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Lista de Abreviaturas — Portugués

Ach — Acetilcolina

AE — Angina estavel

Al — Angina instavel

AVC - Acidente vascular cerebral

BNP — Peptideo natriurético atrial

CK — creatinoquinase

CK-MB - Fracédo MB da creatinoquinase
DAC — Doenca arterial coronariana

DCV - Doengas cardiovasculares

FGF-2 — Fator de crescimento de fibroblasto 2
HSP60 — Heat-shock protein

IFN-g - Interferon-g

IL — Interleucina

IM — Infarto do miocardio

LDL — Lipoproteina de baixa densidade
M-CSF — Fator estimulante de col6nias de mondcitos
NK-KB — Fator nuclear de transcricéao

PCR - Proteina C reativa

PCRus — Proteina C reativa ultra-sensivel
PTX-3 — Pentraxina-3

SAP — Componente amildide P sérico

SCA — Sindrome coronariana aguda

SNP — Nitropruciato de sodio

TLRs — Receptores toll-like

TNF — Fator de necrose tumoral

TnT — Troponina T

TSG6 — proteina estimulante de TNF

VCAM — Molécula de adeséao celular vascular



Lista de Abreviaturas — Inglés

ACS — Acute coronary syndrome

CAD - Coronary artery syndrome

CDH — Coronary heart disease

CRP — C reactive protein

hsCRP — High sensitive C reactive protein
IL — Interleukin

LDL - low density lipoprotein

PTX-3 — Pentraxin-3

SA - Stable angina

UA — Unstable angina



Revisao da Literatura

Introducgéo

As doencas cardiovasculares (DCV) representam um importante problema de
saude publica mundial, sendo a doenca arterial coronariana (DAC) uma das principais
causas de morbi-mortalidade. Nos Estados Unidos, estas representam a maior causa
de morte, tendo chegado a praticamente 60% da mortalidade total em 2002. Neste
pais, aproximadamente 16 milhdes de pessoas apresentam manifestacdes clinicas de
DAC, incluindo infarto do miocardio (IM) e angina instavel (Al)*.

No Brasil, estudos recentes demonstraram declinio na mortalidade por doencas
circulatérias em algumas regibes, embora as doencas cerebrovasculares e as
cardiovasculares ainda sejam responsaveis por coeficientes de mortalidade
extremamente elevados, cerca de 32% da mortalidade total®.

Segundo levantamento realizado pelo Ministério da Saude, através Sistema de
Informagdes de Mortalidade, e pelo IBGE, a taxa de mortalidade especifica para doenca
isquémica no Brasil, em 2004, foi de 48 6bitos por 100.000 habitantes. No Estado do
Rio Grande do Sul, a taxa é de 74 6bitos por 100.000 habitantes®. No mesmo ano, em
Porto Alegre, capital do Estado, foram registrados 58 ébitos por 100.000 habitantes
causados por infarto agudo do miocardio®.

Definicdo de Angina

Segundo as diretrizes de doenca cronica da Sociedade Brasileira de
Cardiologia, a angina é uma sindrome clinica caracterizada por dor ou desconforto em
qualquer das seguintes regides: térax, epigastrio, mandibula, ombro, dorso ou membros
superiores, sendo tipicamente desencadeada ou agravada com atividade fisica ou
estresse emocional e atenuada com uso de nitroglicerina e derivados. A angina
usualmente acomete portadores de DAC com comprometimento de, pelo menos, uma
artéria epicardica, podendo também ocorrer em casos de doenca cardiaca valvar,
cardiomiopatia hipertrofica e hipertensdo ndo controlada. Pacientes com coronarias
normais e isquemia miocéardica relacionada ao espasmo ou disfuncdo endotelial
também podem apresentar angina’.



Em todos os pacientes, especialmente nagueles com angina tipica, as doencas
associadas (simultaneas) que possam precipitar angina “funcional”, isto €, isquemia
miocardica, na auséncia de obstrucdo coronariana anatdmica significante, devem ser
consideradas (Quadro 1). Geralmente, sdo doencas que causam isquemia miocardica

por aumentar o consumo ou por diminuir a oferta de oxigénio para o miocardio®.

Quadro 1. Condi¢des que podem provocar ou exacerbar isquemia

Consumo aumentado de oxigénio  Oferta diminuidade o xigénio

Causas néo cardiacas

Anemia Doenca pulmonar obstrutiva cronica
Hipoxemia Hipertensdo pulmonar

Hipertermia Fibrose pulmonar intersticial
Hipertireoidismo Apnéia do sono obstrutiva
Toxicidade simpatomimética Doenga falciforme

Hipertenséo Hiperviscosidade

Ansiedade Policitemia

Fistula arteriovenosa Leucemia

Pneumonia Trombocitose

Asma Hipergamaglobulinemia

Causas cardiacas
Cardiomiopatia hipertréfica Taquicardia ventricular
Estenose adrtica Taquicardia supraventricular

Cardiomiopatia dilatada

César LAM et al, 2004°,

A instabilizacdo da doenca arterial coronariana, denominado angina instavel, € a
causa cardiovascular mais comum de internacdo hospitalar, e também a responsavel
pela maioria das internagcdes em unidades coronarianas. A classificacdo da Al mais
utilizada € a proposta por Braunwald, a qual leva em consideracdo a gravidade dos
sintomas anginosos, as circunstancias clinicas de sua ocorréncia e a intensidade do
tratamento utilizado. Outra op¢éo de classificagdo é dividir os pacientes em subgrupos
de alto, intermediario e baixo risco para 6bito ou IAM nao fatal, segundo critérios
clinicos®.

Durante a evolucédo clinica, uma parte desses pacientes desenvolve elevacdes
nos marcadores bioguimicos de dano miocardico, configurando o quadro de IAM com
ou sem supradesnivel do segmento ST. Os pacientes com Al apresentam progndstico
variavel quanto a eventos desfavoraveis, como 1AM, Obito, recorréncia de angina e

necessidade de revascularizacdo miocardica®.



Marcadores Inflamatorios

Marcadores inflamatérios sdo compostos secretados por células ativadas, tendo
a funcéo de ativar ou aumentar aspectos especificos da cascata de inflamacéo. Estes
podem ser classificados como pro-inflamatérios - promovem inflamacdo - ou
antiinflamatorios — inibem/suprimem fatores pro-inflamatérios.

Na pratica clinica, os marcadores de necrose miocéardica — Creatinofosfoquinase
(CK) e sua fragdo MB (CK-MB)"®° Troponinas T (TnT) e [/121391L1417° ¢

171921 _ marcador inflamatério de

Mioglobina'**8, bem como a Proteina C reativa (PCR)
fase aguda — tém sido utilizados com a finalidade de aumentar o poder diagndstico e
prognostico de pacientes com cardiopatia na sua fase de instabilizacdo. Varios
trabalhos vém sendo desenvolvidos com o objetivo de melhorar a avaliacdo dos

7121322 yisando

pacientes que chegam as emergéncias com queixa de dor toracica
aumentar a acuracia do diagnostico de sindrome coronariana aguda (SCA) e evitando,
dessa maneira, baixas hospitalares desnecessarias e liberacbes errbneas de
pacientes.

Nas ultimas décadas, a aterosclerose tem sido vastamente aceita como uma
doenca inflamatéria crénica inicializada por diferentes fatores desencadeantes, entre
eles, o acumulo de lipides associados a presenca de marcadores inflamatoérios que
migram para uma regido do vaso em resposta a uma injuria, ou dano ao tecido
endotelial e a partir dai desencadeiam um processo de reacdes que alteram a
funcionalidade do vaso levando ao desenvolvimento de doencgas cardiovasculares que
podem culminar com a morte do individuo®. Ap6s um grande numero de estudos
epidemiolégicos terem demonstrado a existéncia de associacdo ente diversos fatores
inflamatorios e a DAC, varios marcadores inflamatorios sistémicos tém sido
investigados e ligados a uma predicdo de futuros eventos cardiovasculares e a
identificacdo de pacientes de risco®.

Mediadores inflamatérios estdo intimamente associados com a cascata de
eventos que conduz ao inicio, desenvolvimento e ruptura da placa aterosclerética®* .

Hansson e Libby (2006), em uma recente revisdo sobre a resposta imune na
aterosclerose, descreveram o recrutamento e a ativacdo das células imunes nas placas
ateroscleréticas (Figura 1). Onde, lipoproteinas de baixa densidade (LDL) podem

associar-se com proteoglicanos da matriz extracelular, e através de a¢cbes enziméticas
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e radicais oxigénio sofrem modificagcbes dando origem a moléculas de LDL-oxidada.
Lipideos biologicamente ativos sdo liberados e induzem as células endoteliais a
expressarem moléculas de adesdo leucocitaria, como a molécula de adesao celular
vascular (VCAM-1)%,
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Figura 1. Recrutamento e ativacdo das células imunes na placa aterosclerética.

Hansson G e Libby P, 2006%.

Mondcitos e células T ligam-se as VCAM-1 e respondem a producédo local de
citocinas pela migracdo para o tecido arterial. Principalmente em resposta ao fator

estimulante de coldénia de mondcitos (M-CSF), os mondcitos diferenciam-se em
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macréfagos. A expressdo de receptores padrdo aumenta, incluindo receptores
scavenger e receptores Toll-like (TLRs). Os receptores scavenger mediam a captacao
de particulas LDL oxidada por macréfagos, o que leva ao acumulo intracelular de
colesterol e a formacdo de células espumosas. TLRs ligam-se a lipopolissacarideos
(LPS), as heat-shock protein 60 (HSP60), a LDL-oxidada e outros ligantes, que
estimulam a producédo de moléculas pré-inflamatoérias por macréfagos.

As células T apods sofrerem ativacdo interagem com macrofagos ou com células
dendriticas. As células T helper (TH 1) sdo responsaveis por expressar CD40 ligante
(CD40L), e pela producéo de citocinas inflamatérias como interferon-y (IFN-y) e fator de
necrose tumoral (TNF), além da producdo local de Interleucina-12 (IL-12), IL-18 e
outras citocinas. A liberagcéo destas citocinas faz com que aumente a adesdo molecular,
a permeabilidade e a propenséao a formacdo de trombos, ainda inibe a proliferacdo de
células da musculatura lisa e a producéo de colageno.

Contudo, este processo inflamatério de formacdo da placa aterosclerdtica pode
ser atenuado em resposta a presenca de citocinas antiinflamatérias — como a

interleucina 10 (IL-10), que é produzida pelas células TH2.

Proteina-C-Reativa (PCR) Ultra Sensivel (PCRus)

A PCR é uma pentraxina de cadeia curta, produzida no figado em resposta ao
estimulo de varias citocinas, principalmente da interleucina (IL)-6%?%, E um dos
marcadores de inflamag&o de fase aguda mais estudado e utilizado na atualidade. Seu
papel tem sido avaliado na estratificacdo de pacientes com SCA, e na possivel
contribuicdo progndstica em pacientes com cardiopatia isquémica estavel.

Diferentes estudos avaliaram o valor da PCRus em pacientes atendidos na
emergéncia com quadro de SCA. Lindmark e colaboradores (2001), em um estudo
retrospectivo, observaram que pacientes com niveis PCRus baixos liberados da
emergéncia tiveram menor nimero de eventos coronarianos tardios do que aqueles
que tinham PCRus elevados®. Outros autores documentaram o aumento da PCRus
em pacientes com Al, em relacdo a individuos controles, ndo obtendo diferenca
significativa quando avaliados pacientes com angina estavel (AE) em relacdo ao grupo
de individuos sadios***"

Em pacientes com cardiopatia isquémica estavel, encontramos maior niamero
de controvérsias no que diz respeito ao valor prognostico desse marcador. Bogaty e

colaboradores (2005) avaliaram 159 pacientes com doenga coronariana conhecida,
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estaveis clinicamente, com a finalidade de verificar a variabilidade da PCRus, com
dosagens repetidas. As coletas foram realizadas com uma variacao entre 15 dias e 6
anos. Estes autores encontraram ampla variabilidade entre as dosagens, o que foi
considerado problematico para uma estratificacdo de risco e até mesmo para um
monitoramento terapéutico®’. Contudo, é preciso levar em consideracdo a grande
variacdo do periodo entre as coletas e o pequeno numero de pacientes estudados. O
mesmo autor, acompanhando 150 pacientes durante quatro anos, divididos igualmente
em trés grupos (multiplos eventos coronarianos; angina estavel sem evento nos ultimos
trés anos e pacientes sem doenca coronariana), verificou niveis de PCRus elevados no
grupo de pacientes mais graves em relacdo aos pacientes estaveis (p<0,0001),
demonstrando um risco relativo de 7,6 para eventos cardioldgicos quando a PCRus
basal foi >3,5mg/I*%.

Em uma coorte de 2121 pacientes com angina (1030 Al; 743 AE e o restante
com dor atipica), procedente do European Concerted Action on Thrombosis and
Disabilities (ECATA) Angina Pectoris Study, acompanhada por um periodo de dois
anos, foi verificado evento cardiaco em 75 desses pacientes, demonstrando-se ser o
PCRus um preditor de eventos tanto em pacientes com angina estavel como instavel*:.

Alguns estudos correlacionaram PCRus e evolucdo da doenca coronariana em
pacientes com cardiopatia isquémica estavel. No estudo de Liang e colaboradores
(2006), um grupo de 190 pacientes com AE, submetido a cateterismo cardiaco, foi
avaliado quanto ao nivel de PCRus no momento da primeira arteriografia e apos o
segundo exame. Os pacientes foram divididos em dois grupos: 0S que apresentaram
progressao da doenca coronariana (n=66) e 0s que ndo apresentaram progressao
(n=124), verificando-se diferenca significativa na PCRus basal no grupo com
progressao em relagdo ao grupo sem progressao (p=0,018). No grupo em que houve
progressao, também havia o pior perfil lipidico (p=0,014), maior nUmero de pacientes
diabéticos (p=0,024) e a predominancia de homens (p=0,04)**.

Em concordéancia, um estudo caso-controle, incluindo 239 mulheres e 265
homens, com acompanhamento médio de seis e oito anos, respectivamente, sendo
pareado por idade e tabagismo, foi atribuiu um risco relativo de 1,79 para eventos
coronarianos para pacientes com PCR > 3,0 mg/dL, quando comparado com PCR <
1,0mg/dL*®.
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Ainda seguindo a mesma linha, Kavsak e colaboradores (2007) dosaram PCR
em 446 pacientes que chegaram a emergéncia com SCA e acompanharam os eventos
(IAM, insuficiéncia cardaca ou morte) por oito anos. Puderam assim observar que
pacientes com niveis de PCR > 3,0 mg/L na admissado tém uma maior taxa de morte e
de insuficiéncia cardiaca®.

Apesar de estudos positivos relacionando inflamacéo e risco de eventos em
individuos com DAC, esses achados ndo sdo consistentes em todos os estudos.
Quando avaliado PCRus em 200 pacientes, considerando extensdo da doenca, historia
prévia de IAM ou classe funcional, ndo foi observada correlagdo com niveis de
PCRus®.

Também né&o foi observada alteracdo nos niveis de PCR em 94 pacientes
estudados com AE, sem aterosclerose coronariana conhecida, em relacdo aos
controles. Quando avaliado PCR em pacientes com Al, AE e controles — 45, 42 e 41
pacientes, respectivamente — foi observada diferenca significativa do primeiro grupo em
relacdo aos demais, mas ndo entre os dois Ultimos?®®, sendo que outros autores
encontraram resultados similares®®. Em um grande estudo de coorte prospectivo, com
acompanhamento médio de sete anos, ndo foi observada associacdo com doenca
cardiovascular, quando comparado ao grupo controle.

Em uma coorte prospectiva na qual foram incluidos 128 pacientes com Al
(Classe | — pacientes menos graves - n=59 e Classe Il e Ill: n=16) e AE (n=53), foi
demonstrada grande associacdo entre PCRus em pacientes com Al Classe Il e lll,
qgquando comparados com o0s pacientes com AE (p<0,0001), sendo que nédo houve

diferenca entre os pacientes com Al Classe | e os pacientes com AE (p=0,782) *.

Pentraxina 3 (PTX-3)

A PTX-3 é a primeira pentraxina de cadeia longa identificada. A metade
dominante COOH da PTX-3 é homoéloga a sequéncia das pentraxinas de cadeia curta,
enquanto a parte NHj-terminal desta proteina ndo demonstra qualquer homologia
significante com outra proteina conhecida, o que confere a PTX-3 o protétipo de
membro da familia das pentraxinas de cadeia longa *°. Assim sendo, a PTX-3 é
estruturalmente relacionada, mas diferente das classicas pentraxinas de cadeia curta
quanto a organizacdo e localizacdo dos genes, reconhecimento de ligagbes, células

produtoras e sinais de inducao.
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O gene da PTX-3 localiza-se no cromossomo 3, na banda ¢25. Este é
organizado em trés éxons separados por dois introns: os dois primeiros éxons
codificados respectivamente pelo peptideo condutor e pela parte NH,-terminal desta
proteina; enquanto o terceiro éxon codifica a regido pentraxina dominante,
equiparando-se com os outros membros da familia das pentraxinas **.

PTX-3 é produzida predominantemente por macrofagos e células do endotélio
vascular em resposta aos primeiros sinais pro-inflamatorios (produtos bacterianos, IL-1,
TNF), mas ndo pela IL-6 **. Levando em consideracdo que a PTX-3 é produzida por
células do endotélio vascular e por macrofagos, e ndo pelo figado, os niveis de PTX-3
podem refletir diretamente a condicao inflamatoria da vasculatura.

As funcdes fisiolégicas atribuidas a PTX-3 envolvem reconhecimento e ligacéo a
diferentes ligantes incluindo o componente Clg do sistema complemento, o fator de
crescimento de fibroblasto 2 (FGF2), e a proteina da matriz extra celular (TSG-6 —
proteina estimulante de TNF). Como as classicas pentraxinas de cadeia curta, a PTX-3
liga-se com C1qg induzindo a ativagdo do complemento. Em contraste, em sua fase
fluida a ligacdo PTX-3 a C1q inibe a ativacdo do complemento pela obstrucdo de
relevantes sitios de interagdo. Embora a ligagdo PTX-3 a C1q ocorra de maneira célcio
independente, sem uma prévia agregacdo de proteinas, a presenca de calcio é
requerida para interacdo da PTX-3 com outros ligantes, como a TSG-6 **.

Além disso, PTX-3 estd presente na lesdo aterosclerdtica e em vasculites de
pequenos vasos em humanos ** e é induzida pelo LDL-oxidado nas células do
musculo liso *®. O método de escolha para determinacdo da concentracdo sérica da
PTX-3 é o enzima-imunoensaio (ELISA). O pico desta proteina no plasma é observado
apos aproximadamente 7 horas do aparecimento dos primeiros sinais e sintomas em
pacientes com infarto do miocardio, retornando aos valores basais em poucos dias *"
Enquanto, no mesmo contexto, a PCR leva entre 24 a 48 horas, ap0s sinais e sintomas,
para atingir seu pico no plasma.

Latini e colaboradores realizaram uma avaliacdo do valor prognostico da PTX-3
no infarto do miocéardio comparado com marcadores de relevancia clinica conhecida.
Mensuraram PTX-3, PCR, Ck, TnT e peptideo natriurético atrial (BNP) em uma coorte
de 724 pacientes (362 com eventos cardiovasculares e 362 sem eventos). Ao ser
comparada com estes biomarcadores considerados preditores de mortalidade

confiaveis em pacientes com infarto do miocardio, a PTX-3 alcangcou seu pico
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plasmatico mais cedo, mostrando-se um forte marcador prognostico para morte em
pacientes com infarto do miocardio acompanhados por trés meses. Além disso, quando
a concentracdo maxima da PTX-3 foi utilizada com todos os outros biomarcadores
como variavel continua, o risco de morte apos infarto do miocardio aumentou em 2,3%
a cada 1ng/mL de aumento na PTX-3.%

Em concordancia, Inoue e colaboradores, avaliaram 162 pacientes consecutivos,
de consultas anuais de revisdo, (populacdo A) que estavam sendo tratados para
hipertenséo, hiperlipidemia, diabetes mellitus, ou doenca cardiovascular, comparando-
os com 250 pacientes (populagcdo B) que estavam sendo avaliados para doenca
cardiovascular isquémica por angiografia, dentre eles 52 pacientes com angina estavel
e 16 com angina instavel. Ap6s mensuracdo de PTX-3, observaram niveis de PTX-3
proximos a 1,98 ng/mL em voluntarios sadios; 3,04 ng/mL para pacientes com angina
estavel e 6,20 ng/mL em pacientes com angina instavel. Este estudo demonstrou que a
PTX-3 pode ser um bom marcador prognostico para eventos em pacientes com angina
instavel; enquanto niveis de PTX-3 em pacientes com angina estavel ndo apresentaram
diferenca significativa quando comparados aos de voluntarios sadios*.

A ascensdo rapida da PTX-3 ao inicio dos sinais e sintomas do IM confere
vantagem a esta molécula em comparagdo a outros biomarcadores. Sua producdo
predominante por macréfagos e células do endotélio vascular em resposta aos
primeiros sinais pro-inflamatorios |he confere uma resposta mais especifica da condigédo
inflamatoria da vasculatura.

Quando dosados niveis de PTX-3 em 196 pacientes com insuficiéncia cardiaca e
60 controles saudaveis, todos acompanhados, em média, por 655 dias, observou-se um
aumento de concentracédo de PTX-3 conforme a gravidade dos pacientes. Com base na
média e desvio padrdo do grupo controle, o limite de normalidade foi considerado como
4,0 ng/mL; e constatou-se que pacientes com niveis plasmaticos de PTX-3 = 4,0 ng/mL
desenvolveram com maior frequiéncia eventos cardiacos do que pacientes com menor

concentracdo™’.

Interleucina 18 (IL-18)
A Interleucina 18 (IL-18) € uma citocina pro-inflamatoria da familia da IL-1,
produzida particularmente por macréfagos®’, identificada originalmente como um fator

de inducdo IFN-y nas células de Kupffer e em macréfagos, possui papel central na
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cascata inflamatdria e nos processos imunes inato e adquirido por sua habilidade de
induzir a producdo de IFN-y pelos linfocitos T e pelas células natural killer, que séo
cruciais na ruptura da placa aterosclerética®®. Além disso, a IL-18 age em sinergismo
com a IL-12 promovendo a resposta das células T helper *.

Recentes estudos em humanos tém relacionado o aumento da expresséo de
IL-18 com placa aterosclerética, bem como, modelos animais confirmam o papel pro-
aterogénico da IL-18".

