangue de pacientes que tém aterosclerose para compara-las com aqueles que
fizeram a angioplastia e tiveram uma recidiva da obstrugdo apos a sua realizagdo. Se
concordar em colaborar com este estudo, coletaremos uma amostra de 10 ml de seu
sangue imediatamente antes do inicio do seu cateterismo. Esta quantidade de sangue ¢é

muito pequena e sua retirada ndo provocard nenhum problema a sua saude. Como para
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fazer o cateterismo € necessaria a colocagio de um pequeno cateter na sua virilha ou
dobra do cotovelo, ndo sera necessario uma outra pungio, € ¢ St (a) ndo sentira nenhuma
dor ou desconforto adicional. A amostra de sangue obtido sera analisada para a presenga e
quantificagdo de substancias envolvidas no processo de inflamacdo e desenvolvimento de
aterosclerose e também sera realizado perfil lipidico.

Todas as informagdes obtidas neste estudo serdo absolutamente confidenciais e para
fins exclusivos de pesquisa. Se o Sr (a) ndo desejar participar, isto ndo provocara nenhuma
mudang¢a na qualidade de seu atendimento médico. Se desejar, o Sr (a) ou qualquer
médico a seu critério podera ter acesso aos resultados das dosagens que realizaremos.

Obrigado pela atengéo.

Eu, , aceito participar do
estudo " Atividade Imunoinflamatéria na reestenose coronaria péos-angioplastia ", tendo

sido informado previamente de suas caracteristicas e potenciais riscos.

Assinatura do paciente

Assinatura do pesquisador responsavel

Data -
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ANEXO 2

TERMO DE CONSENTIMENTO

Pacientes ( Angioplastia coronaria / stent )

Projeto: ATIVIDADE IMUNOINFLAMATORIA NA REESTENOSE
CORONARIA POS-ANGIOPLASTIA.

O Sr (a) foi admitido neste hospital para realizagio de uma angioplastia coronaria ou
colocagdo de " stent " por apresentar dor no peito. Nés estamos realizando um projeto de
pesquisa justamente sobre a aterosclerose coronaria, e gostariamos de poder contar com
sua ajuda. Como o Sr (a) sabe, a angioplastia coronaria ou colocagdo de "stent" € um dos
tratamentos mais empregados hoje em dia para este problema. A desobstrugo da artéria
coronaria que € possibilitada por estas técnicas permite que o sangue possa voltar a fluir
normalmente e irrigar o coragdo. No entanto, apesar deste procedimento ser muito efetivo
em abrir esta artéria, em alguns casos esta obstru¢do pode voltar alguns meses apos o
tratamento. O objetivo de nossa pesquisa é caracterizar as causas que levam a artéria a
obstruir novamente. Assim, estamos estudando amostras do sangue de pacientes que tém
aterosclerose para compara-las com aqueles que fizeram ou fardo a angioplastia e tiveram
uma nova obstrugio apos a sua realizagdo. Se concordar em colaborar com este estudo,
coletaremos uma amostra de 10 ml de seu sangue imediatamente antes do inicio do seu
procedimento. Esta quantidade de sangue € muito pequena e sua retirada ndo provocara
nenhum problema a sua saide. Como para fazer o cateterismo € necessaria a colocagio de
um pequeno cateter na sua virilha, ndo sera necessario uma outra pungdo, € o Sr (a) ndo

sentira nenhuma dor ou desconforto adicional. A amostra de sangue obtido sera analisada
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para a presenga e quantificacdo de substincias envolvidas no processo de inflamagdo e
desenvolvimento de aterosclerose e também sera realizado perfil lipidico.

Todas as informagdes obtidas neste estudo serdo absolutamente confidenciais e para
fins exclusivos de pesquisa. Se o Sr (a) ndo desejar participar, isto ndo provocara nenhuma
mudanga na qualidade de seu atendimento médico. Se desejar, o Sr (a) ou qualquer
médico a seu critério podera ter acesso aos resultados das dosagens que realizaremos.

Obrigado pela atengéo.

Eu, , aceito participar do

estudo " Atividade Imunoinflamatoria na reestenose coronaria pos-angioplastia ", tendo

sido informado previamente de suas caracteristicas e potenciais riscos.

Assinatura do paciente

Assinatura do pesquisador responsavel

Data -
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ANEXO 3

TERMO DE CONSENTIMENTO

Individuos normais

Projeto: ATIVIDADE IMUNOINFLAMATORIA NA REESTENOSE
CORONARIA POS ANGIOPLASTIA.

Estamos realizando um projeto de pesquisa no Hospital de Clinicas de Porto Alegre e
gostariamos de poder contar com sua ajuda. A aterosclerose coronaria € a doenga que
provoca a deposi¢do de placas de gordura nas artérias que irrigam o coragdo, € o ataque
cardiaco ( infarto do miocardio ), sua principal conseqiiéncia, ¢ a maior causa de morte
nos paises industrializados. Existem varios tratamentos para esta doenga, e, nos ultimos
anos, a angioplastia coronaria tem sido cada vez mais utilizada. Esta técnica consiste na
desobstrugdo da artéria coronaria comprometica através de um pequeno cateter com um
baldo em sua extremidade distal. Este procedimento é muito efetivo em abrir a artéria, mas
em alguns casos a obstrugao volta alguns meses apos o tratamento. O objetivo de nossa
pesquisa € caracterizar as causas que levam a a:téria a obstruir novamente. Assim, estamos
estudando amostras do sangue de pacientes que realizaram a angioplastia, mas precisamos
compara-los com pessoas normais para a identificagdo dos fatores mais alterados. Se
concordar em colaborar com este estudo, retiraremos uma amostra de 10 ml de seu sangue
através da pungdo de uma veia periférica. Este procedimento provoca dor e desconforto

no local, e, eventualmente, uma pequena mancha roxa. A amostra de sangue obtido sera

79



analisada para a presenca e quantificagdo de substincias envolvidas no processo de
inflamagdo e desenvolvimento de aterosclerose e também perfil lipidico.

Todas as informagoes obtidas neste estudo serdo absolutamente confidenciais e para
fins exclusivos de pesquisa. Se desejar, o Sr (a) ou qualquer médico a seu critério podera

ter acesso aos resultados das dosagens. Obrigado pela atencgéio.

Eu, , aceito participar do

estudo " Atividade Imunoinflamatéria na reestenose coronaria pos-angioplastia ", tendo

sido informado previamente de suas caracteristicas e potenciais riscos.

Assinatura do paciente

Assinatura do pesquisador responsavel

Data -
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ANEXO 4

Projeto: ATIVIDADE IMUNOINFLAMATORIA NA REESTENOSE
CORONARIA POS ANGIOPLASTIA.

1) Data de aplicagio - Entrevistador -

2) Nome -

3) Numero do caso - 4) Namero do prontuario -
5) Telefone -

6) Endereco -

7) Médico assistente -
8) Idade - 9) Sexo - 10) Raga -
11) Classe da angina instavel -
12) Tempo de duragdo do inicio dos sintomas -
A) De angina estavel ( se houver ) -
B) Da angina instavel -
13) Ultimo episédio de dor -
14) Caracteristicas da dor-
A) Fator precipitante - Esforco ( ) Repouso ( )
Ansiedade ( ) Pos alimentar ( ) Frio ( )

B) Duragéo - Menos de30s ( ) Menosde lmin ()
Menosde Smin( ) Menosde 15min ( )
Menosde30min ( ) 30min-1h ( )

C) Localizagio - Retroesternal ( ) Paraesternal E( )
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Paraesternal D ( ) Ombro E ( )
Mandibula ( ) Pescogo ( )
Torax posterior ( ) Epigastrio ()
OUITOS () oo
D) Irradiaco - Retroesternal ( ) Paraesternal E ( )
Paraesternal D ( ) Ombro E ( )
Mandibula ( ) Pescogo ( )
Torax posterior ( ) Epigastrio ( )
OULTOS () oo
E) Carater - Aperto( ) Ardéncia ( ) Queimagio ( )
Pontada ( ) Fisgada ( )

F) Frequéncia -

G) Resposta ao Isordil SL - Nao ()
Sim ( ) Emsegundos ( ) EmmenosdeS5min ( )
Em menosde 15min ( ) Emmaisde 15min( )
H) Resposta aos antianginosos -
Nenhuma ( ) Alivio parcial ( ) Aliviototal ( )
15) Historia familiar de cardiopatia isquémica ( familiar em primeiro grau com IAM ou
morte subita ( com menos de 50 anos para homens e menos de 60 anos para mulheres )

Sim( ) Nao( )

16) Historia de hipertensio - Tempo -
17) Historia de diabete - Tempo -
18) Historia de dislipidemia - Tempo -
19) Fumo - Tempo - Num cig/dia -
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Se interrompeu uso, tempo -
20) Medicagdes em uso ( nome comercial e doses ) -
21) Presséo arterial - 22) Freqiiéncia cardiaca -
23) Eletrocardiograma -

A) Sem dor - Ritmo -

Ondas Q patolégicas ( parede ) -

Isquemia ( parede ) -

........... mm
B) Em vigéncia de dor - Ritmo -
Ondas Q patologicas ( parede ) -
Isquemia ( parede ) -
.......... mm

24) Eletrocardiograma de esforgo - Data do exame -
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Bicicleta ( ) Esteira ( )

Protocolo -

Tempo - ....... min VO2 maximo -
Num. METS atingido - Duplo produto maximo -
FC méxima atingida - (oo % da prevista )

Sintomas - Angina( ) Amitmia( ) Cansago ( )
OULTOS = ..o
Alteragdes eletrocardiograficas - Sim ( ) Nio ( )
Infradesnivel ST - Descendente ( )
Horizontal ( )
Ascendente ()
........ mm Persistente - Sim ( ) Nio ( )
Medicacgdo em uso -
25) Cintilografia de esfor¢o - Data do exame -
Bicicleta ( ) Esteira ( )

Protocolo -

Tempo - ....... min VO2 maximo -
Num. METS atingido - Duplo produto maximo -
FC méxima atingida - (.ol % da prevista )

Sintomas - Angina( ) Amtmia( ) Cansago ( )
OULTOS = oo

Alteragdes cintilograficas - Sim( ) Nio ( )

Descrever - .
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Medicagdo em uso -

26) Ecocardiograma - ( conclusgo ) -
27) Cateterismo cardiaco - Data - Numero do filme -
A) Segmento comprometido -

B) Gravidade da lesdo -

28) Angioplastia coronaria - Numero filme -
A) Data -
B) Segmento dilatado -
C) Estenose inicial -
D) Estenose final -

E) Complicagdes -

29) Angioplastia coronaria - Nimero filme -
A) Data -
B) Segmento dilatado -
C) Estenose inicial -
D) Estenose final -

E) Complicagdes -

30) Laboratorio -
A) Proteina C Reativa-
B) Colesterol -
C) HDL -
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D) Triglicerideos -
E) Creatinina -
F)rs-IL 2 -

G) IL1-beta -

H) rs I-TNF -

I) rs 2 TNF -

31) Doengas associadas -

32) Outros dados -~
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