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Resumo

Introducido: A terapia com nitroglicerina esta associada a modificagdes bioquimicas na
vasculatura que podem levar & alteragGes na fungfo endotelial. De modo analogo, as
intervengdes corondrias percutfneas causam intensa lesdo mecénica na parede vascular
que pode determinar disfun¢@o endotelial.
Objetivos: Avaliar a resposta vasomotora ao vasodilatador dependente do endotélio,
acetilcolina, em artérias corondrias de pacientes submetidos a terapia com nitroglicerina
e de pacientes previamente submetidos a uma interveng@o corondria percutanea.
Métodos: Quinze pacientes foram randomizados para receber 0,6 mg/hora de
nitroglicerina transdérmica continua (n = 8), ou para um grupo controle (n = 7), por
cinco dias. Na manha do quinto dia, angiografia quantitativa foi realizada, avaliando a
resposta da artéria descendente anterior a infusdo intracorondria de acetilcolina
(concentracio maxima 10™ molar). O adesivo transdérmico foi, entdo, removido dos
pacientes do grupo nitroglicerina e, trés horas apés, os procedimentos foram repetidos.
Para investigar a funcdo endotelial apds intervengbes corondrias percutineas,
foram estudados 39 pacientes submetidos a uma intervengfio corondria para uma
estenose na artéria descendente anterior pelo menos 6 meses antes. Doze pacientes
haviam sido tratados com stents, 15 com angioplastia por cateter baldo e 12 com
aterectomia direcionada. As respostas da artéria descendente anterior (intervida) e da
artéria circunflexa (ndo intervida), a infusdo de acetilcolina foram avaliadas por
angiografia quantitativa.
Resultados: Nos dois estudos os grupos possuiam caracteristicas angiograficas e
fatores de risco para disfuncfio endotelial similares. No estudo dos efeitos da
nitroglicerina, em vigéncia de tratamento, o grupo nitroglicerina apresentou maior

constri¢gdo corondria em resposta a acetilcolina do que o grupo controle (-19,6 + 4,2%
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versus -3,8 + 3,0%; P = 0,01). Trés horas apds a remogdo do adesivo transdérmico, o
grupo nitroglicerina continuou a apresentar maior vaséconstrigéo em resposta a
acetilcolina, quando comparado ao grupo controle (-24,1 + 5,9% versus -1,8 £ 4,8%;
P < 0,01). Quando as respostas a acetilcolina nos estudos da manha e da tarde foram
comparadas, o aumento na constrigdo corondria observado no grupo nitroglicerina foi
maior que a modifica¢io observada nos pacientes do grupo controle (P < 0,05).

No estudo dos efeitos de intervengSes coronarias, a artéria descendente anterior

desenvolveu constri¢do significativamente maior (P = 0,02) em pacientes que
previamente haviam recebido sremts (21,8 + 4,3%), do que pacientes tratados
angioplastia por cateter baldo (9,5 £ 2,8%) ou com aterectomia direcionada (9,1 =
3,6%). Em contraste, a infusdo de aéetﬁcoiina resultou em leve constricdo da
circunflexa, similar entre os trés grupos (P = 0,47). Analise de regressdo multipla
identificou o implante prévio de stenr como Unico preditor de maior constricdo da
descendente anterior (P = 0,008).
Conclusdes: A terapia com nitroglicerina causa respostas vasomotoras coronarias
anormais a administracio do vasodilatador dependente do endotélio, acetilcolina. Esta
resposta vasoconstritora € persistente por até trés horas apés a retirada da nitroglicerina.
Estes achados tém implicagbes com respeito ao desenvolvimento de tolerincia a
nitratos e ao potencial para eventos adversos durante a retirada de nitroglicerina.

Entre pacientes que foram submetidos a uma intervengio coronaria percutinea,
foi observada disfung¢fo endotelial mais grave apés o implante de stents do que apds
uma angioplastia por cateter baldo ou aterectomia direcionada. Estes achados podem ter
implicagSes com respeito & progressdo de aterosclerose em artérias coronarias

submetidas a intervengdes percutdneas, especialmente implante de srents.



Summary

Background. Nitroglycerin therapy is associated with specific biochemical changes in
the vasculature that may lead to an increased vascular sensitivity to vasoconstrictors.
Catheter-based coronary interventions are associated with extensive arterial wall injury
that appears to be associated with a chronically abnormal eﬁdotheliai function.
Objectives: 1) To investigate whether therapy with nitroglycerin would lead to
abnormal coronary artery responses to the endothelium-dependent wvasodilator
acetylcholine. 2) To assess the endotelial-dependent vasomotor function in non-
restenotic coronary arteries more than 6 months following stent implantation, balloon
angioplasty, and directional atherectomy.

Methods: Fifteen patients were randomized to continuous transdermal nitroglycerin,
0.6 mg/hour (n = 8), or no therapy (n = 7), for 5 days prior to a diagnostic
catheterization. Patients had similar risk factors for endothelial dysfunction»
Quantitative angiography was performed in the morning to measure the mean luminal
diameter of the left anterior descending (LAD) in response to intracoronary
acetylcholine (peak concentration, 107 molar). The transdermal preparation was
removed from the nitroglycerin group and 3 hours later experimental procedures were
repeated.

Thirty-nine patients, who were treated at least 6 months earlier with a coronary
intervention for isolated proximal LAD stenosis, with no evidence of restenosis, were
included in the study of the effects of coronary interventions on endotelial vasomotor
function. Twelve patients had been stented, 15 had been treated with balloon
angioplasty, and 12 had undergone directional atherectomy. The change in diameter of
the intervened LAD, and the unintervened circumflex coronary artery, in response to

intracoronary acetylcholine were assessed by quantitative angiography.



Results: In both studies the groups had similar angiographic characteristics and risk
factors for endothelial dysfunction. In the nitroglycerin ‘Studya in the morning, the
nitroglycerin group experienced greater coronary constriction in response to
acetylcholine infusion than those not receiving nitroglycerin (-19.6 + 4.2% versus -3.8
+ 3.0%; P = 0.01). Three hours later, the nitroglycerin group continued to display
greater constriction to acetylcholine (-24.1 + 5.9%) as compared to the non-
nitroglycerin group (-1.8 + 4.8%; P < 0.01). When morning and afternoon responses to
acetylcholine were compared, the increase in coronary constriction in the nitroglycerin
group was greater than the change observed in the non-nitroglycerin group (P < 0.05).

In the study of the effects of coronary interventions on endotelial vasomotor
function, the LAD constricted significantly more (P = 0.02) in previously stented
patients (21.8 & 4.3%), as compared to patients previously treated with balloon
angioplasty (9.5 + 2.8%) or with directional atherectomy (9.1 *+ 3.6%). In contrast,
acetylcholine infusion resulted in mild constriction in the circumflex coronary artery
which was similar in the three groups (P = 0.47). By multiple regression analysis,
previous implant of a stent was the only significant predictor of LAD constriction (P =
0.008).
Conclusions: Therapy with nitroglycerin causes abnormal coronary vasomotor
responses to the endothelium-dependent vasodilator acetylcholine, which were
persistent for up to 3 hours after nitroglycerin discontinuation. This nitrate associated
vasomotor dysfunction has implications with respect to the development of nitrate
tolerance and the potential for adverse events during nitrate withdrawal.

More severe endothelial dysfunction was observed long term after stenting as
compared to balloon angioplasty or directional atherectomy. These findings may have
implications with respect to the progression of atherosclerosis in coronary arteries

subjected to percutaneous interventions.
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I. Introducao

O endotélio vascular foi considerado, por varias décadas, como sendo apenas
uma camada unicelular que atuava como uma barreira semipermedvel entre o sangue e
o intersticio. Recentemente, uma série de evidéncias tem demonstrado que o endotélio
desempenha uma grande gama de importantes func¢Ses biologicas, participando de
varias vias metabolicas e regulatérias. Além das fungdes especializadas, como troca de
gases na circulacio ‘pulmonar e fagocitose na circulagfio hepatica e esplénica,
conhecidas a longa data, o endotélio vascular desempenha papéis universais na
circulagdo, que incluem a participagdo no controle sobre a trombolise e a trombose,
sobre o crescimento vascular, sobre as interagdes entre plaquetas e leucocitos com a

parede vascular e sobre o ténus vasomotor.

O estudo da reatividade vasomotora dependente do endotélio produziu, ao longo
dos anos, evidéncias cientificas que sdo fundamentais para a compreensdo do papel do
endotélio em situagdes fisioldgicas e patoldgicas. Em 1977, Moncada e colaboradores
publicaram a primeira indicagdo de que o endotélio possuia um papel central no
controle do toénus vascular, através da produgfo de substincias vasoativas (1). Em
1980, Furchgott e Zawadzki (2) demonstraram, em uma prepara¢do experimental em
aorta de coelhos, o papel obrigatério que as células endoteliais desempenham no
relaxamento vascular em resposta a efetores como a acetilcolina, postulando a
existéncia de um fator de relaxamento vascular derivado do endotélio. Em 1987, dois
grupos de pesquisadores, liderados pelos Drs. Ignarro (3) e Moncada (4), demonstraram
que o fator de relaxamento derivado do endotélio era o 6xido nitrico, um gas inodoro

que até entdo era-considerado apenas um poluente.



A disfungio endotelial foi caracterizada pela primeira vez em humanos em 1986
por Ludmer e colaboradores (5) que demonstraram que artérias coronarias
ateroscleréticas contraem em resposta a infusdo de acetilcolina intracoronéria, enquanto
corondrias normais apresentam dilatagdo. Em 1992, disfungdo endotelial foi
documentada por Celeﬁnajer e colaboradores (6) em criangas e adultos jovens higidos,

mas com fatores de risco para aterosclerose.

Em situacdes fisioldgicas o endotélio mantém o ténus vasomotor reduzido,
previne a adesdo de leucécitos e plaquetas e intbe a proliferacfo de células musculares
lisas vasculares. Em contrapartida, a disfun¢@o endotelial parece desempenhar um papel
patogénico no desenvolvimento inicial da aterosclerose (7 - 9) e de sindromes
coronarianas instaveis (10), sendo associada aos fatores de risco para a doenca
aterosclerdtica (11 -18), estando presente mesmo antes que o comprometimento

vascular seja evidente (6, 19 - 21),

Estudos clinicos recentes demonstraram que alguns farmacos que
reconhecidamente reduzem a incidéncia de eventos cardiovasculares, também
melhoram a fungdo endotelial (22 - 25). Por outro lado, intervengdes clinicas tais como
a administra¢do continuada de nitratos orgénicos ¢ as intervengdes coronarias
percutdneas podem estar associadas a efeitos adversos sobre o endotélio vascular. Nesta
tese, discutiremos a fun¢o/disfuncdo endotelial e avaliaremos os efeitos destas duas
intervencgGes clinicas sobre a fungdo vasomotora endotélio-dependente em artérias

COTONArias.
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II.Revisao da Literatura

O Endotélio na Homeostase Cardiovascular

O endotélio vascular pode ser considerado como um o6rgdo heterogéneo e
dindmico que possui fungdes secretorias, sintéticas, metabolicas e imunolégicas vitais
para os seres humanos (26). O endotélio regula o fluxo de substancias nutrientes, de
diversas moléculas biologicamente ativas e de células sangiiineas através de todo o
organismo humano. Ele € seletivamente permedvel, possuindo receptores para varias
moléculas na membrana celular, incluindo proteinas (fatores de crescimento, proteinas
coagulantes e anticoagulantes), particulas de transporte de lipidios (LDL), metabolitos
(6xido nitrico e serotonina) e horménios (endotelina-1). O endotélio possui um papel
central na regulagfo do tonus vascular e do fluxo sangiiineo, através da secregio e
captacdo de substancias vasoativas que agem de modo pardcrino, contraindo ou

dilatando leitos vasculares especificos em resposta a diversos estimulos.

O endotélio também possui importantes agdes anticoagulantes, antiplaquetarias
e fibrinoliticas. As células endoteliais sdo o maior sitio de reacdes envolvendo a
trombina (27). Alguns dos estimulos que ativam as plaquetas (adenosina difosfato,
adenosina trifosfato e trombina) também estimulam a liberagdo de prostaciclina pelo
endotélio, inibindo a agregacdo plaquetaria (1,28). As células endoteliais secretam o
ativador do plasminogénio tecidual (29), que é um potente agente trombolitico de
ampla utilizagdo clinica, em resposta a estimulos como noradrenalina, vasopressina,
trombina e estase vascular, provendo uma defesa contra a coagulagdo descontrolada.
Outros fatores hemostaticos secretados pelo endotélio incluem o inibidor do fator de

ativagdo do plasminogénio (PAI-1) o fator von Willebrand e a trombomodulina.
9



Quando o endotélio € estimulado por determinados fatores fisicos ou quimicos, a célula
endotelial sofre modificagbes fenotipicas que determinam a’ sua transformagdo em uma
superficie trombogénica. Existe um equilibrio dindmico entre estes dois estados, que
freqilentemente permite que a célula endotelial retorne ao seu estado basal, uma vez

que o estimulo trombogénico tenha cessado.

Lesdo ou ativacio das células endoteliais, em resposta a diversos fatores
patologicos, incluindo a aterosclerose, levam a modificagdes nas suas fungbes
regulatérias. O endotélio passa a ser incapaz de manter a homeostase vascular,
caracterizando-se entdo a disfuncfo endotelial. A disfuncfo do endotélio pode ser
definida como um desequilibrio entre os fatores relakantes e constritores, entre 0s
mediadores pré-coagulantes e anticoagulantes, ou entre substincias estimuladoras e

inibidoras do crescimento e proliferacio celular (30).

A Funcgao Vasomotora Endotelial

O endotélio desempenha um papel fundamental na regulagdo do tbnus
vasomotor através da sintese e liberagio de substancias vasodilatadoras — tais como o
Ox1do nitrico, a prostaciclina e o fator hiperpolarizante derivado do endotélio — e pela
liberagdo de substincias vasoconstritoras — tais como a endotelina-1 e o fator de

ativacdo plaquetaria.

O oxido nitrico €, provavelmente, o principal modulador do tonus vasomotor
em situagdes fisiologicas, sendo continuadamente secretado em pequenas quantidades

pelas células endoteliais (4,31), mantendo o tonus arterial reduzido nas circulagdes
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sistémica e pulmonar (32). A atividade vasodilatadora do ¢6xido nitrico ¢ devida a
interagdes com o atomo de ferro do grupo prostético héme da guanilato ciclase,
causando sua ativagio e aumentando os niveis intracelulares de guanosina monofosfato
ciclico (GMPc) (33). Nas células musculares lisas, isto reduz a concentra¢io

intracelular de calcio e causa relaxamento vascular (34).

O 6xido nitrico € um radical livre produzido pela oxidagdo da L-arginina para
L-citrulina, através da oxido nitrico sintetase, uma enzima que apresenta pelo menos
trés isoformas (35). A oOxido nitrico sintetase tipo Il é uma enzima contitutiva das
células endoteliais, que produz continuadamente pequenas quantidades de éxido
ﬁitricoQ Em contraste aos outros agentes vasomotores (prostaciclina, endotelina~1 e
fator ativador plaquetario) que sfo sintetizados primariamente em resposta a fatores
locais, a produgdo de 6xido nitrico € regulada por diversos estimulos quﬁmicbs e fisicos.
A 6xido nitrico sintetase constitutiva das células endoteliais pode ser ativada por
estimulos que incluem a trombina, a adenosina difosfato, a bradicinina, a substancia P,
0s agonistas muscarinicos, as catecolaminas e a forga de cisalhamento (12). A
expressido do gene para esta sintetase € estimulada por estrogenos e pela for¢a de
cisalhamento. Duas outras isoformas da 6xido nitrico sintetase sdo atualmente
conhecidas: a forma constitutiva neuronal (tipo 1) ¢ a induzivel (tipo II). A forma
induzivel tem sido observada em diversos tipos celulares, incluindo o musculo liso
vascular, o endotélio e macrofagos. A Oxido nitrico sintetase induzivel € ativada por
citoquinas como a interleuquina-1f3 e o fator de necrose tumoral, podendo produzir

grandes quantidades de dxido nitrico em processos inflamatérios.

11



A produgdo de Oxido nitrico em resposta a catecolaminas, na presenca de um
endotélio normal, contrabalanga os efeitos Vasoconstritbres alfa-adrenérgicos. Em
contraste, quando o endotélio estd disfuncionado had aumento na vasoconstri¢do
corondria em resposta aos estimulos adrenérgicos (36, 37). O aumento na sintese de
6xido nitrico produzida pela forga de cisalhamento contribui para o fendmeno de
vasodilatagdo mediado pelo fluxo, que ¢ um importante mecanismo auto-regulatdrio
fisiologico (38). A produgdo de 6xido nitrico pode ser bloqueada in vivo por analogos
da L-arginina, como o N°monometil-L-arginina (L-NMMA). Tal bloqueio tem sido
bastante til no estudo do papel do oOxide nitrico em situagdes fisiologicas e
patolégicas. A infusdo de L-NMMA na circulacdo braquial humana leva a aumento na
resisténcia vascular periférica, enquanto a infusdo venosa causa um aumento ha, pressdo
arterial sistémica. Estes achados indicam que a vasculatura esta em estado constante de

vasodilatagdo devido a liberagdo continua de 6xido nitrico (figura 2.1).

Além da modulag¢fo do ténus vasomotor, o éxido nitrico derivado das células
endoteliais possui vérios efeitos importantes na vasculatura. O 6xido nitrico inibe a
ades@io, a ativagdo e a agregacdo plaquetaria (39) e promove a desagregacio
plaquetaria, em parte através de um mecanismo GMPc dependente. O 6xido nitrico
produzido em resposta a trombina inibe as plaquetas e modula a coagulagio sangiiinea.
O oxido nitrico derivado de endotélio também inibe a adesdo de leucdcitos ao endotélio
(40, 41), a migragio (42) e proliferacdo (43) de células musculares lisas vasculares e

estimula a migrag@o e proliferagdo de células endoteliais (44).
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Figura 2.1: Diagrama descrevendo as agbes de varios efetores no endotélio
funcionalmente intacto. O estimulo de receptores ou a a¢do direta destes agentes levam
a liberagdo de fatores de relaxamento derivados do endotélio (6xido nitrico,
prostaciclina) que causam dilatagdo das células musculares lisas vasculares. Por outro
lado, as catecolaminas, a serotonina, a endotelina, a acetilcolina, a adenosina difosfato
(ADP), a hipoxia e o estresse de cisalhamento (fluxo sangiiineo) podem causar
contracdo das células musculares lisas vasculares. No endotélio funcionalmente intacto,
ha predominio dos fatores de relaxamento derivados do endotélio. (H; receptor
histaminico, o : receptor a-adrenérgico; 5-HT: receptor serotoninérgico; B: receptor da
bradicinina; M: receptor muscarinico; P: receptor purinérgico; ET: receptor da

endotelina; T: receptor da trombina).
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A contribuigdo das células endoteliais para regulagéo do ténus vasomotor ainda
envolve a produgdo de outros compostos vasodilatadores, c,;lue sdo a prostaciclina € o
fator hiperpolarizante derivado do endotélio. A prostaciclina é sintetizada a partir do
dcido araquiddnico através da ciclo-oxigenase (1), sendo rapidamente produzida e
liberada de células endoteliais (45) em resposta a fatores humorais ¢ hemodinamicos.
Ela age sinergicamente com oOxido nitrico, causando vasodilatacdo e inibigdo da
agregacfo e adesdo paquetarias (46). Suas agdes sdo mediadas através da estimulagdo
da adenilatociclase e aumento das concentra¢gbes intracelulares de adenosina
monofosfato ciclico nas células musculares lisas € nas plaquetas. A prostaciclina nfo
parece ser continuamente produzida pelas células endoteliais (47), mas sintetizada em
resposta a estimulos especificos como a bradicinina, a adenosina difosfato, a hipéxia e

aumentos na forca de cisalhamento.

O fator hiperpolarizante derivado do endotélio promove relaxamento da célula
muscular lisa vascular através do aumento da condutdncia da membrana celular ao
potassio (48). Este fator de relaxamento também € secretado em resposta a acetilcolina
e bloqueado pela ouabaina, um inibidor da sdédio/potassio ATPase. O fator
hiperpolarizante derivado do endotélio ainda nfo foi isolado e seu papel fisiolégico

permanece incerto.

Em contrapartida, as células endoteliais produzem o vasoconstritor mais potente
conhecido, que ¢ a endotelina-1 (49). As endotelinas formam uma familia de
polipeptideos produzidos por varios tipos celulares. Das trés isoformas conhecidas, as
células endoteliais parecem produzir apenas a endotelina-1. A endotelina-1 ¢ um
peptideo de 21 afninoécidos formado a partir do seu precursor inativo a pro-endotelina-
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1, que parece exercer um papel como regulador do fluxo sangiiineo arterial em
condigfes normais e patologicas (50). Em respostas a ‘estimulos como trombina,
adrenalina, angiotensina II, hipéxia e forca de cisalhamento aumentada, a endotelina-1
¢ liberada das células endoteliais, ligando-se a receptores especificos nas células
musculares lisas vasculares, o que resulta em aumentolnavconcentragéo intracelular de
célcio, levando a vasoconstri¢do (51). Os vasos intramiocardicos sdo mais sensivels a
endotelina-1, sugerindo que este peptideo tenha um papel maior no controle do fluxo
sangiifneo. Interessantemente, no endotélio funcionalmente intacto, a endotelina
estimula a produgfo de 6xido nitrico e de prostaciclina, que, entdo, modulam as ac¢Bes
vasoconstritoras e reduzem a sintese da propria endotelina. Foram identificados dbis
tipos de receptores vasculares para a endotelina. O receptor ETg é observado nas
células endoteliais, sendo responsavel pelo estimulo a formagfo de 6xido nitrico e
prostaciclina. Nas células musculares lisas sfo observados receptor ETA e ETp,
mediando a contragio e a proliferagdo destas células. Um grande ntGmero de
antagonistas dos receptores da endotelina que foram desenvolvido nos dltimos anos,

estdo sendo testados em estudos experimentais e clinicos.

O tromboxano A, e a prostaglandina H, sfo fatores constritores também
secretados pelo endotélio. Estas substincias ativam o receptor para tromboxano nas
células musculares lisas e nas plaquetas, opondo-se aos efeitos do 6xido nitrico e da
prostaciclina. Entretanto, o papel destas substincias na circulagio coronariana nfo esta
claramente estabelecida. O fator de ativacdo plaquetério é outra substéncia com agfo
vasoconstritora sintetizada e liberada pelas células endoteliais em resposta a estimulos
humorais e hemodindmicos, que provavelmente participa de regulagdo do tonus
vasomotor. Finélmente, o endotélio também expressa a enzima de conversdo da
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angiotensina, que ¢ idéntica a quinase II que metabolisa a bradicinina. Portanto, a
enzima de conversfo também determina os niveis locais de bradicinina, a qual estimula
a produgdo de dxido nitrico e prostaciclina. Além disso, enzima de conversdo sintetiza

a angiotensina que diretamente estimula a produc¢éio de endotelina.

Fisiopatogenia da Disfuncao Endotelial

A disfungdo endotelial pode ser determinada pela redugfo da disponibilidade de
vasodilatadores derivados do endotélio, por um aumento local na concentracio de
substancias antagonistas destes vasodilatadores ou por uma associa¢do desses dois
fatores (figura 2.2). Redugdo na sintese ou na disponibilidade local de éxido nitrico témy
sido freqiientemente imputadas como as principais responsaveis pela disfung¢do
endotelial em diversas situagGes clinicas. A liberagdo de 6xido nitrico derivado do
endotélio estd diminuida em individuos com fatores de risco para doenca arterial
coronariana (6, 11,12), assim como em pacientes com aterosclerose coronariana
estabelecida (5,52). Uma redugfo na disponibilidade vascular de o6xido nitrico
determina prejuizo na vasodilatacio endotélio-dependente, aumento da agregabilidade
plaquetéria e da adesividade de monoécitos no endotélio e influencia a proliferagdo das
células musculares lisas wvasculares, provavelmente contribuindo para o
desenvolvimento e progressdo da aterosclerose. Em modelos animais de
hipercolesterolemia, a inibigdo farmacoldgica da éxido nitrico sintetase acelera a
aterosclerose (53), enquanto que um aumento na disponibilidade de 6xido nitrico reduz

a progressdo da doenga e pode até induzir regressio (54, 55).
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Figura 2.2: Diagrama descrevendo as ag¢bes de varios efetores no endotélio
disfuncionado. Quando disfungfo endotelial estd presente, ha uma redugfo na agdo dos
fatores de relaxamento derivados do endotélio, com predominio de vasoconstri¢do. (H;
receptor histaminico, o : receptor a-adrenérgico; 5-HT: receptor serotoninérgico; B:
receptor da bradicinina; M: receptor muscarfnico; P: receptor purinérgico; ET: receptor

da endotelina; T: receptor da trombina).

A inativagdo do oxido nitrico endotelial por radicais livres derivados de
oxigénio pode ser um importante fator no desenvolvimento da disfungfo endotelial
(56). Estudos experimentais sugerem que os agentes antioxidantes possam restabelecer
a fungo endotelial (57,58). A vitamina C, um potente antioxidante in vivo e in vifro

(59) que inibe a peroxidagdo de lipideos mediadas pelo dnion superoxido (60),
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melhorara a fun¢@o endotelial da artéria braquial em pacientes com doenga arterial

corondria (61), com diabete melito (62) e em tabagistas (63).\

Um aumento nos inibidores endégenos da sintese de 6xido nitrico também pode
estar envolvido na génese da disfungfo endotelial. Especificamente na insuficiéncia
renal, os niveis plasmaticos de analogos metilados da arginina (dimetilarginina
assimétrica) estdo significativamente aumentados, podendo competir com a L-arginina
como substrato na sintese de 6xido nitrico (64). Mais recentemente, foi demonstrado
que a dimetilarginina assimétrica estd elevada em individuos jovens com
hipercolesterolemia e que este aumento € associado a disfunc¢do vasomotora endotélio-

dependente (65).

Outro mecanismo de disfungio vasomotora endotelial que tem sido
{reqlientemente observado ¢ o aumento de endotelina-1. Concentragdes plasmaticas
elevadas de endotelina-1 tém sido relatadas no infarto do miocardio, no choque
cardiogénico, na angina instavel, na doenga arterial coronaria em geral, na insuficiéncia
cardiaca e na hipertensdo essencial (66,67). Em estados de disfun¢fo endotelial, tais
como a aterosclerose, a agdo da endotelina-1, sem a oposi¢do do 6xido nitrico, tende a

promover vasoconstrigdo e proliferagdo de células musculares lisas vasculares (68).

Avaliacao da Funcdo Endotelial

O método mais empregado para o estudo da fungfo endotelial em estudos
clinicos tém sido a avaliagdo da resposta vasomotora dependente do endotélio de

artérias de condugfo e de vasos de resisténcia a estimulos farmacolégicos ou a
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modificagdes no fluxo sangiiineo. O estudo do controle endotelial do tdnus vascular em
humanos € limitado por vérios fatores que necessitam ser considerado para adequada
interpretagdo dos resultados. Estas limitagdes sfo relacionadas as intervengdes
farmacologicas e fisicas utilizadas para estimular os mecanismos vasomotores
dependentes do endotélio e aos métodos utilizados para mensurar a resposta vascular

secunddria a estas intervencoes.

A maioria dos estudos clinicos tem avaliado a funcdo endotelial em leitos
circulatérios regionais, principalmente no antebrago ou na circulagdo coronaria. A
administracio de agentes endotélio-dependentes a compartimentos circulatorios
regionais permite que doses relativamente baixas sejam utilizadas. Com isso, espera-se
que o agente administrado nfo desencadeie respostas reflexas sistémicas. A auséncia de
modificacdes na pressdo sangiiinea e na freqliéncia cardiaca séo, ndrmalment@
utilizadas como evidéncia de um efeito puramente regional. Contudo, efeitos sistémicos
discretos, com conseqiiente ativagdo reflexa, podem ocorrer sem serem detectados.
Além disso, a padroniza¢fio das concentracSes administradas in vive € dificil de ser
obtida, particularmente pela variabilidade do fluxo sangiiineo em condigées basais e em
resposta a administragio do agente vasodilatador endotélio-dependente (69). Em
relagdo a acetilcolina, sua concentragdo in vivo também ¢ afetada pela aclo de
pseudocolinesterases circulantes. Finalmente, o papel fisiologico destes varios agentes

ainda nio foi claramente determinado.

A acetilcolina é o agente mais utilizado no estudo da fungfo endotelial em
estudos clinicos. Quando infundida na circulagdo coronaria ou braquial de individuos
normais, a acetilcolina causa vasodilatagdo e aumento no fluxo sangiiineo dose-
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dependente. A vasodilatagio € parcialmente mediada por este aumento no fluxo
sangiiineo, que, por sua vez, ¢ causado pela dilatagao de arteriolas com redugdo na
resisténcia periférica. A agfo direta da acetilcolina nas células endoteliais, associada ao
aumento de fluxo, leva a produgfo e liberacdo de 6xido nitrico, causando redugdo do
tonus muscular e vasodilatagdo. Em oposi¢fo a isto, a acetilcolina causa vasoconstri¢do
pelo seu efeito direto nos receptores muscarinicos das células musculares lisas
vasculares (70,71). Quando existe disfung¢fo endotelial, ha um desequilibrio entre as
acOes dilatadora (mediada pelo endotélio}) e constritora (mediada pelas células

musculares lisas) da acetilcolina, predominando a vasoconstri¢éo.

Outros agentes wvasodilatadores endotélio-dependentes utilizados para a
avaliacdo da funcio endotelial sdo a serotonina, a bradicinina e¢ a substincia P.
Enquanto que a bradicinina e a substdncia P nio possuem ac¢do Vaséconstritoraj
causando apenas vasodilatagdo endotélio-dependente, a serotonina possui um efeito
duplo, similar a acetilcolina, determinando vasoconstri¢do por estimulo direto no
musculo liso vascular. A atividade mental e a exposi¢do ao frio, também podem ser
utilizadas para o estudo da funcfo vasomotora endotelial. Estas estimulos estfo
associadas a liberagdo de catecolaminas, que tém a sua ag¢do vasoconstritora acentuada

na presenca de disfungdo endotelial (36, 37).

Freqiientemente, a resposta vasomotora aos agentes dependentes do endotélio €
comparada a resposta a vasodilatadores que atuam independentemente do endotélio,
tais como o nitroprussiato de so6dio ou a nitroglicerina. Estas substincias agem por meio
de uma via comum que ¢é a producdo ou liberagéo intracelular de 6xido nitrico, levando
a ativagio da guénilatociclase e relaxamento da célula muscular lisa (72, 73).
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A vasodilata¢do de artérias de condutincia em resposta a aumentos no fluxo
sangiifneo também tem sido utilizada como um indicador da fun¢do endotelial. Um dos
estimulos mais comumente utilizados para aumentar o fluxo sangiiineo € a hiperemia
reativa, que € determinada pela isquemia induzida pela interrupcfo temporaria do fluxo
sangiiineo arterial, ocasionando vasodilatagdo metabodlica da microcirculagdo e de
arteriolas. Aumentos de fluxo similares podem ser obtidos com a administragdo de
adenosina ou de dipiridamol, que causam vasodilatagdo arteriolar. O exercicio fisico e a
taquicardia induzida por marcapasso também podem ser utilizados para obtengdo de
aumentos de fluxo sangiiineo. A taquicardia induzida por marcapasso produz um
aumento de ﬂuxo de menor intensidade, associado & vasodilatagio metabdlica. O
exercicio fisico causa uma complexa resposta fisioldgica, que envolve a vasodilatagfo
metabdlica e liberacfio sistémicas de catecolaminas. A utilizacdo da resvposta a um
aumento de fluxo sangiiineo como indice de fung@o endotelial ¢ wvalidada pela
demonstragdo experimental de que a vasodilatagdo fluxo-dependente de artérias de

conduténcia € determinada pela liberagdo de ¢xido nitrico a partir do endotélio (74-77).

A quantificacdo da vasodilatagdo ou vasoconstricio do conduto arterial em
resposta a um estimulo pode ser realizada por técnicas radiograficas, ecograficas ou por
pletismografia. A determinagdo da resposta das artérias corondrias de condutincia a
agentes endotélio-dependentes € obtida por injecdo de contraste radiologico e medida
do didmetro coronario através da analise quantitativa dos angiogramas, preferentemente
utilizando-se sistemas computadorizados. O estudo das variagdes de fluxo sangiiineo
coronario secundarias a resposta endotélio-dependente da microcirculagdo requer a
utilizagdo de méfodos invasivos como o Doppler intracoronario. Espasmo vascular, em
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resposta a instrumentagfo corondria pelo cateter ou guia Doppler, pode dificultar a

interpretagdo destas medidas.

Na circulagdo periférica, a fungdo endotelial pode ser avaliada ndo
invasivamente através resposta vasomotora da artéria braquial ou da microcirculagéo do
antebraco, utilizando-se ultra-som ou pletismografia, respectivamente. As respostas da
microcirculagdo periférica também podem ser avaliadas, de modo ndo invasivo, pela
medida de fluxo sangiiineo pelo Doppler vascular. Poucos autores t€m utilizado outros
leitos vasculares como o membro inferior/artéria femoral para o estudo da funcio

endotelial.

Além do relaxamento dependente do endotélio, outras fungSes endoteliais que
podem ser investigadas em seres humanos incluem o estado do sistema vascular renina-
angiotensina (78,79), as propriedades adesivas do endotélio relacionadas com
leucéceitos e plaquetas (80,81) e os fatores envolvidos na homeostase da trombose e
fibrindlise (82). Neste sentido, os niveis circulantes de endotelina, bradicinina,
prostaglandinas, fator von Willebrand, ativador do plasminogénio tecidual e das formas
soluveis de moléculas de adesdo da superficie celular, como selectina-E, selectina-P,
ICAM-1 e VCAM-1, sdo potenciais indicadores de fun¢do endotelial. Entretanto o
papel funcional de algumas dessas substdncias em seres humanos ainda ndo foi
esclarecido. Além disso, o impacto que diferentes situages clinicas possuem nos niveis
destas substincias e na concentragdo das formas soliveis das moléculas de adesio

permanece indeterminado.
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Implicagtes Clinicas

As implicagdes da disfun¢fo endotelial na doenga cardiovascular nfo sio
totalmente entendidas. Contudo, ha evidéncias convincentes de que a lesdo e
conseqiiente  disfungdo do endotélio desempenha um papel patogénico no
desenvolvimento inicial da aterosclerose (7 - 9) e, mais tardiamente, nas sindromes
coronarianas instaveis (10). Disfuncdo endotelial tém sido associada a diversos fatores
de risco para a doenga aterosclerética (11), incluindo a presen¢a de hipercolesterolemia
(12), tabagismo (13), hipertensdo arterial (14), diabete melito (15), histéria familiar de

doenca coronariana prematura (16), hiper-homocisteinemia (17) e envelhecimento (18).

Assim como a aterosclerose, a disfungio endotelial é precocemente evidenciada
em bifurcagdes de artérias coronarias humanas (19). Quando aterosc]eros¢ coronariana
esta presente, a intensidade da disfunc¢fo endotelial esta diretamente relacionada com a
gravidade do comprometimento aterosclerético (5). Em primatas, o desenvolvimento de
aterosclerose induzida por dieta é precedido pela disfuncio endotelial, enquanto a
regressdo da placa aterosclerotica € associada a normalizacdo das respostas a
acetilcolina (20). Também foi demonstrado que a disfun¢do endotelial precede o
desenvolvimento de coronariopatia obstrutiva em pacientes receptores de transplante
cardiaco (21). Até o momento, nfo ha estudos longitudinais demonstrando que outros

grupos de pacientes com disfuncio endotelial desenvolverdo aterosclerose.

Uma fungdo fisiolégica fundamental do endotélio ¢ facilitar o fluxo sangliineo,
provendo uma superficie antitromboética que inibe a adesdo plaquetéria e a formagio de
trombos. Como discutimos, a célula endotelial lesada ou ativada pode perder esta

atividade anticoagulante e/ou adquirir propriedades pré-coagulantes. A pesar de que o
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papel do endotélio na patogénese da trombose in vivo ndo ter sido claramente
documentado, as evidéncias disponiveis apontam para a disfun¢do endotelial com
fundamental no desenvolvimento de diversos distirbios trombéticos, especialmente nas

sindromes isquémicas agudas

E provavel que a disfuncfo endotelial, além estar envolvida no desenvolvimento
da aterosclerose e de eventos isquémicos agudos, potencialize o desenvolvimento de
isquemia miocardica mesmo na auséncia de lesdes aterosclerdticas obstrutivas, por
impedir um aumento apropriado de fluxo sangiiineo em situacdes de estresse. Até 40%
da resisténcia coronariana total reside em artérias de pequeno didmetro (110 a 400um)
que ndo estdo éob controle metabolico (83). Estas pequenas artérias podem influenciar
importantemente a resisténcia coronaria (84) e, consequentemente, a velocidade
maxima de fluxo sangiiineo. Em condi¢es fisiologicas o tdnus Vasomoter destas
pequenas artérias estd indiretamente acoplado as necessidades metabdlicas, através da
vasodilatagdo mediada pelo fluxo. Isto ¢, quando a vasodilatagdo das arteriolas causa
um aumento no fluxo sangiifneo, o aumento resultante na for¢a de cisalhamento
aumentara a producdo de ¢xido nitrico e dilatard as pequenas artérias (83, 85) levando a
uma redug¢do adicional na resisténcia periférica e aumento no fluxo sangiiineo. Quando
disfun¢do endotelial esta presente, a dilatagdo mediado pelo fluxo pode ser reduzida ou
perdida em artérias de pequeno didmetro, ocasionando aumentos subtotais no fluxo

sangiiineo.

Em diversos estudos clinicos, a infusfio intracoronaria de vasodilatadores
endotélio-dependentes tem sido associada ao desenvolvimento de angina em alguns

pacientes com disfungdo endotelial. Recentemente, Hasdai e colaboradores
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demonstraram a presenga de defeitos de perfusiio detectados por MG sestamibi, em
pacientes que apresentaram redugfo no fluxo corondrio ém resposta & acetilcolina
intracoronaria (86). Entretanto, a relevancia clinica destes achados ¢ discutivel, uma
vez que, neste estudo, o radiofirmaco foi administrado durante a infusdo de
acetilcolina. Em outro estudo, onde comparamos a respos,ta‘ vasomotora a acetilcolina
com os resultados de cintilografia miocardica de esforgo ou ecografia de estresse com
dobutamina em pacientes livres de estenoses coronarianas significativas, no
encontramos uma associagdo entre o desenvolvimento de vasoconstrigdo corondria e a

presenga de isquemia reversivel (87).

A possivel inabilidade ém aumentar adequadamente o fluxo sangiiineo,
associada a disfun¢do endotelial, tem sido imputada como um dos possivel mecanismo
de desenvolvimento de angina em pacientes com angina microvascular, ou sindrome X
coronariana. Neste grupo de pacientes, demonstramos que a disfuncfio endotelial
progride com o avangar da idade (88). Da mesma forma, a disfungfo endotelial parece
desempenhar um papel patogénico em diversas outras situac¢des clinicas como na
hipertensfio arterial sistémica e pulmonar, na insuficiéncia cardiaca e no choque

séptico.

Estudos clinicos recentes demonstraram melhora da fungfo endotelial com o
uso de drogas que reconhecidamente reduzem a incidéncia de eventos cardiovasculares,
tais como os inibidores da enzima de conversdo (22), os hipolipemiantes orais (23, 24)
e o acido acetilsalicilico (25). Pelo menos parte do beneficio clinico observado com

estas intervengdes terapéuticas provavelmente é relacionado a reversdo da disfungédo
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endotelial. Estes estudos atestam o papel que a fungfo endotelial desempenha na

manutencdo da homeostase vascular.

Em contrapartida, algumas intervengdes clinicas podem estar associadas a
@feitos’ adversos sobre o endotélio vascular. A administragdo continuada de nitratos
orgénicos tem sido associada a modificagdes bioquimicas especificas na vasculatura
que, por aumentar o estresse oxidativo, podem levar a disfuncdo endotelial. Por sua
vez, as intervencgdes corondrias percutdneas determinam intensa lesfo mecédnica e
inflamagdo crénica da parede vascular, que podem levar a alteragbes na funcido
endotelial. A seguir, através de dois estudos clinicos, avaliaremos os efeitos destas

intervengdes sobre a fun¢éo vasomotora endotélio-dependente em artérias coronarias.
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II1. Objetivos

Os objetivos desta tese foram os seguintes:

1) Investigar se a terapia com nitroglicerina levaria a uma resposta anormal das

artérias coronarianas ao vasodilatador dependente do endotélio, acetilcolina.

2) Comparar as respostas vasomotoras a acetilcolina de artérias corondrias ndo
reestenoticas, previamente submetidas a uma intervengdo corondria percutinea
prévia (angioplastia por cateter balfo, aterectomia direcionada, ou implante de

endoproteses coronarianas).
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Efeitos da Terapia com Nitroglicerina

na Funcao Vasomotora Endotelial
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IV. Efeitos da Terapia com Nitroglicerina

na Fungao Vasomotora Endotelial

Introducéo

Os nitratos orgénicos sdo importantes agentes na terapia da doenga arterial
coronariana e da insuficiéncia cardiaca. Administrados agudamente, os nitratos tém
potentes efeitos hemodinadmicos e terapéuticos que resultam da vasodilatacéio dos leitos
vasculares venoso e arterial. A maior limitacdo do uso dos nitratos é o desenvolvimento
de tolerdncia, com perda da efetividade durante a terapia continuada. Apesar de que
varias teorias concernentes ao mecanismo da tolerdncia tenham sido desenvolvidos, a
sua causa permanece incerta (89,90). Em adicfo a esta incerteza, os nitratos organicos
tém recentemente sido associados com uma sensibilidade vascular aumentada a
vasoconstritores  (91,92). O mecanismo desta hipersensibilidade permanece
desconhecido, ainda que modelos animais tenham demonstrado que a exposigdo a
nitroglicerina ¢ associada com um aumento no conteudo vascular de endotelina -1 e
com um aumento na produgdo do 4nion superoxido pelo endotélio (92,93). Digno de
especial atengfio ¢ o trabalho de Heitzer e colabores, demonstrando que o tratamento
com nitroglicerina aumenta a resposta vasoconstritora da artéria braquial humana 2

fenilefrina e a angiotensina-2 (94).

Estes achados sugerem que a terapia com nitratos possa modificar a resposta
vascular na circulagfo coronariana e aumente sua sensibilidade a vasoconstrigdo. Tais
respostas podem estar envolvidas na génese da tolerdncia ao uso continuado de
nitroglicerina e poderiam prover uma explicagfo para os efeitos adversos que tém sido

relatados, subsequentes & retirada da terapia com nitratos (95-99). Este estudo testa a
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hipotese que a terapia com nitroglicerina aumentaria a sensibilidade das coronarias
epicardicas aos efeitos vasoconstritores da acetilcolina e que estes efeitos seriam

exagerados, seguindo a interrup¢do da administragdo de nitroglicerina.
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Meétodos

Populacio. Pacientes entre 35 e 75 anos de idade, encaminhados para
angiografia coronaria diagnéstica, participaram deste estudo. Os critérios de excluséo
clinicos eram: hipertensfo arterial sistémica nfo controlada; insuficiéncia cardiaca
congestiva sintomatica ou disfuncdo ventricular esquerdé grave; historia de espasmo
coronariano; infarto do miocardio ou angina instavel dentro de 30 dias da
randomizagiio; bloqueio atrioventricular de 2° ou 3° grau; revascularizac¢fo coronaria
transluminal nos ultimos 6 meses; qualquer revascularizacfo prévia da artéria
descendente anterior (DA); cirurgia de revascularizagio miocardica; diabete melito

insulino-dependente e disfungfo renal ou hepatica clinicamente significante.

Trinta e sete pacientes foram inicialmente arrolados. Um paciente retirou o
consentimento previamente ao angiograma e um segundo foi excluido devido a anemia
recentemente diagnosticada. No momento da angiografia corondria, vinte pacientes que
apresentavam estenose do tronco da artéria coronariana esquerda maior do que 25% ou
uma estenose maior do que 40% na DA foram excluidos por terem sido considerados
de alto risco para a infusfo de acetilcolina intracoronaria, baseado na gravidade da

doenga arterial coronariana. Portanto, quinze pacientes completaram o protocolo.

Fatores de Risco para Disfuncio Endotelial. A presenga e o ntiimero total de
fatores de risco conhecidos para disfungdo endotelial foram avaliados em cada paciente.
Estes fatores incluiam idade superior a 45 anos, sexo masculino, histéria de

hipertenséo, diabete melito ndo insulino-dependente, habito de fumar, historia familiar
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de doenga arterial coronariana e colesterol total maior que 200 mg/dl. As concentragdes

dos lipidios séricos foram avaliadas em jejum no momento da angiografia corondria.

Protocolo de Estudo. Preparagtes transdérmicas de placebo ndo puderam ser
obtidas. Portanto, os pacientes foram randomizados para receber nitroglicerina
transdérmica continua (Ciba-Geigy, Mississauga, Ontario, Canadd), 0,6 mg/h ou
nenhuma terapia. O investigador permaneceu cego para a randomizacdo. O adesivo de
nitroglicerina era aplicado a cada manhi e substituido a cada 24 h por cinco dias.
Pacientes que estavam sob terapia com nitratos de longa agfo previamente a
randomizacgdo tiveram esses medicamentos suspensos por pelo menos uma semana
antes do dia do estudo. Outros vasodilatadores foram suspensos por 48 h antes do
angiograma. Beta-bloqueadores foram suspensos por 24 h. Era permitido aos pacientes
usar nitroglicerina sublingual se necessario para angina, porém nenhum estudo foi
executado dentro de 6 h ap6s o uso de nitratos. Suplementos de vitaminas C e E foram

suspensos por 7 dias antes do estudo.

A cineangiocoronariografia diagnoéstica foi executada na manhi do quinto dia,
aproximadamente as 9 h. Naqueles pacientes randomizados para nitroglicerina, a
preparagdo transdérmica foi deixada no local durante o estudo da manha. A angiografia
corondria foi executada com cateteres diagnosticos 7 Fr, usando a técnica de Judkins.
Uma vez demonstrado que os pacientes eram angiograficamente adequados para o
estudo, o angulo radiologico que methor demonstrasse os segmentos proximal e médio
da artéria DA foi selecionado para cada paciente e utilizado para todos os angiogramas
subseqlientes deste estudo. Freqiiéncia cardiaca, pressdo arterial e eletrocardiograma
foram monitorizados continuamente.
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Os angiogramas coronarianos para analise quantitativa foram executados no
estado controle e apds infusGes seriadas de acetilcolina. As solugbes controle e
acetilcolina foram infundidas ao fluxo de 1,25 ml/min durante 3 min no tronco da
artéria corondria esquerda, via cateter diagndstico, na seguinte seqiiéncia: 1) controle:
solugdo de glicose a 5% em &gua, o veiculo para infusdo de acetilcolina; 2) trés
infusdes de acetilcolina nas concentragdes progressivas de 10, 10° e 10 molar,
visando atingir concentra¢8es intracorondrias de 10”8, 107 e 10° molar,
respectivamente, assumindo-se um fluxo na corondria esquerda de 125 ml/min; 3)
recontrole: solucdo de glicose a 5% em &agua. A angiografia corondria era repetida
imediatamente ap6s a finalizagéo de cada infusdo. Entre cada aﬁgiograma e o inicio da
infusdo subseqiiente, aguardava-se um periodo de 3 min para que eventuais
modificagdes no ténus coronariano induzidas pelo meio de contraste radiolégico

fossem compensadas.

Imediatamente apds a complementagdo do estudo da manhd, o adesivo de
nitroglicerina era removido dos pacientes do grupo que receberam o tratamento ativo.
Trés horas apds, todos os pacientes retornavam para o laboratorio de cateterismo e eram
submetidos a um protocolo de infusfo intracoronaria, idéntico ao da manhi, usando a
mesma projecdo e técnica radiografica que havia sido utilizada. Apés a angiografia de
recontrole, uma dose de 100 pg de nitroglicerina era administrada como um bolus

intracoronario e um angiograma final era executado.
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O protocolo deste estudo foi aprovado pelo Comité de Experimentacdo em
Seres Humanos na Universidade de Toronto e consentimento informado foi obtido por

escrito de todos os pacientes (vide apéndice).

Medidas Quantitativas. Os angiogramas da artéria corondria esquerda para o
estudo foram executados através da injegio por bomba (Medrad, Phitisburg, PA, USA)
de 9 a 12 ml (3-4 ml/s) de meio de contraste ndo idnico. A quantificagdo das dimensoes
coronarianas foi executada usando um sistema de detecgdo de bordas automatizadas
(CMS, Newman, Holanda) utilizando técnica previamente descrita (100). Um quadro
cineangiografico de cada angiograma era selecionado no final da diastole ventricular
pelo investigador, que era mantido cego para os grupos em estudo. O segmento mais
longo, claramente visualizado, da por¢fo proximal e média da DA era selecionado. No
grupo nitroglicerina, o comprimento médio do segmento analisado foi de 4;3 + 0,6 cm,
enquanto no grupo controle o comprimento médio do segmento analisado foi 4,4 + 0,4
cm. Os limites proximais e distais dos segmentos selecionados eram definidos por
pontos de referéncia anatomica, para garantir a consisténcia da andlise entre os
angiogramas de cada paciente. O didmetro luminal médio do segmento da DA em
estudo foi determinado em cada angiograma. O cateter diagnostico 7 Fr cheio com
meio de contraste era filmado antes de cada estudo e usado para calibragdo. Todos os
filmes foram analisados pelo mesmo investigador, cego para a randomizagdo dos
grupos. As medidas do didmetro luminal coronariano executadas com este sistema
apresentam uma variabilidade interobservador de 0,09 mm e intra-observador de 0,01

mm em andlises repetidas do mesmo quadro cineangiografico (100).
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Analise Estatistica. As caracteristicas clinicas da populacdo no momento da
randomiza¢do foram comparadas através do teste t de Student ndo pareado para as
varidveis continuas. O teste exato de Fischer foi usado para comparar varidveis
bindrias. As modifica¢bes no didmetro médio luminal da DA dos valores controle para
cada dose de acetilcolina foram comparadas usando analise multivariada de varianga
com contrastes apropriados (Proc GLM, MAMOVA, SAS versdo 6.11, SAS, Cary,
Carolina do Norte, USA). Esse modelo permitiu a analise das diferengas da resposta a
acetilcolina entre grupos, para os estudos da manhd e da tarde. Além disso, as
diferencas entre grupos na resposta global & acetilcolina durante a manhd versus a
resposta da tarde pode também ser comparada. Finalmente, o procedimento também
permitiu comparag:@és univariadas entre os grupos na linha de base e em todos os
pontos de estudo subseqiientes. As modificagdes no didmetro luminal coronariano
dentro de um mesmo grupo foram comparadas usando o teste t de Studént pareado.
Todas as comparagdes foram feitas para as modificacGes nos valores absolutos, assim
como para as modificagdes percentuais a partir da linha de base. Um valor de 7 < 0,05
bi-caudal foi considerado significativa. Os resultados s8o expressos como média + erro

padrio.
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Resultados

Caracteristicas dos Grupos do Estudo. Oito pacientes foram randomizados
para terapia com nitroglicerina (5 homens, idade 56 + 4 anos) e 7 para o grupo controle
(5 homens; idade 62 + 3 anos). Ndo havia diferenga significativa entre 0s grupos em
termos fatores de risco conhecidos para disfungéo endo&lial (tabela 4.1). Todos os
pacientes do grupo nitroglicerina e 6 pacientes no grupo controle possuiam
aterosclerose corondria, com minimas irregularidades na artéria descendente anterior.
Por angiografia quantitativa, a estenose média da descendente anterior foi 8,8 = 2,8%
no grupo nitroglicerina e 12,9 + 6,0% no grupo controle. Os grupos também foram
similares em termos de medicagdes concomitantes no momento da randomizagéo, com
um paciente em cada grupo recebendo inibidores da enzima de conversdo da
angiotensina, suplementa¢fo com vitamina E e terapia de reposi¢io de estrégenos
(tabela 4.2). A freqiiéncia cardiaca e a pressdo arterial basais foram simﬂafes nos dois

grupos, tanto no estudo da manhi como no estudo da tarde (tabela 4.3).

Respostas Clinicas a4 Infusio de Acetilcolina. No estudo da manhd, 2
pacientes no grupo nitroglicerina desenvolveram angina, associado a vasoconstrigdo
corondria moderada, durante a infus3o da concentragio méaxima de acetilcolina. Em
ambos 0s casos, a angina desapareceu com a interrup¢do da infusdo, ndo sendo
necessaria a administragdo de nitroglicerina intracorondria. No estudo da tarde, apos a
retirada do adesivo de nitroglicerina, os mesmos 2 pacientes e um outro paciente
desenvolveram angina em resposta a infusdo mdaxima de acetilcolina no grupo
nitroglicerina. Nestes 3 pacientes, a angina foi intensa, ndo melhorou com a interrupgao
da infusio de acetilcolina, sendo necessirio a administragdo de nitroglicerina

intracorondria. No grupo controle, ndo foi observada dor toracica durante as infusdes de

acetilcolina.
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Tabela 4.1: Caracteristicas demogréaficas, clinicas e laboratoriais dos grupos estudados

Grupo Nitroglicerina

Caracteristica Grupo Controle P
(n=8) m=7)
Idade (anos) 56 £ 4 62 +3 0,22
Sexo (M/F) 5/3 5/2 1,0
Historia de hipertenséo (n) 2 3 0,60
Diabete ndo insulino-dependente (n) 3 2 1,0
Histéria familiar de DAC (n) 2 2 1,0
Colesterol total > 200 mg/dl (n) 3 4 0,62
Historia de tabagismo (n)
Atual 1 1 1,0
Prévio 3 3 1,0
Numero total de fatores de risco * 2.8+0,5 33+04 0,55
Hist6ria de IM (n) 2 1 1,0
Histéria de angioplastia coronaria (n) 1 1 1,0
Colesterol sérico (mg/dl)
Total 200.8 £ 9,65 208,5 £ 20,1 0.83
HDL 42,5+39 46,3 +7,7 0,82
LDL 1389+ 11,6 1274 £ 15,4 0,56
Triglicerideos (mg/dl) 84,8 +14,1 1342 + 21,2 0,07

Os valores apresentados sdo média + erro padrdo ou nimero de pacientes. DAC denota

doenga arterial coronariana; HDL, lipoproteina de alta densidade; IM, infarto do

miocardio; LDL, lipoproteina de baixa densidade. * Fatores de risco incluem: idade >

45 anos, sexo masculino, historia de hipertensfo, diabete melito ndo insulino-

dependente, historia familiar de DAC, colesterol total > 200 mg/dl, tabagismo atual.
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Tabela 4.2: Freqiiéncia cardiaca e pressédo arterial nos grupo estudados

Caracteristica Grupo Nitroglicerina ~ Grupo Controle P
Acido acetilsalicilico 5 5 1,0
Inibidores da ECA 1 1 1,0
Reposi¢io de estrogenos 1 1 1,0
Vitaminas C ou E 1 1 1,0
Hipolipemiantes orais 4 1 0,28
Tabela 4.3: Freqiiéncia cardiaca e pressdo arterial nos grupo estudados
Caracteristica Grupo Nitroglicerina ~ Grupo Controle P
Estudo da manhd
Freqiiéncia cardiaca (bat./min) 80,0+ 1,1 76,6 £ 3,54 0,34
Pressdo arterial (mmHg)
Sistolica 153 +8,1 159,1+£9,2 0,63
Diastolica 799+12 75,7 £3,7 0,28
Media 104,2 + 3,0 103,5+£4.9 0,90
Estudo da tarde
Freqiiéncia cardiaca (bat./min) 85,0+2,5 75,7 +7,7 0,25
Pressdo arterial (mmHg)
Sistélica 158,54+ 10,2 161,0 + 8,8 0,86
Diastélica 873+27 77,4 +4.6 0,08
Média 111,0+4,2 1053 £5,2 0,41
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Resposta Corondria a Acetileolina. Durante o estudo da manhi, ndo houve
diferenga significativa entre os valores de didmetro da DA apds a infusfo da solugdo
controle entre os grupos nitroglicerina e controle (2,35 + 0,14 mm versus 2,21 + 0,13
mm; P = NS). No grupo controle, ndo houve modificacfio significativa no didmetro
luminal médio da DA durante a infusfo de acetilcolina, Em contraste, nos pacientes
recebendo nitroglicerina transdérmica, houve uma diminui¢do no didmetro luminal
altamente significativa com a administracfio da dose méxima de acetilcolina (2,35 £
0,14 mm versus 1,89 + 0,15 mm; P < 0,01) (figura 4.1). Esta diminui¢fo no didmetro
luminal médio da DA foi significativamente diferente que a modificagdo observada no
grupo controle (P < 0,01). Resultados similares foram observados quando as respostas

foram expressas em percentagem (figura 4.2).

Na tarde, no grupo nitroglicerina, 3 horas apds a remogéd do adesivo
transdérmico, o didmetro controle da DA era significativamente menor que o didmetro
controle na manha (2,35 £+ 0,14 mm versus 2,03 + 0,09 mm; £ <0,01). No grupo que
ndo recebeu nitroglicerina, ndo houve modificagfo no didmetro da DA entre os dois
periodos controle. No estudo tarde, novamente, nao houve modificaco significativa no
didmetro da DA em resposta a administragdo de acetilcolina intracoronéria no grupo
controle. No grupo nitroglicerina, trés horas apds a remogéo do adesivo transdérmico,
houve uma diminuig¢fo altamente significativa no didmetro da DA em resposta a
acetilcolina, nas concentragdes 10” e 10™ molar (P <0,05 versus controle). Esta
diminuigdo no didmetro da DA foi significativamente diferente da observada no grupo
controle (P < 0,01), (figura 4.1). Novamente, resultados similares foram observados
quando as respostas foram expressas como modificagdo percentual (figura 4.2). No

grupo nitroglicerina, o didmetro da DA ap6s a administragio da dose mdaxima de
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acetilcolina (10™ molar) foi significativamente menor na tarde do que na manha (1,54 +
0,13 mm versus 1,89 + 0,15 mm; P <0,01), enquanto que a resposta foi similar no

grupo controle (2,13 + 0,15 mm versus 2,20 + 0,16 mm; P =0,18).

Quando as respostas a infusdo da acetilcolina foram comparadas na manhi e na
tarde, a analise entre os grupos revelou que o aumento na vasoconstri¢gdo coronaria no
grupo nitroglicerina foi significativamente diferente da modifica¢do observada no
grupo controle. Esta diferenga foi aparente quando os dados foram analisados usando as
medidas absolutas ou as modificagbes percentuais no didmetro da DA (P < 0,05 para
ambos). Em resposta ao bolus de nitroglicerina intracorondrio, ambos os grupos
apresentaram dilatacfo similar da DA (14,8 + 2,0% versus 16,2 + 54%; grupos

nitroglicerina e controle, respectivamente; P =NS).

Na figura 4.3, € apresentada a variacdo absoluta no didmetro luminal médio da
DA em resposta as infusbes intracorondrias de acetilcolina na concentragdo maxima
para cada paciente. Na figura 4.4, ¢ apresentada uma angiografia coronariana
representativa de pacientes do grupo controle ¢ do grupo nitroglicerina, no estado
controle, durante a infusio de acetilcolina na dose maxima no estudo da manhi e no

estudo da tarde,
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Durante terapia com Trés horas apos
nitroglicerina retirada da nitroglicerina
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Figura 4.1: Variagio absoluta no didmetro luminal médio da artéria coronaria
descendente anterior (DA) durante as infus@es intracoronarias. C, Ach“6, Ach?® , Ach™ e
RC indicam as infusGes intracorondrias controle, de acetilcolina 10, 107 e 107 molar e
recontrole, respectivamente. —(O— = Grupo nitroglicerina. —#— = Grupo controle.

* P <0,01 versus infusdo controle da manhi; ¥ P <0,01 versus infusfo controle da
tarde; 7 P <0,01 versus Ach™ manha; § P <0,01, grupo nitroglicerina versus grupo

controle.
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Durante terapia com Trés horas apos
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Figura 4.2: Modificagdo percentual no didmetro luminal médio da artéria corondria

descendente anterior (DA) a partir da linha de base, em resposta a infusdo maxima de

acetilcolina intracoronaria (10™* molar). 1= Grupo nitroglicerina. Bl = Grupo controle.
* P <0,01 versus controle da manhd; + P <0,01 versus controle da tarde; I P <0,05, no

grupo nitroglicerina versus grupo controle.
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Figura 4.3: Variagio absoluta no didmetro luminal médio da descendente anterior
(DA), em resposta as infusGes intracoronarias para cada paciente. O = Grupo
nitroglicerina. & = Grupo controle. C e Ach indicam as infusGes intracorondrias

controle e de acetilcolina na concentragdo maxima.
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Contro‘l

Figura 4.4: Angiografia coronariana representativa de pacientes do grupo controle (a
esquerda, non-GTN) e do grupo nitroglicerina (a direita, GTN). Os angiogramas foram
obtidos no momento do estudo controle da manhd (Control), durante a infusdo de
acetilcolina a 10 molar na manhi (AM Ach™) e de acetilcolina 10™ molar no momento

do estudo da tarde (PM Ach™).



Discusséo

Este estudo demonstra que a terapia com nitroglicerina transdérmica estad
associada a uma vasoconstricdo aumentada das corondrias epicardicas em resposta a
acetilcolina e que esta resposta foi persistente por 3 horas ap6s a descontinuagdo da
nitroglicerina. As respostas coronarias ao bolus de nitroglicerina demonstraram que

vasodilata¢do independente do endotélio estava preservada em ambos os grupos.

Potenciais mecanismos da disfuncédo endotelial induzida por nitroglicerina
Vasoconstrigdo coronaria em resposta a acetilcolina ¢ um marcador aceito para
disfung@o endotelial que ocorre em varias situagdes patoldgicas (5,23,24,73,36,101-
103). Uma fungéo endotelial anormal parece estar associada com o desenvolvimento de
aterosclerose e sindromes coronarianas instaveis (73). As causas da disfungéo
endotelial permanecem incertas, mas véarios fatores de risco independentés tém sido
identificados (11,73). O achado que a terapia com nitroglicerina estd associada com
vasoconstricdo aumentada em resposta a um vasodilatador dependente do endotélio €

singular e tem implicagdes clinicas potencialmente importantes.

O mecanismo da vasoconstricio coronaria aumentada, em resposta a
acetilcolina, durante a terapia com nitroglicerina nfio é conhecido. Esta resposta poderia
resultar de um aumento na sensibilidade da célula muscular lisa vascular aos efeitos
vasoconstritores da acetilcolina, ou de modificagdes metabdlicas que reduziriam a
quantidade de 6xido nitrico disponivel em resposta a administragdo da acetilcolina, ou

de uma combinacdo desses efeitos.
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Recentemente, Miinzel e colaboradores demonstraram que a terapia com
nitroglicerina leva a um aumento na produgéo do 4nion sﬁperéxid@ no endotélio da
aorta de coelhos (93). Estes autores formularam a hipétese de que esta produgio
aumentada de radicais livres diminui os efeitos dos nitratos, através da inativagéo do
oxido nitrico derivado da nitroglicerina. De maneira similar, este aumento na produgio
de radicais livres associado com a terapia com nitroglicerina poderia levar a inativagéo
do o6xido nitrico endotelial liberado pela acetilcolina. Outros estudos tém demonstrado
que a exposi¢do a nitratos aumenta a sensibilidade vascular a varios vasoconstritores
(91,92). Em humanos, foi demonstrado que os vasos de resisténcia do antebrago sdo
mais sensiveis aos efeitos vasoconstritores da fenilefrina e da angiotensina-2 durante a
terapia com nitroglicerina intravenosa (94). Apesar de. 0s mecanismos para esta
hipersensibilidade nfo serem conhecidos, Miinzel e colaboradores produziram
evidéncias de que esta hipersensibilidade ¢ mediada por uma produgﬁb autéerina
aumentada de endotelina-1, um potente vasoconstritor peptidico que pode ter um papel
na resposta vasomotora endotélio-dependente anormal, associada com a aterosclerose
(92,104). Apesar de que ndo € possivel concluir a respeito dos mecanismos da resposta
corondria vasomotora anormal a acetilcolina demonstrada no presente estudo, os dados

experimentais disponiveis consubstanciam estes achados.

Implicagdes clinicas

Outro importante resultado deste estudo € que a retirada da nitroglicerina pode
causar um aumento adicional na sensibilidade da vasculatura coronariana aos efeitos
vasoconstritores da acetilcolina. O menor didmetro da DA durante a infusdo méxima de
acetilcolina a tarde foi associada com o desenvolvimento de angina no grupo
nitroglicerina. Esta resposta vasomotora endotélio-dependente anormal das artérias
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corondrias, subseqiiente a descontinuagdo de nitroglicerina, pode ter um papel nas
observagdes clinicas prévias, referentes aos efeitos da retira&a de nitratos. Na indtstria
de munig¢fo (95,96) e em alguns estudos clinicos (97-99) a retirada da exposigdo ou
terapia com nitratos foi associada a uma incidéncia aumentada de sindromes
coronarianas agudas. Além disso, em pacientes com .angina estavel, tem sido
claramente documentado que a retirada da terapia com nitroglicerina tem efeitos
adversos na tolerdncia ao exercicio que persistem por até 12 h (97,105,106). O presente
estudo sugere que estas observagdes clinicas possam ser secunddrias & modificagédo na
funcdo vasomotora coronariana, induzida pela terapia com nitroglicerina. Os
mecanismos pelos quais a retirada de nitroglicerina pode causar um aumento adicional
no efeito vasoconstritor da acetilcolina néo é claro. Estes efeitos séo provavelmeme
relacionados & persisténcia das modificagGes bioquimicas induzidas na vasculatura
durante a administragdo de nitroglicerina que nfo sdo mais opostas pélos efeitos

vasodilatadores do nitrato.

No grupo nitroglicerina, a retirada da terapia causou uma diminuigfo
significativa no didmetro coronariano nas medidas de controle entre a manhi e a tarde.
A diminui¢do no didmetro coronariano, seguindo a remog¢do da nitroglicerina
transdérmica, poderia ter resultado de constricdo rebote da artéria coronaria.
Alternativamente, esta constrigdo pode ser decorrente da simples reverséo da dilatagéo
coronariana continuada, que estaria sendo induzida de modo sustentado por
nitroglicerina. Em modelos animais (107-109) e em humanos (110,111), ha evidéncia
de que o aumento inicial no didmetro coronariano induzido por nitroglicerina € perdido

durante 72 h de terapia continua. Isto sugeriria que o grupo nitroglicerina teria
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desenvolvido tolerdncia aos efeitos da nitroglicerina transdérmica e que a diminui¢io

no didmetro da DA, seguindo a remogdo dos nitratos, representa um efeito rebote.

Limitacoes deste estudo

Potenciais limitagBes devem ser considerados nesta investigagfio. Considerando-
se que as respostas endotélio-dependente & acetilcolina sdo relacionadas a fatores de
risco (11), seria possivel que as diferentes respostas entre os grupos nitroglicerina e
controle fossem secundarias a desequilibrios nas caracteristicas clinicas entre os
grupos. Apesar de que qualquer desequilibrio potencial pudesse ter sido evitado usando
um desenho de estudo do tipo cruzado, esta alternativa traria seus proprios problemas
metodolégiéos (112) e seria associada a importantes limitagdes praticas e éticas, devidov
a necessidade de repeticdo da angiografia coronaria. Contudo, como a randomizagio
resultou em grupos similares em termos de fatores de risco, € pouco provével que as
diferentes respostas encontradas sejam devidas a desequilibrios nas caracteristicas
clinicas. Além disso, as respostas coronarianas a acetilcolina no grupo controle foram
similares as respostas de mais de 100 pacientes com doenca arterial coronariana
recebendo acetilcolina intracoronéria em doses similares no estudo TREND (22). Isto
sugere que a vasoconstrigdo leve observada no grupo controle foi tipica dessa
populagio de pacientes e que a maior vasoconstri¢do observada no grupo nitroglicerina

foi o resultado da administra¢do do nitrato.

Nesta investigacdo, nitroglicerina transdérmica continua foi utilizada e ndo ¢
sabido se as respostas observadas a acetilcolina teriam sido diferentes se um regime
intermitente tivesse sido utilizado. Independentemente, a terapia continua com nitratos
¢ utilizada em vrios pacientes, particularmente no cenario clinico de angina instavel.
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Além disso, como ha boa documentagio de que regimes intermitentes estdo associados
com modificacGes na tolerdncia ao exercicio e a eventos isquémicos de rebote
(97,98,105,106) ¢ provavel que uma terapia intermitente possa levar a modificagBes

similares na fungdo corondria vasomotora.

Conclusdes

Nossos achados indicam que a administracdo continuada de doses clinicamente
relevantes de nitroglicerina estd associada a uma resposta vasoconstritora das artérias
coronarias a acetilcolina, apesar de que a administragdo de baixas doses de
nitroglicerina por curto periodo de tempo tenha demonstrado aumentar a resposta
vasodilatadora a acetiléolina (113). Varios agentes farmacologicos tém demonstrado
melhorar a fun¢fo vasomotora endotelial (22-24,62,114,115). O presente estudo ¢ o
primeiro a demonstrar que um agente farmacologico comumente utilizado piossa causar
efeitos adversos na fungdo vasomotora endotelial. Estas observagdes tém implicagdes

significantes com respeito a utilizagdo terapéutica de nitratos de longa ago.
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V. Funcao Vasomotora Endotelial Apos Intervencgdes

Coronarianas Percutaneas

Introducao

Todas as intervencgdes coronarias percutaneas sdo associadas com extensa lesfo
da parede arterial (116). Apesar do endotélio aparentemente regenerar apos lesdo
vascular experimental, a vasodilatacdo endotélio-dependente permanece alterada por
um longo periodo apds a reendotelizacdo (117,118). De modo consistente com este
fenémeno, estudos em humanos tém demonstrade uma atividade wvasomotora
dependente do endotélio anormal na artéria intervida varios meses ap6s uma

angioplastia corondria por cateter baldo (119-121).

Os efeitos a longo prazo das diferentes intervengfes coronarias percutdneas na
fun¢fo endotelial ndo sdo conhecidos. A gravidade da disfungfo endotelial apds uma
intervengdo corondria pode depender tanto da intensidade da injliria, como do tipo
especifico de intervengdo percutdnea. O implante de endoproteses corondrias, ou sfents,
pode causar uma lesdo arterial mais grave (122,123) e uma resposta inflamatoria mais
intensa dentro da parede vascular do que outras modalidades de intervengdes corondrias
percutineas (124,125) e estar associado com regeneragdo endotelial incompleta (126).
Evidéncias experimentais recentes indicam que o implante de sfents pode estar
associado com uma disfun¢do endotelial mais grave e mais prolongada (127). Neste
estudo, a resposta vasomotora dependente do endotélio foi avaliada véarios meses apds
uma intervengdo corondria com sucesso, incluindo pacientes submetidos a implante de

stents, a angioplastia por cateter baldo e a aterectomia direcionada.



Métodos

Populacio. Pacient’es que haviam sido submetidos a uma intervengdo percutinea
corondria com sucesso, para uma lesdo Unica no segmento proximal da artéria
descendente anterior (DA), pelo menos 6 meses antes, € que ndo apresentassem
evidéncia clinica ou angiografica de reestenose parﬁcipararr-l deste estudo. Trinta e nove
pacientes que haviam sido submetidos & angioplastia por cateter baldo, aterectomia
direcionada, ou implante de stent foram incluidos. Angioplastia por cateter baldo foi
executada através das técnicas padrdes. Aterectomia direcionada foi executada usando
um cateter de Simpson (Devices for Vascular Intervention, Redwood City, Califérnia,
USA). Todos os pacientes que tiveram endopréteses corondrias implantadas receberam
o stent Palmaz-Schatz de 15 ou 18 mm (Johnson & Johnson, Darren, New Jersey,

USA), posicionado utilizando-se pressdes elevadas (17,8 £ 0,6 atm.).

Os critérios clinicos de excluso foram os seguintes: qualquer procedimento de
revascularizagdo corondria desde a intervengfo percutinea inicial; histéria de espasmo
corondrio; insuficiéncia cardfaca sintomdtica; diabete melito insulino-dependente; e
doenca hepdtica ou renal clinicamente significante. Os pacientes que, na angiografia
diagnostica realizada no momento do estudo, apresentavam qualquer lesfo de didmetro
superior a 50% no sistema coronariano esquerdo foram também excluidos. O protocolo
deste estudo foi aprovado pelo comité de experimentagdo em seres humanos da
Universidade de Toronto e consentimento informado por escrito foi obtido de todos os

pacientes (vide apéndice).

Protocolo de FEstudo. Pacientes recebendo drogas vasodilatadoras ou beta-

bloqueadoras tiveram estas medicagdes retiradas 48 h antes do estudo. O uso de
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nitroglicerina sublingual era permitido se necessario para angina, mas nenhum estudo
foi executado dentro de 6 h apds a ingestdo de nitratos. Suplementages vitaminicas

foram descontinuadas por 7 dias.

Os fatores de risco para disfungdo endotelial foram avaliados em todos os
pacientes no momento do estudo. Estes fatores de risco incluiam: idade >45 anos, sexo
masculino, diagnostico prévio de hipertenso, diagnéstico prévio de diabete melito nio
insulino-dependente, tabagismo atual, histéria familiar de doenga coronariana
prematura, e colesterol total > 200 mg/dl. Os niveis de lipideos séricos foram avaliados

em jejum no momento da realizagdo do estudo.

Em todos os pacientes, o estudo foi executado as 9 h da manha
aproximadamente. A angiografia coronariana foi executada com cateteres diagndsticos
7 Fr, usando a técnica de Judkins. Uma vez demonstrado que os pacientes eram
angiograficamente adequados para o estudo, o Aangulo radioldégico que melhor
demonstrasse a artéria DA e circunflexa foi selecionado para cada paciente e utilizado
para todos os angiogramas subseqilentes deste estudo. Freqiiéncia cardiaca, pressio

arterial e eletrocardiograma foram monitorizados continuamente.

A cineangiografia quantitativa da artéria da coronaria esquerda foi realizada
através da injecd@o por bomba de 9-12 ml (3-4 ml/s) de meio de contraste ndo idnico no
estado controle e ap6s infusbes seriadas de acetilcolina. As solugdes foram infundidas a
1,25 ml/min durante 3 min na artéria coronaria esquerda, via cateter diagnostico na
seguinte seqiiéncia: 1) controle: solugdo de glicose 5%, o veiculo para infusdo de
acetilcolina; 2) trés infusdes de doses progressivamente maiores de acetilcolina nas
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concentracdes de 10°, 107 e 10™ molar, visando atingir concentragdes intracoronarias
de 108, 107 ¢ 10° molar, respectivamente, assumindo-se um fluxo na corondria
esquerda de 125 ml/min; 3) recontrole: solugdo de glicose 5%. Entre cada angiograma e
o inicio da infusdo subseqiiente, aguardava-se um perfodo de 3 min para que eventuais
modificagbes no ténus coronariano induzidas pelo meio de contraste radiolégico

fossem compensadas.

Angiografia quantitativa fol executada usando um sistema de detecgdo de
imagens automatizado (CMS, Newman, Holanda) como previamente descrito (100). As
medidas do didmetro luminal coronariano executadas com este sistema apresentam uma
variabilidade interobservador de 0,09 mm e intra-observador de 0,01 mm em analises
repetidas do mesmo quadro cineangiografico. Utilizando-se o angiograma controle,
foram selecionados um segmento longo, claramente visualizado, distal éo local da
intervencdo da descendente anterior ¢ um segmento da artéria circunflexa, que nfo
havia sido intervida. Os limites proximais e distais dos segmentos selecionados eram
referidos a marcas anatémicas precisas, para garantir a consisténcia da analise entre os
angiogramas de cada paciente. O didmetro luminal médio dos segmentos em estudo foi
entdo mensurado em cada angiograma. O comprimento médio dos segmentos
analisados foi de 25,3 + 1,98 mm para a artéria descendente anterior e 18,6 + 1,79 mm
para circunflexa. Todos os filmes foram analisados pelo mesmo investigador, com
experiéncia em angiografia quantitativa e cego para a intervengdo previamente

realizada.

Analise Estatistica. As caracteristicas angiograficas e clinicas da populagéo

foram comparadas utilizando-se analise de varian¢a de entrada tinica, seguida pelo teste
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de Student-Newman-Keuls para as varidveis contfnuas, ou por anélise de varianca de
Kruskal-Wallis seguido pelo teste Dunn para variaveis categéricas. Varidveis binarias
foram analisadas pelo teste exato de Fisher. Modificages no didmetro luminal médio
dos valores controle para as doses maximas de acetilcolina foram comparadas usando
analise de varianga ndo balanceada seguida pelo teste Student-Newman-Keuls (SAS
versdo 6.12, SAS Institute Inc., Cary, NC, USA). Andalise de regressdo linear miltipla
foi utilizada para avaliar os preditores de modificagdes no diametro luminal minimo da
DA em resposta a infusdo maxima de acetilcolina. Um valor P < 0,05 bi-caudal foi

considerado significativa. Os resultados sfo expressos como média + erro padréo.
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Resultados

Caracteristicas Clinicas (tabela 5.1). Trinta e nove pacientes foram incluidos
neste estudo: quinze pacientes previamente tratados com angioplastia por cateter baldo,
12 previamente tratados com aterectomia direcionada e 12 com implante de stents. O
tempo médio decorrido entre a intervengfo coronaria indice até a realizacio deste

estudo foi 18,8 = 1.7 meses.

Os grupos de estudo tiveram caracteristicas clinicas similares. Um maior
ntmero de fumantes foi observado entre os pacientes submetidos 4 aterectomia (P =
0,05). Suplementos de vitaminas antioxidantes eram mais freqlientemente utilizados
por pacientes que receberam stents (P = 0,05). Néo houve diferenga significativa quanto
aos demais fatores de risco para disfungdo endotelial entre os grupos. O escore de risco,
composto pelo nimero total de fatores de risco para cada paciente, foi similar entre os

grupos (P = 0,44).

Caracteristicas Angiograficas (tabela 5.2). A angiografia quantitativa do segmento
proximal da descendente anterior no momento da intervencdo prévia foi similar nos trés
grupos. Imediatamente apds a intervengo corondria, 0 grupo sfent apresentava uma
estenose residual significativamente menor (P<0,001) e um ganho luminal
significativamente maior (P = 0,02), quando comparado com outros grupos. No
momento deste estudo, a por¢do proximal da descendente anterior tinha caracteristicas
angiograficas similares nos trés grupos. Conforme o protocolo, nenhum paciente
possuia estenose significante na descendente anterior. O percentual de estenose do

segmento proximal da DA no momento do estudo foi de aproximadamente 20% nos
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trés grupos (P = 0,98). Doenga arterial coronaria de vaso tUnico, comprometendo a

artéria corondria direita, foi observada em dois pacientes que previamente haviam

recebido stents, um paciente com angioplastia prévia e quatro com aterectomia prévia

(P = 0,47).

Tabela 5.1: Caracteristicas demograficas, clinicas e laboratoriais dos grupos estudados.

Caracteristica Grupo Grupo Grupo P
Stent Angioplastia  Aterectomia
(n=12) (n=15) (n=12)
Idade (anos) 56,6 +£2,2 56420 58,7+2,9 0,76
Sexo (M/F) 12/0 12/3 12/0 0,10
Hipertensdo (n) 3 4 1 0,60
Diabete néo insulino-dependente (n) I 3 1 0,71
Histéria familiar de DAC (n) 5 4 6’ 0,43
Colesterol total > 200 mg/dl (n) 2 3 4 0,56
Tabagismo atual (n) 2 5 8 0,05
Numero total de fatores de risco 3,0+0,2 3,0+03 3,6+0,3 0,44
Terapia medicamentosa (n)
Vitaminas E ou C 5 2 0 0,05
Inibidores de ECA 3 1 2 0,47
Hipolipemiantes orais 6 4 3 0,43

Os valores apresentados so média * erro padrdo ou numero de pacientes. Angioplastia

denota angioplastia coronaria por cateter baldo; Aterectomia, aterectomia direcionada;

DAC, doenga arterial coronaria; ECA, enzima conversora da angiotensina. Fatores de

risco incluem: sexo masculino, idade > 45 anos, hipertensdo, diabete melito néo

insulino-dependente, historia familiar de DAC, colesterol total > 200 mg/dl e tabagismo

atual.
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Tabela 5.2: Angiografia quantitativa do segmento proximal da descendente anterior

antes da intervencéio, depois da intervengdo e no momento da realiza¢do do estudo.

Grupo Grupo Grupo P
Stent Angioplastia  Aterectomia
Antes da intervencdo
Difimetro de referéncia (mm)  3,11+0,16  3,22+011  3,11+023 0,87
DLM (mm) 0,96+0,13  098+011  0,87+0,05 0,73
Didmetro da estenose (%) 69,1 £2,7 69,6 £3,0 72,0+28 0,97
Apds a intervengdo
DLM (mm) 2,85+0,11 2,30+ 0,15 2,57 0,15 0,10
Diametro da estenose (%) 10,8 +2,5* 30,0 +3,9 23,8+32  <0,001
Ganho luminal agudo (mm) 1,89+ 0,10+ 1,17+0,19 1,70 £ 0,25 0,02
No momento do estudo
Diametro de referéncia (mm) 2,97+0,13 2,84 +0,13 3,03 +£0,21 0,70
DLM (mm) 2,38+0,14  226+013 240+016 073
Didmetro da estenose (%) 19,6 +3,0 204 +3,0 19,7 +3,3 0,98

Os valores apresentados sfo média + erro padrio. Angioplastia denota angioplastia

corondria por cateter baldo; Aterectomia, aterectomia coronaria direcionada; DLM,

didmetro luminal minimo. * Grupo stent versus grupos angioplastia e aterectomia; T

Grupo stent versus grupo angioplastia.

Respostas Clinicas a Infusido de Acetilcolina. Apenas trés pacientes nio

. ~ . . . ;. - 4 .
toleraram a infusdo de acetilcolina intracoronaria na concentragdo 10™ molar. Dois

destes pacientes pertenciam ao grupo stent e 1 ao grupo angioplastia. Nestes pacientes,

. . 5 - ;. . :
acetilcolina 10~ molar causou constri¢do coronaria grave, associada com angina de

peito, que nfio melhorou com a interrup¢do da infusdo de acetilcolina, sendo necessario

a administragfio de nitroglicerina intracoronaria.
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Resposta Coronaria 2 Administraciio de Acetilcolina (figuras 5.1, 5.2 e 5.3).
A administragdio de acetilcolina intracorondria determinou V’uma maior constricdo na
artéria descendente anterior distal ao sitio da interven¢do em pacientes que tinham
previamente recebido o implante de um stent (21,8 + 4,3%), quando comparado aos
pacientes que haviam sido submetidos a angioplastia (9,5 + 2,8%) ou a aterectomia (9,1
+ 3,6%; P = 0,02) (figura 5.1). Todos os pacientes que haviam sido previamente
submetidos a implante de sfenr apresentaram vasoconstrigdo da DA, enquanto os
pacientes previamente submetidos a angioplastia por cateter baldo e A aterectomia
tiveram respostas variadas, alguns constricio e outros dilatagio (figura 5.2). Em
contraste, a resposta a acetilcolina da artéria circunflexa, que nfio havia sido intervida,
foi uma leve constri¢do similar em todos os grupos (P = 0,47).

A analise de regressdo multipla revelou que o implante prévio de um srent foi o
unico fator significativamente associado com vasoconstri¢do da DA a acetilcolina (P =
0,008). Ndo foram observadas relagdes significativas entre a resposta da DA e o ganho
luminal com a intervengfo, tempo decorrido desde o procedimento indice, numero de

fatores de risco, e resposta da artéria circunflexa (Tabela 5.3).

Tabela 5.3: Andlise multivariada da modificagdo no didmetro luminal da descendente

anterior em resposta a infusdo maxima de acetilcolina

Termo Coeficiente (SEM) P

Implante de stent -9,07 (5,27) 0,008
Ganho luminal no procedimento original -3,20 (3,23) 0,12
Tempo de seguimento 0,003 (0,008) 0,81
Numero total de fatores de risco -0,34 (2,17) 0,84
Resposta da artéria circunflexa a acetilcolina 0,19 (0,20) 0,35
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Figura 5.1: Modificagdo percentual no didmetro luminal médio da artéria descendente
anterior (DA) (painel A) e da artéria circunflexa (Cx) (painel B) a partir da linha de
base, em resposta a infusdo intracorondria de acetilcolina. * P = 0,02 versus
angioplastia por cateter baldo e aterectomia direcionada. —/— = Grupo stent. —&—

= Grupo angioplastia por cateter baldo. —{— = Grupo aterectomia direcionada.
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Figura 5.2: Variacfo absoluta no didmetro luminal médio da artéria corondria
descendente anterior (DA) durante as infusGes intracorondrias. C e Ach indicam as
infusdes intracoronarias controle e de acetilcolina na concentragdo maxima., —@&— =
Grupo angioplastia por cateter baldo. —{}— = Grupo aterectomia direcionada. —/\—

= Grupo stent.
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Control

Figura 5.3: Angiografia corondria representativa de pacientes previamente tratados
com implante de sfent intracoronario (painel A), angioplastia por cateter baldo (painel
B) e aterectomia direcionada (painel C) no estado controle (Control) ¢ apoés infusdo de
acetilcolina 10 molar (Ach 10™). As setas indicam a artéria descendente anterior

submetida a intervengio.



Discussao

Este estudo examinou a fungfio vasomotora endotélio-dependente de pacientes
que haviam sido submetidos a uma intervengdo corondria percutinea com sucesso no
segmento proximal da artéria descendente anterior. Foi observado que, vérios meses
ap6s a intervengfo corondria, houve disfungdo endotelial persistente na artéria
corondria intervida. Uma vasoconstricdo endotélio-dependente mais grave foi
observada na descendente anterior de pacientes que receberam stemts do que em

pacientes que haviam sido submetidos a angioplastia por cateter baldo ou a aterectomia.

Potenciais mecanismos da disfunciio endotelial associada ao uso de stents

Em estudos experimentais, a disfun¢do endotelial secundéria a lesdo arterial
persiste apos a regeneragfo vascular ter ocorrido (117,118). A intensidade e a duragfo
desta disfunc@o endotelial parece ser proporcional & gravidade da lesdo vascular inicial
(128). Em humanos, varios autores relataram uma resposta vasomotora endotélio-
dependente anormal na artéria corondria intervida, por varios meses apés uma

angioplastia por cateter baldo (119-121).

Neste estudo, observamos uma sensibilidade aumentada as propriedades
vasoconstritoras da acetilcolina em artérias corondrias que previamente haviam
recebido um sfent. Resultados similares foram recentemente relatados em estudo
experimental em artérias corondrias de suinos, onde o implante de stenr foi associado
com uma diminui¢do da integridade endotelial a longo prazo, quando comparado a
angioplastia por cateter baldo (127). Varias sfo as explicagdes possiveis para este

achado. O implante de stents em artérias corondrias estenoticas ¢ associado com um
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maior ganho luminal que € seguido por uma resposta proliferativa mais intensa, quando
comparado a outras interven¢bes percutdneas coronériés (122,123). Portanto, o
implante de sfents, provavelmente, causa uma lesfo arterial mais grave, que pode
parcialmente explicar uma maior disfun¢do endotelial. Adicionalmente, a recuperacéo
da vasomotricidade endotélio-dependente apds a lesdo vascular é relacionada com a
regeneragdo endotelial (129). Apesar de que endotelizagio completa seja observada
apos angloplastia por cateter baldo (81,128), isto pode ndo ocorrer ap6s o implante de
stents (126,127). Grewe e colaboradores (126) demonstraram que as células que
recobrem a superficie luminal de artérias coronérias humanas que receberam um stent
apresentam caracteristicas imunchistoquimicas diferentes das células endoteliais
normas. Finalmente, esta bem estabelecido que a angioplastia com cateter baldo ésté,
associada a uma marcada resposta inflamatéria em humanos (130). Evidéncias
experimentais indicam que artérias corondrias que receberam stents vapresentam
infiltragdo neutrofilica e macrofégica na parede arterial mais acentuada do que artérias
submetidas apenas & angioplastia por cateter baldo (124,125,127). Uma vez que a
ativagdo inflamatéria local estd associada com disfungfo endotelial ap6s a lesdo
vascular (81,131), uma resposta inflamat6ria aumentada a implantacdo de stents

poderia também explicar a disfungdo endotelial mais grave observada neste estudo.

Implicagdes clinicas

Desde a publicagfio dos estudos multicéntricos STRESS (132) e BENESTENT
(133) que demonstraram redugdo de reestenose com o implante de stents, a técnica de
utilizagdo destas endopréteses sofreu modificagdes, que incluem o uso de pressdes
elevadas para implanta¢io (134) e de agentes antiplaquetdrios em associagdes,
dispensando a anticoagulag@o apds o procedimento (135). Estes refinamentos técnicos
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reduziram significativamente a incidéncia de oclusfo subaguda, sangramento arterial e
complica¢des vasculares (136, 137), que eram os principais limitantes clinicos para o
uso de sfemts. Paralelamente, novos sfents mais flexiveis foram desenvolvidos,
facilitando o seu uso em situa¢Bes anatémicas consideradas desfavoraveis. Com isso, o
uso destas proteses endovasculares aumentou rapidamente para mais de 50% em vérios

laboratérios de cardiologia intervencionista (138, 139).

Entretanto, os stents sdo uma tecnologia ainda recente. Os primeiros resultados
de implante de endopréteses em coronarias humanas foram publicados em 1987 por
Sigwart (140) e seu uso tornou-se popular somente em 1995, apés Colombo e
colaboradores publicarem mod‘iﬁcaqées técnica otimizando o implante destas
endoproteses (134). Em vista disso, ndo ha estudos randomizados com seguimento
clinico e angiografico a longo prazo de pacientes submetidos ao implanté de stents.
Com a excegdo de alguns poucos estudos de coorte (141, 142, 143), a maior parte dos
estudos publicados até o momento restringem seus resultados aos primeiros 6 a 12

meses apos a intervengo coronaria.

Portanto, n#o ha descricdo adequada da evolugdo do comprometimento
aterosclerdtico em artérias corondrias ou da ocorréncia de eventos isquémicos varios
anos apos o implante de stents. Da mesma forma nio ha relatos dos eventos clinicos a
longo prazo, relacionados a artéria intervida nestes pacientes. Considerando-se que a
disfun¢fo endotelial precede por varios anos o desenvolvimento da aterosclerose e de
sindromes coronarianas agudas, as potenciais implicagdes clinicas da disfungéo
endotelial mais grave apdés o implante de stents observada neste estudo somente

poderdo ser analisadas por estudos com seguimento clinico prolongado.
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Limitacdes deste estudo

Devemos considerar algumas limitagdes inerentes a este estudo. O stent de
Palmaz-Schatz foi o tnico utilizado em todos os pacientes. Ndo ¢ sabido se nossos
achados podem s;r generalizados para outros stents. Os pacientes ndo foram
randomizados para receber as varias formas de intervengdo corondria. Apesar de que os
grupos foram bem equilibrados em relagfo as caracteristicas clinicas e fatores de risco
para disfuncdo endotelial, ndo se pode excluir que fatores ndo reconhecidos tenham
desviado os resultados. Além disso, é concebivel que estes resultados sejam

conseqiiéncia de diferengas na fung@io endotelial entre os grupos, ja existentes no

momento da realizagdo da intervengéo percutinea.

Conclusoes

Este estudo demonstra disfungfo endotelial mais grave, varios meses apos o
implante de stents, quando comparado a angioplastia por cateter baldo ou a aterectomia
direcionada. Evidéncias clinicas e experimentais sugerem que disfun¢do endotelial
esteja implicada na aterogénese inicial e, mais tardiamente, na evolugio da
aterosclerose. Esses achados podem, portanto, ter implicagdes com respeito a
progressdo da aterosclerose em artérias coronarias submetidas a intervencio

percutdnea, especialmente ao implante de stents.
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V1. Discussao Geral

O endotélio possui um papel central na homeostase vascular, por conseguinte, a
disfungéio endotelial provavelmente contribui para estados patoldgicos caracterizados
por vasoespasmo, vasoconstrigdo, trombose excessiva, proliferagio vascular anormal.
De fato, deterioragdo do relaxamento vascular dependente do endotélio tem sido
documentado em virtualmente todos os distirbios cardiovasculares, incluindo
hipercolesterolemia, diabete melito, hipertensdo, insuficiéncia cardiaca e aterosclerose.
Considera-se que a disfungfo vasomotora reflita uma alteracfio global no endotélio,
associada a deterioragdo de outras fungdes endoteliais, como a regulagio das atividades
antitromboética, pré-fibrinolitica, da adesfio leucocitaria e da proliferacdo vascular. A
disfuncio endotelial parece preceder o desenvolvimento da aterosclerose, sendo

evidente em individuos normais com fatores de risco para doenga arterial corondria

Nossos resultados demonstram que a terapia com nitroglicerina transdérmica
estd associada a uma vasoconstrigdo aumentada das corondrias epicardicas em resposta
a acetilcolina. Esta resposta vasomotora anormal estd potencialmente associada a0
desenvolvimento de tolerdncia e & ocorréncia de eventos clinicos na retirada da terapia
com nitroglicerina. A possibilidade de que o uso prolongado de nitratos organicos
cause efeitos desfavoraveis quanto ao desenvolvimento de aterosclerose e de sindromes
coronarianas agudas ¢ uma especulagdo que ndo ¢ adequadamente avaliada pelos
estudos clinicos disponiveis. O achado de que um nitrato orginico aumenta a
vasoconsirigdo em resposta a um vasodilatador dependente do endotélio serve para
enfatizar que ainda ha muito para ser aprendido a respeito de uma forma de terapia que

tem sido amplamente utilizada por mais de um século.
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O desenvolvimento das endoproteses corondrias ou‘ stents representa o maior
avan¢o na cardiologia intervencionista desde a introdu¢fo da angioplastia por cateter
baldo. Os stents modificaram o padrdo das intervengdes corondrias por cateter, por
permitirem que se obtenha um excelente resultado angiografico imediato e uma menor
incidéncia de reestenose. Contudo, os efeitos a longo prazo do uso destas proteses
endocoronarias ndo sdo bem conhecidos. Da mesma forma, pouco esfor¢o tem sido
dedicado ao estudo da biocompatibilidade dos stents. O implante de stents leva a uma
maior lesfo vascular, maior inflamac¢fo e maior hiperplasia da intima do que a
angioplastia por cateter baldo. Estes aspectos necessitam ser mais profundamente
analisadas e melhor compreendidos. Os resultados deste estudo sfo uma indicagio de
que os efeitos a longo prazo do implante de endoprdteses na vasculatura corondria
podem ir além do desenvolvimento de reestenose e invocam cautela com ‘o uso desta

nova tecnologia.
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VII. Conclusoes

No primeiro experimento desta tese, a resposta das artérias coronarias
epicardicas a acetilcolina foi avaliada em pacientes randomizados para receber

nitroglicerina transdérmica continua ou para um grupo controle. Observou-se que:

1. Os pacientes tratados com nitroglicerina apresentaram uma vasoconstrigdo
corondria mais intensa em resposta a acetilcolina;

2. Este efeito foi persistente por até trés horas apés a retirada do nitrato.

Este estudo demonstra que a terapia com nitroglicerina causa uma resposta
vasomotora anormal nas artérias coronarias ao vasodilatador dependente do endotélio,
acetilcolina. Estes achados tém implicagbes com respeito ao desenvolvimento de
tolerdncia a nitratos e ao potencial para eventos adversos durante a retirada de

nitroglicerina.

No segundo experimento, a resposta vasomotora a acetilcolina foi avaliada em
artérias corondrias ndo reestendticas de pacientes que, pelo menos 6 meses antes,
haviam sido submetidos a uma intervengo percutinea na artéria corondria descendente

anterior.

1. A descendente anterior apresentou constri¢do significativamente maior em
pacientes que previamente haviam recebido stents do que em pacientes
previamente tratados com angioplastia por cateter baldo ou com aterectomia

direcionada:
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2. Em contraste, a resposta da artéria circunflexa, que ndo havia sido intervida, foi

similar nos trés grupos.
A observacio de uma disfungfo endotelial mais grave apds o implante de stents

pode ter implicagGes com respeito a progressdo de aterosclerose em artérias corondrias

submetidas a intervengdes percutineas.
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IX. Apéndice

1. Termo de consentimento utilizado para participacio na pesquisa Efeitos da
Terapia com Nitroglicerina na Funciio Vasomotora Endotelial:

Mount Sinai Hospital
Cardiovascular Clinical Research Laboratory

Research Consent Form

Effect of Nitroglycerin Withdrawal on Coronary Vasomotor Responses to
Acetylcholine

Purpose

We would like permission to enrol you as a participant in a research study. You are a
candidate for this study because you are going to have a diagnostic catheterization. The
diagnostic catheterization is a clinical test that has been requested by your cardiologist.
It is being performed to determine whether you have heart disease and/or to estimate its
severity. It involves placing 2 small tubes into the artery and vein at the top of your right
leg. Through these tubes, longer tubes will be passed to your heart so X-Ray pictures of
the heart can be taken and the pressure within the heart measured. :

The purpose of this study is to investigate the actions of a drug called nitroglycerin.
Nitroglycerin compounds are a class of drugs that relax blood vessels and have been
used for many years in patients with heart disease. When they are used for brief periods
of time they are very effective. Unfortunately, when these drugs are used on a regular
basis, they tend to stop working. Because of this these drugs are usually used
intermittently. Unfortunately there is some evidence that such intermittent use is
associated with the risk of heart attack during the drug free period. In this study we
intend to carefully observe and document the body's response to the withdrawal of
treatment with a common form of nitroglycerin therapy, the nitroglycerin patch (similar
to a bandage) which is worn on the skin. This will be assessed by measuring the
response your heart to a drug called acetylcholine. Acetylcholine is a hormone made by
the body that usually causes heart arteries to dilate. In this study we will compare the
response of your coronary arteries (the arteries which supply the heart muscle) to
acetylcholine before and after the removal of nitroglycerin treatment.

Procedures

There are 2 separate parts to this research procedure. If you agree to participate in this
research project you will be asked to read and sign this consent form. You will be given
a supply of nitroglycerin patches or matching placebo (a placebo patch is a patch that
looks as if it is the real nitroglycerin patch but does not contain any active drug). You
will be asked to wear the patch continuously changing it each day at approximately 9
AM. After 5-7 days you will be admitted to Mount Sinai Hospital for you cardiac
catheterization.
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The research part of the catheterization will occur at the end of the regular
catheterization You will be notified when the diagnostic portion of the catheterization
has been completed, and that the research portion is about to begin. You may withdraw
your permission at this time, or any subsequent time, without effecting your medical
care in any way.

At that point you will be given 3 small doses of the drug called acetylcholine directly
into one of the arteries that supplies the heart muscle. This drug will be given through
the same tube, which was used to take the X-Ray pictures of the heart arteries during the
regular catheterization. At the end of each dose of acetylcholine a repeat X-Ray picture
of the heart arteries will be taken.

At this point you will be moved to a waiting area outside the catheterization laboratory
and the nitroglycerin patch that you are wearing will be removed. You will then rest for
the next 4 hours. Subsequently you will be taken back to the catheterization laboratory.
At that time the catheter (tube) which is used for the X-ray picture will be put back in
place. A repeat X-Ray picture will be taken and then you will once again receive 3 doses
of acetylcholine as was described above. At the end of each dose of acetylcholine repeat
X-ray pictures will be taken.

At this point the study will be completed and you will recover form the angiogram in the
usual way.

Risks and Discomforts ,
Nitroglycerin can cause headache although the headache usually goes away within a day
or so but sometimes it does persist. You will be able to take regular tylenol for this
headache if it is troublesome, or you may elect to discontinue the study if you find it to
be severe. You may also develop lightheadedness from nitroglycerin if it causes your
blood pressure to fall too much. This symptom usually goes away quickly if you lie
down or if we reduce the dose. Other side effects from nitroglycerin are very unusual
but can include nausea or an allergic reaction to the drug. Nausea is usually transient
and may respond to reducing the dose and allergic symptoms will resolve after the
medication is stopped. The nitroglycerin patch may leave an area of redness on your
skin that may be somewhat tender but this response is uncommon and will go away on
its own once the medicine is discontinued. The effect of these drugs during pregnancy is
not well understood. You cannot participate in this study if you are pregnant. If you
agree to take part in this investigation and you are of childbearing potential you must
have an intrauterine device in place in order to be eligible.

Acetylcholine can cause a lowering of blood pressure and a slowing of heart rate. Since
we will be using small doses this should not be a common occurrence. In addition, it is
possible that acetylcholine could cause a narrowing of the coronary arteries. If this were
to occur, the drug would be discontinued immediately and the narrowing reversed using
nitroglycerin (which can relax coronary arteries).

The catheterization component of this investigation will require some additional time.
The research component of the angiogram (the doses of acetylcholine) will take
approximately 20. minutes and this will be done on 2 occasions. You will also have to
remain in the laboratory for a 4-hour period between these 2 procedures. Therefore, the
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experimental procedure will add approximately 5 hour to the length of time that you are
in the hospital. :

Fewer than one in a hundred patients experience problems as a result of catheterization,
but potential problems can include bleeding, bruising, blood clots or infection. Even
more rarely, heart attack or stroke can occur (in approximately 0.2% of cases); and on
an extremely rare occasion, these can lead to death (in approximately 0.05% of cases).
There will be some additional X-ray exposure during the investigation. The amount of
additional X-Ray exposure is equivalent to what you would experience during a
transatlantic flight.

Benefits
There will be no direct benefit to you as a result of this study.

All information obtained about you for the purposes of this investigation will be kept
strictly confidential

Consent
I have had the opportunity to ask questions regarding the present study and have had my
questions answered to my satisfaction. I understand that I am free to withdraw from this
study at any time, and my withdrawal from the study will in no way alter any future care
I may require.

I have read and understand the contents of this form. I will receive a copy of this form.
I, the undersigned, consent to take part in this study.

Should I have any further questions, I may contact the investigator: Dr. John D. Parker
(416 586-4794)

Date Patient's Signature

Investigator's Signature Witness's Signature
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2. Termo de consentimento utilizado para participacio no trabalho Func¢io
Vasomotora Endetelial Apos Intervencdes Coronarianas Percutineas:

Mount Sinai Hospital
Cardiovascular Clinical Research Laboratory

Research Consent Form

Vascular Vasomotor Function After Remote Coronary Interventions

Purpose

You have been invited to participate in a research study because you have previously
had a coronary angioplasty. Similar studies to the one we are now proposing have
shown that after a successful angioplasty, the treated coronary artery may have an
abnormal tendency to constrict. This may explain why some patients, who have no
evidence of renarrowing (restenosis) continue to experience angina. In this study, we
wish to investigate whether this tendency of coronary arteries to constrict is present after
different kinds coronary angioplasties, such as stent implantation, balloon angioplasty,
or directional atherectomy.

Study proetocol

You are going to have a follow-up coronary angiogram (x-ray pictures of the arteries of
your heart) to determine if the blockage in your coronary artery that was opened with an
angioplasty procedure has recurred. The research part of the catheterization will occur at
the end of the regular catheterization You will be notified when the diagnostic portion of
the catheterization has been completed, and that the research portion is about to begin.
You may withdraw your permission at this time, or any subsequent time, without
effecting your medical care in any way.

When the diagnostic angiogram has been completed, the ability of your heart arteries to
relax will be tested. This will be assessed by measuring the response of your heart to a
drug called acetylcholine. Acetylcholine is a hormone made by the body that usually
causes heart arteries to dilate. Three small doses of acetylcholine will be given directly
into one of the heart arteries through the same tube that was used to take the x-ray
pictures of the heart arteries during the regular catheterization. An angiogram of the
heart arteries will be taken after each dose of acetylcholine. When the study has been
completed you will recover form the angiogram in the usual way.

Risks and Discomforts

The risk of a major complication (hart attack, stroke, or death) with the coronary
angiogram is less than 1 in 1,500 in a patient like you that had no complications in
previous angiograms and the obstruction in the coronary artery has been relived. The
risk of bruising in the groin or injury to the artery of the leg is less than 5 in100.
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The research component of this investigation will require some additional time
(approximately 20 minutes). There will be some additional x-ray exposure during the
investigation. The amount of additional x-ray exposure is equivalent to what you would
experience during a transatlantic flight.

The effect of acetylcholine during pregnancy is not well understood. You cannot
participate in this study if you are pregnant. If you agree to take part in this investigation
and you are of childbearing potential you must have an intrauterine device in place in
order to be eligible. ’

Acetylcholine can cause a lowering of blood pressure and a slowing of heart rate. Since
we will be using small doses this should not be a common occurrence. In addition, it is
possible that acetylcholine could cause a narrowing of the coronary arteries. If this were
to occur, the drug would be discontinued immediately and the narrowing reversed using
nitroglycerin (which can relax coronary arteries).

Benefits

There will be no direct benefit to you as a result of this study. This study should provide
information about the response of the heart arteries to angioplasty procedures. This
information could be used for the management of patients with heart disease in the
future.

Only hospital staff involved in this study will have access to the information obtained
about you for the purposes of this investigation. Your identity will remain confidential if
material from your medical records is used for publication or education purposes.

Consent
[ have had the opportunity to ask questions regarding the present study and have had my
questions answered to my satisfaction. I am aware that participation in this research
study in entirely voluntary and that refusal to participate or my withdrawal from the
study at any time will not influence my medical care.

I have read and understand the contents of this form.
Should I have any further questions, I may contact the investigator: Dr. Allan G.
Adelman (416 586-5284)

I, the undersigned, consent to take part in this study.

Date Patient's Signature

Investigator's Signature Witness's Signature

97