Em uma coorte de 1229 pacientes, acompanhados em média por 3,9 anos,
com diagnostico estabelecido de cardiopatia isquémica, tendo como desfecho morte de
causas cardiovasculares, morte de outras causas e infarto do miocardio ndo-fatal, foi
observado ndo haver diferenca significativa da IL-18 quando comparados pacientes
com angina estavel e instavel. O mesmo ndo ocorreu com a PCRus, em que foi
observada diferenga significativa. A média da IL-18 foi mais elevada nos pacientes que
apresentaram evento cardiovascular fatal do que nos que n&do apresentaram (68,4
versos 58,7 pg/mL, p<0,0001). Esse estudo também demonstrou que, em cada quartil,
havia um aumento de 1,46 vezes no risco de ocorrer evento cardiovascular. Quando
comparados pacientes com Al e AE, foi observado que, em ambos os grupos, houve
aumento do risco com o aumento da IL-18%,

Um estudo observacional com 73 pacientes, divididos em quatro grupos —
controle (11 pacientes), AE (9 pacientes), Al (11 pacientes) e IAM (42 pacientes) —
demonstrou diferenca significativa entre a média dos niveis de IL-18 do grupo controle
(46,8 pg/mL) quando comparada aos trés outros grupos (AE 85,7 pg/mL; Al 214,7
pg/mL; IAM 164,6 pg/mL). Relacionando o grupo controle com o AE, pode-se sugerir
que as concentracbes da IL-18 em pacientes com AE podem estar associadas a
presenca de doenca arterial coronariana avancada. N&o foi observada diferenca
significante entre os grupos Al e IAM>>.

Em concordancia, outro estudo realizado em pacientes com AE (n=48), Al
(n=73) e pacientes sem evidéncias de doenca coronariana (n=19) verificou haver
diferenca significativa entre o grupo controle com relacdo aos pacientes com AE e Al
(p=0,02 e 0,002, respectivamente), mas ndo houve diferenca significativa entre estes
dois Gltimos grupos®*.

Além disso, o PRIME (Prospective Epidemiological Study of Myocardial

Infarction) avaliou a relagédo entre os niveis plasmaticos basal de IL-18 e a incidéncia
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subsequente de eventos coronarianos, acompanhando os participantes do estudo por
cinco anos. Em uma andlise caso-controle com homens europeus, de 50 a 59 anos,
onde 335 eram casos com eventos coronarianos e 670 eram controles pareados por
idade, os niveis de IL-18 basal estavam significativamente aumentados nos homens
gue desenvolveram evento coronariano em relacdo aos controles (225,1 versus 203,9
pg/mL). Apés ajuste para potenciais variaveis de confusdo, incluindo PCR, IL-6 e
fibrinogenio, um risco relativo de 1,42 (IC 95% 1,13 a 1,79; p=0,003) foi estabelecido
para um futuro evento coronariano associado com aumento dos niveis de IL-18. Sendo
assim, IL-18 foi identificada como preditor independente para eventos coronarianos em
homens saudaveis, europeus de meia idade®.

Embora avaliando uma amostra pequena, Kawasaki e colaboradores (2005)
mensuraram IL-18 em 27 pacientes com SCA e niveis de CK-MB normais na admisséo
hospitalar, comparando-os com 10 individuos controles. Niveis aumentados de IL-18
evidenciaram, retrospectivamente, infarto do miocardio em 15 dos 27 pacientes. O que
levou os autores a concluirem que o aumento dos niveis de IL-18 plasmatica precede o
aumento de CK-MB em pacientes com IM, ndo podendo assim correlacionar a

concentracéo de IL-18 na admiss&o com o pico de CK-MB>’.

Interleucina 10 (IL-10)

A IL-10 é secretada por mondcitos/macrofagos ativados e linfocitos, e possui
propriedades antiinflamatérias como inibicdo do fator nuclear de transcricdo (NF-kB),
conduz a supressédo da producao de citocinas, inibe a matriz de degradacédo das
metaloproteinases, reduz o fator de expressédo tecidual, e inibe a apoptose de
macréfagos e mondcitos apds infecgéo®®.

Assim como a IL-18, a IL-10 tem sido alvo de inimeros estudos que objetivam
demonstrar seu valor prognostico para eventos coronarianos em populacdes com DAC.
Dentre eles, os revisados a seguir.

Em 547 pacientes que apresentaram sindrome coronariana aguda, foi avaliada
a taxa de eventos cardiacos em 24 horas, 72 horas, trinta dias e seis meses. Nas 24h
iniciais, quando avaliado desfecho combinado (mortalidade e IAM né&o-fatal), houve
tendéncia a menor numero de eventos em pacientes que se encontravam com niveis
de IL-10 mais altos, entre 3,6 a 20,6 pg/mL. Em pacientes que apresentavam PCRus

elevada, IL-10 aumentada foi considerada fator protetor para evento cardiovascular.

18



Em analise de curva de sobrevida, em seis meses, IL-10 elevada foi um fator de bom
prognéstico®®.

Smith e colaboradores (2001) avaliaram os niveis de IL-10 em 95 pacientes
admitidos em unidade de dor toracica, dos quais, 50 tinham AE e 45 Al, e analisando
seus achados, estabelecem que a IL-10 foi significativamente maior nos pacientes com
angina estavel (p<0,0001)%.

Cabe ressaltar também o trabalho de Chalikias e colaboradores, no qual foi
estudado o valor prognostico da razdo entre Interleucina 18 (proé-inflamatério) e
Interleucina 10 (antiinflamatério) em pacientes com SCA com relacdo a eventos
coronarianos. Participaram do estudo 107 pacientes com SCA, dos quais, 44 tiveram
eventos. O valor prognostico da razdo das interleucina (IL-18/IL-10) foi
significativamente mais alto, demonstrando risco relativo de 1,74 (95% IC 1,09-2,78),
do que o encontrado quando analisadas isoladamente IL-18 (RR 1,46; 95% IC 0,93-
2,27) e 1/IL-10 (RR 1,63; 95% IC 1,04-2,56). Sendo demonstrado que o aumento da IL-
18 e a diminuicdo da IL-10 estavam relacionados com o pior prognostico destes
pacientes®’.

Wojakowski e colaboradores avaliaram os niveis de IL-10 em amostras de 50
pacientes com IAM e de 30 pacientes com AE; verificando que os primeiros possuiam
menor concentracéo desse marcador do que os pacientes estaveis®.

Investigando se niveis séricos elevados de IL-10 estdo associados a uma
melhor vasoreatividade endotelial em pacientes com DAC, Fichtlscherer e
colaboradores (2003) avaliaram a vasoreatividade em 65 pacientes. Para tanto,
mensuraram o fluxo sanguineo endotélio-dependente (acetilcolina — Ach - 10 a 50
pug/min) e endotélio-independente (nitropruciato de sédio — SNP - 2 a 8 pg/min) do
antebraco por pletismografia. Os niveis de IL-10 estavam significativamente
correlacionados com a inducdo do fluxo sanguineo pelo Ach. Ainda observaram que
quando os niveis de IL-10 estdo aumentados em pacientes com niveis de PCR
aumentados, ndo se obtém o comprometimento da resposta do fluxo sanguineo
estimulada pelo Ach. Logo, o aumento dos niveis de IL-10 est4 associado com uma
melhor vasoreatividade endotelial sistémica em pacientes com niveis aumentados de
PCR, demonstrando que o balanco entre mediadores pr6 e antiinflamatorios € o melhor

determinante de funcdo endotelial em pacientes com DAC®,

19



Conclusao

Nosso organismo € um grande sistema de defesa; uma sociedade perfeita em
completo equilibrio dindmico visando sempre um bem estar geral, priorizando e
preservando uma funcéo sistémica maior, tendo como objetivo Gnico & manutengéo da
vida.

A homeostase celular de organismos eucariontes € sustentada através de
complexos mecanismos precisamente regulados. A ruptura deste equilibrio tras como
consequéncia uma tentativa de reorganizacao sistémica prépria de mecanismos de
defesa regidos por objetivos citoprotetores.

Assim sendo, o entendimento de que a aterosclerose ndo é um processo
estatico, onde se da simplesmente o acumulo de gordura na parede arterial; mas, um
processo dinamico, multifatorial, com o envolvimento de varios mediadores de
inflamacao; tem levado diferentes grupos de pesquisa a estudarem os mecanismos da
instabilidade da placa e formacédo de trombos. A avaliacdo desses marcadores no
prognostico do paciente portador de DAC, apesar de ainda nédo ser liberado para uso
na pratica clinica, tem auxiliado em sua estratificacao.

Até o momento, as evidéncias apontam para uma associacdo entre niveis
elevados destes marcadores inflamatérios, como PCRus e IL18 , & maior risco de
eventos coronarianos futuros, estando relacionados a pior progndstico. Por outro lado,
outros marcadores como a IL-10, por sua a¢do antiinflamatoria, conferem um efeito
protetor a esses pacientes.

Esses marcadores inflamatorios também estdo relacionados a eventos
cardiovasculares em pacientes livres de doenca aterosclerética, quando
acompanhados por longo periodo. O que nos leva a acreditar que embora haja
atividade dos marcadores inflamatérios que precede os eventos cardiacos, esses
pacientes ndo apresentam evidéncias clinicas de instabilizacdo da placa.

A PTX-3 é um novo marcador apontado em alguns estudos como mais sensivel
para identificacdo de dano miocardico e mais especifico para processos inflamatorios
provenientes da vasculatura. Sua validagéo € restrita a estudos com pequeno namero
de pacientes ou de etnias especificas. O mesmo precisa ser melhor explorado em
diferentes populagbes, como em individuos que apresentam doenca coronariana
estavel, demonstrando assim, sua importancia clinica nos diversos seguimentos
populacionais. Aléem disso, é importante relacionar o comportamento da PTX-3, em
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diferentes momentos da cascata inflamatdria, com outros marcadores conhecidos para

tracar seu perfil prognéstico.

Assim, compreender melhor o funcionamento da cascata inflamatéria pode

trazer-nos vantagens e beneficios:

Auxiliando a estratificar 0s pacientes mais graves, podendo,
futuramente, reservar-lhes tratamento diferenciado;

Auxiliando uma melhor avaliacéo terapéuticas futura, o que pode ajudar
a diminuir a morbimortalidade destes pacientes;

Avaliando em qual ponto do ciclo da doenca é possivel intervir;
Determinando em que dado momento seria possivel prever a
instabilizacdo clinica de um paciente, antes que esta aconteca
clinicamente, por meio da avaliacio de uma ‘“instabilizacdo

inflamatoria”.

Ainda sdo poucos os estudos na literatura que avaliaram 0s marcadores

inflamatdérios em pacientes com cardiopatia isquémica estavel clinicamente e os

relacionaram com seu valor prognostico. Nessa revisdo, descrevemos alguns

marcadores de inflamagcdo e seus respectivos achados em pacientes com angina

estavel e angina instavel tentando visualizar quais os seus significados.
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Resumo

Introdugéo: A Pentraxina-3 (PTX-3), produzida principalmente por macrofagos e
células da vasculatura endotelial em resposta aos primeiros sinais pré-inflamatorios,
tem sido apontada como um novo marcador de eventos coronarianos. Este estudo
objetiva caracterizar os niveis plasmaticos de PTX-3 em pacientes com doenca arterial
coronariana estavel em uma populacao brasileira, bem como sua relacdo com outros
marcadores de risco cardiovascular e manifestagdo clinica de doenca arterial
coronariana (DAC).

Métodos: Caracterizacdo dos fatores de risco cardiovascular classicos, e
determinacdo dos niveis plasmaticos de PTX-3, proteina C reativa ultra-sensivel
(PCRus), interleucinas 18 (IL-18) e 10 (IL-10) foram realizadas numa coorte de 132
pacientes com doenca arterial coronariana documentada, estaveis clinicamente. A
determinacéo dos niveis plasmaticos de PTX-3, PCRus, IL-18 e IL-10 foi realizada pela
técnica de ELISA utilizando-se kits comercialmente disponiveis. Os resultados dos
valores dos marcadores inflamatorios foram comparados entre participantes que
tiveram eventos clinicos ou ndo durante o seguimento médio de 47 meses.

Resultados: Os niveis de PTX-3 e PCR-us coletados na primeira e segunda amostra
foram semelhantes 3,45 e 3,84 ng/mL, e 4,89 e 4,72 mg/dL, respectivamente. A
correlacdo de Pearson entre a primeira e segunda amostra foi maior para a dosagem
de PCR-us que para o PTX3 (r=0,603 e r=0,356; p<0,001). Os niveis médios de PTX-3
em pacientes sem eventos foram 3,49+1,94ng/mL e nos pacientes que desenvolveram
eventos 3,48+2,33ng/mL (p= 0,982). Para PCR, os valores foram de 5,07+8,26mg/mL e
4,60+4,66mg/dL (p= 0,737), respectivamente. Nao foi encontrada associacdo entre
niveis de PTX-3 e fatores de risco cardiovascular. Valores de PCRus foram associados
com niveis séricos de LDL e a fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo, ndo havendo
relacdo com outros fatores de risco.

Conclusdes: Nesta amostra de individuos com DAC estavel os niveis de PTX-
3 e PCR foram mais elevados do que em outras populacdes. Nao identificamos fatores
de risco relacionados com niveis aumentados de PTX-3 ou sua relacdo com eventos

em medio prazo.
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Introducgé&o

Aterosclerose € amplamente aceita como uma doenga inflamatéria cronica
iniciada por diferentes fatores vasculares e extravasculares. Evidéncias sugerem que
niveis aumentados de alguns marcadores inflamatorios estdo fortemente relacionados
com a ocorréncia de complicacdes cardiovasculares, como angina instavel, infarto
agudo do miocéardio e morte. Entre os biomarcadores mais estudados, a Proteina C
Reativa (PCR) é o de mais alta sensibilidade! 2.

PCR e o componente amiloide P sérico (SAP) séo pentraxinas de cadeia curta,
consideradas proteinas de fase aguda, produzidas no figado em resposta,
principalmente, a interleucina (IL) 6. A Pentraxina-3 (PTX-3) € a primeira pentraxina de
cadeia longa identificada, produzida principalmente por macréfagos e células da
vasculatura endotelial em resposta aos primeiros sinais pro-inflamatorios (IL-1, fator de
necrose tumoral — TNF), tem sido apontada como um novo marcador de eventos
coronarianos®*°°,

Recentemente, um grupo japonés desenvolveu um ensaio de ELISA com maior
sensibilidade para detec¢do plasmatica de PTX-3. A fim de validar o novo método,
testaram-no em uma populacao japonesa de 162 pacientes, provindos de consultas de
revisdo anual, tratados para hipertensao, hiperlipidemia, diabetes mellitus ou doenca
cardiovascular, e em 52 pacientes com angina estavel e 16 com angina instavel
admitidos em um hospital universitario. Neste estudo, observaram niveis de PTX-3
proximos a 1,98 ng/mL em voluntarios sadios; 3,04 ng/mL para pacientes com angina
estavel e 6,20 ng/mL em pacientes com angina instavel. Estes resultados sugerem que
a PTX-3 seja um bom marcador preditivo em pacientes com angina instavel; enquanto
niveis de PTX-3 em pacientes com angina estavel ndo apresentaram diferenca
significativa quando comparados aos de voluntarios sadios’.

Além destas proteinas marcadoras de fase aguda, niveis elevados de IL-18
podem estar associados a um pior prognéstico cardiovascular. A IL-18 € uma citocina
pro -inflamatéria com habilidade de induzir a producédo de interferon-y pelos linfocitos T

e pelas células natural killer, que sdo cruciais na ruptura da placa aterosclerética® ° **

11

Entretanto, a cascata inflamatoria apresenta elementos de contrapeso, fatores

capazes de manter o delicado equilibrio entre moléculas pro e antiinflamatérias, regular
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a homeostase vascular e principalmente, manter a integridade da parede do vaso. Isso
nos permite citar que niveis aumentados de IL-10, potente citocina antiinflamatdria,

estdo fortemente ligados a um progndstico mais favoravel em pacientes com SCA'?

14.

Assim, nosso estudo pretende validar a mensuracdo de PTX-3 em pacientes
com doenca arterial coronariana clinicamente estavel; analisar os niveis de PTX-3 em
uma populacdo brasileira; demonstrar a reprodutibilidade intra-ensaio e a estabilidade
dos niveis de PTX-3 inter-ensaio, com uma variagdo média de tempo de trés meses.
Bem como, correlacionar os valores de PTX-3 com outros marcadores inflamatorios e

associa-los a presenca de eventos em médio prazo.
Materiais e Métodos

Populacéo em estudo

A populacdo alvo foi descrita previamente® e compreende pacientes
acompanhados no Ambulatério de Cardiopatia Isquémica do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre. A partir de uma populagéo global de 498 pacientes em acompanhamento
nesta coorte, foram identificados e selecionados aleatoriamente 132 individuos que
tinham amostras de sangue disponiveis armazenadas. Foram incluidos na coorte
pacientes com diagnostico confirmado de cardiopatia isquémica, estaveis clinicamente.
DAC foi definida pela presenca de ao menos um dos seguintes critérios: historia e
evidéncia eletrocardiografica de infarto, presenca de lesdes coronarianas obstrutivas
>50% na coronariografia, procedimentos de revascularizagdo miocéardica prévios, ou
angina estavel com testes nao-invasivos sugestivos de isquemia. Pacientes que
tivessem apresentado episddios de SCA ou tivessem sido submetidos a algum
procedimento (angioplastia ou cirurgia) nos ultimos trés meses, fossem portadores de
alguma colagenose (artrite reumatoide, lupus eritematoso sistémico, etc), neoplasia,
insuficiéncia renal crénica em tratamento dialitico, ou que estivessem com algum
procedimento cardiaco agendado foram excluidos desta coorte.

O Projeto foi aprovado pelo Comité de Etica deste hospital e todos pacientes
assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido.



Coleta de dados e amostra de sangue
Os pacientes foram avaliados periodicamente em visitas ambulatoriais, com
acompanhamento em intervalos de 3 a 4 meses. Para os pacientes incluidos no estudo

era aplicado um questionario padréo, repetido em todas as consultas.

Analise Bioquimica

Apb6s cada consulta, foram coletadas amostras de sangue venoso periférico, 10
mL de sangue total, em um frasco com EDTA, centrifugados por 15 minutos a uma
velocidade de 2000 rpm, separando o plasma em tubos Eppendorfs, aliguotados numa
temperatura de 20 °C, sendo os tubos imediatamente congelados a —80 °C para
posterior anélise.

Para realizacdo das andlises do estudo, foram separadas as duas primeiras
amostras seriadas de plasma coletadas (1°coleta e 2%coleta), com um intervalo de
aproximadamente trés meses.

Para dosagem dos niveis de PCRus foram utilizados ensaios ELISA ultra-
sensiveis padronizados no Servico de Bioquimica do HCPA determinados por
Imunonefelometria (Dade Behring, Behring Diagnostic, Alemanha), com coeficiente de
variacao inferior a 5%, com limite inferior de deteccéo de 0,16 mgl/l.

As Interleucinas 10 e 18 foram mensuradas pelo método de ELISA sandwich
com ensaio comercialmente disponivel da Biosource (California, USA); com
sensibilidade de < 1 pg/mL (intervalo de 7,8 - 500 pg/mL), e de < 12,5 pg/mL (intervalo
de 15,6 - 1000 pg/mL), respectivamente.

A Pentraxina-3 foi dosada pelo método de ELISA sandwich, com kits fornecidos
pela empresa Perseus Proteomics Inc. (Tokyo, Japan), todos do mesmo lote
embalados, protegidos da luz e sob refrigeracdo até a execucdo dos ensaios,
observando o prazo de validade. As solucdes padroes foram preparadas conforme
descrito na bula. A curva de calibragdo baseada em padrées com variacédo de 0,5 a 20
ng/mL de PTX-3 foi corrida em duplicata e reproduziu a curva original. O método
também foi calibrado em amostras de soro-padrdo com niveis de PTX-3 previamente
conhecidos, fornecidos pela empresa, dosados em triplicata. A correlagdo entre os
valores obtidos e os esperados foi excelente (r=0,98), sendo a equacéo y = 0,0491x +
0,1338, com p< 0,0001. A precisao intra-ensaio em analises em triplicatas de 3

diferentes amostras, com valores médios de 1,96 ng/mL (1,58 — 2,23 ng/mL), 4,24 ng/ml
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(3,50 — 4,87 ng/mL) e 9,29 ng/ml (7,90 — 10,68 ng/ml), com coeficiente de variacéo de
2,83%.

A andlise da PCRus foi realizada no Laboratério de Patologia da instituicao,
enquanto as dosagens de IL-10, IL-18 e PTX-3 foram realizadas no Laborat6rio de

Pesquisa Cardiovascular do HCPA.

Desfechos

A coorte de paciente foi acompanhada regularmente para ocorréncia de
desfechos clinicos, avaliados até novembro de 2007. Foram considerados desfechos:
Obito de origem cardiovascular, internagdo por angina instavel ou infarto do miocardio,
edema agudo de pulméo ou internacdo por insuficiéncia cardiaca descompensada,
evento vascular periférico, acidente vascular cerebral isquémico e arritmias. Analise
secundaria foi conduzida mantendo-se somente eventos vasculares maiores (angina
instavel, infarto agudo do miocardio, acidente vascular cerebral) e 6bito, excluindo

insuficiéncia cardiaca e arritmias.

Analise Estatistica

Varidveis continuas estdo expressas como média = desvio padrdo e
comparadas por teste T de Student. As variaveis categoricas foram analisadas por Qui-
quadrado e exato de Fisher. A Regressdo de Cox foi utilizada para predizer valor
independente dos marcadores inflamatorios na ocorréncia de desfechos clinicos ao
longo do tempo de acompanhamento desta coorte. Foi realizada Correlacdo de
Pearson para diferentes marcadores. Um valor de p<0,05 foi considerado
estatisticamente significativo. As analises foram conduzidas em pacote estatistico

SPSS para Windows, verséo 14.0.

Resultados

Caracteristicas da amostra

Foram identificados e selecionados aleatoriamente 132 individuos com
cardiopatia isquémica estavel, 80 homens (60%) e 52 mulheres (40%), com idade
média de 61 anos. Destes, 80% eram hipertensos, 75% tinham historia de dislipidemia,

39% diabetes mellitus, 17,4% fumantes ativos. O grupo era composto por individuos
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que iniciaram acompanhamento apds diferentes manifestacbes clinicas de doenca

aterosclerética (Tabela 1).

Correlacéo entre PTX-3 e marcadores inflamatorios

Os coeficientes de correlacdo de Pearson entre marcadores inflamatérios e
antiinflamatoérios sdo apresentados na Tabela 2, ndo sendo possivel observar
correlacdo significativa entre as dosagens de PTX-3 e os demais marcadores. Os
niveis de PTX-3 coletados na primeira e segunda amostra, com intervalo mediano de
119 dias (amplitude interquartile 98 a 140 dias), foram semelhantes 3,49 e 3,84
ng/mL, respectivamente (Figura 3). O mesmo tendo sido observado para PCR-us
4,77 e 4,51 mg/dL. A correlacdo de Pearson entre a primeira e segunda amostra foi
maior para a dosagem de PCR-us que para o PTX3, embora significativa para ambos
marcadores, (r=0,603 e r=0,356; p<0,001). Houve uma associacéo fraca entre IL-10 e
PCR-us.

Associagdo de PTX-3 e PCR com Fatores de Risco para Eventos
Cardiovasculares

Quando comparadas as caracteristicas clinicas entre pacientes de acordo com
a mediana da PTX-3 (3,19 ng/mL), ndo encontramos associagdo entre niveis de PTX-3
e fatores de risco cardiovascular (Tabela 3). Entretanto, quando estratificamos os
pacientes de acordo com a mediana da PCR (2,28 mg/dL), podemos observar que
pacientes com valores acima da mediana apresentam niveis séricos de LDL mais
elevados eram mais tabagistas ativos. A fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo
também foi associada com PCR, ndo havendo relagdo com outros fatores de risco
(Tabela 4).

Durante o tempo de acompanhamento do estudo, ocorreram 38 (29%) eventos
cardiovasculares (10 IAM, 2 AVC, 27 Al) e 6 (4,6%) Obitos. Apos 47+ 27 meses de
seguimento, nao foi observada diferenca significativa nos valores dos marcadores
inflamatérios entre aqueles individuos que desenvolveram ou ndo eventos
cardiovasculares (Tabela 5 e Figura 5). Houve uma tendéncia a maiores niveis de 1L-18
e relacdo de IL18/IL-10 com ocorréncia de eventos cardiovasculares combinados, mas

nao atingiu significancia estatistica.
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Discussao

A semelhanca estrutural e funcional entre a PTX-3 e a classica proteina de fase
aguda usualmente utilizada como marcador inflamatorio para diagndstico clinico, PCR,
deram impulso aos esfor¢cos que visam avaliar a utilidade de PTX-3 como marcador em
diversas condigBes patologicas. Ao contrario da PCR, produzida no figado em resposta
a presenca de IL-6, a PTX-3 pode representar um rapido marcador de ativacdo local
primaria da imunidade inata e inflamacdo®. A caracteristica geral proveniente de
estudos sobre os niveis sanguineos de PTX-3 em humanos é sua liberacdo precoce,
em comparagcdo com a PCR, na presenca dos primeiros sinais e sintomas de
inflamacao.

Vérias evidéncias ligam a PTX-3 a doenca arterial coronariana. A producao
PTX-3 é induzida em células musculares lisas vasculares pela LDL-oxidada e esta
presente em lesdes ateroscleréticas® %. Os niveis de PTX-3 aumentam rapidamente na
fase aguda do infarto, atingindo um pico em cerca de 7 h apés o inicio dos sintomas®.
Em pacientes com cardiopatia isquémica estavel ndo foi demonstrado diferenca nos
niveis de PTX-3 em relacdo a individuos saudaveis, em uma coorte japonesa’.

Este estudo primou por testar, pela primeira vez, o kit de PTX-3 por ELISA da
empresa Perseus Proteomic Inc, em uma populacdo de pacientes brasileiros com
cardiopatia isquémica estavel. Os kits e os controles foram mantidos sob as condi¢des
especificadas pelo fornecedor. A curva de calibragdo baseada em calibradores com
variagdo de 0,5 a 20 ng/mL foi corrida em duplicata e reproduziu a curva original. A fim
de testarmos a reprodutibilidade intra-amostra, realizamos as dosagens das amostras e
dos controles em triplicata e observamos um coeficiente de variacdo médio de 4,28% e
2,83% respectivamente, e um coeficiente de correlacéo de 0,923 para amostras e 0,935
para controles. A linearidade da resposta do kit foi observada pela avaliacdo dos
valores de coeficientes de correlagdo obtidos para as curvas de calibracdo. Com base
nos parametros de precisao foi verificada eficiéncia quantitativa do kit na faixa de 0,1 a
20 ng/mL. Portanto o kit de ELISA para analise de PTX-3 demonstrou a sensibilidade e
a especificidade conforme esperado, podendo ser utilizado com seguranga para

caracterizar valores de PTX-3 em uma populacao diferente das ja estudadas.
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Nossa populacdo apresentou niveis de PTX-3 e PCR superiores aos descritos
na populagéo japonesa, possivelmente, devido ao fato de ser composta por individuos
com DAC mais grave. Nao observamos diferenca quando comparados pacientes com e
sem eventos. Todavia, nosso achado estd em concordancia com alguns estudos que
relatam ndo terem observado diferenca significativa entre niveis de PCRus em
pacientes com AE e individuos sem doenca arterial coronariana® " *® '°. Em relacéo a
PTX-3, encontramos um unico estudo que observou rapidamente seu comportamento
em pacientes com AE. Inoue e colaboradores (2007) relatam ter encontrado niveis de
PTX-3 em torno de 1,98 ng/mL em voluntarios sadios e 3,04 ng/mL em pacientes com
angina estavel, dados que n&o expressam significancia estatistica’.

Quando comparadas as caracteristicas clinicas entre pacientes de acordo com
a mediana da PTX-3 (3,19 ng/mL), ndo encontramos associacao entre niveis de PTX-3
e fatores de risco cardiovascular. Inoue e colaboradores (2007) também né&o
observaram associacéo entre fatores de risco cardiovascular e PTX-3". O que pode ser
explicado pela via de ativacdo da producdo de PTX-3, que necessita de dano tecidual
ou condi¢des inflamatdérias exacerbadas para atingir seu apice de liberacdo, como
observado em quadros agudos de DAC.

Entretanto, € interessante observar que neste estudo niveis de PCR foram
relacionados com niveis séricos de LDL elevados. A fracdo de ejecdo do ventriculo
esquerdo também foi associada com PCR, ndo havendo relagdo com outros fatores de
risco. E conhecido que a producéo de PCR ocorre principalmente no tecido hepatico em
resposta a estimulos da IL-6 e TNF, e por esta proteina ser responsavel pela ativacao
da cascata que regula os processos inflamatorios, tendo sido associada com fatores de
risco tradicionais, como presenca de hipertensdo, diabetes e dislipidemia. O motivo
pelo qual a PTX-3 nado foi associado com fatores de risco para DAC, inclusive niveis de
colesterol, ndo esta estabelecido. Algumas hipéteses podem ser levantadas, como falta
de poder do estudo na identificacdo de associacdes de pequena magnitude ou
interferéncia do uso prévio de farmacos como estatinas e anti-agregantes plaguetarios
nesta coorte.

Verificamos, também, uma possivel instabilidade nos niveis de PTX-3 entre as
amostras de um mesmo individuo, demonstrada a partir de uma baixa reprodutibilidade
entre a primeira e a segunda dosagem de PTX-3 (r=0,35), 0 que representa um

intervalo de tempo de aproximadamente 3 meses. Para PCR encontramos a
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reprodutibilidade em torno de 60%, o que esta de acordo com outros estudos®® #.

Todavia, Bogaty (2005) em seu estudo sobre a flutuacdo dos niveis de PCR em
pacientes com DAC estavel levanta a possibilidade de que o perfil inflamatérios dos
individuos, com DAC aparentemente estavel, pode ser mais dindmico e complexo do
que geralmente assumido?.

Apesar da cascata de inflamacéao inter-relacionar diferentes estimulos, citocinas
e respostas, a correlagcdo entre marcadores inflamatorios ndo € consistente. Neste
estudo, niveis de PCR apresentaram fraca associacdo com IL-10 e IL-18 sem alcancar
significancia estatistica, bem como descrito por outros autores como Peri (2000) e Latini
(2004) 2> 2 Estudos que mostram uma associacédo mais forte usualmente envolveram
individuos em fase aguda de eventos, onde os mecanismos inflamatérios estdo mais
ativados.

Durante o tempo de acompanhamento do estudo, ocorreram 38 eventos
cardiovasculares e 6 6bitos, entretanto, apos o seguimento, ndo foi observada diferenca
significativa nos valores dos marcadores inflamatorios entre aqueles individuos que
desenvolveram ou n&do eventos cardiovasculares. Isso pode estar diretamente
relacionado a variacdo de tempo entre a coleta das amostras e o evento. O que nos
leva a sugerir que niveis elevados de PTX-3, PCRus e IL-18 se fazem presentes
apenas em momentos mais proximos ao evento agudo, ndo existindo relacdo com
pacientes clinicamente estaveis. Idealmente, estudos com aliquotas de sangue
coletadas em outros momentos podem ser Uteis para avaliar se a relacdo temporal
entre a mudancga nos niveis plasmaticos desses marcadores e a ocorréncia de eventos

coronarianos.

Limitacdes do Estudo

Levando em consideracdo que as amostras utilizadas para dosagens dos
marcadores inflamatdrios foram identificadas e selecionadas aleatoriamente entre
amostras de sangue ja disponiveis em armazenamento, nossos resultados podem néo
ter demonstrado um aumento nos niveis dos marcadores inflamatorios em relagédo a
presenca de eventos devido a existéncia de um intervalo de tempo muito grande entre a
coleta de material e os eventos, isto €, ndo ter sido suficientemente proximo do evento
para poder identificar os marcadores de instabilizacdo da placa aterosclerética. Além

disso, a amostra de individuos foi pequena e restrita a um grupo de individuos com
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doenca grave. A homogeneidade da amostra pode limitar a identificacdo de diferencas

significativas entre PTX-3, eventos e fatores de risco.

Concluséo

Nesta amostra de individuos com DAC estavel os niveis de PTX-3 e PCR foram
mais elevados do que em outras populacdes. N&o identificamos fatores de risco
relacionados com niveis aumentados de PTX-3 ou sua relacdo com eventos em meédio

prazo.
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Tabela 1. Caracteristicas clinicas da amostra (n=132)

Variavel N° (n=132) % ou
ou Média  Desvio padrao

Idade 60,8 +10
Sexo masculino 80 61%
Hipertensao arterial sistémica 106 80%
Diabetes mellitus 54 43%
Tabagismo

Nunca fumou 49 37%

Fumante 23 17%

Ex-fumante 60 46%
Historia de dislipidemia 86 75%
Glicose sérica, mg/dL * 123 +40
LDL sérico, mg/dL * 121 +38
Manisfestacao clinica inicial

Angina Estavel 41 36%

Angina Instavel 29 25%

Infarto Agudo do Miocardio 65 49%

Insuficiéncia Cardiaca 4 3,5%

Acidente Vascular Encefélico 5 4%
Intervencdo coronariana percutanea 27 21 %
Cirurgia de revascularizagdo do miocardio 18 14%

* valores médios das 3 primeiras dosagens realizadas no acompanhamento, equivalente ao primeiro ano

para a maioria dos casos.
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Tabela 2 - Correlagdo de Pearson entre marcadores inflamatérios dosados na primeira amostra

do acompanhamento.

Marcador PTX-3 PCR IL-10 IL-18
PTX-3 1 -0,00005 (p= 0,99) 0,124 (p=0,16)  -0,010 (p= 0,91)
PCR  -0,00005 (p= 0,99) 1 0,038 (p=0,66) 0,079 (p= 0,37)
IL-10 0,124 (p= 0,16) 0,038 (p= 0,66) 1 0,155 (p= 0,07)
IL-18 -0,010 (p= 0,91) 0,079 (p=0,37) 0,155 (p=0,07) 1
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Tabela 3. Associacéo dos niveis de PTX-3 com fatores de risco cardiovasculares.

Variavel PTX-3 baixo PTX-3 elevado

< 3,19 ng/mL > 3,19 ng/mL

Idade 61+ 9 61+ 11 0,97

Sexo masculino 38 (57%) 42 (64%) 0,59

Hipertensao Arterial Sistémica 50 (76%) 56 (85%) 0,27

Diabete Mellitus 26 (48%) 28 (52%) 0,86

Tabagismo 0,62
Nunca fumou 22 (33%) 27 (41%)
Ex-fumante 31 (47%) 29 (44%)

Fumante atual 13 (20%) 10 (15%)

Colesterol LDL 0,006
<100 mg/dL 24 (38%) 27 (41%)
100-130mg/dL 15 (24%) 27 (44%)
> 130 mg/dL 24 (38%) 10 (15%)

LDL médio inicial, mg/dL 126 £ 42 116 £33 0,13

Glicose sérica, mg/dL 118 £ 29 128 +48 0,13

Pressao Arterial Sistélica, mmHg 135+ 15 134 +16 0,75

Fragdo de ejecao ventriculo esquerdo, % 55 +17 57 £13 0,52

Disfuncao Ventricular 21 (32%) 17 (26%) 0,56

Angina Instavel 16 (27%) 13 (23%) 0,67

Infarto do Miocérdio prévio 31 (47%) 34 (52%) 0,73

Comorbidades clinicas 0,21
Nenhuma 34 (52%) 44 (67%)

1 20 (30%) 14 (21%)
>2 12 (18%) 8 (12%)

Farmacos em uso
Anti-agregante plaquetario 63 (95%) 64 (97%) 0,65
Estatinas 55 (83%) 56 (85%) 0,81
i-ECA 48 (73%) 52 (79%) 0,42
Beta-bloqueadores 54 (82%) 60 (91%) 0,13

Valores expressos em n (%) e média + desvio padréo (DP).
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Tabela 4. Associacdo de PCR com Fatores de Risco para Eventos Cardiovasculares.

PCR baixo PCR elevado
Variavel <2,28 mg/dl >2,28 mg/dl
Idade 61 +10 61 +10 0,677
Sexo masculino 40 (63%) 36 (57%) 0,295
Hipertensao Arterial Sistémica 53 (83%) 51 (80%) 0,821
Diabete Mellitus 26 (48%) 28 (52%) 1,00
Tabagismo 0,098
Nunca fumou 28 (44%) 19 (30%)
Ex-fumante 29 (45%) 30 (47%)
Fumante atual 7 (11%) 7 (23%)
Colesterol LDL 0,045
<100 mg/dL 26 (41%) 21 (34%)
100 — 130 mg/dL 26 (41%) 18 (29%)
> 130 mg/dL 11 (18%) 23 (37%)
LDL médio inicial, mg/dL 114 +35 129 +40 0,036
Glicose sérica, mg/dL 125 +43 122 + 37 0,639
Pressdao arterial sistélica, mmHg 135+16 134 +£15 0,674
Fracdo de ejecdo ventriculo esquerdo, % 56 +14 56 +17 0,865
Disfuncao ventricular 22 (34%) 14 (22%) 0,168
Angina instavel 9 (16%) 19 (35%) 0,030
Infarto do miocardio prévio 32 (50%) 30 (47%) 0,860
Comorbidades 0,450
Nenhuma 41 (64%) 34 (53%)
1 15 (23%) 19 (30%)
>2 8 (12%) 11 (17%)
Farmacos em uso
Anti-agregante plaquetario 65 (98%) 62 (94%) 0,17
Estatinas 58 (88%) 53 (80%) 0,23
i-ECA 56 (85%) 44 (67%) 0,01
Beta-bloqueadores 61 (92%) 53 (80%) 0,04

Valores expressos em n (%) e média + desvio padrao (DP).
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Tabela 5. Valores dos marcadores inflamatérios de acordo com a ocorréncia de

eventos cardiovasculares (n=132).

Marcadores Inflamatérios Sem eventos (n=94) Comeve ntos (n=38) P

PTX-3 amostra basal 3,49+1,94 3,48 £2,33 0,982
PTX -3 amostra seguimento 3,87 £2,38 3,77 £2,28 0,814
PCR amostra basal 5,07 £ 8,26 4,60 + 4,66 0,737
PCR amostra seguimento 453 +7,03 5,06 + 6,57 0,694
IL-10 5,51+4,31 5,98 + 3,92 0,564
IL-18 292,91 + 105,21 332,16 £ 205,12 0,154
Relagédo IL-18/IL-10 137,2 £333,2 74,1 +78,3 0,089
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50



0,700 -

0,600 -

0,500 -

0,400 -

0,300 -

Absorbancia (nm)

0,200 -

0,100 -

y=0,0491x+ 0,1338
R?=0,98
p<0,0001

0,000

0,9
0,8 -
0,7
0,6 -
0,5

0,4

Absorbéancia (nm)

0,3
0,2

0,1

2 4 6 8 10
PTX-3 (ng/mL)

*
*

y =0,0466x +0,1114
R=0,91 . .
p <0,0001 .

<
. .
<
* L
R4 O/
AY

0

0,00

B

2,00 4,00 6,00 8,00
PTX-3 (ng/mL)

10,00 12,00 14,00 16,00 18,00

Figura 2A. Coeficiente de Correlagdo de Pearson dos valores de PTX-3 conhecidos

(controles).

Figura 2B. Coeficiente de Correlagéo dos valores obtidos em triplacata das amostras

da populacdo em estudo (n=132).

51



PTX-3 (ng/ml)
(0]

12 amostra 22 amostra
(3,45 + 2,08) (3,84 +2,33)

Figura 3. Valores de PTX individuais na primeira e segunda amostra, (média + DP).

52



PCR(mg/dL)

25,00 -

20,00 -

15,00 +

10,00 +

5,00 +

y =0,0329x + 3,8595

¢ r=0,01
* p <0,05
*
L 2 . *
o
TS
. ¢ *» .
R e ¢

L 4

4
L 4

L 2 o0
* *
g

N *
d"; i’ . 7S

L 2 L 2
o8
0,00 M’ M S ‘ ‘

0,

00 2,00 4,00 6,00 800 10,00 12,00 14,00
PTX-3 (ng/mL)

Figura 4. Correlacédo de Pearson entre PTX-3 e PCR.

53



wn =
PR
1=
L]
3
o b
g 03— . Mediana PTX-3
o
= g/mL
1=
s
w 0E <3,19 ng/mL
=
c
[
=
o
@ 04—
-
o
=
2
] -
o 02
=
(]
e
=
o
v 00+
T T T T T T T
0,00 20,00 40,00 60,00 50,00 100,00 120,00

Tempo em meses

Figura 5. Curva de sobrevida livre de eventos estratificada por niveis de PTX-3 abaixo

e acima da mediana.



ENGLISH ARTICLE

55



Pentraxina-3 (PTX-3) levels in patients with stable coronary artery disease
in a sample of a Brazilian population

Giovanna Grinewald Vietta
Carisi Anne Polanczyk

Emilio Moriguchi

Post-Graduate Program in Cardiology of the Federal University of Rio Grande do Sul.

Department of Cardiology of the Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

Abbreviated Title: Pentraxin-3 and stable angina pectoris.

Keywords: Inflammation, Stable Angina, Pentraxin-3, C-Reactive Protein, interleukins.

Address for correspondence::

Giovanna Grunewald Vietta

Endereco: Rua Ramiro Barcelos, 2350. Bairro — Santana
Porto Alegre/RS/Brasil CEP 90035-006

Fone: (51) 2101-8844

e-mail: ggvietta@terra.com.br

56



PENTRAXINA-3 LEVELS IN PATIENTS WITH STABLE CORONARY ARTERY
DISEASE IN A SAMPLE OF BRAZILIAN POPULATION

Vietta G.G., Furtado M.V., Coelho M., Cardoso A., Zanchet F., Polanczyk C.A.,
Moriguchi E.H.

Cardiovascular Laboratory — Experimental Research Center, Hospital de Clinicas de
Porto Alegre, RS, Brazil

Post-graduate Program in Cardiology, Universidade Federal do Rio Grande do Sul —
UFRGS, Porto Alegre, RS, Brazil

E-mail: ggvietta@terra.com.br

Pentraxin-3 (PTX-3) one of the long pentraxins, produced mainly by macrophages and
endothelial cells, upon exposure to primary inflammatory signals, such as interleukin
(IL)-1, tumor necrosis factor a, oxidized low-density lipoprotein.

The aims of this study were to characterize the measurement of PTX-3 in clinically
stable patients with coronary artery disease (CAD); and describe its in a Brazilian
population. In additions, PTX-3 values were and clinical outcomes demage correlated
with other inflammatory markers and their association with the incidence of cardiac
events during 6-month follow-up.

In a prospective cohort study, 132 patients with documented CAD were enrolled from an
out-patient clinic at a University Hospital. Clinical and demographic variables were
obtained at baseline and blood samples were serially collected every 3-4 months during
one year. Plasma levels of high sensitive CRP (hsCRP) were measured by
immunonephelometric assay, PTX-3, IL-18 and IL-10 by ELISA. PTX-3 ELISA test was
calibrated though a standard sample of plasma from patients of diverse ethnic (Italian
and Japanese). Survival analyses were used to evaluate independent effect of each
serum marker on the incidence of major adverse cardiovascular events (cardiovascular
death, new episode of ACS, and need for unplanned revascularization).

RESULTS: The PTX-3 and hsCRP levels at baseline (1% sample) and after 3-month
follow-up (2" sample) were similar, 3.45 and 3.84 ng/mL, and 4.89 and 4.72 mg/mL,
respectively. Pearson correlation between there samples was higher for CRP levels than
PTX-3 (r=0.603 and r=0.356; p<0.001). PTX-3 levels were not different between patients
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with no events (3.49+1.94 ng/mL) and those who developed cardiac events (3.48+2.33
ng/mL). The same was observed for hsCRP values (5.07+8.26mg/mL and
4.60+4.66mg/mL (p=0.73), respectively. High sensitive CRP values were significantly
associated with serum LDL levels; whereas PTX-3 was not related to clinical or
biochemical variables. Among these patients, IL-18 and IL-10 were not related with
clinical events, and showed no correlation with CRP or PTX-3 levels. In conclusion,
based PTX-3 showed important short variability on then results. PTX-3 were no marker
of advice outcome in patients with stable CAD, it correlate with other inflammatory
markers.
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Introduction

Atherosclerosis is widely accepted as a chronic inflammatory disease as a
number of ongoing inflammatory reactions occur in the vessel wall. Different studies
have suggested that increased levels of inflammatory markers are strongly related to the
occurrence of cardiovascular events, such as unstable angina, acute myocardial
infarction and death® 2.

The classical short pentraxin, C-reactive protein and serum amyloid P
component, are members of pentraxin family. The C-reactive protein is produced in the
liver as response to inflammatory mediators, most prominently interleukin-6. It has been
broadly considered to be a nonspecific but sensitive marker of acute inflammatory

response> 4 >'°

, and related with the atherosclerosis process.

Pentraxin-3 (PTX-3), one of the long pentraxins, can be produced by a variety of
cell types, mainly macrophages and endothelial cells, but not liver, upon exposure to
primary inflammatory signals, such as interleukin-1, tumor necrosis factor a, oxidized

low-density lipoprotein®*>°

, and seems to be more specific to reflecting the inflammatory
status of the vasculature. Recently, a group of investigators established a high sensitive
plasma ELISA assay for the detection of PTX-3 using monoclonal antibodies’. They
observe in a prior study that PTX-3 was a prognostic marker in patients with unstable
angina, however, PTX-3 levels were not significantly associated with prognosis in
patients with stable angina’.

Besides pentraxins, interleukins have been used to prognosis in patients with
coronary artery disease. Interleukin 18 is a proinflammatory cytokine and plays a central
role in the inflammatory cascade, because of its ability to induce interferon-y production

by T lymphocytes and natural killer cells® 012,
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However, the inflammatory cascade presents elements able to maintain the
delicate balance between pro and anti-inflammatory molecules, regulate the vascular
homeostasis and especially to maintain the vessel wall integrity. Interleukin 10 is an anti-
inflammatory cytokine. It is a major inhibitor of cytokine synthesis, suppresses
macrophage function and inhibits the production of proinflammatory cytokine. Elevated
levels of IL-10 may be associated with a better prognosis to patients with
atherosclerosis®® 3 14,

In this study we had the opportunity to describe levels of PTX-3 in clinically
stable patients with coronary artery disease (CAD); and to demonstrate the intra-assay
reproducibility and the stability of PTX-3 inter-assay within three months. The main

purpose of this study was to correlate PTX-3 values with other inflammatory markers

and their association with the incidence of cardiac events during 6-month follow-up.

Materials and Methods

Design
This was a prospective study rested into a cohort of outpatients diagnosed with
ischemic coronary heart disease, clinically stable and followed-up in a specialized clinic

of Hospital de Clinicas de Porto Alegre, Brazil.

Study Population

The population has been previously described®, and comprehend patients
enrolled at the HCPA Ischemic Heart Disease Clinic. A prospective cohort of 498

patients, we identified and randomly selected 131 individuals who had stored blood
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samples available. All patients had documented CAD, wich was defined by the presence
of at least one of the following factors: documented history of myocardial infarction,
surgical or percutaneous myocardial revascularization and lesion > 50% at least one
coronary artery assessed by angiography, or presence of angina and positive
noninvasive testing of ischemia. Patients who presented episodes of acute coronary
syndrome (ACS) or had been submitted to revascularization procedures for the last 3
months; that were suffering from any form of colagenosis, neoplasm, chronic renal
failure undergoing dialysis, or that were currently scheduled for any cardiac procedure
were excluded from this cohort.

The study was approved by the Instiutional Ethics and Research Committee, and

all the patients signed written informed consent.

Data collection and blood sample
All patients were recruited between 2003 August and 2004 October. Patients

have a standard, uniform, routine-based appointment, with a regular follow up interval
between visits vary from 3 up to 4 months. For the patients enrolled in the study, a
standard questionnaire was applied, and repeated in all the appointments.

Study Endpoints and follow-up

The patient cohort was regularly followed for the occurrence of clinical
outcomes, evaluated from until November of 2007. With a median follow-up of 34+9
months, the primary outcome of the study was death. We conducted a secondary
analysis where death from cardiovascular origin, hospitalization due to unstable angina
or myocardial infarction, hospitalization due to symptomatic cardiac failure and

cebrovascular accident were outcomes.
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Biochemical Analysis

In all patients peripheral blood samples were drawn within each appointment.
After centrifugation at 2000 rpm forl5 min, plasma samples were frozen and stored at
—-80°C until biochemical assessment. For this study, the first two consecutive plasma
samples were analized (1% sample and 2" sample).

The hsCRP levels were determined by Immuno-nefelometrics (Dade Behring,
Behring Diagnostic, Germany), with a coefficient of variation lower than 5%, with a limit
of detection less than 0.16 mg/I.

Sandwich enzyme immunoassay was performed for measuring concentrations
of plasma IL-10 ans IL-18 applying commercially available ELISA kits, Biosource
(California, USA); with a minimum detectable concentration of < 1 pg/mL (range of 7,8 -
500 pg/mL) and < 12,5 pg/mL (range of 15,6 - 1000 pg/mL).

Sandwich enzyme immunoassay was performed for measuring concentrations of
plasma PTX-3. The Human PTX-3 ELISA Kit with a minimum detectable concentration
of <0.1ng/mL (range 0.10 to 20 ng/mL) were donated by the Japanese Company
Perseus Proteomics Inc (Tokyo, Japan). The patient samples were analized in triplicate,
and a standard sample of plasma from patients of diverse ethnic (Italian and Japanese)
was used to calibrate the test.

The kits and controls were kept under the conditions specified by the
manufactur. A calibration curve based on PTX-3 calibrators of 0.5 to 20 ng/mL was
analyzed in duplicate and reproduce the standard curve. To test the intra-sample
reproducibility, we performed the samples and controls measures in triplicate and found
a variation coefficient average of 2.83% and 4.28% respectively, and a correlation
coefficient of 0,923 to samples and 0,935 to controls. The linearity of the kit response

was observed by the assessment of the correlation coefficients values obtained for the
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calibration curves. Based on the precision parameters was verified the kit quantitative
efficiency in the range of 0,1 to 20 ng/mL. Therefore, the PTX-3 ELISA kit has
demonstrated the expected sensitivity and specificity, and can be safely used to

characterize PTX-3 values in a different population of already studied.

Statistical analysis

The data were expressed as meanzSD. Differences between two groups were
analyzed by unpaired t test. All probability values were two-tailed, and values of less
than 0.05 were considered to indicate statistical significance. The Cox regression was
used to predict value from several variables over this cohort monitoring time. The
Pearson correlation was used to different markers. Kaplan-Meier curve were used to
evaluate cardiac events stratified by PTX-3 levels. Coefficient of variation (CV) equals
the SD divided by the mean value and represents a statistical measure of the dispersion
of data points in a data series around the mean, allowing for the calculation of an intra-
assay precision. All confidence intervals were calculated at the 95% level.

All data were analyzed using SPSS 16 (SPSS inc., Chicago,lllinois, USA).

Results

Patient characteristics
Baseline characteristics of he 131 patients with stable CAD are present in Table
1.The mean age was 61lyears, the majority was male (60%), with a hight incidence of

risk factors and different initial clinical manifestation of atherosclerosis disease.
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Correlation between PTX-3 and inflammatory markers

We did not observed significant correlation among levels of PTX-3 and others
biomarkers as show the table 2. Levels of PTX-3 in the first dosage were similar to the
second one, with a median interval of 119 days (1% 3.45; 2"%: 3.84 ng/mL Figure 1) CV
of 0.6. The same was observed with CRP levels (4.89 and 4.72 mg/mL respectively) CV
of 1.45. The Pearson correlation between the two samples was stronger for CPR than

PTX-3, though both of then were significant (r=0,603 e r=0,356; p<0,001).

Association of PTX-3 and CRP with cardiovascular ri sk factors and events

We not found association between levels of PTX-3 and cardiovascular risk
factors when compare the clinical characteristics among patients with median PTX-3
(3,19 ng/mL). But, when compare with the median CRP (2,28 mg/dL), we observed
patients that levels above CRP median had elevated levels of LDL; either the left
ventricular ejection fraction. The others risk factors do not present relation.

During the study follow-up there was happened 26 cardiovascular events (5
MI, 2 AVC, 13 UA, 5 hospitalization due to symptomatic cardiac failure), 6 deaths and
4 cardiovascular deaths. After a segment of 47427 months, we not observe a
significant difference in the level of inflammatory markers among patients who have or

not cardiovascular event (Table 4).

Kaplan-Meier survival curve for cardiac events stra  tified by PTX-3 levels

According to the Kaplan-Meier survival analysis, PTX-3 levels was not were

used to evaluate independent effect of each serum marker on the incidence of major



adverse cardiovascular events (cardiovascular death, new episode of ACS, and need for

unplanned revascularization).

Discussion

The structural and functional similarity to the classic diagnostic CRP has given
impetus to efforts aimed at assessing the usefulness of PTX-3 as marker in diverse
human pathological conditions. Unlike CRP that is made in the liver and induced
primarily by IL-6, PTX-3 may represent a rapid marker for primary local activation of
innate immunity and inflammation. The general characteristic emerging from studies on
PTX-3 blood levels in human pathology is the rapidity of its increase compared to CRP®.

There are several evidences link PTX-3 to ischemic heart disorders. The PTX-3
levels are induced in vascular smooth muscle cells by atherogenic modified LDL and are
present in human atherosclerotic lesions® 3. This levels increase rapidly in acute
myocardial infarction, reaching a peak at around 7 h after the onset of symptoms,
although patients with stable coronary artery disease have not submitted variation
compared to healthy subjects, in a Japanese cohort evaluated.

This study is the first one to test a PTX-3 ELISA kit (Perseus Proteomic Inc.,
Tokyo, Japan) in a Brazilian population by patients with stable ischemic cardiopaty. Our
population showed greater levels of PTX-3 and CRP than described in the Japanese
population, possibly because it is composed of individuals with worse CAD. We did not
observe difference when compared patients with and without events. However, our
finding is in agreement with some studies that report have not observed a significant
difference between levels of CRP in patients with stable angina and individuals without
coronary artery disease®® *" *® 19 we found, for PTX-3, a single study that quickly

relates its behavior in patients with stable angina. Inoue et al. (2007) reported levels of
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PTX-3 around 1,98 ng/mL to healthy volunteers and 3,04 ng/mL to patients with stable
angina, data that do not express statistical significance’.

As well as Inoue et al. study’, when we comparing the clinical characteristics
among patients according to the PTX-3 median (3,19 ng/mL), we not found association
between PTX-3 levels and cardiovascular risk factors. It can be explained by activation
means of the PTX-3 production, which needs exacerbated tissue damage or
inflammatory conditions to reach its liberation peak, as seen in acute cases of CHD.
Interesting, in this study CRP levels were related to high levels of serum LDL. Either the
left ventricular ejection fraction, but the others risk factors do not present relation with
PTX-3. It is known that the CRP production occurs mainly in the liver tissue in response
to IL-6 and TNF stimuli. This protein is responsible for the cascade activation which
regulates the inflammatory processes, and was associated with traditional risk factors,
such hypertension’s, diabetes’ and dyslipidemia’s. Is not established why it is not PTX-3
associated with CHD risk factors, including cholesterol levels. Some hypothesis can be
lifted, as a study power failure in the identification of associations of small magnitude or
interference of previous drugs use in this cohort, such as statins and anti-platelet
aggregates.

Also, we note a possible instability in the PTX-3 levels between the same
individual samples. It is shown by a low reproducibility between the first and second
PTX-3 dosage (r = 0.35), which represents approximately 3 months. We find, to CRP,
around 60% reproducibility, the same of others studies® %2. However, Bogaty (2005) in
his study of the CRP fluctuation levels in patients with stable CHD raises the possibility
that the inflammatory profile of individuals with apparently stable ischemic heart disease
may be more dynamic than generally assumed, and more complex than a relatively

static inflammatory?.
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Despite the inflammation cascade inter-relate different stimuli, cytokines and
responses, the correlation between inflammatory markers is not consistent. In this study,
as described by Peri (2000) and Latini (2004), CRP levels had little association with IL-

10 and IL-18 without statistical significance®® %

Studies that show a stronger
association with CRP and others biomarkers usually involved individuals in the acute
phase of events, where the inflammatory mechanisms are more active.

During the study monitoring, we observed 38 cardiovascular events and 6
deaths, however, after the follow-up, no significant difference was observed in the
inflammatory markers values among individuals who developed or not cardiovascular
events. This can be directly related to the time variation between collection samples and
the event. Thus, we suggest that high PTX-3 PCRus and IL-18 levels are present only
closer to the acute event, without relationship with clinically stable patients. Ideally,
studies that collected blood aliquots at other moments may be useful to evaluate the

temporal relationship between markers plasma levels changes and occurrence of

coronary events.

Study limitation

Taking into account that the samples used for determination of inflammatory
markers were identified and selected randomly from blood samples already available in
storage, our results may not have shown an increase in inflammatory markers levels
regarding the events presence because of a large time interval between the blood
sample collection and the occurrence of the events. Moreover, we analyze a small
sample of individuals, and both of them have serious illness. The homogeneity of the
sample may limit the identification of significant differences between PTX-3, events and

risk factors.
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Conclusion
In this sample of Brazilians patients, with stable CAD, PTX-3 and CRP levels
were higher than in Japanese populations. PTX-3 levels were not predictive of cardiac
events or risk factors for coronary artery disease. Surprisingly, PTX-3 had a low intra-
individual reproducibility within a 3-month period. PTX-3 ELISA kit demonstrated the

expected sensibility and sensitivity.
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Table 1. Clinical characteristics (n=132)

Variable N° (n=132) % or
or Mean SD

Age 61 +10
Male 80 60%
Hypertantion 106 80%
Diabetes mellitus 54 43%
Smoking habit

Never 49 37%

Current 23 17%

Ex 60 46%
Prior dyslipidemia 86 75%
Serum glucose, mg/dL * 123 +40
Serum LDL, mg/dL * 121 +38
Inicial clinical manifestation

Stable Angina 41 36%

Unstable Angina 29 25%

Myocardial Infarction 65 49%

Heart Failure 4 3,5%

Cerebrovascular disease 5 1%
Percutaneous coronary intervention 27 21 %
Myocardial revascularization surgery 18 14%

* Average of the first 3 monitoring dosages, equivalent to the first year for most cases.
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Table 2. Pearson correlaction among first inflammatory markers dosage.

Marker PTX-3 CRP IL-10 IL-18
PTX-3 1 -0,00005 (p=0,99) 0,124 (p=0,16) _ -0,010 (p= 0,91)
CRP  -0,00005 (p=0,99) 1 0,038 (p=0,66) 0,079 (p= 0,37)
IL-10 0,124 (p= 0,16) 0,038 (p= 0,66) 1 0,155 (p= 0,07)
IL-18 -0,010 (p= 0,91) 0,079 (p=0,37) 0,155 (p=0,07) 1
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Table 3. Association of PTX-3 with cardiovascular risk factors.

PTX-3 low PTX-3 rigth

Variable P

< 3,19 ng/mL > 3,19 ng/mL

Age 61+ 9 61+ 11 0,97

Male 38 (57%) 42 (64%) 0,59

Hypertation 50 (76%) 56 (85%) 0,27

Diabete Mellitus 26 (48%) 28 (52%) 0,86

Smoking habit 0,62
Never 22 (33%) 27 (41%)

Ex 31 (47%) 29 (44%)
Current 13 (20%) 10 (15%)

LDL cholesterol 0,006
< 100 mg/dL 24 (38%) 27 (41%)
100-130mg/dL 15 (24%) 27 (44%)
> 130 mg/dL 24 (38%) 10 (15%)

LDL initial mean, mg/dL 126 +42 116 £33 0,13

Serum glucose, mg/dL 118 £29 128 +48 0,13

Systolic blood pressure 135+15 134 +16 0,75

Fraction of left ventricular ejection 55+17 57 13 0,52

Ventricular dysfunction 21 (32%) 17 (26%) 0,56

Unstable Angina 16 (27%) 13 (23%) 0,67

Prior myocardial infarction 31 (47%) 34 (52%) 0,73

Clinical comorbidities 0,21
No 34 (52%) 44 (67%)

1 20 (30%) 14 (21%)
>2 12 (18%) 8 (12%)
Drugs in use
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Anti-platelet agregante 63 (95%) 64 (97%) 0,65
Statin 55 (83%) 56 (85%) 0,81
i-ECA 48 (73%) 52 (79%) 0,42
Beta blocker 54 (82%) 60 (91%) 0,13

Data expressed as n (%) and mean + Standard deviation (SD).
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Table 4. Inflammatory markers values in accordance with the occurrence of

cardiovascular events(n=131).

Inflammatory markers Without events (n=105) With events (n=26) P

Baseline PTX-3 3,49+1,94 3,48+2,33 0,982
Following sample PTX -3 3,87 +2,38 3,77 +2,28 0,814
Baseline CRP 5,07 = 8,26 4,60 + 4,66 0,737
Following sample CRP 4,53 +7,03 5,06 £ 6,57 0,694
IL-10 551+4.31 5,98 + 3,92 0,564
IL-18 292,91 +£ 105,21 332,16 + 205,12 0,154
Ratio IL-18/IL-10 137,2 +333,2 74,1+78,3 0,089

7
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Figure 1. PTX-3 individual values of first and second sample, (mean + SD).
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Anexo |

TERMO DE CONSENTIMENTO INFORMADO
AUTORIZAGAO PARA PARTICIPAR DE UM PROJETO DE PESQUI SA

ESTUDO: VALOR DE MARCADORES INFLAMATORIOS SERIADOS NA
PREDICAO DE EVENTOS CORONARIANOS AGUDOS EM PACIENTES COM
CARDIOPATIA ISQUEMICA ESTAVEL.

O Sr. (a) esta sendo convidado (a) a participar de um protocolo de pesquisa. Este
protocolo visa obter maior conhecimento a respeito de novos métodos prognésticos, 0s
marcadores inflamatorios, para avaliacdo de pacientes com cardiopatia isquémica
(infarto ou angina).

Apos a assinatura deste termo de consentimento, o Sr., a cada trés meses, sera
solicitado a coletar uma amostra de sangue conforme suas possibilidades e as

possibilidades do servico onde o exame seré realizado.

1. EXPLICACAO DOS PROCEDIMENTOS

Apb6s o senhor(a) ser selecionado, sera aplicado um questionario padronizado para
coleta de dados. Depois de responder o questionario, sera realizada uma puncdo
venosa com agulha para retirada de sangue. A partir disso, o Sr. sera solicitado a
comparecer em visitas peridédicas separadas por trés meses, em que serao realizadas
novas retiradas de amostras de sangue. Esse sangue serd armazenado em um freezer
para posterior andlise.

2.POSSIVEIS RISCOS E DESCONFORTOS

O desconforto é de uma coleta de sangue comum ocasionada pela introdugéo da
agulha na veia. Os riscos de complicacdo dessa coleta de sangue sdo minimos e
relacionados, principalmente, hematomas por extravasamento de sangue e
inflamacdes no local.

3.  POSSIVEIS BENEFICIOS DESSE ESTUDO
N&o é esperado nenhum beneficio direto para o pacie nte, pois € um
trabalho observacional e o Sr(a) ja estdo em acompa  nhamento no ambulatério de
cardiopatia isquémica. Contudo, espera-se um benefi cio para este tipo de

paciente com a concluséo do trabalho, pois poderemo S ter mais um parametro
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(no caso os marcadores) para melhor poder avaliar p  acientes com a mesma

condic¢éo clinica que o Sr(a).

Além disso, os resultados deste estudo poderdo contribuir na evolucdo de
métodos prognoésticos nao invasivos, melhorando a pratica médica e oferecendo

menos efeitos adversos aos pacientes.

4.EXCLUSAO DO ESTUDO

O investigador responsavel pode exclui-lo(a) do estudo sem seu consentimento
guando julgar necessario para 0 melhor encaminhamento do seu caso ou se nédo
cumprir o programa estabelecido.

5.COBERTURA

Sua participacgédo é voluntaria. Nao ha quaisquer dnus ou gratificacfes referentes a sua
participacdo neste estudo.

6. DIREITO DE DESISTENCIA
O senhor(a) podera desistir de participar do estudo a qualquer momento. Sua

decisdo de nédo participar ou de deixar a pesquisa depois de iniciada ndo afetara
atendimentos futuros nos hospitais participantes nem trara prejuizos ao senhor(a). No
caso de duavidas ou dificuldades relacionadas a pesquisa o Sr(a) podera entrar em
contato com um dos investigadores, Dra. Carisi A Polanczyk ou Dr. Paulo Vicente S.
Camargo, pelos telefones: 33168344, 33168671.

7.SIGILO

Todas as informacdes obtidas através deste estudo, bem como o prontuario hospitalar
podem ser publicados com finalidade cientifica, mantendo-se o sigilo pessoal.

8. CONSENTIMENTO

Declaro ter lido — ou me foram lidas — e entendido as informacdes acima antes de
assinar esse formulario. Foi-me dada ampla oportunidade de fazer perguntas,
esclarecendo plenamente minhas duvidas. Por este instrumento, tomo parte,
voluntariamente, no presente estudo.

Assinatura do paciente..........cccceei i,

T ESIEIMUNNAL ...t e s

[ g1 (23Y/ 53 = Lo o] S
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Anexo |l
VALOR DE _MARCADORES INFLAMATORIOS SERIADOS NA PREDI CAO
DE__EVENTOS CORONARIANOS AGUDOS EM PACIENTES COM
CARDIOPATIA ISQUEMICA ESTAVEL .

Data: Coleta No. — (CPIL.MI) No. Prontuario

1. Identficagcdo -

Nome: Idade: DN: Sexo: ()M (2) F
Endereco: Telefone:

2. Sintomas Atuais (Ultimos 3 meses)
Dor / desconforto toracico : Classe Funcional NYHA

(1) Classe | (5) Claudicagéo intermitente: metros
(2)Classe I (6) Edema Msls () pé () tornozelo () joelho ( )coxa
(3) Classe lll (7) Outros:

(4) Clase IV

HDA

3. Diagnéstico/ Novos Eventos Cardiovasculares

(1) Angina Estavel: Data:

(2) Angina Instavel: Data: 1 (4)IAM: Data:

(3) Outros diagnosticos 2 (5) Reinfarto: Data:
(3a) ICC Classe NYHA: ( 5a ) lateral alto
(3b) Arritmias: ( 5b ) anterior
(3c) Valvulopatias: ( 5c ) septal

(
(

5f ) lateral
5g ) ant. extenso
5h ) antero-septal

e T N Y

(3d) Eventos 5d ) inferior 5i ) ndo-Q
Tromboembdlicos: 5e ) posterior 5j ) VD
(3e) AVC/AIT: ( 3f) Outros:
(6) Internagdo Data: Local: (7 ) Morte — causa mortis:
(6a) Por outras causas: (8) Emergéncia Data: Local:
4. Procedimentos / Novos Procedimentos (a) CD (b) DA (c) Cx (d) Mg (e)Dg
(1) CAT diagnostico: Data: Vasos: (4) CRM: Data: Vasos
(2) ACTP/ Stent: Data: Vasos: N° de pontes: (4.1) Safena (4.2) Mamaria (4.3
) outras
(3) trombolitico Data: (5) outras:
( 6) ndo soube informar
5. Historia Mérbida Pregressa (Atual e nos Ultimos 3 meses)
(1) Doenga Reumatoldgica: (7) Ulcera Péptica:
(2) IVAS/Gripe: (8) DPOC:
(3) Doenga Vascular Periférica: (9) Neoplasias:
(4) Doencga Cerebrovascular: (10) Doenga Renal:
(5) Doenga Hepatica: (11) Outras:
(6) Doenca da Tiredide:
6. Fatores de Risco Referidos TD = Tempo de Doenga
(6) Atividade fisica regular: ( horas/ semana)
(1) DM TD (2) HAS TD (6a)Nao (6b)1-3 (6¢c)4-6 (6d) >6
(3) Dislipidemia ( 3a )Hipercolesterolemia ( 3b) (7) Histéria de Tabagismo:
Hipertriglic ( 3c ) desconhecido Tempo uso: Cig/ dia:_____ Tempo
(4) Histéria familiar de ClI: abandono:
(4a) Pais (4b)Irmdos (4c) Avos Idade (7a) Tabagismo Atual: Cig/ dia:_____

(8) Bebida alcodlica — quantidade (doses/semana):
(5) Obesidade - IMC

7. Medicacdo em Uso (droga e dose) (13) nado sabe
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(1) Antiplaguetério:
(2) IECA:
(3) Antagonistas Calcio:
(4) Nitratos:
(5) B-blogueador:
(6) Diuréticos:
(7)) Antiarritmicos:
(8) Anticoagulante Oral :
(9) Hipolipemiantes:
(10) Antidiabéticos:
(11) TRH:

(12) Outros:

(14 ) Uso: (14a) regular (14b) irregular = Motivo: (14ba) preco (14bb)
esquecimento (14bc) orientacdo médica inadequada (14c ) Efeitos Adversos das

Drogas:

8. Laboratoério

Glic. Hb Frutosamina Col. Total Col. HDL Col. LDL Triglicerideos
Jejum Glicosil.

Data

Valor

EXAME FISICO:

1. Geral

PA 1: / mmHg PA2: / mmHg Freq.Cardiaca: bpm

Peso: Kg Altura: cm IMC: Cintura: cm  Perimetro Braquial: cm

2. Sistema Cardiovascular

(1) Turgéncia jugular a 45°

(2) Refluxo hepatojugular

(3) Sopro carotideo (3a ) Dir (3b) Esq
ACV: (4)RR (5 )RI (6 )Bs (7)Ba

Sopro cardiaco: (8) Nao (9) Sim

3. Sistema respiratorio
Ausculta pulmonar :
AP: (1) Normal (2) Crep. Basais (3 ) Outro
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5. Extremidades

(1) Edema de Membros Inferiores + 4+

(2) Aquecidas, perfundidas
(3) Pulsos Palpaveis — (3 a) Sim
(4) Outros:

(3b) Nao

Retorno:



