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RESUMO

Introdugio: As sindromes coronarianas agudas sfo eventos que pontuam a evolugdio da
doenca aterosclerdtica coronariana, associados ‘a elevada morbidade e mortalidade. Embora
muito se tenha avangado em relacdio ao conhecimento de sua fisiopatologia, diagnostico,
prevengio e tratamento, os mecanismos bésicos envolvidos na fisiopatologia destes eventos
permanecem apenas parcialmente esclarecidos. A instabilizacdo e ruptura da placa
aterosclerdtica coronariana tem sido apontada como um dos principais mecanismos
envolvidos na fisiopatologia destas sindromes, e a possibilidade de um componente
imunoinflamatorio associado a este processo vem sendo investigada por diversos autores.
No entanto, embora estudos experimentais sustentem esta hipdtese, estudos clinicos neste
contexto sdo ainda inconclusivos e contraditorios.

Objetivos: Caracterizar o perfil da ativagdo do processo inflamatorio desencadeado
localmente na circulacdo coronariana em associagio & instabilizacdo da placa
aterosclerdtica nas sindromes coronarianas agudas.

Métodos: Foram selecionados pacientes encaminhados para cineangiocoronariografia
diagnostica, sendo estes divididos em trés grupos de acordo com sua classificacdo clinica e
avaliagdo cineangiocoronariografica. O grupo 1 foi composto por 8 pacientes (média de
idade + EP 57 + 9 anos) com dor tordcica e artérias coronarias epicardicas sem lesdes
identificadas na cineangiocorondriografia (coronarias normais). O grupo 2 foi composto por
14 pacientes (média de idade + EP 56 + 11 anos) com quadro clinico de angina estavel com
lesdo aterosclerdtica coronariana (angina estavel). O grupo 3 foi composto por 18 pacientes
(média de idade + EP 62 + 10 anos) com quadro clinico de angina instavel e lesfo
coronariana significativa (angina instdvel). Foi realizada coleta de sangue do seio coronério
e periférico durante a cineangiocoronariografia para dosagem plasmatica através do método
ELISA dos mediadores inflamatorios fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a), interferon-
gama (IFN-y), receptor soluvel de interleucina 2 (IL-2sR) e molécula de adesfio da célula
vascular tipo 1 (VCAM-1).

Resultados: A distribuicdo de idade, sexo, fatores de risco para doenga arterial coronarina,
uso de medicac¢fo com agfo sobre o sistema cardiovascular e nimero de artérias corondrias
comprometidas por lesdo (angina estdvel e angina instavel) foi semelhante entre os grupos,
exceto para menor prevaléncia de pacientes com dislipidemia no grupo 3 (angina instavel) e
menor prevaléncia de lesdo em trés vasos no grupo 2 (angina estavel). Nédo foi detectada
elevagdo da concentragdo plasmatica média de TNF-o, [FN-ye IL-2sR tanto no seio
corondrio como na periferia nos trés grupos estudados. A concentragfo plasmatica média da

VCAM-1 foi elevada nos trés grupos, sendo a média + EP em cada grupo: grupo de
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coronarias normais (periférico = 2307,12 + 295,74 ng/ml; seio corondrio = 189837 +
303,55 ng/ml), grupo de angina estavel (periférico = 1571,00 + 214,12; seio coronario =
1415,50 + 221,05 ng/ml) grupo de angina instavel (periférico = 1698,11 + 171,66 ng/ml;
seio coronario = 1670,77 + 248,11 ng/ml). Ndo houve diferenca estatisticamente
significativa entre os trés grupos, nem entre os valores de seio corondrio e periférico dentro
de cada grupo.
Conclusdo: Neste estudo ndo foi demonstrado um padrdo imunoinflamatério associado
com o desenvolvimento de sindrome coronariana aguda, pelo menos a julgar pelos
marcadores analisados. Os niveis plasmaticos elevados da VCAM-1, um indicador de
ativagio do endotélio vascular, foram similares entre os trés grupos e tanto em seio
coronario como na periferia. Especulamos que este achado possa representar isquemia
miocardica subjacente nestes pacientes, ndo contemplada pela classificagdo clinica corrente

da doenca arterial coronariana.

Palavras-chave: doenga aterosclerdtica coronariana; inflamacfo; moléculas de adesfo.
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ABSTRACT

- ,Background The developmem Of acute Coronal‘y 5yndr0m€§ 1S aSSOClatGd Wlth hlgh

_ morbidity and mortality within the spectrum of coronary artery disease. Although much was

. '1eamed on its pathophysiology, diagnosis, prevention and management, the basic

- , ‘mechamsms underlying these events remain only partially understood. Rupture and plaque

- "mstabihzatmn are thought to play an important role in the development of acute coronary

. 'syndromes and the possibility that an immunoinflammatory process could be associated is

’ ,cun‘enﬂy under intense investigation. Several experimental studies do point to this direction

. . "albelt few clinical studies available in this field are still inconclusive and controversial.

. /;Oh]ectlves To characterize the pattern of immunoinflammatory activation originated
pnman}y in the coronary circulation associated with the development of acute coronary
SYﬁ&TOmES‘
. Methcds§ Patients referred for diagnostic cardiac catheterization were studied and divided
in to three groups according to their clinical status and coronary anatomy. Group one
~ consisted of eight patients (mean age 57 + 9 SE ) presenting with chest pain without
significant epicardial coronary artery lesions on coronary arteriography (NC). Group two
consisted of fourteen patients (mean age 56 + 11 SE) presenting with stable angina and
~ significant coronary artery lesions (SA). Group three consisted of 18 patients (mean age 62
+ 10 SE) presenting with unstable angina and coronary artery lesions (UA). Blood samples
were drawn from the coronary sinus (CS) and a peripheral venous site (P) at the time of
cardiac catheterization to measure by ELISA plasma levels of inflammatory markers such
as tumor necrosis factor-o (TNF-a), interferon-y (IFN-y), soluble receptor for interleukin-2
(IL-2sR) and soluble vascular adhesion molecule-1 (VCAM-1).
Results: Sex, age, risk factors for coronary disease, use of cardiovascular medications and
coronary anatomy (SA and UA) were similar among the groups studied, except for a lower
prevalence of dyslipidemia in the UA group and lower prevalence of three vessel disease in
the SA group. Levels of TNF-q, IFN-y and IL-2sR were within the normal range in the
three groups, both in CS and P samples. Plasma levels for VCAM-1, however, were
elevated in the three; groups: CN group P = 2307,12 + 295,74 ng/ml, SC = 1898,37 +
303,55 ng/ml; SA group P = 1571,00 + 214,12 ng/ml, SC = 1415,50 + 221,05 ng/ml; UA
group P = 1698,11 + 171,66 ng/ml, SC = 1670,77 + 248,11 ng/ml. There was no

statistically significant difference among the groups and within each group regarding CS an
P sites for the VCAM-1 levels observed.
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Conclusions: In this study we could not demonstrate an immunoinflammatory pattern
associated with the development of acute coronary syndromes, at least as judged by the
markers we chose to examine. The elevated levels observed for VCAM-1, an indication of
vascular endothelial activation, were similar among the three groups and in the CS and P
sites. We speculate that this finding may represent subjacent myocardial isquemic burden
present in these patients not contemplated by current clinical classification of coronary

artery disease.

Key words: Coronary artery disease; inflammation; adhesion molecules.



ABREVIATURAS

LDL: lipoproteina de baixa densidade

HDL: lipoproteina de alta densidade

VCAM-1 molécula de adesdo da célula vascular tipo 1
ICAM-1 molécula de adesfo intemeluiar tipo 1
1L-1 interleucina 1

TNF-a fator de necrose tumoral alfa

MHC complexo maior de histocompatibilidade
IL-2R receptor de interleucina 2

PDGF fator de crescimento derivado de plaquetas

FGF fator de crescimento de fibroblastos
IL-2 interleucina 2

IL-2sR receptor soltvel de interleucina 2
CPK-MB creatina fosfoquinase fragdo MB

CN coronarias normais

AE angina estavel

Al angina instavel

EDTA acido etilenodiamino tetra-acético
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INTRODUCAOQO
1- Doenca Aterosclerética das Artérias Coronarias

1.1- Incidéncia

A doenga aterosclerética das artérias coronarias representa um dos principais focos
de atenco da cardiologia atual devido ao grande impacto produzido por suas manifestagSes
na morbidade e mortalidade das populagBes em geral. Embora nas Gltimas décadas grandes
avangos tenham sido feitos no conhecimento de sua fisiopatologia, diagndstico, tratamento
e prevencdo, a aterosclerose coronariana ainda € a principal causa de morte entre individuos
adultos nos paises ocidentais (1).

Estima-se que cerca de 1,5 milhdo de infartos agudos do miocardio ocorram
anualmente nos Estados Unidos, e que pelo menos 500.000 destes infartos resultem em
morte (2). No entanto, a terapia trombolitica, considerada como um dos maiores avangos
~ terapéuticos para o infarto agudo do miocardio, previne apenas 5% das mortes agudamente,
uma vez que, a maioria destas mortes ocorre subitamente antes que qualquer tratamento
possa ser administrado (3). No Brasil, as doengas cardiovasculares representam um terco de
todas as mortes (34% em 1990). Embora a informacfio epidemiol6gica para todo o Brasil
seja incompleta, existem dados de vérias regides e cidades. Por exemplo, no estado de Séo
Paulo, entre 1970 e 1992, a taxa de mortalidade por doencas cardiovasculares ajustada para
a idade, diminuiu 33,6% em homens e 40,6% em mulheres. Apesar deste fato, as taxas de
mortalidade cumulativa por doencga cardiovascular para pessoas entre 45 e 64 anos de idade
em S#o Paulo, Curitiba, Porto Alegre e Rio de Janeiro sfo mais elevadas que no Reino
Unido e quase tdo eTevadas como na Europa do Leste. A morte por infarto agudo do
miocéardio em homens de 35 a 44 anos de idade em todo o Brasil é trés vezes maior que nos

Estados Unidos e Canada (4).



Estes fatos demonstram que um melhor entendimento da fisiopatologia das
sindromes coronarianas agudas pode contribuir para prevengéo e tratamento mais efetivos

destes graves eventos.

1.2- Fatores de risco

Os fatores de risco para aterosclerose tém sido identificados em estudos
epidemioldgicos que relacionam sua presenca com a incidéncia da doenga clinicamente
manifesta (5). Entre os fatores de risco modificaveis os mais consistentemente associados
ao aumento da incidéncia da doencga aterosclerética coronariana e de suas seqiielas sdo
hiperlipidemia, hipertenséo arterial sistémica, habito de fumar e diabete melito (6). Idade,
sexo e historia familiar estdo entre os principais fatores de risco ndo modificaveis
associados a cardiopatia isquémica (7) .

Os lipidios da dieta sfio considerados como um dos mais importantes agentes
ambientais da aterosclerose. No entanto, a contribuicfo especifica do colesterol, gorduras
saturadas, gorduras polinsaturadas e trigliceridios totais na aterosclerose ainda nfo esta
totalmente esclarecida. Estudos recentes tém demostrado associacdo entre os niveis
plasmaticos de colesterol e a incidéncia e prevaléncia de doenga das artérias corondrias em
determinadas populagdes (8, 9). Além disso, a reducdo do colesterol através da modificago
de habitos alimentares ou através de medicamentos, tém trazido resultados positivos na
redugfo da aterosclerose e suas seqiielas em alguns estudos (10, 11). No entanto, a grande
variacdo individual entre a ingesta de gorduras na dieta, o colesterol plasmaético e as
manifestagdes clinicas relacionadas iguais concentragdes plasmaticas de colesterol,
sugerem que o colesterol da dieta afete 4 incidéncia da aterosclerose nfio apenas pelo seu
valor absoluto, mas também por alteracdo do perfil das lipoproteinas plasmaticas e,
possivelmente, pela alteragdo estrutural ou funcional destas lipoproteinas (12).

O aumento do colesterol na dieta geralmente resulta no aumento da concentragfo

plasmatica da lipoproteina de baixa densidade (I.LDL) com uma menor elevacio da



Jipoproteina de alta densidade (HDL) (13). Embora o papel destas duas lipoproteinas na
aterogénese nfo seja completamente entendido, a elevagdo da HDL parece ser protetora,
enquanto a elevagdo da LDL parece ser adversa. As modificagdes estruturais e bioquimicas
da LDL, principalmente por sua oxidagio, parecem desempenhar um papel fundamental no
potencial aterogénico desta particula (12). A forma pela qual estas alteragbes no
metabolismo das gorduras afeta o desenvolvimento da aterosclerose a nivel celular e
molecular permanece apenas parcialmente elucidada. O aumento da  concenfragio
plasmatica da molécula de adesdio da célula vascular tipo 1 (VCAM-1) em pacientes
dislipidémicos e a indugéio da expressdo desta molécula nas células endoteliais em modelos
experimentais de dislipidemia tém sido identificado como um dos pdssiveis mecanismos
pelos quais as lipoproteinas participam da formagfo das lesSes ateroscleréticas (14).

A influéncia da elevacio dos niveis presséricos sobre a formacdo da lesido
aterosclerotica € pouco entendida. A hipertrofia das células musculares lisas da média e a
hiperplasia intimal ocorrem em modelos animais de hipertensfo experimentalmente
induzida e em artérias de individuos com hipertensfo, sugerindo uma interrelacdo entre os
mecanismos que induzem a proliferagdio muscular lisa e a contracdo muscular lisa (15).
Neste sentido, angiotensina I, fenilefrina, serotonina e endotelina I, elementos presentes na
hipertens@o arterial sistémica, parecem ser capazes de estimular a proliferacdo de células
musculares lisas (12). Estudos multicéntricos de redugdo farmacoldgica da pressdo arterial
sistémica evidenciaram uma redugdo de 21% na mortalidade para todas as causas
vasculares e de 14% no grupo de pacientes randomizado para uso de medicamentos
(diuréticos e beta bloqueadores) (16). No entanto, esta redugfio de 14% em relagfo a
cardiopatia isquémica ndo € o resultado esperado a partir das projecBes da associagfo de
risco entre hipertensdo arterial sistémica e cardiopatia isquémica. Este fato tém sido
atribuido, pelo menos em parte, aos efeitos adversos das drogas utilizadas para tratamento
da hipertenséo arterial sistémica sobre a tolerdncia a glicose, nivel plasmatico de lipidios e

resisténcia a insulina (17).



O diabete melito tem sua associa¢fo com o aumento da incidéncia da aterosclerose
bem estabecida (18). No entanto, existe pouca informagdo sobre a base celular das
alteragdes que ocorrem 1o diabete e as interacBes responsaveis pela formagdo da lesdo
aterosclerotica. Estudos desenvolvidos por Guillausseau e colaboradores, demonstraram
que plaquetas de pacientes diabéticos liberam maior quantidade de fator de crescimento
derivado de plaquetas do que as plaquetas de individuos nfo diabéticos (19). Além deste
fato, os produtos de glicosilagdo avancada que acumulam-se nos tecidos de pacientes
diabéticos podem ser responsaveis por alteragGes celulares que induzem aterogénese.
Estudos experimentais demonstraram que tais produtos podem, por exemplo, ser
quimiotaxicos para mondcitos in vitro (20). Além disso, a hiperinsulinemia, achado comum
em pacientes diabéticos, pode potencializar, pelo menos in vifro, o efeito pmliférat:ivo dos
fatores de crescimento e estimular a captagdo da LDL pelas células musculares lisas, bem
como, aumentar a sintese de colesterol (21). Talvez a relativa falta de dados mais concretos
sobre a associagdo entre doenga aterosclerética e diabete seja devida, pelo menos em parte,
a dificuldade em se desenvolver modelos experimentais de diabete melito adequados para o
estudo da aterosclerose.

O héabito de fumar estd epidemioldgicamente associado ao aumento da incidéncia de
aterosclerose (5). No entanto, os eventos celulares e moleculares associados ao uso de
cigarros sdo ainda essencialmente desconhecidos. O aumento dos radicais livres de
oxigénio no plasma, a diminui¢do do nivel sérico da LDH e alteragdes dos fatores de
coagulacdo em fumantes, tém sido propostos como possiveis estimuladores da formagéo de
lesdes aterosclerdticas nestes individuos (22). Como no diabete, nfo existe um modelo
animal satisfatorio para o estudo desta associago.

Embora a forma pela qual os fatores de risco promovam a formagdo da lesdo
aterosclerética ainda nfo esteja completamente elucidada, estudos recentes demonstrando

disfun¢fo endotelial associada & dislipidemia, diabete melito, hipertensio arterial sistémica



¢ habito de fumar, sugerem que a disfungdo endotelial possa constituir-se em evento inicial

comum a estes fatores de risco em relagfo 4 génese da aterosclerose (15, 20, 23, 24).

1.3- Classificacfio clinica da doenga aterosclerética coronariana

O espectro clinico da doenga aterosclertica das artérias corondrias ¢ abrangente,
envolvendo desde quadros com sintomas indefinidos ou ausentes, até quadros com
sintomas pronunciados e agudos. Estas manifestagdes clinicas sio tardias em relagdo ao
inicio da doenga, que evolui silenciosamente por décadas (6). Entre estes quadros clinicos,
sdo de particular interesse a angina estdvel e as sindromes coronarianas agudas
representadas pela angina instavel, infarto agudo do miocardio e morte stbita.

A angina estavel tem sido classicamente caracterizada pela presenca de dor ou
desconforto no toérax e areas adjacentes, causada por isquemia miocardica e associada a
distirbio da fun¢8o miocardica, porém sem necrose do miocardio (25). O limiar e a duragio
da dor sdo geralmente previsiveis. Estimulos que aumentem a demanda de oxigénio para o
miocéardio, tais como exercicio ou estresse emocional, tipicamente induzem o sintoma. No
entanto, outros mecanismos podem contribuir para indugfio de isquemia na angina estavel,
tais como vasoconstrigdo e trombose sobrepostas 4 lesfio coronariana (26). Além disso,
episodios de isquemia assintomdaticos em pacientes com angina clinicamente estavel, tém
sido descritos durante monitorizagdo destes pacientes com eletrocardiograma ambulatorial
@27N.

) A angina instavel compreende uma variedade de apresentacdes clinicas associadas a
graves episodios de isquemia miocardica com potencial evolugdo para necrose do musculo
cardiaco. Estes episédios sfo causados por obstrugdo do fluxo corondrio produzida por
diferentes mecanismos fisiopatologicos, incluindo ruptura de uma placa coronariana
ateromatosa, agregacdo plaquetéria, formagfo de trombo e aumento do ténus vasomotor
(28, 29). Para categorizar a populagdo heterogénea de pacientes com angina instavel,

Braunwald prop6s uma classificagdo baseada na gravidade da apresenta¢do clinica, nas



circunstincias nas quais a angina instavel ocorre e pela presenga ou auséncia de alteracdes
eletrocardiograficas transitorias concomitantes (30). A classe I é chamada angina de recente
comego, grave ou acelerada. Compreende pacientes com angina ha menos de dois meses,
intensa ou ocorrendo trés ou mais vezes por dia ou angina que ¢ distintamente mais
freqiiente e precipitada por menor esforgo. Nesta classe, nenhum episédio de dor em
repouso poderd ter ocorrido nos dltimos dois meses. A classe Il corresponde a angina em
repouso ou subaguda. Compreende pacientes com um ou mais episédios de dor em repouso
durante 0 més precedente, porém ndo dentro das 48 horas precedentes. A classe III € a
angina em repouso ou aguda que ¢ caracterizada por um ou mais episodios de dor em
repouso nas 48 horas precedentes.

As circunstincias clinicas nas quais ocorre a angina também se dividem em trés
classes. A classe A € caracterizada pela presenca de uma condicfio extrinseca ac leito
vascular coronario que intensifica a isquemia miocardica, como por exemplo: anemia,
infecgdo, taquicardia. A classe B ¢ caracterizada por angina instavel primdria. A classe C é
caracterizada por angina pos-infarto agudo do miocdrdio (ocorrendo dentro de duas
semanas apods infarto documentado).

A classificacdo proposta por Braunwald ¢ largamente utilizada na pratica médica e
tem demonstrado ser um instrumento apropriado para estratifica¢cdo de risco e progndstico
para as sindromes coronarianas agudas (31). No entanto, a angina instavel é um estado
dindmico, intermedidrio entre a angina estavel e o infarto agudo do miocardio e, nem
sempre, a classificago clinica tem sido suficiente para distingiiir estes estados (32, 33).

O infarto agudo do miocardio representa o estigio de evolucdo da doenga
aterosclerotica das artérias corondrias no qual a interrupgfo do fluxo sangiiineo € suficiente
para causar necrose do musculo cardiaco. As manifesta¢Bes clinicas sfo variaveis, porém
geralmente ocorre dor toracica prolongada (mais de uma hora de duragfo), intensa,
acompanhada de mal estar geral, nduseas, vOmitos e sudorese. O eletrocardiograma

apresenta alterages agudas que refletem a necrose em evolugdo. O musculo cardiaco em



sofrimento libera enzimas na circulagio e a elevacdo do nivel sérico da fracdo MB da
creatina fosfoquinase € caracteristica (34). Os mecanismos celulares responsdveis pelo
infarto agudo do miocérdio e pela angina instavel, sfo provavelmente os mesmos (2). Os
achados patologicos de ruptura da placa coronariana e trombo mural s@o caracteristicas
centrais de ambas as sindromes. A angina instavel geralmente precede o infarto agudo do
miocardio, favorecendo as evidéncias de similaridade de eventos celulares e patoldgicos
destas duas manifestacdes (35, 36).

A morte subita cardiaca ¢ definida como morte de causa cardiaca caracterizada por
perda subita da consciéncia, ocorrendo dentro de 1 hora apos o inicio dos sintomas agudos,
em uma pessoa com ou sem historia conhecida de doenca cardiaca, porém para a qual o
tempo e o modo de morte sfo inesperados (37). O extenso comprometimento
aterosclerdtico das artérias corondrias ¢ o achado patologico mais comum em vitimas de
morte subita cardiaca, sugerindo que os mesmos mecanismos que levam a angina instavel e
infarto agudo do miocéardio estejam envolvidos na fisiopatologia da morte subita cardiaca
associada a aterosclerose coronariana (38).

A presenga de isquemia miocardica ndo associada a sintomas, ocorrendo em
pacientes com doenga aterosclerética coronariana de qualquer classe clinica e relacionada a
progndstico adverso, t€m sido demonstrada em estudos de monitorizagio
eletrocardiografica ambulatorial (39, 40). Interessantemente, os achados de isquemia
silenciosa presentes nestes pacientes sugerem que a distingdo clinica entre pacientes com
QOenga das artérias coronarias biologicamente estavel e pacientes com doenca instavel €,
freqiientemente, pouco confidvel quando baseado exclusivamente em sintomas. Existe um
subgrupo de pacientes que, embora aparentemente estaveis, apresentam relativamente alto
risco para um prognostico adverso possivelmente porque sua doenga coronariana ¢

biologicamente instavel (27).



2- Aterosclerose

A aterosclerose ¢ um processo complexo, focal, que envolve a intima das artérias de
grande e médio calibre afetando sitios preferenciais da arvore arterial (6). A evolugfo lenta
e progressiva desta doenga que inicia geralmente na infAncia manifestando-se clinicamente
na vida adulta, dificulta o esclarecimento de sua patogénia e etiologia (41).

Nas dltimas décadas estudos baseados em biologia molecular e celular, bem como o
desenvolvimento de novas técnicas para avaliagdo de alteragbes metabdlicas, tém
acrescentado importantes contribuigées para o entendimento da aterosclerose e suas

conseqliéncias (42).

2.1- Morf@iégia da lesfio aterosclerética

As lesbes vasculares que precedem e, provavelmente, dfo inicio 2 lesdo
aterosclerotica avancada, foram descritas e classificadas por Stary e colaboradores (43).
Segundo estes autores, a intima arterial sofre espessamento adaptando-se a uma série de
estimulos, principalmente a alteragdes hemodindmicas. Embora estas alteracSes da intima
ndo sejam consideradas um processo patologico (24, 44), as regibes da intima com
espessamento adaptativo diferem funcionalmente da intima adjacente, apresentando maior
renovagdo de células endoteliais e musculares lisas e concentragdo aumentada da LDL e de
outros componentes plasmaticos (23, 45, 46). Uma vez que, as lesbes aterosclerdticas
tendem a se desenvolver nos mesmos locais da vasculatura onde ocorre o espessamento
adaptativo, Stary e colaboradores sugerem que o espessamento seja um marcador de locais
propensos a formagfo de lesdes aterosclerdticas em resposta a um determinado estimulo.
Nestes locais propensos a aterosclerose surgem as lesdes precursoras da lesdo avangada,
que sdo divididas em trés tipos morfoldgicos segundo a classificagdo proposta por estes
investigadores (43).

A lesfo tipo I consiste de pequenos depdsitos de lipidios na intima identificados

apenas através de microscopia 6tica ou das reagdes quimicas e celulares associadas a sua



presenga (12). Os mondcitos circulantes que penetram a parede do vaso e englobam os
lipidios de forma anémala, ddo origem as células espumosas (47). As células espumosas
derivadas de monécitos sio um dos principais constituintes da lesdo aterosclerotica e
participam ativamente da génese da lesdo (48).

A lesio tipo II é também chamada de estria gordurosa pelo seu aspecto
macroscépico de estrias ou pontos amarelados visualizados na parede vascular. Estas estrias
consistem predominantemente de células espumosas derivadas de macréfagos organizadas
em linhas adjacentes. No entanto, algumas células espumosas sdo derivadas de células
musculares lisas presentes na intima (43, 48). Além das células espumosas, também sdo
encontrados neste tipo de lesio numerosos macrofagos e linfécitos T (49) e, no espago
extra-celular, lipidios dispersos em gotas ou vesiculas de tamanho variado, compostos de
ésteres de colesterol, colesterol e fosfolipidos (50). As estrias gordurosas séio as lesdes
vasculares mais consistentemente associadas a uma provavel evolugdo para a lesdo
ateromatosa avangada (50, 51, 52). Esta evolugfo possivelmente ocorre pela proliferacio de
macrofagos, células musculares lisas e linfécitos e também pelo aumento de matriz extra-
celular induzido por estas células (6, 44, 50, 53).

A lesdo tipo Il representa um estagio de transicfo entre a estria gordurosa e a placa
ateromatosa. A les8o avancgada da aterosclerose ¢ o ateroma ou placa fibrosa. Esta ¢ a lesfo
que causa o estreitamento arterial, predispde a trombose, calcifica-se ¢ leva a alteragfo
muscular e dilatagdo aneurismatica do vaso afetado, produzindo os sintomas e o quadro
q}inico da doenga aterosclerotica (54). Embora as placas apresentem alguma variabilidade
histologica, sua composi¢do basica consiste em uma capa fibrosa de células musculares
lisas, alguns leucocitos e tecido conjuntivo denso contendo elastina, colageno,
proteoglicanos e membrana basal (6, 55). Esta capa fibrosa envolve um ntcleo formado por
quantidade varidvel de cristais de colesterol, lipidios extra celulares, calcio e numerosas
células espumosas (54). As células musculares lisas estdo presentes na intima e assumem

um fendtipo secretor, referido como estado modulado, estando implicadas em diversas fases
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da aterogénese e progressdo da lesdo (12, 49, 56). A camada média adjacente a capa fibrosa
¢, freqilentemente, atrofica e fina (55). A area celular abaixo e ao lado da capa fibrosa
consiste em uma mistura de macréfagos, células musculares liasas e linfocitos T (57). Os
linfocitos T e os macrofagos acumulam-se principalmente nos cotovelos da placa, que t€m

sido identificados como os sitios mais suscetiveis de ruptura da lesdo (58, 59).

2.2- Patogénese da Aterosclerose

A aterogénese envolve uma cascata complexa de interacGes entre fatores ambientais
e genéticos: as células da parede vascular, principalmente endotélio e células musculares
lisas; elementos do sangue, particularmente monocitos, linfocitos e plaquetas; proteinas
plasmaticas, incluindo a LDL; elementos fibrilares e nfo fibrilares do tecido conjuntivo da
intima arterial; citocinas; e fatores mecénicos que regulam o fluxo arterial (60).

No século XIX surgiram duas importantes hipdteses com a intencfo de explicar a
patogénese da aterosclerose: a hipdtese da incrustragfo e a hipotese dos lipidios. A hipdtese
da incrustragéo foi formulada por von Rukitansky em 1852 e sugeria que o espessamento da
intima fosse resultado da deposi¢io de fibrina na pareade do vaso com subseqiiente
organizagdo por fibroblastos e acimulo de lipidios (36). Em 1856, Virchow formulou a
hipétese dos lipidios, sugerindo que a alteracfo primaria da aterosclerose fosse o actimulo
de lipidios na parede do vaso, ocorrendo como conseqiiencia do predominio de mecanismos
de deposi¢do sobre mecanismos de remogfio destes lipidios da parede vascular. Os lipidios
Siepositados desencadeariam reag¢Ges teciduais que resultariam na aterosclerose (61). Estas
hipoteses foram sendo reformuladas ao longo dos anos e evidéncias favorecendo ambas
levaram Ross e Glomset a formular o conceito atual de “resposta & agressdo”, sugerindo que
a aterosclerose represente uma forma especializada de resposta protetora, inflamatério-

proliferativa da parede vascular a agressdes diversas (62).
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2.2.1- Papel do endotélio na aterogénese

O endotélio normal é constituido por uma linha de monocélulas orientadas
longitudinalmente na dire¢do do fluxo laminar. Estas células formam uma superficie
permedvel, ndo trombogénica, nfo aderente, que interage ativamente com os elementos do
sangue e da parede vascular, sintetizando e metabolizando moléculas bioldgicamente ativas
(63).

A disfungdo do endotélio parece ser o primeiro evento na formagdio da lesdo
aterosclerdtica (23, 24, 64). As células endoteliais alteram sua forma e orientacdio em
resposta a modifica¢des na qualidade do fluxo sangiiineo e ao fluxo turbulento presentes
nas regides vasculares propensas a aterosclerose. As principais conseqliencias destas
alteragGes sdo um aumento da permeabilidade as proteinas plasmaticas, especialmente a
LDL, e um aumento da renovagfo das células endoteliais propiciando a descamagio do
endotélio e expondo a superficie subendotelial aos elementos da circulagfo, favorecendo a
trombogénese (44, 60). O fluxo circulatério anormal também aumenta o contato das células
endoteliais com mondcitos e linfocitos circulantes (55). Alteragdes do fluxo também tém
sido descritas como capazes de promover a expressdo de moléculas de adesdo no endotélio
vascular, favorecendo a interagdo com leucécitos circulantes (65).

O endotélio disfuncionado perde a resposta vasodilatadora normal a varios
estimulos, passando a apresentar uma tendéncia a vasoconstrigdo, devido a perda da
capacidade dilatadora dependente do fator de relaxamento do endotélio vascular (0xido
nitrico) (24). A vasoconstrig@o tém sido associada a um aumento da adesfo de neutréfilos e
mondcitos as células endoteliais, possivelmente pelo aumento do contato entre estes
elementos (66, 67, 68). Além disto, o endotélio disfuncionado ou ativado expressa
moléculas que permitem a adesdo de mondcitos, linfocitos, plaquetas e neutrofilos a sua
superficie (69, 70). A ades@io de monocitos ao endotélio precede a migracfo destas células

para a parede vascular, sendo considerada um dos principais eventos iniciais na génese da



12

aterosclerose (23). A expressdo de moléculas de adesfio, tanto pelo endotélio como por
mondcitos e linfocitos, constitui um marcador do estado ativado destas células (71).

A dislipidemia tém sido associada a indugfo de alteragdes nas propriedades do
endotélio em modelos animais, sugerindo este como um dos possiveis mecanismos pelos
quais os lipidios atuam na aterogénese (23, 72). Recentemente, Hackman e colaboradores
demonstraram um aumento da concentragio sérica da VCAM-1 associada a
hipertrigliceridemia, sugerindo uma evidéncia in vivo da disfungfio endotelial provocada
pela dislipidemia (14).

AlteracBes isquémicas relacionadas a vasoregulacfio coronariana tém demonstrado
associagdo com disfun¢fo endotelial, principalmente pela inducdo de moléculas de adesio
na superficie do endotélio e pela liberagfo de substincias vasoativas (73). A liberagdo de
radicais livres de oxigénio a partir do endotélio vascular pode ser induzida por altera¢Ges de
fluxo conforme j4 sugerido em estudos com animais (74). Estes radicais, por sua vez,
podem influenciar o tonus vascular e, talvez, promover a ativagfo plaquetaria (75). Além
disso, Ciuffetti e colaboradores demonstraram que a isquemia induzida por exercicio pode

estar associada a interagfo de leucocitos com o endotélio (76).

2.2.2- Papel das moléculas de adesiio na aterogénese

A adesdio de leucécitos e plaquetas circulantes ao endotélio vascular € um
componente essencial de varios eventos agudos e crbnicos no processo de doenga das
artérias corondrias, incluindo aterosclerose, reestenose apds angioplastia coronariana
transluminal precutdnea, lesdo de reperfuso e vasculopatia do transplante cardiaco. As
moléculas da adesfio, representadas pelas familias das integrinas, selectinas e super-familia
das imunoglobulinas, intermediam cada passo da liga¢do de células com outras células e de

células com a matriz extra-celular tanto no estado fisiologico como nestes processos de

doenca (77).
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Na génese da aterosclerose, o envolvimento de moléculas da super-familia das
imunoglobulinas, principalmente da VCAM-1 e da molécula de adesfio intercelular 1
(ICAM-1), na ligagdo de leucocitos mononucleados ao endotélio € na migragéo de células
no espaco subendotelial, tem sido investigado (78).

A VCAM-1 é uma molécula induzivel, apesar de inespecifica, ndo estando expressa
no endotélio em seu estado basal, enquanto a ICAM-1 tem uma expressdo basal
significativa e variavel nas células endoteliais (79). Enquanto a VCAM-1 parece estar mais
associada a adesfio de leucocitos a célula endotelial, a ICAM-1 parece estar mais envolvida
na migragdo destas células através do endotélio (80). A interleucina 1 (IL-1) e o fator de
necrose tumoral alfa (TNF-o) aumentam a expressdo destas moléculas de adesfo no
endotélio, amplificando a resposta inflamatéria (81).

Na placa aterosclerdtica, a VCAM-1 foi identificada em células endoteliais, células
musculares lisas e mondcitos, estando associada ao estado ativado destas células (82). O
aumento da expressdo da ICAM-1 e E-selectina (E indica endotélio) foi observado no
endotélio arterial, especialmente nas regiSes da intima infiltradas por linfécitos e
macréfagos (83). In vivo, em estudos com modelo experimental de dislipidemia, o aumento
da concentragdo plasmatica de lipidios estd associado a uma rapida indugfio da VCAM-1 no
endotélio vascular, sugerindo seja este um dos mecanismos iniciais de alteragfo do
endotélio na génese da aterosclerose (72). A indugdo da VCAM-1 e da ICAM-1 por
alteragdes do fluxo também foram demonstradas (65). Finalmente, recentemente, Hackman
e colaboradores demonstraram o aumento da concentragio plasmatica da VCAM-1 em

&

pacientes com hipertrigliceridemia, quando comparados a controles normais (14).

2.2.3- Papel dos mondcitos, linfécitos e células musculares lisas na aterogénese
Os monocitos participam intensamente na formagfo da les@o aterosclerotica. Gerrity
e colaboradores, utilizando animais submetidos a dietas com alto contetido de lipidios,

demonstraram a aderéncia de mondcitos ao endotélio luminal e sua migracdo entre as
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células endoteliais (47). Estes eventos também estdo presentes nas lesGes ateroscleréticas
humanas, como demonstrado por Davies e colaboradores (44). Ap6s migrarem para o
espago subendotelial os monécitos se diferenciam em macréfagos. Os macréfagos ativados
removem a LDL oxidada através de seus receptores de varredura, secretam citocinas,
mitégenos e radicais livres de oxigénio, estimulam a angiogénese e sdo quimiotaxicos para
células musculares lisas, linfocitos e mondcitos circulantes, amplificando e mantendo a
evolu¢do da aterosclerose (23, 60, 84, 85). Os macréfagos também sdo capazes da sintese e
secre¢o de substincias que degradam a matriz  extracelular, estando possivelmente
implicados no processo final de ruptura da placa coronariana (42).

Os linfocitos T foram identificados em todos os estagios de formagfo da lesfo
aterosclerotica (48, 49, 54, 57). No entanto, a simples presenca de linfocitos T na lesdo
aterosclerotica pode néo significar uma relagio de causa/efeito entre o sistema imunologico
e a génese da lesdo. Os linfécitos T encontrados em lesdes aterosclerdticas podem estar
inertes nestes locais, sendo necessario demonstrar sua participacfo ativa no processo de
aterosclerose. Neste sentido, alguns autores tém tentado demonstrar o estado ativado dos
linfécitos T na lesdo aterosclerdtica, através da expresséo de receptores para interleucina 2
(IL-2R) nestas células e através da expressfio do antigeno do complexo maior de
histocompatibilidade (MHC) classe II em sua superficie ¢ em células adjacentes (86, 87).
Além disso, o unico indutor conhecido da expressdo do MHC classe Il na superficie de
monocitos e células musculares lisas € a linfocina imune interferon gama que é produzida

_por linfocitos T ativados (56). Além disso, os linfécitos T também secretam substancias
quimiotaxicas para monocitos e células musculares lisas e regulam a captagdo de
lipoproteinas por macréfagos, sendo estes alguns dos possiveis mecanismos de atuagio dos
linfocitos T na formagdo da placa aterosclerdtica (85, 88).

As células musculares lisas presentes na intima da parede vascular sdo um dos
principais componentes celulares da lesfio aterosclerdtica. As células musculares lisas

habitualmente estdo presentes em nimero reduzido na intima normal, porém , durante o



processo de formagéo da lesdo aterosclerética, estas células migram da camada média para
a intima e proliferam em resposta a diversos estimulos (6). A migrago de células
musculares lisas para o espago subintimal parece ser mediada principalmente pela agéo do
fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), enquanto a prolifera¢do destas células
parece ser mediada principalmente pelo fator de crescimento de fibroblastos (FGF) (54).
Estes fatores de crescimento sfo produzidos por véarios componentes da lesdo
aterosclerotica, incluindo monécitos/macrofagos, plaquetas e células endoteliais (2). As
células musculares lisas ao migrarem da camada média para a intima assumem um fendtipo
predominantemente secretor e passam a produzir elementos da matriz extracelular,
formando o componente fibrético da placa (54).

Embora parte das interagBes complexas entre endotélio, mondcitos/macréfagos,
linfécitos T e células musculares lisas sejam conhecidas, a real contribuicdo de cada um

destes elementos na aterogénese ainda nfo estd inteiramente determinado.

2.2.4- Lipidios e aterogénese

Atualmente nfo existem muitas dividas sobre o potencial aterogénico da elevagio
plasmatica da LDL. Estudos populacionais tem estabelecido a elevagfo sérica da LDL como
um dos principais fatores de risco para aterosclerose (5), enquanto a redugfo terapéutica da
LDL tem sido associada a uma diminui¢do dos eventos coronarianos em grupos suscetiveis
(10, 11, 89). No entanto, os mecanismos pelos quais a elevagdo da LDL induz a
fiterosclerose permanecem parcialmente obscuros. A modificacio da LDL, principalmente
por mecanismos oxidativos, parece ser um evento importante neste processo (23, 55). A
LDL oxidada possui propriedades aterogénicas tais como ser quimiotaxica para monocitos,
aumentar a captagdo de lipidios por macréfagos, ser citotoxica, estimular a
imunigenicidade, alterar a expressdo genética de células vizinhas e modificar as vias da

coagulagio (90, 91). Além disso, a LDL oxidada pode induzir a expressdo de moléculas de
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adesdo na superficie endotelial e em mondcitos, linfécitos e neutrofilos, promovendo a
interagdo entre estas células (92, 93)

As células endoteliais, mbnécitos/macréfagos e células musculares lisas presentes
no ateroma, so capazes de promover a oxidag¢do da LDL, estabelecendo um mecanismo de
amplifica¢do da lesdo aterosclerdtica (90). A hipdtese de que a modificagdo oxidativa da
LDL possa contribuir para a progressdo da aterosclerose € sustentada por evidéncias in vifro
e por estudos em modelos animais de aterosclerose (94, 95). Neste sentido, o efeito de
antioxidantes (por exemplo beta-caroteno, vitamina E, probucol) na evolugdo da
aterosclerose t€m sido avaliado em diversos estudos “in vivo™. Embora os antioxidantes
estejam associados a inibicdo da formacg#o das lesdes precursoras da aterosclerose em
animais, seu papel na progressfo/reduciio das lesfes aterosclerdticas humanas permanece

indefinido (96).

2.2.5- Citocinas e aterogénese

As  citocinas  sfo  proteinas  soluveis  produzidas por  linfécitos,
monocitos/macrofagos, fibroblastos, endotélio e outras células, com a finalidade de
estabelecer a comunicagfo entre estes elementos (97, 98). As citocinas exercem sua fungfo
através da ligagdo com receptores especificos na superficie celular (98) e apresentam como
principais caracteristicas o pleiotrofismo (cada citocina tem multiplas fung¢des bioldgicas) e
a redundéncia (mais de uma citocina exercendo a mesma fungdo) (99). Na altima década,
mgito tem sido estudado sobre a ag#o das citocinas no sistema cardiovascular e seu papel na
genése da aterosclerose. Todos os elementos celulares envolvidos na aterosclerose séo
passiveis de produzir citocinas, induzir a produgéo de citocinas ou serem afetados pela agéo
de citocinas. As citocinas com papel melhor esclarecido na aterogénese sdo o TNF-q, o
IFN-y e as interleucinas 1 e 2 (IL-1, IL-2) (56, 99, 100).

A IL-1 € classicamente caracterizada como um produto de macréfagos ativados, no

entanto outros tipos celulares incluindo fibroblastos, células endoteliais e células
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musculares lisas também produzem esta citocina (101). Na lesdo aterosclerotica, a IL-1 tem
sido identificada em macrofagos, células espumosas derivadas de macrofagos, células
endoteliais e células musculares lisas (102). A ativagfo de linf6citos T € provavelmente a
principal caracteristica da IL-1. Os linfocitos T aumentam sua proliferagdo e expressam
receptores para IL-2 em resposta a estimulagfo pela IL-1 (103). Uma vez que os linfocitos T
estdo presentes na lesfio aterosclerdtica coronariana e, provavelmente, participam
ativamente da formagdo e progressdo desta leso, a IL-1 intermedia a agio destas células no
processo de aterogénese. A IL-1 exerce multiplos e complexos efeitos sobre as células
musculares lisas, sendo um dos principais, sua capacidade de estimular a proliferagio destas
células e a sintese de matriz extracelular (104, 105, 106). Este efeito pode ser indiretamente
mediado pela expressdo do gene autéerino do PDGF pelas células musculares lisas (54).
QOutro efeito da IL-1 sobre as cé€lulas musculares lisas € a indu¢fio da sintese de [L-6, IL-8 e
proteina quimiotaxica para mondcitos por estas células (99). A IL-1 também atua mediando
a interagdo entre as células endoteliais, plaquetas e os sistemas de coagulagdo e fibrinolitico
e aumentando a expressfio de moléculas de adesfio nos leucocitos e no endotélio (56).
Varias das a¢Bes da IL-1 sfo exercidas através da co-estimulagfio desta interleucina com o
TNF-o e pela atuacdo conjunta destas citocinas (103, 106);

O TNF-o, também chamado caquexina, €, primariamente, um produto de
macrofagos ativados, mas também pode ser produzido por células musculares lisas, células
matadoras naturais, linfocitos T ativados e mastocitos. O TNF-a tém sido identificado em
pjacas coronarianas e em espécimes de aterectomia de pacientes com doenga aterosclerotica
das artérias coronarias € em associagdo com a vasculopatia do transplante cardiaco (107,
108, 109). O papel desta citocina na génese e progressdo da aterosclerose coronariana ainda
ndo esta bem definido, no entanto, varias a¢des do TNF-o. em outros sistemas organicos
ttm sido demonstradas em associagdo com a cardiopatia isquémica sugerindo possiveis
participagdes do TNF-a neste contexto. Por exemplo, o TNF-oo modifica as propriedades

anticoagulantes do endotélio, ativa neutrofilos e induz a liberagiio de outras citocinas
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inflamatérias (110). Além disto, o TNF-a pode participar do metabolismo lipidico inibindo
a produgfo da lipoproteina lipase e € capaz de interagir com linfécitos induzindo a
expressio de receptores para IL-2 nestas células e aumentando sua responsividade (99,
111). O TNF-a também atua sobre o endotélio produzindo um impedimento da resposta
vasodilatadora dependente do endotélio, aumentando a adesfo de mondcitos e linfocitos
circulantes ao endotélio e estimulando a sintese de PDGF pelas células endoteliais (54,
112). A producdo e a inibi¢do das metaloproteinases pelos fibroblastos € regulada pelo
TNF-o, aumentando a degradacio de componentes da matriz extracelular (113).
Finalmente, o bloqueio do TNF-oem coelhos submetidos a transplante cardiaco
heterotdpico foi capaz de inibir a formacfo neointimal, sugerindo um componente de
resposta imunoinflamatéria celular associada a um aumento da fibronectina induzido por
TNF-o ocorrendo neste contexto (108).

O IFN-y é o principal produto de linfocitos T ativados e é um potente imbidor da
proliferacdo do endotélio e das células musculares lisas (86). Esta citocina foi inicialmente
reconhecida por seus efeitos antivirals e posteriormente como um potente regulador do
sistema imunolégico. Os efeitos biologicos do INF-yincluem além da inibigdo da
proliferacfo celular, a inducdo da expressiio do MHC classe II e a ativacio de macréfagos
(99). A produgio de IFN-y por linfécitos T cronicamente ativados no ateroma humano foi
demonstrada por Hansson e colaboradores (114). Uma vez que esta citocina reduz a sintese
de colageno e que linfocitos T ativados estdo presentes nas regides de ruptura da placa

_coronariana, Libby e colaboradores sugerem que este seja um provavel mecanismo pelo
qual ocorre uma redugfo da manutengdo da rede de colageno nas placas vulnerdveis (42).

A IL-2 é uma glicoproteina liberada por linfécitos T, cuja ag¢fio estd associada a
expressdo de receptores para IL-2 na superficie celular. Células T em repouso ndo
expressam o receptor para IL-2 requerido para a transmissdo de sinal proliferativo (101). A
IL-2 é reconhecida principalmente pela sua propriedade de promover a proliferagéo de

linfocitos T, estando a quantidade de IL-2 produzida pelas células CD4" associada a
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magnitude da resposta imune induzida pelo antigeno (98). A detecgdo de receptores para
[L-2 tém sido utilizada como marcador do estado ativado de linfécitos T na lesfio

aterosclerdtica (56).

3- Instabilizacdo da Placa Aterosclerodtica

A lenta evolugio do processo aterosclerdtico € caracterizada por episodios subitos
de progressdio acelerada e de instabilizagdo, responsaveis pelas sindromes coronarianas
agudas e pela progressdo da doenca (36). A ruptura da placa aterosclerdtica com trombose
sobreposta € responsavel pela maioria destes episédios (35, 115, 116). Estudos de autopsia
tém identificado a associacgfo entre placas fissuradas ou ulceradas e a formacéo de trombo
com isquémia do territério distal (117, 118). Por outro lado, estudos angiogréficos da era
pés-tromboliticos tém demonstrado que a lesdo responsavel pela instabilizacdo aguda da
cardiopatia isquémica ocupa, geralmente, menos de 70% do didmetro do vaso, sugerindo
que a evolucio da lesdo até¢ a oclusfio critica do vaso ndo é o principal mecanismo da
instabilizacfio (119, 120, 121). Feyter e colaboradores, em estudo utilizando angioscopia e
ultrassom intracorondrio, identificaram que ruptura da placa e trombose estavam presentes
em 17% dos pacientes com angina estavel estudados e em 68% dos pacientes com angina

instavel (122).

3.1~ Placa vulneravel

/( Estudos patoldgicos recentes tém revelado que as placas aterosclerdticas propensas
a romper sdo comumente compostas de uma massa de lipidios separada da luz vascular por
uma capa fibrosa (118). Estas placas sfo relativamente moles e apresentam alta
concentragdo de colesterol e seus ésteres. O adelgacamento da capa fibrosa que cobre a
massa de lipidios, provavelmente antecede a ruptura da placa. As placas propensas a ruptura

possuem um nucleo de lipidios posicionado excéntricamente no seu interior (116). Hodgson

e colaboradores, utilizando ultrassom intracoronario para analise morfologica de lesGes
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relacionadas a isquemia em pacientes com angina instdvel e com angina estavel, confirmam
alguns destes achados. Estes autores demonstraram que as lesdes de pacientes com angina
instavel sdo menos ecorreflexivas e apresentam significativamente menos célcio que lesdes
de pacientes com angina estavel (123). Por outro lado, Feyter e colaboradores, também
utilizando ultrassom intracoronario, demonstraram que este método ndo foi capaz de
discriminar entre placas de pacientes com angina estavel e placas de pacientes com angina
instavel (122). No entanto, estudos com técnicas de imagem de alta resolugéo, tais como
ressonincia magnética tém conseguido detectar placas com alto contetdo de lipidios em
associacdo com sindromes coronarianas agudas (124).

Estudos analisando placas aterosclerdticas coronarianas obtidas em aterectomia
demonstram que as placas de pacientes com sindromes coronarianas agudas apresentam
significativamente maior infiltracdo de macréfagos que placas de pacientes com angina
estavel (125). Além disso, Wal e colaboradores estudando as lesBes coronarianas de
pacientes que foram ao ébito por infarto agudo do miocéardio, encontraram que o sitio de
ruptura das placas coronarianas era sempre infiltrado por grande ntiimero de macréfagos e
linféeitos T, estando quase ausentes as células musculares lisas (59).

O risco de ruptura da placa ateromatosa além da relagdio com as suas propriedades
intrinsecas descritas acima (vulnerabilidade), também se relacionam com forgas extrinsecas
agindo sobre a placa (gatilhos da ruptura) (116). O conceito prevalecente € de que em
determinado momento de sua evolugdo as placas ateromatosas ricas em lipidios
desenvolvem ruptura de sua superficie e que forgas hemodinamicas precipitam este evento
(126). No entanto, os mecanismos responsaveis pela ruptura da placa ainda ndo sdo
inteiramente entendidos, e ¢ possivel que mecanismos inflamatdrios participem deste

processo.

3.2- Papel da inflamacfio na instabilizacdo da placa coronariana
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O conceito da existéneia de um componente inflamatorio envolvido na génese da
aterosclerose ¢ atualmente bem estabelecido (6, 55, 56). Este fato tem levado muitos
autores a investigar a possibilidade de que a agudizagfo do processo inflamatério crdnico
existente na placa coronariana possa ser responsavel, pelo menos em parte, pela ruptura da
placa.

Alguns estudos evidénciando processo inflamatério agudo sistémico associado a
sindromes coronarianas agudas sugerem esta hipdtese, porém, ainda persistem varias
lacunas no entendimento destas alteracGes. Carry e colaboradores demonstraram o aumento
da excrecdo urinaria e da concentracdo plasmatica de leucotrienos em pacientes com
infarto agudo do miocérdio e angina instavel em relagfo aos valores observados no terceiro
dia de evolugiio destes quadros. Os leucotrienos sfo potentes mediadores inflamatorios
gerados pela ago da 5-lipoxigenase ¢ o aumento de sua excre¢io durante episodios clinicos
de isquemia do miocardio sugere a ativagio da 5-lipoxigenase nestas circunsténcias (127).
Cabe ressaltar que, em tal estudo, nfo havia pacientes com cardiopatia isquémica estavel
com a finalidade de comparacfio. Berk e colaboradores, também estudando a associagfo
entre marcadores inflamatdrios sistémicos e instabilizacio da angina, encontraram elevagédo
plasmatica significativa da proteina C reativa, um reagente da fase aguda da inflamacfo que
reflete a producéo hepatica estimulada por citocinas, em pacientes com angina instavel em
relagdo a pacientes com angina estavel e em relagdo a controles sem doenga cardiaca
isquémica (128). Liuzzo e colaboradores confirmam este achado e acrescentam que outro
reagente de fase aguda da inflamagio, o amildide A, também apresenta as mesmas
caracteristicas (129). Estes autores também relataram um pior prognostico da angina
instavel e do infarto agudo do miocérdio relacionado a elevagio plasmaética da proteina C
reativa. No entanto, os reagentes de fase aguda sfo muito sensiveis, porém inespecificos
marcadores da inflamagfo e ainda € desconhecido se eles participam da progressdo da
angina instavel ou sdo apenas marcadores de um outro processo sistémico associado & esta

progressao.
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A presenga de infiltragfio de células inflamatérias, representadas principalmente por
linfécitos, na adventicia das artérias coronarias de pacientes com angina instivel quando
comparados com pacientes com angina estavel e pacientes sem cardiopatia isquémica, tem
sido demonstrada em autépsias (130). No entanto, as células T encontradas em placas
ateroscleroticas podem estar em repouso, simplesmente contidas na lesfio aterosclerética ou
podem estar imunoldgicamente ativadas e participando na patogénese da doenga (56). O
estado ativado de linfécitos T infiltrando o sitio de ruptura da placa coronariana, foi
sugerido por Wal e colaboradores ao demonstrarem a expressio do MHC classe II nestas
células e em macréfagos adjacentes em lesdes coronarianas de pacientes que foram ao 6bito
por infarto agudo do miocérdio, conforme ja referido anteriormente.(59). Estes autores
estudaram as lesGes coronarianas de pacientes que foram ao Obito por infarto agudo do
miocdrdio. Outra evidéncia da ativagdo imunoinflamatoria de linfécitos T nestas condigGes
¢ a expressdo de IL-2sR por estas células e a detecgdo de IFN-y no interior de ateromas (87,
114).

O IFN-y € uma citocina produzida por linfocitos T apenas quando estas células estfio
imunol6gicamente ativadas (114). Blum e colaboradores estudando pacientes com angina
estavel, com isquemia miocardica detectada em cintilografia de esfor¢o com talio e
submetidos a angioplastia corondria, encontraram que cerca de metade dos pacientes
apresentavam nivel plasmatico elevado de receptores solliveis para IL-2, sugerindo a
ativagfo de linfocitos T nestes pacientes (131). Neste estudo, o receptor soltvel de IL-2

normalizou-se apés angioplastia com sucesso e a permanéncia da concentragdo plasmatica

&

elevada do receptor foi marcador de re-estenose. Além disso, Sernieri e colaboradores,
estudando pacientes com angina estdvel, angina instdvel e individuos sem cardiopatia
isquémica, demonstraram que linfocitos obtidos dos pacientes com angina instavel eram
capazes de induzir in vifro, um aumento da atividade coagulante nos mondcitos destes
pacientes, sugerindo que a ativagio dos mondcitos neste estado seja produzida, pelo menos

em parte por células linfocitarias (132). Por outro lado, De Servi e colaboradores ndo
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encontraram aumento significativo da expressdo do HLA-DR em linfocitos T do sangue
periférico e do seio corondrio de pacientes com angina instavel (133). Portanto, a ativacio
de linf6citos T em associagdo com sindromes isquémicas agudas in vivo ainda ndo esta
completamente estabelecida e tem gerado algumas controvérsias.

A expressio de moléculas de adesfo por células implicadas na génese da
aterosclerose também tem sido descrita nas sindromes coronarianas agudas. Mazzone e
colaboradores, identificaram aumento significativo da expressdo de CD11b/CDI8 em
neutrofilos e mondcitos obtidos no sangue do seio coronério de pacientes com angina
instavel, em relacdo aos mondéceitos e neutréfilos do sangue periférico destes pacientes
(134). Estes autores ndo encontraram diferenga significativa na expressdo do CD11b/CD18
entre pacientes com angina instavel e angina estavel. Estes achados foram confirmados por
De Servi e colaboradores que, por outro lado, nfo encontraram relagdo da expressdo do
CD11b/CD18 com a gravidade da les@io coronariana avaliada por cineangiocoronariografia
(133).

A ativacio de neutrofilos relacionada a sindromes coronarianas agudas tem sido
classicamente atribuida a les@io de isquemia-reperfusio (135, 136). Recentemente, Biasucci
e colaboradores demonstraram que os neutréfilos circulantes de pacientes com angina
instavel e infarto agudo do miocardio estio depletados de mieloperoxidase, sugerindo o
estado ativado destas células. No entanto, estes autores ndo encontraram a mesma situagdo
em episodios isquémicos espontineos ocorrendo apés estabilizagio da angina, nem durante
isquemia induzida por esfor¢o em pacientes com angina estavel, sugerindo que a ativacio
dos neutr6filos possa ter outra origem além da isquemia (137).

O aumento da secrecdo das citocinas (bioprodutos de células ativadas), TNF-o, e
IFN-y, in vitro, por leucécitos mononucleares de pacientes com angina estivel e angina
instdvel em relagfio aos controles sem doenga cardiaca isquémica foi demonstrado por
Vaddi e colaboradores (138). Além disso, a concentra¢o do receptor soltivel de TNF-a e

do antagonista do receptor de IL-1, foi demonstrada como estando elevada em pacientes
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com angina instavel e infarto agudo do miocardio (139). Estes fatos sugerem um possivel
papel das citocinas na instabilizagfo da angina, porém, novamente, néio s@o suficientes para
estabelecer esta relacfo.

A produgiio de enzimas proteoliticas (metaloproteinases) por macrofagos ativados
no interior da placa coronariana tem sido proposta como um dos possiveis mecanismos de
ruptura da sua capa fibrosa (42). Galis e colaboradores demonstraram o excesso de
atividade proteolitica em placas aterosclerdticas humanas, principalmente na regifo
vulneravel da placa (cotovelo), sugerindo que a excessiva degradagfo da matriz possa
contribuir para a labilidade do ateroma (140). A expressio significativa de 92-KD
gelatinase, um membro da familia das metaloproteinases, em espécimes de aterectomia de
pacientes com angina instavel em relagfio a pacientes com angina estavel foi demonstrada
por Brown ¢ colaboradores (141). A localizagfio intracelular da 92-KD gelatinase nos
macrofagos foi interpretada pelos autores como evidencia de sintese ativa desta enzima,
uma vez que os macrofagos néo estocam esta metaloproteinase.

Enfim, embora evidéncias sugiram a associacfo entre inflamacfo aguda e sindromes
coronarianas agudas, os resultados ainda sfo controversos e incompletos, permanecendo a
seqiiéncia temporal, a origem dos eventos, bem como a participagdo de cada elemento do
sistema inflamatdrio neste processo, essencialmente desconhecidos, principalmente no que

se refere a transposi¢io de dados experimentais para eventos clinicos.
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HIPOTESE

A instabilizagdo e ruptura da placa coronariana, responsdvel pelos eventos
isquémicos agudos, ocorre como conseqiiéncia da ativagdo do processo inflamatério
existente na placa ateromatosa, estando este expresso mais acentuadamente na circulagéo

coronariana em relag¢do 'a circulagio periférica.

OBJETIVOS

Geral:
Caracterizar o perfil da ativagfo do processo inflamatério desencadeado localmente

na circulagfo coronariana em associagdo a instabilizacfo da placa aterosclerdtica nas

sindromes coronarianas agudas,

Especificos:

1- Caracterizar a presenca e os niveis de citocinas através da determinac¢fo do nivel
sérico do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e o nivel sérico de interferon gama (IFN-y)
em sangue periférico e em sangue do seio coronario.

2- Caracterizar o estado ativado de linfocitos T circulantes através da determinacgio
do nivel sérico do receptor soltivel de interleucina 2 (IL-2 sRa) em sangue periférico e
sangue do seio corondrio.

3- Caracterizar o estado ativado do endotélio vascular através da determinacfo do
nivel sérico da molécula de adesfio da célula vascular tipo 1 (VCAM-1) em sangue

periférico e em sangue do seio corondrio.
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MATERIAIS E METODOS

1- Selecéio da amostra

A selecio dos pacientes para entrada no estudo foi realizada no laboratorio de
hemodindmica do Servigo de Cardiologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre. Os
pacientes foram encaminhados ao servigo por seus médicos para realizacdo de
cineangiocorondariografia diagnostica.

Todos o0s pacientes foram submetidos ‘a anamnese, exame fisico e
eletrocardiograma de repouso. Foram coletadas amostras de sangue venoso periférico para
dosagem sérica de creatina fosfoquinase fracio MB (CPK-MB) dos pacientes com angina
instavel e de glicemia de jejum dos pacientes com histéria de diabete melito.

Os pacientes foram divididos em trés grupos de acordo com seu quadro clinico e
presenca ou auséncia de lesfo aterosclerética significativa (> 50%) das artérias corondrias
identificada pela cineangiocoronariografia. O grupo 1 foi composto por pacientes com dor
toracica e artérias epicardicas normais. Estes individuos foram considerados como controles
com artérias coronarias epicardicas normais (CN). O grupo 2 foi composto por pacientes
com angina estavel (AE) caracterizada por dor torécica tipica desencadeada por esforgo
fisico ou estresse ¢ com lesdo aterosclerdtica significativa das artérias coronarias
epicardicas. O grupo 3 foi composto por pacientes com angina instavel (Al) tipo IB, IB e
IIB da classificagdo de Braunwald (30) e lesfio aterosclerdtica significativa das artérias
coronarias.

Foram excluidos da amostra: a) pacientes com critério para infarto agudo do
miocardio (elevagdo do nivel sérico de CPK-MB e alteragdes eletrocardiograficas
sugestivas de infarto agudo do miocardio); b) pacientes com bloqueio de ramo esquerdo; ¢)
pacientes com insuficiéncia cardiaca grau III ou IV; d) pacientes em uso de drogas em dose

antinflamatoria sistémica ou imunossupressora; e) pacientes com doenca inflamatéria aguda
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ou cronica sistémica; f) pacientes com infarto agudo do miocardio ou cirurgia ha menos de
seis meses; g) pacientes com neoplasia.

Nzo houve interferéncia dos pesquisadores em relagdo ao tratamento que 0s
pacientes  vinham recebendo, nem em relagio 4 indicagdo do  exame

cineangiocoronariografico.

2- Coleta do material

As amostras de sangue do seio corondrio dos pacientes estudados foram coletadas
no laboratorio de hemodindmica antes do cateterismo cardiaco esquerdo. Um cateter NIH
8F (USCI-BARD, New Jersey, EUA) foi posicionado no seio coronério médio através de
pungio da veia jugular ou de dissec¢do de veia do antebrago. A posi¢do do cateter foi
confirmada por fluoroscopia e injecfo de 5 ml de contraste. Foram coletados 20 ml de
sangue do seio corondrio e fracionados em quatro frascos com anticoagulante 4cido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA). Apés a coleta do sangue do seio coronario o cateter
. foi tracionado até a veia cava superior onde foram coletados 20 ml de sangue, constituindo
a amostra periférica de cada paciente. Esta amostra também foi fracionada em 4 frascos
contendo EDTA. Logo apos a coleta as amostras foram levadas ao laboratorio de pesquisa
do Hospital de Clinicas de Porto Alegre para centrifugacdo. O plasma obtido pela
centrifugacfo das amostras foi separado e armazenado a - 70° C para posterior andlise
conjunta.

Concomitantemente foram coletadas amostras de sangue periférico de dois
voluntarios saudaveis e de trés pacientes sépticos com a finalidade de testar a adequagdo do
método de dosagem dos marcadores por ensaio imunabsorvente (ELISA) e para otimizar a
execucdo das curvas padrio. Os pacientes sépticos estavam hospitalizados no Centro de
Tratamento Intensivo Clinico Cirurgico do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, com

diagndstico de sepse baseado nos criérios de Bone e colaboradores (142).
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As amostras de sangue dos voluntarios saudaveis e dos pacientes sépticos foram
coletadas por puncéo de veia do ante-brago e processadas da mesma forma que as demais

amostras.

3- Dosagem plasmatica dos marcadores

A dosagem plasmatica dos marcadores foi realizada por ELISA quantitativo em
conjuntos  comercializados para uso em pesquisa (R & D Systems, Minneapolis,
Minnesota, EUA).

O método ELISA consiste em uma reacdo imunoenzimatica na qual um anticorpo
monoclonal reage com seu equivalente contido na amostra. A este complexo
antigeno/anticorpo € adiconado um conjugado de anticorpo policlonal que amplifica o sinal
da reagfo, formando um sanduiche. Adiciona-se entdo um substrato que ao reagir com o0
complexo anticorpo monoclonal/ antigeno/anticorpo policlonal, confere cor ao complexo. A
densidade otica da substdncia de interesse ¢ obtida pela leitura das placas em
espectrofotémetro. A concentracdo presente em cada amostra é obtida pela interpolagfo dos
resultados de densidade otica da amostra em uma equagfo polinomial de terceiro grau
gerada a partir de uma curva padrio realizada com diferentes concentracdes conhecidas da
substancia de interesse.

Cada conjunto contém uma placa de poliestireno com 96 valetas impregnadas com
concentracdo conhecida de um anticorpo monoclonal para a substincia a ser medida,
permitindo 96 avaliagfes. Foi executada uma curva padrio para cada placa. As curvas
padrio e as amostras foram executadas em duplicata para diminuir a variabilidade do
método. Com a finalidade de evitar a variagdo inter-ensaio, as amostras de sangue do seio
coronario e periférico de todos os pacientes foram analisadas em conjunto e
simultdneamente para cada marcador.

A execugdo dos ensaios ELISA foi realizada pela autora no laboratério de pesquisa

do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, com supervisdo dos profissionais deste
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laboratério. As densidades 6ticas foram lidas nos comprimentos de onda especificados em
cada conjunto e com o filtro apropriado em um aparelho automatizador para testes ELISA
(Microplate Render, Behring EL 311).

Inicalmente, foram executadas vdrias curvas padrio e medidas séricas de TNF-a e
IL-2 sR nas amostras dos voluntarios saudéaveis e dos pacientes sépticos para adequagfo da
técnica e otimizacio do método. Posteriormente foram analisadas as amostras da populagéo

em estudo.

4- Classificaciio das lesdes coronarianas e analise da ventriculografia

A cineangiocoronariografia de cada paciente foi revisada por hemodinamicista que
desconhecia a identidade e as condigGes clinicas do paciente. Os angiogramas dos pacientes
foram classificados quanto a presenga de lesdo coronariana significativa (> 50%) e quanto
ao numero de vasos comprometidos. As caracteristicas morfologicas e funcionais do

ventriculo esquerdo também foram descritas.

5- Consideracdes éticas

O projeto de pesquisa foi aprovado pela Comisséio de Etica e Pesquisa do Grapo de
Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre. O risco envolvido na execugdo de
algumas etapas do projeto foi maior que o minimo, portanto durante a solicitagdo para que o
paciente participasse do projeto estes riscos foram esclarecidos e todos os pacientes

assinaram térmo de consentimento informado (ANEXO 1).

6- Analise estatistica

Os dados foram tabulados e analisados no programa estatistico “StatWorks” para
Macintosh em computador compativel. Todas as medidas foram descritas como média +
erro padrdo (EP) da média. A comparagfo entre o nivel sérico dos marcadores entre o0s

grupos foi realizada por analise de variancia (ANOVA). A comparagfo entre o nivel sérico
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dos marcadores no seio corondrio e no sangue periférico de cada paciente, foi realizada pelo
teste t de Student para amostras pareadas. A correlagdo entre os valores obtidos nas
amostras de sangue periférico e nas amostras de sangue do seio corondrio foi testada pelo
método de Pearson. A associagfio enfre o nivel sérico dos marcadores € a presenga ou
auséncia de fatores de risco foi avaliada pelo teste de Spearman, bem como a associacio
com a gravidade de lesdo estabelecida pelo ntimero de vasos com lesfio significativa em
cada paciente. A distribui¢fio de sexo, fatores de risco, medicagio em uso e nimero de
vasos lesados entre os pacientes de cada grupo, foi avaliada pelo teste do qui-quadrado.

Valores de p < 0,05 foram considerados significativos.
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RESULTADOS

1- Caracteristicas clinicas e angiograficas da amostra

No periodo de 22 de agosto de 1995 a 8 de abril de 1996 foram incluidos no
protocolo 44 pacientes, sendo posteriormente retirados da amostra dois pacientes por
apresentarem grave comprometimento da fungfo sistélica global na ventriculografia, e dois
pacientes cujo quadro clinico ndo permitia uma razoavel diferenciagfo entre angina estavel
¢ angina instavel. A amostra estudada foi composta entdo de 40 pacientes.

O grupo controle com coronarias normais (CN) foi composto por oito pacientes,
sendo quatro do sexo masculino e quatro do sexo feminino, com média de idade de 57 + 9
anos. Todos os pacientes foram encaminhados para cineangiocoronariografia com o
propésito de investigar dor toracica, sendo que quatro pacientes estavam hospitalizados
com diagnéstico clinico de angina instavel. O eletrocardiograma de superficie foi alterado
em quatro pacientes, sendo dois com alteragdes inespecificas da repolarizag@o ventricular e
dois com alteracdes isquémicas agudas. Quatro pacientes apresentaram teste de esforgo
sugestivo de cardiopatia isquémica. A cineangiocoronariografia nfo identificou lesdo
significativa nas artérias epicardicas em nenhum destes pacientes. Apenas dois pacientes
ndo eram portadores de hipertens@o arterial sistémica, no entanto, todos apresentaram
hipertrofia ventricular esquerda na ventriculografia.

O grupo de angina estavel (AE) foi composto por quatorze pacientes, sendo nove do
sexo masculino e cinco do sexo feminino com média de idade de 56 + 11 anos. Neste grupo
de pacientes, o intervalo minimo de auséncia de sintomas antes da coleta da
cineangiocoronariografia foi de trés dias, exceto para um paciente que apresentou dor
desencadeada por esforgo ndo habitual cerca de 24 horas antes do exame. O
eletrocardiograma de superficie foi alterado em nove pacientes. As alteragGes descritas no

eletrocardiograma foram: bloqueio de ramo direito, alteragdes inespecificas da
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repolarizagdo ventricular, zona inativa inferior, sobrecarga de ventriculo esquerdo e
alteragOes secundarias da repolarizagfo ventricular. A cineangiocoronariografia identificou
lesdo significativa (> 50%) em todos os pacientes, sendo que dez apresentaram lesfio em
apenas um vaso € sOmente um paciente apresentou lesfio de trés vasos. O ventriculo
esquerdo foi descrito como hipertréfico em seis pacientes.

O grupo de angina instavel (Al) foi composto por 18 pacientes, sendo quinze do
sexo masculino e trés do sexo feminino, com média de idade de 62 + 10 anos. Trés
pacientes deste grupo tinham diagnostico de diabete melito nfo insulino-dependente
controlado apenas com dieta. As glicemias destes pacientes coletadas com jejum de § horas
foram inferiores a 160 mg/dl.. O eletrocardiograma de superficie mostrou altera¢Ges
isquémicas agudas nfio sugestivas de infarto agudo do miocardio em treze pacientes. Qutras
altera¢fes descritas no eletrocardiograma foram: altera¢Bes inespecificas da repolarizacio
ventricular e sobrecarga de ventriculo esquerdo. Todos os pacientes tinham relato de dor
tordcica em repouso, sendo que seis pacientes apresentaram episddio de dor menos de 24
horas antes da coleta do sangue. O nivel sérico de CPK-MB foi normal em todos os
pacientes. A cineangiocoronariografia identificou lesfio significativa em todos os pacientes,
sendo que oito apresentaram lesdo de um vaso, dois apresentaram lesfo de dois vasos e oito
apresentaram lesdo de trés vasos. O ventriculo esquerdo foi descrito como hipertréfico nos

nove pacientes com hipertenséo arterial sistémica.

1.1- Comparacéio das caracteristicas clinicas e angiograficas entre os trés grupos

A média de idade e a distribuicdo do sexo foram semelhantes nos trés grupos
estudados. A distribui¢do dos fatores de risco para cardiopatia isquémica pesquisados na
amostra (hipertensfo arterial sistémica, fumo, dislipidemia, histéria familiar de cardiopatia
isquémica) foi semelhante entre os grupos, exceto para dislipidemia. Houve um ntmero

significativamente menor de pacientes com histéria de dislipidemia no grupo 3 (Al), p =

0,006.
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As medicacBes com efeito sobre o sistema cardiovascular utilizadas pelos pacientes
foram semelhantes nos trés grupos, nfo havendo predominio significativo de um tipo de
medicagfio em relagho a outro. Os medicamentos relatados como em uso regular pelos
pacientes foram: beta bloqueadores, nitratos, acido acetil salicilico, bloquedores dos canais
de célcio e inibidores da enzima conversora da angiotensina.

A avaliagio do  comprometimento  das  artérias  corondrias  pela
cineangiocoronariografia mostrou um nimero significativamente maior de pacientes com
lesdo de trés vasos no grupo 3 (Al) em rela¢do aos pacientes do grupo 2 (AE), p = 0,04.

As caracteristicas clinicas da amostra e o comprometimento das artérias coronarias

estdo descritos na tabela 1.

2- Otimizacio metodologica do ensaio ELISA

Para otimizagio do método e das curvas padrio foram realizadas medidas da
concentracio plasmatica de TNF-a e de 1L-2sR em amostras de sangue periférico de dois
voluntarios do sexo feminino com idade de 35 e 37 anos, ndo fumantes e sem historia
conhecida de doenca e de trés pacientes, sendo dois do sexo masculino e uma do sexo
feminino, com diagnostico de sepse grave e idades de 64, 35 e 54 anos respectivamente. As
curvas ¢ as amostras foram processadas em duplicata, sendo realizadas duas avaliagSes para
IL-2sR e uma para TNF-a. ‘

A média das concentragdes de IL.-2sR encontradas nos dois ensaios foi de 329,24
pg/ml e de 690,26 pg/ml para os voluntarios. A média das concentragdes de IL-2sR
encontradas nos dois ensaios foi de 18532,30 pg/ml, 2642,02 pg/ml ¢ 816,56 pg/ml para os
pacientes sépticos. Os valores encontrados para IL-2 sR neste grupo de individuos estdo
descritos na tabela 2. Uma curva padrfio ilustrativa de um dos ensaios e sua equagéo
correspondente estdo demonstradas na figura 1. Os valores normais de referéncia para este
ensaio no plasma coletado com EDTA, segundo o fabricante, sdo de 640 pg/ml a 2543

pg/ml (média de 1274 pg/ml), determinados em amostras de plasma de 37 doadores



aparentemente saudaveis. A sensibilidade do ensaio para amostras de plasma com EDTA ¢

de 24 pg/ml.

Tabela 1- Caracteristicas Clinicas e Angiograficas da Amostra

Grupo 1 (CN) Grupo 2 (AE) Grupo 3 (AD

(n=8) {(n=14) (n=18)
Idade 57+9 56+ 11 62+ 10
Sexo (M/F) 4/4 9/5 15/3
Hipertensio arterial 6 (75%) 10 (71%) G (50%)
sistémica
Fumo 5(63%) 5 (35%) 8 (44%)
Dislipidemia 1(13%) 9 (64%) 3 (17%)*
Hist. Familiar 2 (25%) 2 (14%) 6 (33%)

Extensfio da Doenca corondria

1 vaso NA 10 g*x
2 vasos NA 3 2
3 vasos NA 1 8

*n 0,006 para a menor freqiiéncia de pacientes com dislipidemia no grupo 1 (CN) em
relacdo aos grupos 2 (AE) e 3 (AD). **p 0,04 para a menor freqiiéncia de pacientes com
lesdo de trés vasos no grupo 2 (AE) em relacdo ao grupo 3 (Al).

Abreviaturas: CN - corondrias normais, AE - angina estavel; Al - angina instavel; NA -

ndo aplicavel; M - masculino; F - feminino.
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Tabela 2- Concentrac@o de IL-2sR e TNF-o em voluntaries normais e em pacientes
sépticos

IL-2sR* TNF-o

(pg/ml) (pg/ml)
Voluntario 1 329,24 5,06
Voluntdrio 2 690,26 6,5
Paciente 1 816,56 11,17
Paciente 2 2642,02 15,82
Paciente 3 18532,30 21,22

Abreviaturas: TNF-o - fator de necrose tumoral alfa;, IL-2sR - recepfor soluvel de

interleucina 2.

*Meédia dos valores encontrados nos dois ensaios teste do IL-2sR.
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Figura 1-Curva Padrdo Teste da Concentracido Plasmdtica de IL-2sR
Curva padrdo ilustrativa da concentragdo de IL-25R correspondente as densidades oticas

obtidas no ensaio teste de IL-2sR. A equacdo polinomial de 3° grau esid representada no
P 8 14

topo da curva.

As concentragtes de TNF-o encontradas nos voluntarios normais foram 5,06 pg/ml
¢ 6,5 pg/ml. As concentragdes de TNF-a encontradas nos pacientes sépticos foram 21,22
pg/ml, 15,82 pg/ml e 11,17 pg/ml. Os valores plasmaticos normais de referéncia para este
ensaio sdo inferiores a 15,6 pg/ml. Estes valores foram obtidos pelos fabricantes do ensaio
através da avaliagdo da presenga de TNF-ano plasma de 40 doadores aparentemente
saudaveis. A sensibilidade do ensaio ¢ de 4,4 pg/ml. A densidade otica e a concentragéo
sérica de TNF-o neste grupo de individuos estdo descritas na tabela 2. A curva padrio

gerada e a equagfo de 3° grau correspondente estdo representadas na figura 2.
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- Figura 2- Curva Padrdo Teste da Concentracdo Plasmdtica de TNF-o
Curva padrdo ilustrativa das concentracdes de TNF-a correspondentes as densidades
dticas obtidas no ensaio teste de TNF-a. A equacdo polinomial de 3° grau estd

representada no topo da figura.

3- Concentracio plasmatica de TNF-o nos pacientes estudados

A concentragdo plasmatica de TNF-o foi inferior a 15,6 pg/ml em todos os
pacientes da amostra, sendo este o limite superior da normalidade segundo o fabricante do
ensaio (dados ndo ilustrados). A curva padrio ilustrativa de um dos ensaios e sua equagfo, a
partir da qual foram obtidas as concentrages plasmaticas de TNF-o nos pacientes da

amostra estdo representadas na figura 3.
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Figura 3- Curva Padrdo da Concentracdo Plasmdtica de TNF-«
Curva padrdo ilustrativa de um dos ensaios de TNF-a realizados na amostra. A equagdo

polinomial de 3° grau a partir da qual foram obtidas as concentracoes de TNF-a nos

pacientes da amostra estd representada no topo da figura.

4- Concentracfio plasmatica de IFN-y nos pacientes estudados

A concentragfo plasmatica de IFN-y foi inferior a 15,6 pg/ml em todos os pacientes
da amostra, sendo este o limite superior da normalidade segundo o fabricante do ensaio
(dados ndo ilustrados). Este valor foi obtido através da analise da concentragfo plasmatica
de IFN-y de 40 doadores aparentemente sauddveis, cujos valores foram todos inferiores ao
do menor padrio (15,6 pg/ml). A sensibilidade do ensaio ¢ de 3,0 pg/ml. Uma das curvas

padriio ilustrativa dos ensaios de IFN-y e a equagfo polinomial de 3° grau através da qual
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foram obtidas as concentra¢les plasmaticas de IFN-y nos pacientes da amostra, estdo

representadas na figura 4.
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Figura 4- Curva Padrio da Concentracdo Plasmdtica de IFN-y
Curva padrdo ilustrativa de um dos ensaios de IFN-yrealizados na amostra. A equagdo

polinomial de 3° grau a partir da qual foram obtidas as concentragdes de IFN-ynos

pacientes da amostra esta representada no topo da figura.

5- Concentracgfo plasmatica de [L-2sR nos pacientes estudados

A concentracdo plasmatica média de IL-2sR nos pacientes do grupo 1 (CN) foi de
1088,87 + 229,27 pg/ml (min. 214,97 pg/ml; max.1994,68 pg/ml) para as amosiras de
sangue periférico e de 1057,12 + 228,54 pg/ml (min. 107,82 pg/ml; max. 2043.,81 pg/ml)
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para as amostras de sangue do seio corondrio. A diferenga entre estes valores ndo foi
estatisticamente significativa.

A concentragio plasmética média de IL-2sR nos pacientes do grupo 2 (AE) foi de
1154,50 + 126,49 pg/ml (min. 393,59 pg/ml; max. 2004,84 pg/ml) nas amostras de sangue
periférico e de 1382,21 + 160,80 pg/ml (min. 588,86 pg/ml; max. 2307,40 pg/ml) no seio
coronario. A diferenca entre estes valores nfo foi estatisticamente significativa.

A concentragio plasmatica média de IL-2sR nos pacientes do grupo 3 (Al) foi de
1153,64 + 214,69 pg/ml (min. 398,25 pg/ml; max. 24125,63 pg/ml) para as amostras de
sangue periférico e de 1261,70 + 200,98 pg/ml (min. 324,38 pg/ml; max. 28204,83 pg/ml)
nas amostras de seio corondrio. A diferenca entre estes valores ndo foi estatisticamente
significativa.

Uma curva padrio ilustrativa de um dos ensaios para IL-2sR e a equacfo
polinomial de 3° grau através da qual foram obtidas as concentra¢des de IL-2sR na amostra,

estdo representadas na figura 5.
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Figura 5- Curva Padriio da Concenitracdo Plasmdtica de IL-2sR
Curva padrdo ilustrativa de um dos ensaios de IL-2sR realizados na amostra. A equagdo
polinomial de 3° grau a partir da qual foram obtidas as concentracdes de IL-2sR nos

pacientes da amostra estd representada no topo da figura.

A comparacdo dos valores médios da concentragdo de IL-2sR obtidos nos trés
grupos, tanto em amostras de seio coronario como em amostras de sangue periférico, ndo
demonstrou diferenga estatisticamente significativa. Estes dados estdo representados nas

figuras 6 ¢ 7.
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Figura 6- Grdfico da Concentracdo Periférica de IL-2sR
Concentragdo periférica de IL-2sR em pacientes com corondrias normais (CN), angina
estdvel (AE) e angina instdvel (Al). Os valores estdo expressos como média + EP. Ndo

houve diferenca estatisticamente significativa na concentragdo de IL-2sR entre os trés

grupos estudados.
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Figura 7- Grdfico da Concentracdo de [L-2sR no Seio Corondrio
Concentragdo de IL-2sR no sangue do seio corondrio de pacientes com corondrias normais
(CN), angina estavel (AE) e angina instdvel (41). Os valores estdo expressos como média +

EP. Ndo houve diferenca estatisticamente significativa na concentracdo plasmdtica de IL-

25R entre os trés grupos estudados.

Enfim, a comparagdo dos valores obtidos nas amostras de seio coronario com oS
valores obtidos em amostras de sangue periférico entre os grupos e dentro de cada grupo,
também ndo evidenciou diferenca estatisticamente significativa. Estes dados demonstrados

individualmente estdo ilustrados na figura 8.
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Figura 8- Grdfico da Concentracdo Plasmatica do IL-2sR

Concentracdo plasmdtica do IL-2sR obtida em cada paciente do grupo de corondrias
normais (CN), angina estdvel (AE) e angina instavel (41), tanto para amostras de sangue
periférico (P) como para amostras de sangue do seio corondrio (S). As médias + EP de

cada grupo estdo representadas na figura.

A extens@o da doenca corondria caracterizada pelo ntimero de vasos com lesfo >
50%, ndo apresentou associa¢do com o nivel sérico medido de IL-2sR nos trés grupos
(dados ndo ilustrados). Também ndo houve associago entre a concentracfo de IL-2sR e a

presenca de fatores de risco (dados néo ilustrados).
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6- Concentracio plasmaitica de VCAM-1 nos pacientes estudados

A concentragio plasmatica média de VCAM-1 nos pacientes do grupo 1 (CN) foi de
2307 + 295 ng/ml (min. 932 ng/ml; max. 3769 ng/ml) nas amostras de sangue periférico e
de 1898 + 303 ng/ml (min. 1174 ng/ml; max. 3469 ng/ml) nas amostras de seio coronario.
Apenas dois pacientes deste grupo apresentaram valores inferiores ao limite superior de
variagdo da normalidade. N&o houve diferenga estatisticamente significativa entre estes
valores.

A concentragio plasmatica média de VCAM-1 nos pacientes do grupo 2 (AE) foi de
1571 + 801 ng/m! (min. 373 ng/ml; max. 2520 ng/ml) nas amostras de sangue periférico e
de 1415 + 827 ng/ml (min. 415 ng/ml; max. 3112ng/ml) nas amostras de seio coronario.
Seis pacientes deste grupo (46%) apresentaram valores inferiores a média da variacio
considerada normal para o ensaio. Ndo houve diferenga estatisticamente significativa entre
estes valores.

A concentragdo plasmatica média de VCAM-1 nos pacientes do grupo 3 (Al) foi de
1698 + 728 ng/ml (min. 356 ng/ml; max. 3155ng/ml) nas amostras de sangue periférico e
de 1670 + 1052 ng/ml (min. 525 ng/ml; max. 3558ng/ml) nas amostras de seio corondrio.
Todos os pacientes deste grupo apresentaram valores da VCAM-1 plasmatica acima do
valor superior considerado normal para o ensaio. Ndo houve diferenca estatisticamente
significativa entre estes valores.

Uma curva padrio ilustrativa dos ensaios para VCAM-1 realizados na amostra ¢ a |
equacdo polinomial de 3° grau através da qual foram obtidas as concentra¢es plasmaticas
de VCAM-1 nos pacientes da amostra, estdo representadas na figura 9. O valor médio de
referéncia do ensaio, segundo o fabricante, ¢ de 553 ng/ml (395 ng/ml - 714 ng/ml), sendo
os valores da concentragdo plasmatica média da VCAM-1 nos trés grupos cerca de trés
vezes acima deste valor. Os valores propostos como normais pelos fabricantes do ensaio

foram obtidos de amostras de plasma de 102 doadores aparentemente normais. A
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sensibilidade do ensaio é de 100 ng/ml quando a amostra é diluida 1:50, como realizada

neste estudo.
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Figura 9- Curva Padrdo da Concentracio Plasmdtica de VCAM-1
Curva padrdo ilustrativa de um dos ensaios de VCAM-1 realizados na amostra. A equacdo
polinomial de 3° grau a partir da qual foram obtidas as concentragdes de VCAM-1 nos

pacientes da amostra estd representada no topo da figura.
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A comparagfo entre os valores médios da VCAM-1 obtidos nos trés grupos néo
mostrou diferenga estatisticamente significativa. Estes dados estfio representados nas

figuras 10 e 11.
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Figura 10- Grdfico da Concentracio Periférica Média da VCAM-1

Concentrac¢do plasmadtica da VCAM-1 no sangue periférico de pacientes com corondrias
normais (CN), angina estdvel (AE) e angina instdvel (Al). Os valores estdo expressos como
média + EP. A concentragdo da VCAM-1 estd aumentada em todos os pacientes, porém

ndo houve diferencga estatisticamente significativa dos valores entre os grupos.




48

3000+

[l
e
G
(===
b

1060 =

Concentragio de VCAM-1 (ng/ml)

CN AE Al

Figura 11- Grdfico da Concentracido Média da VCAM-1 em Sangue do Seio Corondrio

Concentragdo plasmdtica VCAM-1 em seio corondrio de pacientes com corondrias
normais (CN), angina esiavel (AE) e angina instdavel (4l). Os valores estdo expressos como
média + EP. A concentracdo da VCAM-1 estd aumentada em todos os pacientes, porém

ndo houve diferenca estatisticamente significativa dos valores entre os grupos.
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Enfim, a comparagfo dos valores obtidos nas amostras de seio corondrio com 08
valores obtidos em amostras de sangue periférico entre os grupos e dentro de cada grupo
também nfo evidenciou diferenga estatisticamente significativa. Estes dados representados

individualmente estfo ilustrados na figura 12.

4000 -
@
. L ]
&
@ &
3000 - e @
2000 -

@@ e»é—P— @

CN AE Al
Figura 12- Grdfico da Concentracido Plasmdtica da VCAM-I1
Concentragdo plamdtica da VCAM-1 obtida em cada paciente do grupo de corondrias
normais (CN), angina estavel (AE) e angina instdvel (Al), tanto em amosiras de sangue

periférico (P) como em amostras de sangue do seio corondrio (S). A média + EP de cada

grupo estd representada na figura .
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A extensdo da doenga coronariana caracterizada pelo ntimero de vasos com lesdo >
50% em cada paciente, ndo demonstrou associagdo com a concentracdo plasmética de

VCAM-1 (dados n#o ilustrados). Também néio houve associacdo entre a presenga de fatores

de risco e a concentragio plasmatica de VCAM-1 (dados néo ilustrados).
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DISCUSSAQO

A instabilizagfio e ruptura da placa aterosclerdtica coronariana tem sido apontada
como um dos principais mecanismos associados ao quadro clinico das sindromes
coronarianas agudas (116). A possibilidade de um componente imunoinflamatério
envolvido neste processo vem sendo investigada por diversos autores, porém a origem € 0
perfil da inflamagdo em relagfo as sindromes coronarianas agudas permanecem indefinidos.
Neste estudo, foi testada a hipotese de que a instabilizagfo clinica da doenga aterosclerética
coronariana possa estar associada com ativagdo imunoinflamatéria caracterizada pelo
aumento da concentracfo plasmatica dos mediadores inflamatoérios TNF-o, IFN-y, IL-2sR e
VCAM-1, ocorrendo predominantemente na circulagfo coronariana e, portanto, sugerindo
este local como origem do processo. Para tanto, a expressio destes mediadores foi avaliada
em sangue do seio corondrio e sangue periférico em {rés grupos de pacientes classificados
como pacientes com dor tordcica sem lesfio nas artérias coronarias epicardicas, pacientes
com angina estavel e pacientes com angina instavel. Em relagfio ao TNF-a e ao IFN-y, os
niveis plasmaticos identificados foram inferiores ao limite superior da normalidade nos trés
grupos. Os niveis plasmaticos do IL-2sR identificados situaram-se dentro da faixa de
normalidade em todos os pacientes estudados. No entanto, os niveis plasmaticos da
VCAM-1 foram elevados nos trés grupos estudados, porém sem estabelecer uma clara
distingdo entre os pacientes de acordo com a classificacfio clinica e angiografica utilizadas.
O conjunto destes dados indica que, talvez, a avaliacdo do TNF-a, IFN-y e IL-2sR em corte
transversal nfo seja capaz de identificar alteragdes fugazes em sua concentracio plasmatica,
ocorrendo durante a instabilizagdio da cardiopatia isquémica. No entanto, a elevagfo da
VCAM-1 observada sugere ativagdo do endotélio ocorrendo na cardiopatia isquémica,
porém, utilizando-se a classificagdo clinica usual, nfo foi possivel identificar diferenca

entre os grupos estudados.
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Consideracdes metodologicas

A selecdo dos pacientes para o estudo foi baseada em critérios clinicos e
angiograficos. A classificagdo baseada no quadro clinico para caracterizar pacientes com
doenca coronariana estavel e instdvel tem sido cldssicamente utilizada na literatura (30). No
entanto, recentes evidéncias sugerem que a presenga de isquemia ocorrendo sem
manifesta¢des clinicas pode estar associada & instabilidade biolégica da cardiopatia
isquémica, apresentando inclusive implica¢des prognésticas (27, 40). Este fato sugere que
talvez a classificac@io da instabilidade da doenga coronariana baseada em critérios clinicos,
ndo considerando a possibilidade da ocorréncia de isquemia silenciosa, possa levar a uma
interpretagfo erronea dos fenoménos associados a instabilizagio da angina. Por outro lado,
a utilizacdo da cineangiocorondriografia como critério isolado para definir o grau de
comprometimento isquémico do miocardio tem sido questionada em relagfo a possibilidade
da existéncia de isquemia na auséncia de lesfo estenosante significativa (143).

O papel da microcirculagio na fisiopatologia da isquemia miocdrdica tem
despertado interesse e vem sendo investigado recentemente (144). Por exemplo, na
vasculopatia associada ao transplante cardiaco, cuja fisiopatologia assemelha-se & da
aterosclerose coronariana em diversos aspectos, foi demonstrado que a doenca da
microcirculagdo pode ocorrer dissociada temporalmente em relacdo a doenga dos vasos
epicardicos (145). Especialmente, no presente estudo, metade dos pacientes classificados
como controles normais encontravam-se inicialmente hospitalizados com diagnoéstico
clinico de angina instavel e, ap0s realizarem cineangiocoronariografia que ndo identificou
~ lesdio coronariana significativa, foram reclassificados como pertencentes ao grupo de
controles com coronarias normais. No entanto, o eletrocardiograma de superficie destes
pacientes apresentava manifestagcdes de isquemia, sugerindo comprometimento isquémico
do miocardio. Além disso, neste grupo como um todo, a ventriculografia também
demonstrou hipertrofia ventricular esquerda, a qual pode, por sua vez, estar associada a

alteragdes na microcirculag@o (146).
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Em relacio a sexo, idade e uso de medicagdes com agdo sobre o sistema
cardiovascular houve distribui¢fio uniforme entre os trés grupos, embora nenhuma forma de
pré-selegio tenha sido realizada para estes fatores. Em relacdo aos fatores de risco para
cardiopatia isquémica pesquisados, também néo houve diferencga significativa entre os trés
grupos, exceto pela baixa prevaléncia de dislipidemia entre os pacientes com angina
instavel. No entanto, este achado pode nfo corresponder ao estado real dos pacientes, uma
vez que a presenca de dislipidemia foi avaliada como dado historico e ndo foi incluida no
protocolo a dosagem sistemadtica de colesterol e trigliceridios.

O ndmero de artérias coronarias epicardicas comprometidas por lesdo
aterosclerotica foi avaliado pela cineangiocorondriografia que demonstrou uma prevaléncia
estatisticamente significativa de leso em trés vasos nos pacientes com angina instavel em
relacfo aos pacientes com angina estavel. No entanto, a extensfo da doenga coronariana nao
tem demonstrado associa¢io com achados cineangiocoronariograficos em diversos estudos
(119, 120, 147).

A presenca de necrose miocardica pode ser um elemento de confusfo na avaliagio
de fen6menos inflamatérios em relagdo a fisopatogénia da instabilizacdo da placa
coronariana, uma vez que, os mediadores da inflamacgfo podem ser liberados pela drea de
necrose (148). Nos pacientes estudados, procurou-se excluir a presenga de necrose
miocardica através de auséncia de alteragBes eletrocardiograficas sugestivas de infarto
agudo do miocérdio ou que dificultassem este diagnéstico e pela medida do nivel sérico da
CPK-MB. Embora atualmente a troponina T seja considerada um marcador sérico mais
sensivel da necrose miocérdica, a CPK-MB apresenta boa sensibilidade e especificidade,
especialmente quando associada ao quadro clinico e avaliagiio eletracardiografica (149).
Outras situagdes clinicas que poderiam causar confusiio em relagdo ‘a liberagdo de
mediadores inflamatorios, como por exemplo, insuficiéncia cardiaca congestiva grau III ou

IV, cirurgia cardiaca ou infarto agudo do miocérdio nos 6 meses antecedentes, doenga
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inflamatéria aguda ou cronica, uso de medicagfo antiinflamatéria sistémica, uso de drogas
imunossupressoras ¢ neoplasia foram critérios de exclusfio para entrada no protocolo.

O método ELISA tem permitido um considerdvel avango no estudo de diversas
patologias, uma vez que a sua técnica apresenta relativa simplicidade e, principalmente,
torna possivel a avaliagio in vivo do comportamento de diversas substincias.
Particularmente, os ensaios da R & D Systems para dosagem de mediadores inflamatorios
na circulagdo pelo método ELISA utilizados neste estudo, também tém sido utilizados por
outros autores (14). No entanto, trata-se de metodologia relativamente recente para medigdo
destes marcadores, principalmente no &mbito da cardiopatia isquémica, e o comportamento
biologico de diversos mediadores inflamatérios, principalmente em nivel sistémico, ainda €
‘pouco conhecido. Além disso, a dosagem dos marcadores empregados neste estudo e a
utilizacfio do método ELISA quantitativo para esta dosagem foram pioneiros em nosso
meio, exigindo que fosse realizado um processo de adequagfio do método. Com esta
finalidade foram executados ensaios teste de TNF-ae [L-2sR em amostras de plasma
coletadas de voluntarios sem historia conhecida de doenca e sem fatores de risco maior para
cardiopatia isquémica e em amostras de plasma de pacientes com sepse. Os resultados
obtidos nestes individuos foram os esperados, com concentragdes normais nos voluntarios
saudaveis e muito elevadas nos pacientes sépticos. Por outro lado, a qualidade das curvas
padrdo obtidas tanto nos ensaios teste como nos ensaios da amostra e os coeficientes de
corregfio das equagdes polinomiais de 3° grau resultantes, atestam a adequagdo dos ensaios
realizados. Além disso, as curvas e as amostras foram todas processadas em duplicata para

diminuir a variabilidade do método.

Concentracio plasmatica de TNF-o e IFN-y
A concentragfo plasmatica normal destas citocinas demonstrada no presente estudo
foi um achado nfo esperado em relagéo aos pacientes dos grupos de angina estavel e angina

instavel. O TNF-a e o IFN-y sfio potentes mediadores do sistema inflamatdrio € sua agdo



tém sido estudada em relagio a diversos aspectos relacionados a cardiopatia isquémica.
Especificamente, em relagio a classificagfo clinica da doenga coronariana, Vaddi e
colaboradores descreveram o aumento da sintese destas citocinas in vifro por leucocitos
mononucleares periféricos de pacientes com cardiopatia isquémica quando estas células
eram estimuladas por mitbgenos (138). Estes autores nfio encontraram diferenca entre os
niveis de TNF-a e IFN-y produzidos pelas células de pacientes com angina estdvel ou
angina instavel e também nfo houve relagdo destes niveis com a extensdo da doenga
coronariana identificada por cineangiocorondriografia, No entanto, estes dados sdo
derivados da estimulagdo de células em cultura, enquanto nés estudamos o comportamento
sisttmico do TNF-a e do IFN-yem relagdo as manifestacdes clinicas da cardiopatia
isquémica. Interessantemente, Tashiro e colaboradores, ao estudarem pacientes com infarto
agudo do miocardio também nfo encontraram elevac¢fo plasmatica da concentragdo de
TNF-a, mesmo em avaliagdes seqiienciais, porém demonstraram que os monocitos destes
pacientes apresentavam capacidade aumentada de produzir esta citocina quando
estimulados in vitro (150).

Além destes fatos, evidéncias experimentais sugerem que estas citocinas apresentem
aumento transitorio da sua secrecdo em algumas situagbes e que seus efeitos sejam
decorréncia de uma acgfio mais prolongada (97, 107). Talvez, a liberagfo plasmatica de
TNF-a e IFN-y durante a instabilizacdo da doenga arterial coronariana apresente este padréo
transitério e necessite de avaliagdo seqliencial para sua deteccdo. Por outro lado, também €
possivel que a produgdo destas citocinas seja um fendmeno intra-placa e que a quase
totalidade do TNF-o e do IFN-y produzidos esteja ligado aos receptores celulares nos locais
onde irfo exercer sua fungdo, ndo ocorrendo portanto tradugdo sistémica deste fendmeno.
Neste sentido, tem sido sugerido que, talvez, a avaliacio do aumento da concentragio
plasmatica dos receptores soluveis do TNF-o possam ser utilizados para melhor definir o

perfil biolégico desta citocina (151).
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Concentrac¢io plasmética do IL-2sR

A concentraglo plasmatica média do IL-2sR permaneceu dentro dos limites da
normalidade nos pacientes estudados (valores de referéncia do ensaio para voluntarios
normais), exceto para trés pacientes do grupo de angina instavel. A comparagdo destes
valores médios nfio mostrou diferenca significativa entre os trés grupos. A expressio do IL-
2sR por linfécitos T ¢ considerada como indicagdo do estado ativado destas c€lulas,
sugerindo sua participagdo no processo imunoinflamatdrio. Possivelmente, a elevagéo da
concentracdo plasmatica destes receptores esteja associada a um excesso dos mesmos na
superficie dos linfocitos T estimulados pela IL-2 (101). Além disso, tem sido demonstrado
que os linfécitos T perdem o IL-2R apés poucos dias, mantendo outros sinais de ativagéio
continuada, como por exemplo a expressdo do MHC classe II (97).

No contexto da aterogénese, varios estudos tém trazido evidéncias de ativagfo
linfocitaria junto a placa aterosclerdtica. Neste sentido, a presenca de IL-2R em lesdes
ateromatosas foi demonstrada por Hansson e colaboradores (86). J4, Wal e colaboradores,
estudando segmentos de aorta descendente e de artéria corondria descendente anterior, com
espessamento intimal, estrias gordurosas e placas ateromatosas, demonstraram a presenga
do MHC classe II em linfocitos T e monocitos presentes nestas lestes e a presenca do IL-
2R em reduzido ntmero de linfécitos (87). Estes autores também evidenciaram uma
coloragdo difusa nas lesdes estudadas para a presenga do IL-2R, o que poderia representar a
presenca de receptores soliveis da IL-2 neste meio. Finalmente, em estudo de placas
ateromatoasas coronarianas de pacientes que foram ao Obito por infarto agudo do
miocardio, Wal e colaboradores demonstraram a presen¢a do MHC classe II em mondcitos
infiltrando o sitio de ruptura da placa (59). Uma vez que, a expressio do MHC classe I em
monocitos e células musculares lisas € induzida pelo IFN-y produzido por linfécitos
ativados, este achado também sugere que os linfécitos infiltrando o sitio de ruptura da

placa ateromatosa sfo células com atividade imuno-inflamatoria (85).
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Concentracio plasmatica da VCAM-1

A concentragdo plasmatica média da VCAM-1 foi elevada nos trés grupos
estudados, porém a comparagio entre estes valores nfio mostrou diferenga estatisticamente
significativa. No entanto, 46% dos pacientes com angina estivel apresentaram valores
inferiores a média do ensaio (valor de referéncia), enquanto apenas 5% dos pacientes com
angina instavel e nenhum paciente do grupo de coronarias normais apresentaram situagio
semelhante.

A VCAM-1 ¢é uma molécula de adesdio da super-familia das imunoglobulinas que
media a adesdio de leucocitos mononucleados ao endotélio vascular, através da interagfo
com contrareceptores presentes nestas células (83). Esta funcfo parece ser essencial para
que as células inflamatérias penetrem nos tecidos onde irfio exercer sua funcfio a partir da
circulagfo (77). Estudos de modelos animais de aterosclerose demonstram a presenca da
VCAM-1, induzida por lipopolissacarideos e dietas ricas em lipidios, pricipalmente nas
células do endotélio luminal dos vasos estudados, sugerindo que a expressdo desta molécula
possa ser um fendmeno precoce na aterogénese (66, 72). Embora o endotélio vascular seja
clagsicamente identificado como uma das principais fontes da VCAM-1, O’Brien e
colaboradores estudando placas ateroscleroticas coronarianas de coragfes explantados,
encontraram maior expressdo desta molécula nas células musculares lisas e macréfagos
infiltrando a base das lesdes e em associagdo com formacfo neointimal (82). Com base
nestes dados, € possivel que o aumento da concentragfo plasmaética da VCAM-1 encontrada
nos pacientes por nos estudados com lesfo coronariana possa estar relacionado com o
aumento da expressdo desta molécula no endotélio luminal ou nas células musculares lisas,
macrofagos e neovasos da base das lesdes. Por sua vez, este aumento pode estar associado a
presenca de atividade inflamatéria, uma vez que a VCAM-1 esta envolvida no recrutamento
de células inflamatérias e nfo € uma molécula constitutiva, necessitando estimulo para sua
expressdo (77, 79). O TNF-a, a IL-1 e a IL-4 tém sidos descritos como potentes estimulos

para indugdo da VCAM-1 nas células endoteliais (79, 152). Neste estudo nfo foi
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demonstrado um aumento da concentragio plasmatica do TNF-a, no entanto, além dos
possiveis motivos discutidos anteriormente, especificamente em rela¢do "a interagfo desta
citoquina com a VCAM-1, sabe-se que o TNF-o, pode exercer sua aciio localmente sobre as
células alvo aumentando a expressio da VCAM-1 e que este aumento é maximo em 6 4 12
horas, permanecendo por cerca de 72 horas independentemente da cessagfo do estimulo
(83, 153). Esta caracteristica cinética da expressdo da VCAM-1 a classifica como molécula
de adesdo associada "a fase tardia da atividade inflamatéria (79).

O fato da concentragfo plasmatica da VCAM-1 ter sido aumentada em 94% (17/18)
dos pacientes com angina instavel e também em 54% (8/14) dos pacientes com angina
estavel, pode estar relacionado a potencial presenga de isquemia silenciosa em pacientes
com quadro clinico estavel, o que ébviamente nfo estd contemplado na c:laséiﬁ@ag:io clinica
utilizada neste estudo. Conforme ja discutido anteriormente, a isquemia silenciosa t€m sido
associada a evolucdo desfavordvel da cardiopatia isquémica e seu tratamento tem sido
associado a uma melhora deste prognostico, sugerindo sua relacdo com doenga
bioldégicamente instavel (27). Por outro lado, Hachman e colaboradores estudando pacientes
com dislipidemia encontraram elevacdo da concentracdo plasmatica da VCAM-1 em
pacientes com hipertrigliceridemia em relagfo aos controles sem dislipidemia (concentragio
plasmatica normal de triglicerideos e LDL) e em relacfio aos pacientes com LDL elevado.
No entanto, os pacientes com maiores concentragdes plasmaticas das moléculas de adeszo
em tal estudo, também apresentavam maior numero de outros fatores de risco para
cardiopatia isquémica e evidéncias clinicas de doenca aterosclerdtica, sugerindo que os
achados possam estar associados “a aterosclerose propriamente dita(14).

Em nosso estudo, os valores da VCAM-1 foram elevados em amostras de sangue do
seio coronario e de sangue periférico sem diferenga estatisticamente significativa. Este fato
nfio permite definir a circulagfo coronariana como local da produgfo desta molécula. No

entanto, também n#o invalida esta hipdtese, uma vez que, o longo tempo de expresséo da
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VCAM-1 a nivel celular pode estar associado a um aumento prolongado de sua
concentragfo plasmatica traduzindo-se em elevago dos niveis periféricos.

A elevagiio da concentragfio plasmatica da VCAM-1 nos pacientes sem lesdo
identificada pela cineangiocoronariografia em suas artérias epicardicas, foi um achado
inesperado. No entanto, estes pacientes foram encaminhados para exame por apresentarem
quadro clinico sugestivo de cardiopatia isquémica, estando 50% (4/8) deles hospitalizados
com diagnoéstico clinico de angina instdvel. Neste sentido, a possibilidade de
comprometimento da microcirculagdo levando a isquemia miocdrdica e disfungéo
endotelial traduzida pelo aumento da concentracfio plasmatica da VCAM-1, ndo pode ser
descartada. A microcirculagio é mais sensivel as alteracBes de fluxo, e modifica¢des no
padriio de fluxo dindmico imposto a células endoteliais em cultura foram associadas a
expressdo de moléculas de adesfio por estas células (65). A presenca de hipertrofia
ventricular esquerda identificada pela ventriculografia nestes pacientes reforga a
possibilidade de alteracfio da microcirculagdo em associacdo com disfungfo endotelial
(146). Por outro lado, a isquemia induzida pelas alteracdes do endotélio na microcirculagéo
pode ser a responsdvel pelo aumento da VCAM-1 observado. Neste sentido, a elevagio
plasmatica da VCAM-1 observada nos pacientes com angina instdvel e em alguns pacientes
com angina estavel, também poderia estar primariamente associada a presenca de isquemia

miocérdica e ndo exclusivamente 4 atividade inflamatéria na placa coronariana.

Limitacdes do estudo

A interpretagdo dos resultados obtidos neste estudo deve considerar certas
limitagSes metodologicas. A auséncia de um grupo controle formado por individuos
aparentemente saudaveis dificulta a avaliagdo dos resultados. O grupo de pacientes com
corondrias epicardicas sem les&o identificada pela cineangiocoronariografia apresentava dor
toracica atipica e em 4/8 dos pacientes apresentavam quadro clinico de angina instdvel. No

entanto, ndo foram realizados testes funcionais para caracterizar ou ndo a presenga de
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isquemia. Este grupo portanto, demonstrou ser apenas controle em relacdo a auséncia de
lesdio anatObmica. Embora esta caracterizagfo anatomica seja importante, uma vez que
estudamos justamente alteragdes que dizem respeito & placa coronariana, a simples auséncia
da lesdo pode ndo ser suficiente para caracterizar o grupo como controle negativo para
presenga de cardiopatia isquémica. Em decorréncia do tipo de controles que estudamos, os
valores de referéncia utilizados foram aqueles fornecidos pelo fabricante a partir de dados
obtidos em voluntarios saudaveis. Idealmente, a utilizacio de controles histéricos ndo ¢
considerada metodologia adequada em pesquisa principalmente em tratando-se de
individuos ditos como saudédveis, pois suas condigbes clinicas sfo essencialmente
desconhecidas pelos investigadores.

A possibilidade de contaminagio das amostras periféricas coletadas na veia cava
superior pelo sangue do seio corondrio foi considerada. Para evitar a contaminagdo das
amostras de seio corondrio com sangue periférico, as amostras foram coletadas na porgio
média do seio coronario.

Outra limitac8o a ser considerada € o fato deste tratar-se de um estudo transversal,
permitindo avaliar o comportamento dos marcadores selecionados em relacfo “a cardiopatia

isquémica apenas no momento no qual foi realizada a coleta do sangue.

Sumario

Em resumo, neste estudo ndo foi possivel caracterizar um perfil de atividade
imunoinflamatoria associado as diferentes classificagdes clinicas estudadas da cardiopatia
isquémica nos trés grupos de pacientes, através da avaliacdo da concentragio plasmatica
dos mediadores inflamatorios utilizados. Houve elevagdo da concentragfo plasmatica da
VCAM-1 nos trés grupos estudados, porém sem distin¢do entre 0s mesmos. E possivel
especular que esta elevago signifique ativagdo do endotélio vascular em decorréncia de
isquémia miocardica presente nos pacientes investigados e nio comtemplada pela

classificacdo clinica utilizada.
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CONCLUSOES

1- N#o foi possivel identificar um perfil de atividade imunoinflamatéria através da
avaliagdo da concentragdo plasmatica dos mediadores inflamatérios utilizados e sua

associagfio com o quadro clinico da cardiopatia isquémica.

2- Os niveis plasmaticos encontrados de TNF-o e IFN-y nos trés grupos estudados néo

foram aumentados em relagéio aos valores de referéncia utilizados.

3- Os niveis plasmaéticos encontrados do IL-2sR nfo foram indicativos de um estado ativado
de linfécitos T em associagdo com as manifestagdes clinicas da cardiopatia isquémica

estudadas.

4- Houve elevagéo da concentragdo plasmaética da VCAM-1 uniformemente nos trés grupos
de pacientes, porém sem estabelecer distingdo em relagfio aos diferentes quadros clinicos

apresentados.

5- A auséncia de diferenca estatisticamente significativa entre os valores da concentragéo
plasmatica dos mediadores inflamatdrios em sangue do seio corondrio e sangue periférico,

ndo permite estabelecer a circulagio coronariana como fonte destas alteragdes.
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ESTUDOS COMPLEMENTARES

A andlise critica dos resultados obtidos neste estudo permite o levantamento de

algumas questdes que poderiam ser abordadas futuramente da seguinte forma:

1- Para estabelecer um grupo controle de individuos normais, coletar amostras de sangue de
voluntarios saudaveis sem historia clinica ou fatores de risco para cardiopatia isquémica. A
medi¢cdo das concentragSes plasmaticas dos mediadores inflamatérios neste individuos

estabeleceria um padrio de valores normais contemporaneos.

2- Para estabelecer a presenga ou néo de isquemia miocdrdica, realizar estudos funcionais
para isquemia miocardica, tais como cintilografia de esforgo, ecocardiograma de estresse,

nos pacientes estudados.

3- Para determinar o valor preditivo dos diversos marcadores estudados, realizar

acompanhamento longitudinal da evolugfo clinica destes pacientes.
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