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CAPITULO 1 - REVISAO DA LITERATURA

1.1 Fisiopatologia da doenca arterial coronariana

As doencas cardiovasculares (DCV) constituem uma das manifestacdes mais
importantes da aterosclerose e representam uma das principais causas de
morbidade e mortalidade no mundo atual . No Brasil este contexto n&o é diferente,
mesmo havendo uma reducdo dos numeros de 1990 a 2009, principalmente nas
regides sul e sudeste e em individuos acima de 60 anos. As diferencas de
desenvolvimento regional e desigualdade social proporcionam numeros e
proporcdes distintas em nosso pais. “** DCV representam elevados custos para os
sistemas de saude e para a previdéncia social devido a mortalidade, invalidez
precoce e controle permanente de fatores de risco associados (diabetes,
hipertensdo arterial sistémica e dislipidemia). °

A doenca arterial coronariana (DAC) tem representatividade fundamental nas
DCV. Entre os principais fatores de risco associados a DAC podemos citar: idade
avancada, histéria familiar de DCV, sexo masculino, hipertensdo, dislipidemia,
tabagismo, obesidade, sedentarismo e diabetes. Alguns marcadores vém sendo
adicionados aos fatores de risco tradicionais, como € o caso da Proteina C Reativa,
que possui valor prognéstico nas apresentacdes cronicas e agudas da DAC. *°

O conceito da fisiopatologia da aterosclerose tem evoluido notavelmente. Ha
poucas décadas, a doenca era atribuida apenas a deposicdo de lipidios na parede
arterial associada a uma desordem metabdlica. »® O endotélio por sua vez era visto
como uma barreira ndo trombogénica que separava 0 sangue da musculatura lisa,
assim quando desnudo, seria o responsavel pelo inicio da evolucdo trombodtica com
a adesdo plaquetéaria, sem considerar possiveis disfuncées desta monocamada. Os
avancgos da biologia e genética celular tém evidenciado a aterosclerose como um
processo multifatorial. Fatores de risco associados como a dislipidemia, a

hipertensdo, hormdnios vasoconstritores, produtos da glicoxidagdo juntamente com
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a hiperglicemia, desencadeiam o mecanismo inflamatério, reconhecido atualmente
como o principal componente fisiopatolégico™’*°

A placa aterosclerética é composta por elementos do tecido conjuntivo,
lipidios, células inflamatodrias, células espumosas, endotélio e musculatura lisa. No
ndcleo encontram-se presentes particulas de LDL oxidadas e células espumosas,
circundados por células da musculatura lisa. O acumulo de células espumosas
origina as estrias de gordura, presentes nos estagios iniciais da doenca, que podem
ser revertidas sem manifestacdes clinicas. ®'' Células do sistema imunolégico
(linfocitos T, macréfagos e neutrofilos) infiltram-se na placa e localizam-se em maior
proporcédo nas bordas do ateroma’®*?. A capa fibrosa é rica em colageno e elastina,
bem como a matriz extracelular e é responsavel pela manutencéo da estabilidade da
placa.

Células do sistema imunoldgico estéo presentes em todas as fases da doenca
aterosclerotica: inicio, progressdo e ativagcdo do processo inflamatoério, podendo
ocasionar a instabilidade da placa e consequentemente avancar para quadros
agudos. "*'2 A resposta inflamatéria é responsavel pelo complexo e rapido envio de
“defesas inatas” contra infeccdes e lesbdes, muitos destes mediadores enviados sao
pré-estabelecidos, tratam-se de proteinas complementares e seus receptores na
superficie celular. Por sua vez, estes receptores sdo responsaveis por desencadear
o estimulo a producdo de citocinas pro-inflamatérias e outros mediadores
inflamatérios. °

Moléculas de adesdo e citocinas quimiotaticas sdo responsaveis pela
aderéncia de leucdcitos circulantes na superficie interna da parede arterial, bem
como pela transmigracao leucocitaria, que ocorre por diapedese.’

Estudos tém demonstrado que a hipercolesterolemia é responsavel por ativar
o0 endotélio em artérias de grande e médio calibre*. O LDL uma vez modificado pelo
processo de oxidacdo resulta em particulas citotdxicas, provocando a ativacdo das

células endoteliais®*3.

O endotélio ativado produz uma série de moléculas de
adesdo, entre elas, ICAM-1, E-selectina, VCAM-1 e IL-8, esta Ultima tem papel
importante no recrutamento dos neutréfilos. O LDL oxidado possui propriedade
quimiotatica para 0s mondocitos, podendo expandir a resposta inflamatoria,
estimulando a migracdo para a intima e a diferenciacdo dos mondcitos em
macréfagos que possuem a funcdo primordial de fagocitar o LDL oxidado e a

consequente transformacdo em células espumosas. »®** Este mecanismo ocorre
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principalmente em bifurcagbes arteriais cujo fluxo hemodinamico apresenta-se em
constante turbuléncia, fato que contribui para o chamado "shear stress" (estresse de
cisalhamento). °

Em associacéo a ativacdo endotelial, plaquetas aderem a parede do vaso nos
locais onde ocorre o evento, liberando um arsenal de potentes substancias
inflamatodrias e mitogénicas, como a exposi¢cao de proteinas subendoteliais, o fator
de Von Willebrand e o colageno, que aderem as plaquetas através de seus
receptores na superficie das mesmas (GPlba, GPVI a2B1) ocorrendo a ativagéo e a
deposicdo na parede do vaso. °'* Essas alteracdes no fenétipo das células
endoteliais promovem quimiotaxia, adesdo e também a transmigracdo de mondcitos
no local da Inflamagéo. *

Visualizando as artérias coronarias em seccdes transversais através de
meétodos diagndsticos tais como o ultrassom intravascular e a angiotomografia, foi
observado a expanséo das placas ateroscleréticas para fora do vaso, ocasionando
remodelamento positivo, demonstrando que o grau de estenose nado esta
diretamente relacionado ao tamanho da placa®"*°. Goldstein e colaboradores em um
estudo angiografico com 257 pacientes acometidos por infarto agudo do miocardio
(IAM) encontrou em 40% dos casos uma segunda placa vulneravel, ndo responsavel
pelo evento agudo naquele momento’®. Estudos evidenciaram que ndo sdo as
placas com estenoses maiores (>70%) as que levam ao desencadeamento de
sindromes coronarias agudas™*’.

A instabilizacdo de placas que ndo possuem maior grau estenético, colabora
para a busca pelo entendimento dos inUmeros fatores que levam a este processo
silencioso com desfechos agudos. A ruptura e a exposicao da placa aterosclerotica
nos quadros agudos, como a sindrome coronariana aguda (SCA) e o IAM, ocorrem
nos locais onde o endotélio € ativado, e a consequente resposta inflamatoria inata
ativa as células do nicleo da placa, tornando a estrutura fina e vulneravel. *®*8
Expressiva atividade inflamatéria de mondcitos, macrofagos e Linfécitos T e assim
como mediadores inflamatérios encontram-se presentes na porcdo adjacente a
ruptura da placa. Estudos realizados em cortes histologicos de placas
ateroscleroticas em pacientes com oObito por IAM evidenciaram a presenca de
macrofagos e linfocitos T, em material de imediata ruptura ou erosao superficial da
placa, demonstrando a presenca do mecanismo inflamatério e a consequente

instabilizac&o da placa %,
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1.2 Manifestagoes clinicas da doenga arterial coronariana

Angina de peito, como sindrome clinica, caracteriza-se por dor ou desconforto
nas regides do torax, epigastrico, mandibula, ombro, dorso ou membros superiores.
Comumente apresenta-se em individuos acometidos por DAC, com
comprometimento de pelo menos uma artéria epicardica, podendo ocorrer em
quadros com coronarias isentas de lesGes ateroscleréticas, porém apresentando
espasmo do vaso ou disfuncdo endotelial.

A angina ocorre quando existe uma isquemia miocardica regional ocasionada
pelo desequilibrio entre a oferta e a demanda de oxigénio no miocardio. 2?*A
Sociedade de Cardiologia Canadense estabelece a seguinte graduacdo para a
angina:

Classe | - Atividade fisica habitual, como caminhar, subir escadas, n&o
provoca angina. Ocorre com esforcos fisicos prolongados e intensos.

Classe Il - Discreta limitacao para atividades habituais, ocorre ao caminhar ou
subir escadas rapidamente, caminhar em aclives, caminhar ou subir escadas apoés
refeicbes, ou no frio ou sob estresse emocional, ou apenas durante poucas horas
apos o despertar. Ocorre apds caminhar dois quarteirdes planos ou subir mais de
um lance de escada em condi¢cbes normais.

Classe Il - Limitagdo com atividades habituais. A angina ocorre ao caminhar
um quarteirdo plano ou subir um lance de escada.

Classe IV - Incapacidade de realizar qualquer atividade habitual sem

desconforto - 0s sintomas anginosos podem estar presentes no repouso.

1.2.1 Angina estavel

A angina estavel crdnica tem como caracteristica principal o desconforto
induzido pelo estresse emocional e ou atividade fisica, bem como a reversibilidade
completa e a repeticdo dos sintomas ao longo do tempo (meses ou anos). Os
sintomas s&o aliviados pelo repouso ou nitrato sublingual. 2

Este quadro cronico esta associado com placas ateroscleréticas com
remodelamento positivo, capa fibrosa espessa e ampla presenca de células

musculares lisas, garantindo a propriedade de estabilizacao?.
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1.2.2 Angina instavel/infarto do miocardio sem supradesnivel do
segmento ST

Angina instavel e infarto agudo do miocéardio sem supradesnivel do segmento
ST constituem duas condi¢gdes de sindrome coronariana aguda onde um trombo
(trombose), originado pela instabilidade e ruptura da placa aterosclerética, oclui
parcialmente a luz do vaso. Nao ocorre a elevacdo do segmento ST no
eletrocardiograma e o diferencial entre as duas apresentacdes clinicas constitui na
elevacdo de marcadores bioquimicos de necrose miocardica, 0s mais sensiveis
como a troponina, embasaram critérios de diagndstico e pior progndstico®232°,

Troponinas T e | sdo expressas em altas concentracdes exclusivamente pelo
miocardio, sdo moléculas grandes, que apenas extravasam das células cardiacas na
ocorréncia de dano irreparavel®.

Sindromes coronarianas agudas ocorrem em até 70% dos casos devido a
instabilizacdo e ruptura da placa aterosclerética. Este quadro foi caracterizado por
placas que apresentam um maior nucleo necrético, a escassa presenca de células
musculares lisas e por vez, uma capa fibrosa fina, com espessura nas proximidades
do local de ruptura é <65 pm. Assim, a placa torna-se vulneravel, ocorrendo a
exposicao do fator tecidual, a ativacdo plaquetaria e a infiltracdo de macrofagos e
linfécitos. °?%?" Neste contexto é desencadeado a formacdo de trombose intra-

coronaria, ocluindo parcialmente a luz do vaso.

1.2.3 Infarto agudo do miocardio com supradesnivel do segmento ST

O IAM pode ser definido como a morte das células miocardicas em
consequéncia de isquemia prolongada, a completa necrose destas células ocorre
em pelo menos 2 a 4 horas, varidvel decorrente da possibilidade de circulagéo
colateral irrigando a zona de isquemia, oclusdo coronéaria intermitente ou a
sensibilidade dos midcitos a isquemia (busca individual por oxigenagéo e nutrientes).

Pode ser diagnosticado pelo preenchimento de pelo menos 2 dos 3 critérios
abaixo descritos:

1. Caracteristicas clinicas: cerca de 75 - 80% dos pacientes apresentam dor

toracica, geralmente prolongada e intensa, com duracdo superior a 20 minutos.

Pode ter como fator desencadeante a atividade fisica ou estresse emocional, ou
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mesmo ser desencadeada em repouso, podendo ocorrer alivio com 0 uso de nitratos

ou repouso’®?®,

2._Alteracbes eletrocardiogréficas: o eletrocardiograma (ECG) € o marco

definidor da estratégia terapéutica mediante elevacdo do segmento ST >1mm em
derivacBes continuas no plano frontal (especificidade de 91% e sensibilidade de
46%), bloqueio de ramo esquerdo (BRE) novo, supradesnivel do segmento ST
>2mm em derivacdes precordiais e desenvolvimento de ondas Q patolégicas. A
sensibilidade do método € aumentada quando € realizado seriadamente nas
primeiras horas.

3. Marcadores bioquimicos para necrose miocardica: a necrose miocardica

ocasiona a liberacdo de proteinas estruturais do intersticio cardiaco, bem como
macromoléculas intracelulares. *¥-*® Marcadores bioquimicos também sao Uteis para
a definicdo do diagndstico, porém na apresentacdo de supradesnivel do segmento
ST ndo devem ser utilizadas para direcionar a conduta terapéutica. Em quadros
clinicos agudos ocorre a elevacdo das enzimas CK-MB total (4-6 horas), CK-MB
massa (3-6 horas), Mioglobina (1-2 horas), bem como as troponinas (4-8 horas,
proteinas presentes exclusivamente nos filamentos finos do musculo estriado
cardiaco, apresentam elevacao entre. A caracteristica de exclusividade do musculo

cardiaco configurou a troponina como biomarcador de primeira escolha. %°

1.3 Angiografia coronaria quantitativa

A angiografia coronariana quantitativa, método evolutivo de um diagnéstico de
imagem inicial, onde a interpretacdo era realizada através de critérios pessoais e
subjetivos pela experiéncia de cada operador. Possibilita a avaliacdo segura da
gravidade e extensdo da DAC, através da quantificacdo objetiva, medindo o
diametro de referéncia coronéario (medida do segmento isento de aterosclerose). As
lesBes coronarianas séo significativas quando ha obstrucdo de uma ou mais artérias
epicéardicas, com no minimo 70% de estenose e/ou tronco de coronaria esquerda
com no minimo 50%. O método também permite detectar uma minoria de pacientes

com sintomas de angina estavel sem obstrucoes.
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1.4 Intervengao coronaria percutanea

A intervencao coronaria percutanea (ICP) consiste na desobstrucdo mecanica
da artéria coronaria acometida por uma placa aterosclerética com remodelamento
negativo. Evidéncias demonstram que essa técnica terapéutica proporcionou a
reducdo dos sintomas em pacientes coronariopatas crénicos, a reducdo da
mortalidade no infarto do miocardio com supradesnivel de ST e em pacientes com
sindromes coronarianas agudas sem elevacdo do segmento ST. %%

Associado a terapéutica do implante dos stents coronarios, ocorre a
reestenose intra-stent de 7 a 37% dos casos. Ainda que seja eliminado qualquer
remodelamento negativo, o dano causado a parede vascular € acompanhado da
hiperplasia neointimal, causa importante reobstrucdo na luz do vaso, que é
dependente quadro clinico do paciente e da caracteristica da lesdo. ***! Os stents
eluidos em drogas inibidoras da proliferacdo neointimal proporcionaram um avango
neste contexto, reduzindo significativamente a reestenose quando comparados ao
implante de stents convencionais.

Marcadores sistémicos de inflamacdo também sdo apontados como
preditores de reestenose apOs intervencdo coronaria percutanea. Pacientes com
angina estavel e niveis séricos baixos de proteina-C reativa (PCR) em condi¢des
basais submetidos ao implante de stent apresentam aumento transitorio dos niveis
de PCR, os quais retornam aos niveis basais em 48 a 72 horas. Niveis séricos de
PCR persistentemente elevados ap0s a intervencdo corondria percutanea estdo

associados com reestenose clinica e angiogréfica.

1.5 Marcadores inflamatorios

Mecanismos inflamatérios e a consequente resposta imunolégica sao o alvo
comum de varios estudos. Moléculas de adesao, resposta leucocitaria, citocinas e

quimiocinas, 2

participam deste processo e sdo reportados como marcadores
potencialmente Uteis da evolugédo da aterbgenese, bem como preditores de eventos

clinicos cardiovasculares.
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As citocinas e quimiocinas participam com papel fundamental, induzindo a
expressdo as moléculas de adesdo, a quimiotaxia de células inflamatorias, a
producdo de proteinas de fase aguda, bem como a proliferacdo de células
musculares lisas. Algumas sao envolvidas fundamentalmente nas primeiras fases da
resposta inflamatoria, a IL-1, a IL6, IL8 e CCL2/ MCP-1. A IL6, a PCR e as moléculas
de adesado (ICAM-1) sdo marcadores potenciais para a aterosclerose. A PCR € um
marcador ja estabelecido mediante pacientes com SCA e doenca isquémica cronica,
fornecendo valor prognéstico para os fatores de risco associados™®343,

A mieloperoxidade (MPO), uma enzima derivada de leucdcitos que catalisa a
formacao de oxidantes reativos, apresentou-se aumentada em pacientes com DAC
estavel e SCA, porém estudos recentes demonstraram alteracdo de seus resultados
quando a administracéo terapéutica de heparina.**Outro marcador, a proteina do
plasma A (PAPP-A), uma protease produzida por fibroblastos, osteoblastos e
células da musculatura lisa, foi relatada por alguns estudos, tendo seus niveis
elevados em placas instaveis.*®’

Um estudo multicéntrico realizado por Schaub e colaboradores avaliou 398
pacientes com dor toracica e troponina elevada, realizando a dosagem de quatro
marcadores: MPO, MRP-8/14, PAPP-A e PCR. Na analise observou-se que 0s
quatro marcadores apresentaram niveis elevados em pacientes com IAM quando
comparados com pacientes em quadros estaveis, porém somente MRP-8/14
apresentou resultados significativos quando comparados com pacientes em |AM-
CSST e IAM-SSST (p=0.02). *

MRP-8/14 sédo proteinas ligantes do calcio, S100A8 e S100A9, secretadas por
neutréfilos, mondcitos e macréfagos. 243 Estas proteinas foram denominadas MRP8
e MRP14, visto que sdo expressas por células da linhagem mieldide, designando
seu peso molecular. O complexo das duas proteinas € chamado de calprotectina.

Assim, calprotectina é um heterodimero que possui como caracteristica a
presenca de sitios ligantes de célcio, esta diretamente envolvida com a sinalizacéo
calcio dependente, a diferenciacdo celular, a progressao do ciclo celular e interagbes
com a membrana do citoesqueleto.

MRP-8/14 € encontrada em pacientes com doencas inflamatorias como
fibrose cistica, sarcoidose, lUpus eritematoso sistémico, doenca de Crohn, na
doenca e inflamacgéo das articulagbes como artrite reumatdide e tuberculose ativa.

Seus niveis séricos normais em humanos s&o de 0,5 a 3 ug/mL. > %%
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A ligacdo de MRP-8/14 ao endotélio induz uma resposta inflamatoria e
trombogénica pelo aumento da transcricdo de quimiocinas pro- inflamatérias e
moléculas de adesdo. Esse processo reduz a expressdo de células protéicas de
juncdo e células envolvendo a integridade da monocamada. * ' %" A ativacéo da
fagocitose e a formacado do complexo MRP-8/14 permite que este seja translocado
para o citoesqueleto e membrana plasmatica, onde é secretada. Esse processo
ocorre precocemente durante a diapedese e interacdo da expressao de MRP-8/14
pelos neutréfilos e monécitos com o endotélio. 37

Foi demonstrado que a proteina S100A9/MRP-14 age seletivamente na
exsudacao leucocitaria, estimulando a adesdo dos neutréfilos ao endotélio vascular
via molécula de adesdo Maclp2. MRP-8/14 reflete a ativacdo fagocitaria e o
recrutamento, estando envolvido na ruptura da placa e apresentando-se
simultaneamente no sangue e no aterotrombo do local da oclusdo coronariana. *
12,15

Estudos demonstraram que niveis elevados deste marcador estao associados
ao primeiro evento cardiovascular em individuos saudaveis, bem como pior
prognéstico em pacientes com SCA *%4°. vVora e colaboradores realizaram um
estudo onde dosou os niveis séricos deste biomarcador em pacientes com dor
toracica ndo traumatica sob investigacao. Pacientes com IAM apresentaram niveis
mais elevados de MRP-8/14 em comparacdo com pacientes que apresentavam dor
toracica de origem néo cardiaca (p <0, 001), porém o desempenho geral do MRP-
8/14 foi fraco: sensibilidade de 28% (IC 95% 20-38), especificidade de 82% (78-86),
valor preditivo positivo de 36% (26-47) e valor preditivo negativo de 77% (72-81). *°

Altwegg e colaboradores demonstraram que trombos coronarianos contém
significativas quantidades de MRP- 8/14, bem como niveis de MRP-8/14 locais e
sistémicos foram maiores em pacientes com SCA, em comparagdo com controles.
MRP-8/14 parece ser produzida no local oclusdo coronariana, mas também conduz
a um aumento significativo nos niveis plasmaticos. **

Demonstrado estes aspectos do perfil inflamatério do heterodimero MRP-
8/14, e dos estudos que trazem a associagdo com a predicdo de eventos
cardiovasculares primarios e maior gravidade da apresentacédo clinica da DAC, a
mensuracdo do MRP-8/14 como marcador inflamatério pode ter valor preditivo

adicional no que diz respeito a investigacao da DAC.
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CAPITULO 2

2.1 Justificativa

O processo inflamatério e a consequente resposta imunoldgica sdo apontados
como a chave para a formacéao e a instabilizacdo de placas ateromatosas. Ha varios
elementos que ainda necessitam de investigacdo para a compreensao do complexo
mecanismo fisiopatoldgico que envolve a formacéo, instabilizagéo e cicatrizagdo das
placas ateromatosas. A calprotectina MRP-8/14 foi identificada junto a infiltracdo de
células inflamatorias no endotélio vascular, assim os resultados deste estudo
poderdo colaborar para a melhor compreensdo do comportamento e fungcédo desta
proteina inflamatéria e, consequentemente, para avaliar seu potencial como

marcador de eventos cardiovasculares primérios e de progndstico clinico.
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2.2 Hipotese

O MRP-8/14 apresenta niveis séricos diferenciados conforme a apresentacao

clinica e a evolucdo da DAC apds o tratamento da lesdo-alvo com implante de stent.
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2.3 Objetivos

Avaliar a relacéo dos niveis séricos de MRP-8/14 com a apresentacao clinica

e com a evolucao da DAC apds o tratamento da lesdo-alvo com implante de stent.
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RESUMO

Introducdo: A doenca arterial coronariana constitui uma das maiores causas de
morbidade e mortalidade no mundo atual. O mecanismo inflamatério exerce papel
fundamental sobre a aterogénese e as formas de apresentacdo da doenca arterial
coronariana (DAC). O MRP-8/14 € uma proteina inflamatoria que possui importante
funcdo na interacao dos leucécitos com o endotélio, demonstrando ser um potencial
biomarcador na DAC.

Objetivo: Avaliar a relacdo dos niveis séricos de MRP-8/14 com a apresentacao
clinica e com a evolucdo da DAC apds o tratamento da lesdo-alvo com implante de
stent.

Metodologia: Este estudo avaliou os niveis séricos de 95 pacientes divididos em 5
grupos: (1) grupo | - controle (individuos higidos); (2) grupo Il - lesdes leve a
moderada, ou seja, lesdes obstrutivas entre 20% e 50% em 1 ou mais artérias
coronarias; (3) grupo lll - angina estavel e lesdo >50% em 1 ou mais artérias
coronarias; (4) grupo IV - sindrome coronariana aguda sem supradesnivel do
segmento ST [angina instavel e IAM sem supradesnivel do segmento ST (IAM-
SSST)]; e (5) grupo V- sindrome coronariana aguda e supradesnivel do segmento
ST [IAM com supradesnivel do segmento ST (IAM-SSST)], nas primeiras 12 horas
de inicio dos sintomas. Os individuos dos grupos | e Il foram submetidos a uma
Gnica coleta sanguinea, enquanto os pacientes dos grupos lll, IV e V foram
submetidos a uma coleta sanguinea imediatamente antes da intervencao coronaria
percutdnea com implante de stent seguida de coletas sanguineas seriadas em 6, 18
e 48 horas e em 7 dias ap0s o implante de stent.

Resultados: A analise comparativa dos niveis séricos de MRP- 8/14 na primeira
coleta entre os 5 grupos em estudo evidenciou diferenca estatisticamente
significativa do grupo | (controle) em relacdo aos demais grupos [grupo I=
0,11+0,10ug/mL vs grupo II= 0,50+0,13ug/mL; grupo llI= 1,83+0,70ug/mL; grupo V=
3,66+1,81ug/mL; e grupo V= 3,54+1,52ug/mL; p<0,001]. Também houve diferenca
estatisticamente significativa do grupo Il em comparacdo aos grupos lll, IV e V
(p<0,001); e do grupo lll em relacdo aos grupos IV (p=0,045) e V (p=0,002). Nao
houve diferenca estatisticamente significativa quando comparados os grupos IV e V
(p=1,00). Quanto a evolucdo da DAC pos-implante de stent, ndo houve diferenca

estatisticamente significativa dos niveis séricos de MRP-8/14 entre as coletas
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seriadas nos grupos analisados (lll, IV e V). A andlise dos niveis séricos de MRP-
8/14 em relacdo ao tempo de evolugdo do IAM-CSST (grupo V) nao evidenciou
diferenca estatisticamente significativa (p=0,685), mesmo quando comparados 0s
pacientes com tempo de evolucdo do IAM-CSST inferior a 3 horas com os pacientes
com tempo de evolugédo do IAM-CSST compreendido entre 3 e 12 horas (p=0,492).
Conclusfes: Os niveis seéricos de MRP-8/14 apresentam-se progressivamente
elevados conforme a gravidade da DAC e permanecem continuamente elevados
mesmo apos o tratamento da lesdo-alvo com implante de stent por pelo menos 7
dias. O MRP-8/14 também apresenta-se como um potencial biomarcador precoce do
infarto agudo do miocérdio.

Palavras Chave: doenca arterial coronariana, inflamacéo, MRP-8/14, stent
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ABSTRACT

Introduction: The coronary artery disease is a major cause of morbidity and
mortality nowadays in the world. The inflammatory mechanism plays a fundamental
role in atherogenesis as well as in the coronary artery disease (CAD) presentation.
MRP-8/14 is an inflammatory protein that has an important function in the leukocyte-
endothelial cell interaction, showing to be a potential biomarker for CAD.

Objective: Assess the relation between the serum levels of MRP-8/14 and the CAD
clinical presentation and evolution after treating the target lesion with stent
deployment.

Methodology: This study assessed the serum levels of 95 patients divided into 5
groups: (1) group | — control (healthy individuals); (2) group Il — mild-to-moderate
lesions, that is, obstructive lesions between 20% and 50% in 1 or more coronary
arteries; (3) group lIl — stable angina and lesion >50% in 1 or more coronary arteries;
(4) group IV — acute coronary syndrome without ST segment elevation [unstable
angina and non-ST segment elevation myocardial infarction (NSTEMI)]; and group V
— acute coronary syndrome with ST segment elevation [ST segment elevation
myocardial infarction (STEMI)] within the first 12 hours of symptom onset. A single
blood sample was collected from the individuals from groups | and I, while in patients
from groups Ill, IV and V blood samples were collected immediately before
percutaneous coronary intervention with stent deployment followed by serial blood
samples collected 6, 18, and 48 hours and 7 days after stent deployment.

Results: The comparative analysis of the serum levels of MRP-8/14 in the first blood
sample collection between the 5 groups under study showed a statistically significant
difference in group | (control) with relation to the other groups [group | =
0.11+£0.10pg/mL vs. group 11=0.50£0.13ug/mL; group Il =1.83£0.70ug/mL; group IV
=3.66+1.81ug/mL; and group V = 3.54+1.52ug/mL; p<0.001]. There was also a
statistically significant difference in group Il compared to groups lll, IV, and V
(p<0.001); and in group Il with relation to groups IV (p<0.045) and V (p<0.002).
There was no statistically significant difference between groups IV and V when
compared (p=1.00). Regarding CAD evolution after stent deployment, there was no
statistically significant difference in the serum levels of MRP-8/14 between the serial

samples in the analyzed groups (lll, IV, and V). The analysis of MRP-8/14 levels in
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relation to STEMI evolution over time did not evidence statistically significant
difference (p=0.685), even when patients with STEMI within 3 hours after onset of
symptoms were compared with patients with STEMI between 3 and 12 hours after
onset of symptoms (p= 0,492).

Conclusions: The serum levels of MRP-8/14 show to be progressively increased
according to CAD severity and remain continuously increased even after target lesion
treatment with stent deployment for at least 7 days. MRP-8/14 also shows to be a
potential early biomarker for acute myocardial infarction.

Key words: coronary artery disease, inflammation, MRP-8/14, stent
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Introducgao

A doenca arterial coronariana (DAC) constitui uma das principais causas de
morbidade e mortalidade no mundo atual.'® O conceito de aterosclerose, antes
limitado a deposicdo de lipidios na parede arterial associada a uma desordem
metabdlica, foi ampliado.>* Os avancos da biologia e genética celular tem revelado a
aterosclerose como um processo multifatorial complexo, no qual o mecanismo
inflamatoério é reconhecido como fundamental em todas as apresentacdes clinicas
da doenca. Células do sistema imunolégico estdo presentes na fase inicial e durante
a progressao da DAC, podendo ocasionar a instabilidade da placa ateromatosa e,
consequentemente, determinar manifestaces clinicas como sindrome coronariana
aguda (SCA) e infarto agudo do miocéardio (IAM). >’

Estudos demonstram que a maioria dos casos de sindromes coronarias
agudas ndo sado causados por placas ateromatosas que determinam estenoses
superiores a 70%%°, como inicialmente proposto. Portanto, ndo é o grau de estenose
pré-instabilizacdo que est4d associado a vulnerabilidade da placa, mas sim a
propensdo a ruptura da capa fibrética e exposicdo do contetdo lipidico a circulacéo
sanguinea. Esse processo desenvolve-se preferencialmente nas lesfes cuja capa
fibrética torna-se de fina espessura, sendo essa alteracdo induzida por resposta
inflamatéria crénica. Assim sendo, o mecanismo fisiopatoldgico de instabilizacdo da
placa ateromatosa envolve expressiva atividade de macréfagos e linfécitos T na
porcao adjacente a ruptura da placa, mediada por moléculas de adesao, citocinas e
guimiocinas, as quais se apresentam como potenciais marcadores de evolucédo da

aterdgenese e preditores de eventos clinicos cardiovasculares.**?

O complexo MRP-8/14, denominado calprotectina, € um heterodimero de
proteinas ligantes do calcio, pertencente a familia S100. O MRP-8/14 é secretado
por neutréfilos, monécitos e macréfagos, apresentando um importante papel na
interacdo entre leucécitos e endotélio.®**A ligacdo do MRP-8/14 ao endotélio
promove uma resposta inflamatéria e trombogénica tanto pelo aumento da
transcricdo de quimiocinas pré-inflamatérias e moléculas de adesdo, quanto pela
diminuicdo da expressdo de moléculas que mantém a integridade endotelial.*****° A

relevancia clinica dos mecanismos fisiopatoldégicos do MRP-8/14 é respaldada por
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estudos clinicos cujos resultados demonstram que niveis elevados de MRP-8/14
estdo associados ao primeiro evento cardiovascular em individuos saudaveis, bem
como a maior gravidade de apresentacéo clinica da DAC. ***7

Este estudo tem como objetivo avaliar a relacdo dos niveis séricos de MRP-
8/14 com a apresentacdo clinica e com a evolugdo da DAC apds o tratamento da

lesdo-alvo com implante de stent.

Metodologia

Populacéo

Foram incluidos 95 individuos com idade minima de 18 anos e caracteristicas
clinicas e/ou angiograficas compativeis com o perfil dos grupos em estudo, no
periodo de agosto de 2012 a maio de 2013.

Os pacientes foram selecionados conforme a rotina da Unidade de
Hemodinamica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre e do Hospital Universitario
ULBRA-Mae de Deus. O grupo controle (grupo 1) foi constituido por individuos
voluntarios.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre e do Sistema de Saude Méae de Deus. Todos os individuos

participantes deste estudo assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido.

Critérios de incluséo

Os critérios de incluséo variam de acordo com o grupo em estudo:

I: individuos com idade entre 18 e 35 anos, sem histdria ou fatores de risco
para DAC: hipertensao, dislipidemia, diabetes mellitus, obesidade, histoéria familiar e
tabagismo.

Il: pacientes com lesdo leve a moderada em pelo menos 1 artéria coronaria,
ou seja, lesdes obstrutivas >20% e <50%.

lll: pacientes com angina estavel e lesdo >50% em 1 ou mais artérias

corondrias;
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IV: pacientes com sindrome coronariana aguda sem supradesnivel do
segmento ST [angina instavel e IAM sem supradesnivel do segmento ST (IAM-
SSST)] e lesdo >50% em 1 ou mais artérias coronarias;

V: pacientes com sindrome coronariana aguda e supradesnivel do segmento
ST [IAM com supradesnivel do segmento ST (IAM-SSST)], nas primeiras 12 horas

de inicio dos sintomas.

Critérios de excluséo

Foram excluidos do estudo pacientes com histéria de cirurgia de
revascularizacdo do miocérdio; lesédo em tronco de coronaria esquerda ou 0Ostio de
coronéria direita; procedimento estadiado, ou seja, intervencdo coronaria percutanea
para o tratamento de 1 ou mais lesdes em artéria coronaria em 2 ou mais etapas;
IAM ou acidente vascular encefalico nos ultimos 6 meses; trombocitopenia ou
trombocitose; uso de anticoagulantes orais; doencas inflamatérias ou autoimunes:
fibrose cistica, sarcoidose, artrite reumatdide, lupus, esclerose multipla, doenca de

Crohn e doenca inflamatoria intestinal.

Coleta de dados

O grupo | (controle) foi constituido por 15 individuos higidos. Todos os
individuos foram submetidos a um questionario para assegurar a auséncia de
fatores de risco para DAC. Portanto, foram pesquisados tabagismo e histéria familiar
de DAC, assim como foi realizado calculo do indice de massa corporal, afericdo
ambulatorial da pressado arterial e andlise dos perfis lipidico e glicémico para a
exclusdo de obesidade, hipertensdo arterial sistémica, dislipidemia e diabetes,
respectivamente. Os individuos do grupo controle foram submetidos a coleta
sanguinea Unica em veia periférica para dosagem do marcador MRP-8/14.

Os grupos I, lll, IV e V foram constituidos por 20 pacientes por grupo,
oriundos da Unidade de Hemodinamica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre e do
Hospital Universitario ULBRA-Mde de Deus, que foram submetidos a
cineangiocoronariografia.

O grupo Il foi constituido por individuos com ateromatose leve a moderada em
artérias coronarias, ou seja, lesées obstrutivas entre 20% e 50% em 1 ou mais

artérias coronarias, portanto esses pacientes ndo foram submetidos a intervengéo
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coronéria percutanea. Assim sendo, foi realizado apenas uma coleta sanguinea via
introdutor arterial para dosagem do marcador MRP-8/14.

Os pacientes dos grupos lll (angina estavel), IV (angina instavel ou I1AM-
SSST) e V (IAM-CSST) foram constituidos por pacientes com lesédo obstrutiva >50%
em 1 ou mais artérias coronarias, portanto todos os pacientes pertencentes a esses
grupos foram submetidos a intervencao coronaria percutanea (ICP) com implante de
stent em pelo menos 1 artéria coronaria. As coletas sanguineas foram realizadas de
forma seriada, perfazendo um total de 5 coletas, seguindo o protocolo: (1) pré-ICP
via introdutor arterial; (2) 6 horas apés ICP; (3) 18 apos ICP; (4) 48 horas apos ICP;
e (5) 7 dias apos ICP; sendo que as coletas seriadas de 2 a 5 foram realizadas via
acesso venoso periférico.

Foram excluidos pacientes com procedimento terapéutico percutaneo (ICP
com implante de stent) estadiado para evitar a influéncia de lesGes obstrutivas
significativas ndo tratadas sobre a curva composta pelos niveis séricos de MRP-8/14
apos a ICP, visto que um dos objetivos deste estudo € avaliar o comportamento do
MRP-8/14 apés o tratamento da DAC (revascularizacdo completa).

Critérios diagnésticos

Hipertenséo arterial sistémica foi definida como presséo arterial sistdlica maior
que 130 mmHg e/ou diastélica maior que 85 mmHg.*® Niveis séricos de colesterol
total 200mg/dl foram definidos como dislipidemia. O diagnostico de diabetes foi
estabelecido na presenca de glicemia em jejum >100mg/dl. *° Valores de indice de
massa corporal (IMC) >25 e <30 foram considerados indicativos de sobrepeso,
enquanto obesidade foi definida como IMC >30. %°

Angina estavel foi definida como dor retroesternal com duracdo de minutos,
desencadeada por esforco fisico ou estresse emocional, e com alivio em repouso
e/ou por administracdo de nitroglicerina.>*

Sindrome coronariana aguda sem supradesnivel do segmento ST (angina
instavel e IAM-SSST) foi definida como dor retroesternal com duragédo >10 minutos,
desencadeada em repouso. O eletrocardiograma em repouso geralmente evidencia
alteracdes sugestivas de isquemia miocardica, como infradesnivel do segmento ST
e/ou inversédo de ondas T. O diagnostico diferencial entre angina instavel e 1AM-
SSST é baseado na presenca (IAM-SSST) ou auséncia (angina instavel) de



35

elevacdo de marcadores bioquimicos de necrose miocardica. %%

Infarto agudo do miocardio com supradesnivel do segmento ST (IAM-CSST)
foi definido como dor retroesternal prolongada, intensa e com duracdo >20 minutos,
podendo estar associada a dispnéia, nauseas e vomitos. No eletrocardiograma em
repouso observa-se supradesnivel do segmento ST >1,0mm em derivacdes
contiguas no plano frontal ou >2,0mm em deriva¢gBes precordiais. Ha elevacdo de

marcadores bioquimicos de necrose miocardica.?*?*

Dosagem sérica de MRP-8/14

As amostras de sangue (4,5ml) foram coletadas em tubos com anticoagulante
EDTA (Ethylenediamine tetraacetic acid), centrifugadas a 3000 x g por 10 minutos
para obtencao do plasma, sendo este aliqguotado e armazenado em freezer a -20°C
na Unidade de Andlises Moleculares e de Proteinas (UAMP) do Hospital de Clinicas
de Porto Alegre. A mensuracédo dos niveis séericos de MRP14 (S100A9) foi obtida por
teste imunoenziméatico com o uso de kit comercial ELISA (BMA, Biomedicals,
Switzerland) e a leitura dos resultados foi realizada em espectrofotdmetro ( Anthos
Zenyth 200) a 450nm.

Andlise estatistica

O tamanho da casuistica foi calculado com base em resultados de estudos
que avaliaram o MRP-8/14 e sua relacdo com a DAC. *® Este célculo teve como
critério um nivel de significancia de 5% e um poder estatistico de 90%, para que
fosse possivel detectar diferencas de 0,8ug/mL entre os grupos (desvio-padréo=
0,6).

Os dados foram analisados com auxilio do programa SPSS (Statistical
Package for Social Sciences) versdao 20.0. A comparacdo dos niveis séricos de
MRP-8/14 na primeira coleta entre os grupos analisados foi realizada utilizando-se o
teste Jonckheere Terpstra, enquanto para a avaliacdo seriada deste biomarcador
entre grupos foram utilizados Modelos Lineares Generalizados.

A correlagéo entre o tempo de inicio de sintomas no grupo V (IAM-CSST) e os

niveis séricos de MRP-8/14 foi analisada com o uso do coeficiente de correlacdo de
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Spearman. O teste de Mann Whitney foi empregado para a comparagao entre 0s
niveis séricos de MRP-8/14 e os fatores de risco para DAC.

As variaveis continuas foram descritas como média e desvio-padrédo e as
variaveis categoricas foram descritas como frequéncias absolutas e relativas. A
comparacdo das variaveis categoéricas entre os grupos analisados foi realizada
usando-se 0 teste Exato de Fischer, enquanto para as varidveis continuas foi
utilizado o teste ANOVA. Foi considerado o nivel de significancia de 5% (p<0,05)

para todas as analises efetuadas.

Resultados

Foram analisados 95 pacientes divididos em 5 grupos, sendo 15 individuos no
grupo controle (Grupo I) e 20 pacientes para os demais grupos (I, 1ll, IV e V),
categorizados conforme a apresentacéo clinica da DAC.

As caracteristicas clinicas e medica¢cdes em uso dos individuos estudados
encontram-se descritas na tabela 1. Quando os grupos foram comparados quanto
aos fatores de risco para DAC - idade, hipertensdo arterial sistémica, dislipidemia,
diabetes, tabagismo, histéria familiar e IMC — houve diferenca estatisticamente
significativa do grupo | (controle) para os demais grupos em estudo. Quando
excluido da andlise o grupo controle, foi encontrado diferenca estatisticamente
significativa para as variaveis tabagismo (p=0,019) e uso de estatina (p=0,021) e
nitrato (p= 0,032).

N&o foi encontrada associacao estatisticamente significativa entre os niveis
séricos de MRP-8/14 e os fatores de risco para DAC: idade, hipertensdo arterial
sistémica, diabetes, tabagismo, histéria familiar e IMC. Também n&do houve
associacado estatisticamente significativa entre os niveis séricos de MRP-8/14 e
histéria de IAM prévio. (Tabela 2)



Tabela 1 - Dados clinicos e medica¢cées em uso.

Sexo
Masculino

Idade
IMC
HAS
Dislipidemia
Diabetes
Tabagismo
Histéria Familiar
IAM prévio
AAS
Clopidogrel
Bloqueadores Ca
ARAs
Estatina
Nitrato
Inibidor da ECA
Diurético

B- bloqueador

Grupo |
(n=15)

6 (40%)
27,5+4,8*
23,4+2,5*
0 (0,0%)*
0 (0,0%)*
0 (0,0%)*
0 (0,0%)*

0 (0,0%)*

Grupo Il
(n=20)

11 (55,0%)
61,4+11,5
26,6+2,4
18 (90%)
9 (45%)
7 (35%)
7 (35%)
13 (65%)
3 (15%)
16 (80%)
5 (25%)
4(20%)

2 (10%)
10 (50,0%)
5 (25%)
12 (60%)
7(35%)

10 (50,0%)

Grupo il

(n=20)

9 (45,%)

56,5+10,6

28,745,1
16 (80%)
14 (70%)
12 (60%)
3 (15%)
14 (70%)
6 (40%)
13 (65%)
11 (55%)
2 (10%)
4 (20%)
11(55%)
2 (10%)
8 (40%)
9 (45%)

12 (60%)

Grupo IV
(n=20)

12 (60%)
62,08,3
27,2+2,8
19 (95%)
12 (60%)
10 (50%)
10 (50%)
13 (65%)
3 (15%)
16 (80%)
10 (50%)
6 (30%)
5 (25%)
14 (70%)"
7 (35%) "
11 (55%)
6 (30%)

9 (45%)

Grupo V
(n=20)

10 (50,0%)

62,248,3
25,4+4,2
13 (65%)
11 (55%)
3 (15%)

14 (70%)"
10(50%)
0 (0,0%)
8 (40%)
2 (10%)
0 (0,0%)
3 (15%)
4(20%)**
0 (0%)**
9 (45%)
4 (20%)

11(55%)

P
(-v)

0,824
<0,001
0,003
<0,001
<0,001
0,001
<0,001

<0,001

* diferenca estatisticamente significativa na comparacdo do grupo | com os demais grupos.
** diferenca estatisticamente significativa na comparacao entre os grupos Il a V.
IMC: indice de massa corporal, HAS: hipertensao arterial sistémica, |IAM: infarto agudo do Miocardio
ARAs: antagonistas dos receptores da angiotensina, AAS: acido acetilsalicilico, ECA:enzima
conversora da angiotensina.
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p
(1I-V)
0,918

0,423
0,159
0,102
0,540

0,53
0,019
0,680
0,229
0,130
0,391
0,083
0,777
0,021
0,032
0,753
0,516

0,875
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Tabela 2- Associacdo entre niveis séricos de MRP-8/14 e fatores de risco para DAC

e historia de IAM prévio.

p
Idade 0,475
Género 0,939
HAS 0,223
DM 0,229
Dislipidemia 0,403
Histdria Familiar para DAC 0,630
IMC 0,677
Tabagismo 0,386
IAM prévio 0,229

HAS=hipertenséo arterial sistémica; DM= diabete melitus; DAC= doenca arterial coronariana; IMC=

indice de massa corporal; IAM= infarto agudo do miocérdio.

A analise comparativa dos niveis séricos de MRP- 8/14 na primeira coleta
entre os 5 grupos em estudo evidenciou diferenca estatisticamente significativa do
grupo | (controle) em relacdo aos demais grupos (grupo I= 0,11+0,10ug/mL vs grupo
II= 0,50+0,13ug/mL; grupo IlI= 1,83+0,70ug/mL; grupo IV= 3,66+1,81ug/mL; grupo
V= 3,54+1,52pg/mL; p<0,001). Também houve diferenca estatisticamente
significativa do grupo Il em comparacao aos grupos lll, IV e V (p<0,001); e do grupo
I em relagdo aos grupos IV (p=0,045) e V (p=0,002). Nao houve diferenca
estatisticamente significativa quando comparados os grupos IV e V (p=1,00). (Figura
1).
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Figura 1: Niveis séricos de MRP-8/14 na coleta basal nos 5 grupos em estudo.

Houve uma Unica perda na série de coletas do grupo IV (coleta - 7° dia)
devido a 6bito do paciente 5 dias ap6s o procedimento de implante de stent.

A andlise dos niveis séricos de MRP-8/14 em relacdo ao tempo de evolugéo
do IAM-CSST (grupo V) nédo evidenciou diferenca estatisticamente significativa
(p=0,685). Os pacientes com tempo de evolu¢cdo do IAM-CSST inferior a 3 horas
também apresentaram niveis séricos elevados deste biomarcador, semelhantes aos
dos pacientes com tempo de evolucdo do IAM-CSST compreendido entre 3 e 12
horas (p=0,492). (Figura 2).

Quanto a evolucdo da DAC pés-implante de stent, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa dos niveis séricos de MRP-8/14 entre as coletas
seriadas nos 3 grupos de pacientes submetidos a tratamento percutaneo (grupos lll,
IV e V). (Figura 3).

N&o houve diferenca estatisticamente significativa dos niveis séricos de MRP-
8/14 em relacdo ao numero de artérias com lesdo obstrutiva >50%. (Figura 4).
Também ndo houve diferenca estatisticamente significativa dos niveis séricos de
MRP-8/14 em relacdo ao vaso tratado nos 3 grupos de pacientes submetidos a

tratamento percutaneo. (Figura 5).
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Figura 2: Analise dos niveis séricos de MRP-8/14 em relagéo ao tempo de evolucédo do IAM-CSST;
AT= tempo de evolugéo do IAM.

*p referente aos niveis séricos de MRP-8/14 em relacdo ao tempo de evolucéo do IAM.

**p referente aos niveis séricos de MRP-8/14 dos pacientes com IAM-CSST inferior a 3 horas em
comparacdo com os pacientes com tempo de evolugdo do IAM-CSST compreendido entre 3 e 12
horas.

5 e==@==Grupo |l === GrupolV Grupo V
MRP-8/14
(Hg/mL)
f/.\f p= 26 -
3 p=0,58
2 4\ p=0,15
1
Horas
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Figura 3: Niveis séricos de MRP-8/14 nos diferentes tempos de coleta pés-implante de stent nos
grupos Il (angina estavel), IV (angina instavel e IAM-SSST) e V (IAM-CSST).
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Figura 4 - Grafico demonstrando os niveis séricos de MRP-8/14 conforme o numero de vasos

acometidos nos grupos Il (angina estavel), IV (angina instavel e IAM-SSST) e V (IAM-CSST).
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Figura 5 - Gréafico demonstrando os niveis séricos de MRP- 8/14 conforme o vaso tratado nos grupos
Il (angina estavel), IV (angina instavel e IAM-SSST) e V (IAM-CSST).



42

Discussao

No presente estudo foi demonstrado que o0s niveis séricos de MRP-8/14
encontram-se elevados de acordo com a gravidade da doenca arterial coronariana.
Ha um aumento significativo e progressivo dos niveis séricos de MRP-8/14 que varia
conforme o grau de obstrucdo da artéria coronaria e a apresentacdo clinica da
doenca arterial coronariana, sendo menor (porém nao nulo) em individuos higidos e
maior em individuos com sindrome coronariana aguda e lesdo >50%, passando por
niveis intermediarios e progressivamente maiores em pacientes com obstrucéo entre
20% e 50% e em pacientes com angina estavel e obstrucdo >50%. Nao houve
reducdo dos niveis séricos de MRP-8/14 apds o tratamento da lesdo-alvo com
implante de stent em 7 dias.

O estudo dos niveis séricos de MRP-8/14 em individuos higidos e nos 4
grupos de doenca arterial coronariana analisados, assim como a avaliagcao seriada
de MRP-8/14 ap06s a intervencdo coronaria percutanea em pacientes com leséo
obstrutiva >50% durante 7 dias sdo inéditos na literatura. A metodologia empregada
neste estudo permitiu avaliar o potencial do MRP-8/14 como marcador da gravidade
da doenca arterial coronariana, assim como da estabilizacdo da placa ateromatosa
pés-implante de stent a curto prazo.

O MRP14 foi identificado por andlise de expressao génica em plaquetas de
pacientes com IAM com supradesnivel do segmento ST (IAM-CSST).® A expresséo
de MRP14 em plaquetas de pacientes com IAM-SST foi confirmada por meio da
técnica RT-PCR. *® Os niveis plasmaticos de MRP-8/14, que constitui a forma mais
abundante de MRP14, foram avaliados tanto em pacientes com IAM-CSST quanto
em pacientes com doenca arterial coronariana estavel, evidenciando niveis
plasmaticos de MRP-8/14 significativamente mais elevados nos pacientes com IAM-
CSST em comparacdo com o0s pacientes do grupo doenca arterial coronariana

I 1% resultados semelhantes aos obtidos em nosso estudo. Um estudo clinico

estave
de validacéo dos resultados demonstrados por Healy e colaboradores foi realizado
com 225 pares de caso-controle (n=450), que evidenciou concentracdes plasmaticas

elevadas de MRP-8/14 como preditor de eventos cardiovasculares futuros (IAM,
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acidente vascular encefdlico e morte por evento cardiovascular) em individuos
sadios, independentemente dos fatores de risco tradicionais.

No presente estudo foram evidenciados niveis séricos de MRP-8/14
significativamente diferentes e progressivamente elevados entre 0s grupos de
pacientes: (1) higidos, (2) lesdo obstrutiva entre 20 e 50%, (3) angina estavel + lesédo
>50%, e (4) sindrome coronariana aguda; sendo que neste Ultimo grupo de
pacientes ndo houve diferenca entre angina instavel ou IAM sem supradesnivel do
segmento ST (IAM-SSST) ou IAM-CSST. Resultados parcialmente semelhantes
foram demonstrados por Altwegg e colaboradores que avaliaram 0s niveis séricos
de MRP-8/14 em 3 grupos de pacientes: (1) sem leséo obstrutiva, (2) com angina
estavel + lesdo >50%, e (3) com sindrome coronariana aguda (angina instavel + IAM
com e sem supradesnivel do segmento ST) + lesdo >50. Nesse estudo, 0 grupo
sindrome coronariana aguda apresentou niveis séricos de MRP-8/14 mais elevados
que 0s grupos angina estavel e sem lesao obstrutiva, entretanto ndo houve diferenca
significativa entre os grupos angina estavel e sem lesdo obstrutiva como obtido em
nosso estudo, apesar da inclusdo de pacientes com angina instavel + troponina T
negativa, normalmente caracterizados como sindrome coronariana aguda, no grupo
angina estavel do estudo de Altwegg e colaboradores. Uma possivel explicacdo para
esta diferenca de resultados entre ambos os estudos é o perfil de pacientes do
grupo sem lesao obstrutiva do estudo de Altwegg e colaboradores, que foi composto
por pacientes sintomaticos e por valvopatas, o que pode ter selecionado pacientes
com placas ateromatosas ndo volumosas, instaveis e com reperfusdo espontanea
entre 0s pacientes sintométicos e sem lesdo obstrutiva, assim como € pouco
estudado o comportamento do MRP-8/14 em pacientes com valvopatias. *’

Os niveis séricos de MRP-8/14 entre os pacientes dos grupos sindrome
coronariana aguda com e sem supradesnivel do segmento ST foram semelhantes
em nosso estudo, o que limita o uso do MRP-8/14 como marcador para 0O
diagnéstico diferencial de IAM-CSST. Limitagdo para o uso deste marcador no 1AM
também foi encontrada por um estudo® que avaliou 0 MRP-8/14 em pacientes com
dor toracica em unidade de emergéncia e que evidenciou baixo desempenho do
MRP-8/14 como biomarcador para o diagnéstico de IAM em comparacdo com a
troponina |, entretanto esse estudo demonstrou niveis elevados de MRP-8/14 nos
pacientes com IAM em relacdo aos pacientes com dor toracica ndo relacionada a

evento cardiovascular. A avaliagdo conjunta de pacientes no grupo IAM com e sem
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supradesnivel do segmento ST, onde apenas 12% dos pacientes (n=13)
apresentavam IAM-CSST pode ter influenciado no fraco desempenho do MRP-8/14
em relacao a troponina I. Contudo, um resultado interessante e relevante encontrado
nesse mesmo estudo foi o alto valor preditivo negativo do MRP-8/14 para o
diagnéstico de IAM.

N&o houve diferenca significativa dos niveis séricos de MRP-8/14 em
pacientes com IAM-CSST em relacdo ao tempo de inicio dos sintomas no presente
estudo, mesmo em pacientes nas primeiras 3 horas de evolucdo do IAM-CSST; ou
seja, tanto pacientes com IAM-CSST e apresentacao clinica inferior a 3 horas [n=5
(100%)] quanto pacientes com IAM-CSST e apresentacdo clinica no periodo de
tempo compreendido entre 3 e 12 horas [n=15 (100%)] evidenciaram niveis séricos
elevados deste biomarcador, o que caracteriza o MRP-8/14 como um potencial
biomarcador de 1AM no periodo inicial dos sintomas (<3 horas), além do periodo
compreendido entre 3 e 12 horas. Estes dados s&o respaldados pelo estudo de
Altwegg e colaboradores’’ que também encontraram niveis séricos elevados de
MRP-8/14 em pacientes nas primeiras 3 horas de evolugcdo do IAM-CSST [n=4
(100%)] e pelo estudo de Vora e colaboradores® que ndo evidenciaram diferenca
significativa na concentracdo sérica de MRP-8/14 em relagdo ao tempo de inicio dos
sintomas, mesmo em pacientes com apresentacao clinica de IAM inferior a 3 horas.

Analisando-se os resultados obtidos neste estudo em pacientes com |IAM-
CSST em conjunto com os dados provenientes dos demais estudos acima
discutidos, verifica-se que o MRP-8/14 possui caracteristicas peculiares que o
qualificam como potencial biomarcador de IAM, principalmente nas primeiras 3 horas
de evolucdo dos sintomas, periodo de tempo em que a maioria dos biomarcadores
atualmente disponiveis ndo atingiram ainda niveis séricos elevados que permitam o
diagnoéstico precoce de IAM. Assim sendo, este biomarcador poderia ser de
relevante importancia como exame de triagem em situagdes clinicas especiais, como
em pacientes com dor toracica tipica ou atipica associada a bloqueio de ramo
esquerdo, IAM-SSST, ou IAM transmural em territorio de artéria circunflexa em que o
eletrocardiograma frequentemente ndo evidencia alteragbes compativeis com IAM-
CSST. Contudo, estudos especificamente desenhados para a avaliacdo do MRP-
8/14 no IAM sao necessarios para a validacdo do uso deste biomarcador na pratica

clinica.
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A auséncia de variacdo — atenuacdo ou mesmo normalizacdo — dos niveis
séricos de MRP-8/14 apds o tratamento da lesdo-alvo com implante de stent durante
7 dias demonstrada em nosso estudo pode ser decorrente do processo inflamatorio
em desenvolvimento durante o periodo de reparo tecidual. A presenca de
mecanismos de regeneragdo e cicatrizacdo necessarios para restabelecimento do
tecido lesado podem ter influenciado para a manutencédo continuada dos elevados
niveis séricos de MRP-8/14 pelo periodo de 7 dias. Portanto, a atenuacao e provavel
normalizagdo desses niveis séricos de MRP-8/14 deve ocorrer posteriormente, o
que requer o acompanhamento dos pacientes e o estudo dos niveis séricos deste
biomarcador por periodo de tempo mais prolongado. Outra possivel explicacdo da
manutencdo prolongada dos elevados niveis séricos de MRP-8/14 pode estar
relacionada com uma maior biodisponibilidade deste biomarcador, cujo metabolismo,
secrecdo e excrecdo pouco se conhece. Ndo ha outros estudos na literatura
relatando o comportamento dos niveis séricos do MRP-8/14 apo6s o tratamento da
doenca arterial coronariana com implante de stent, portanto nossos resultados
devem ser validados por estudos subsequientes. Um biomarcador que se mantém
elevado por mais de 7 dias mesmo ap6és o tratamento da lesdo-alvo ndo pode ser
utilizado como preditor de progndéstico ou para monitorar o efeito terapéutico,
entretanto constitui um potencial biomarcador de eventos cardiovasculares para

pacientes que procuram atendimento médico tardiamente.

Conclusdes

Os niveis séricos de MRP-8/14 apresentam-se progressivamente elevados
conforme a gravidade da doenca arterial coronariana e permanecem continuamente
elevados mesmo apos o tratamento da lesdo-alvo com implante de stent por pelo
menos 7 dias. O MRP-8/14 também apresenta-se como um potencial biomarcador
precoce de infarto agudo do miocéardio no periodo inicial dos sintomas (<3 horas),

além do periodo compreendido entre 3 e 12 horas.
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ANEXOS
ANEXO 1
Grupo:
INSTRUMENTO PARA COLETA DE DADOS
Paciente: Data:
Fone: 1. 2.
Idade: DN: Sexo () Fem ( )Masc Peso: Altura:

HAS ( )ndo ( )sim ( ) Ignorado

DM ( )ndo ( )sim ( ) Ignorado Insulina ( ) ndo ( ) sim

Historia Familiar ( ) ndo ( ) sim ( ) Ignorado Dislipidemia ( )sim ( )ndo ( ) Ignorado
Tabagismo ( )ndo ( )sim___ _anos ___ cigarros/dia ( ) ndousuario h4 _ anos __ cigarros/dia

Intervencgéo coronéria prévia? ( )ndo ( )sim

ICC ( )ndo ( )sim Classe
Angina estavel ( )nao ( )sim Anginainstavel ( )ndo ( )sim
IAM () ndo ( )sim At= hs IAM prévio ( )ndo ( )sim

Medicagdes que faz uso (pré- procedimento):

NUumero de vasos acometidos (>50%) o() 1() 2() 3() 4doumais( )
Leséo entre 20 e 50: ( )ndo ( )sim

Intervencao

DAE( )RamoDg( ) CX( )RamoMg( )



CD( ) RamoVP( ) RamoDP( )

50

Coleta (horario)

Centrifugado

Nome

Inclusao

6 horas

18 horas

48 horas

7 dias

Observagoes:
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ANEXO 2

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Nome completo do paciente (letra de forma)

Gostariamos de sua permissao para inclui-lo como participante em um estudo clinico.
O objetivo deste estudo é avaliar a relacdo dos niveis séricos de alguns marcadores inflamatérios, que séo

substancias presentes no sangue com a apresentacéo clinica da doenga coronariana e possiveis complicagdes.

Os pacientes serdo submetidos a primeira coleta de sangue arterial (puncdo para a realizagdo da
cineangiocoronariografia) e guatro coletas apos, sendo a primeira em seis horas, a segunda em dezoito horas, a terceira em
guarenta e oito horas e a quarta em sete dias ap6s a realizagdo da angioplastia transluminal percutanea com implante de
stent.

Custos: Vocé nao tera que arcar com nenhum custo para participar deste estudo clinico, bem como seu plano de
saude também néo tera nenhum custo decorrente de sua participagdo neste estudo.

Riscos e Desconfortos: Ndo havera nenhum risco ou desconforto além dos que foram explicados pelo seu médico
em relacdo aos procedimentos de cineangiocoronariografia e angioplastia. As coletas de sangue também n&o ocasionam risco
para o paciente.

Confidencialidade: Seus dados neste estudo permanecerdo confidenciais. Qualgquer informagéo relacionada a este
projeto com respeito a vocé serd mantida em segredo e apenas as pessoas autorizadas terdo acesso. Todos os dados
médicos sobre o seu caso serdo analisados num computador junto com os dados de outros participantes, mas nenhuma
informac&o sera disponibilizada ou publicada de modo que possa identificar um individuo especifico.

O tipo de pesquisa que esta sendo desenvolvida ndo permite que se conhega no momento nenhuma informagdo
diagndstica. Nenhum resultado deste estudo sera disponibilizado para vocé ou para seus familiares.

Alternativas: A decisao de participar neste estudo é sua. Nao havendo nenhuma obrigagdo de sua parte em participar.
Vocé pode se recusar a participar deste estudo ou vocé pode deixa-lo a qualquer momento sem afetar seu cuidado atual ou
futuro neste hospital. Vocé néo tera beneficios diretos pela sua participacéo neste estudo.

Qualquer duvida que possa ter, vocé devera entrar em contato com as pesquisadoras: Enfermeira Jacqueline Wachleski
através do telefone (51) 81143530 (manhd) ou com a Biomédica Juliane Rossato (tarde) pelo fone: (51) 33303281 ou (51)
99599288.

Assinaturas: Eu confirmo que me foi explicado o objetivo da pesquisa, os procedimentos que fazem parte do estudo e os
possiveis riscos. Todas as minhas perguntas foram respondidas.

Eu li este termo de consentimento e minha assinatura abaixo confirmam meu consentimento em participar deste estudo.

Paciente Data

Pesquisadoras Responsaveis

Jacqueline Wachleski COREN: 88914 Juliane Rossato CRBM: 11888

Assinatura: Assinatura:
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Nome completo do paciente (letra de forma)

Gostariamos de sua permissao para inclui-lo como participante em um estudo clinico.
O objetivo deste estudo é avaliar a relagdo dos niveis séricos de alguns marcadores inflamatérios, que sao

substancias presentes no sangue com a apresentacao clinica da doenga coronariana e possiveis complicagdes.

Os individuos serdo submetidos a uma coleta de sangue por pung&o venosa periférica para verificagdo dos niveis dos

marcadores inflamatérios em estudo.

Custos: Vocé ndo terd que arcar com nenhum custo para participar deste estudo clinica, bem como seu plano de
salde também néo terd nenhum custo decorrente de sua participagéo neste estudo.

Confidencialidade: Seus dados neste estudo permanecerdo confidenciais. Qualquer informacao relacionada a este
projeto com respeito a vocé serd mantida em segredo e apenas as pessoas autorizadas terdo acesso. Todos os dados
médicos sobre o seu caso serdo analisados num computador junto com os dados de outros participantes, mas nenhuma
informac&o sera disponibilizada ou publicada de modo que possa identificar um individuo especifico.

O tipo de pesquisa que esta sendo desenvolvida ndo permite que se conhegca no momento nenhuma informagdo

diagnéstica. Nenhum resultado deste estudo sera disponibilizado para vocé ou para seus familiares.

Alternativas: A decisdo de participar neste estudo é sua. Ndo havendo nenhuma obrigagdo de sua parte em
participar. Vocé pode se recusar a participar deste estudo ou vocé pode deixa-lo a qualquer momento sem afetar seu cuidado
atual ou futuro neste hospital. Vocé néo tera beneficios diretos pela sua paritcipagéo neste estudo.

Qualquer divida que possa ter, vocé devera entrar em contato com as pesquisadoras: Enfermeira Jacqueline Wachleski
através do telefone (51) 81143530 (manhd) ou com a Biomédica Juliane Rossato (tarde) pelo fone: (51) 33303281 ou (51)
99599288.

Assinaturas: Eu confirmo que me foram explicados o objetivo da pesquisa, os procedimentos que fazem parte do

estudo e os possiveis riscos. Todas as minhas perguntas foram respondidas.

Eu li este termo de consentimento e minha assinatura abaixo confirma meu consentimento em participar deste

estudo.

Paciente Data

Pesquisadoras Responsaveis:

Jacqueline Wachleski COREN: 88914 Juliane Rossato CRBM:11888

Assinatura: Assinatura:
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Nome completo do paciente (letra de forma)

Gostariamos de sua permissao para inclui-lo como participante em um estudo clinico.
O objetivo deste estudo € avaliar a relacdo dos niveis séricos de alguns marcadores inflamatérios, que sao

substancias presentes no sangue com a apresentacao clinica da doenga coronariana e possiveis complicacdes.

Os pacientes serdo submetidos a uma coleta de sangue arterial (pungdo para a realizagdo da
cineangiocoronariografia).

Custos: Vocé nao terd que arcar com nenhum custo para participar deste estudo clinico, bem como seu plano de

saude também nao ter4 nenhum custo decorrente de sua participagao.

Riscos e Desconfortos: Ndo havera nenhum risco ou desconforto além dos que foram explicados pelo seu médico
em relacdo aos procedimentos de cineangiocoronariografia e angioplastia. As coletas de sangue também néo ocasionam risco
para o paciente.

Confidencialidade: Seus dados neste estudo permanecerdo confidenciais. Qualquer informagéo relacionada a este
projeto com respeito a vocé serd mantida em segredo e apenas as pessoas autorizadas terdo acesso. Todos os dados
médicos sobre o seu caso serdo analisados num computador junto com os dados de outros participantes, mas nenhuma
informac&o sera disponibilizada ou publicada de modo que possa identificar um individuo especifico.

O tipo de pesquisa que estd sendo desenvolvida ndo permite que se conhega no momento nenhuma informagao
diagnostica. Nenhum resultado deste estudo sera disponibilizado para vocé ou para seus familiares.

Alternativas: A decisdo de participar neste estudo € sua. Nao havendo nenhuma obrigacéo de sua parte em participar.
Vocé pode se recusar a participar deste estudo ou vocé pode deixa-lo a qualquer momento sem afetar seu cuidado atual ou
futuro neste hospital. Vocé néo tera beneficios diretos pela sua participagéo neste estudo.

Qualquer divida que possa ter, vocé devera entrar em contato com as pesquisadoras: Enfermeira Jacqueline Wachleski
através do telefone (51) 81143530 (manh&) ou com a Biomédica Juliane Rossato (tarde) pelo fone: (51) 33303281 ou (51)
99599288.

Assinaturas: Eu confirmo que me foi explicado o objetivo da pesquisa, os procedimentos que fazem parte do estudo e os
possiveis riscos. Todas as minhas perguntas foram respondidas.

Eu li este termo de consentimento e minha assinatura abaixo confirmam meu consentimento em participar deste estudo.

Paciente Data

Pesquisadoras Responsaveis:

Jacqueline Wachleski COREN: 88914 Juliane Rossato CRBM:11888

Assinatura: Assinatura:




