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RESUMO

Fundamento: Diversos estudos recentes sugerem que processos imunoinflamatorios t€ém
um papel critico na formagdo, progressdo e instabilizagdo de lesdes ateroscleroticas.
Estudos que avaliaram marcadores imunoinflamatorios circulantes em sindromes
aterosclerdticas clinicas ou assintomaticas, entretanto, sdo limitados, particularmente no
que diz respeito a sua associagdo com paridmetros nio-invasivos de lesdes vasculares e
sua associagdo com fatores de risco tradicionais para doenga cardiovascular.

Objetivos: Avaliar a associagdo entre marcadores imunoinflamatoérios plasmaticos e (I)
caracteristicas ecograficas de aterosclerose e (II) fatores de risco para doenga
cardiovascular aterosclerética.

Pacientes: Para o protocolo ecografico (protocolo I), foram estudados 120 pacientes
referidos para um estudo ecocardiografico ao laboratorio de métodos nio-invasivos de
um hospital universitario terciario. A espessura das camadas intima e média (EIM)
carotidea e o didmetro adrtico abdominal foram avaliados através de estudo ultra-
sonografico. Para o protocolo de fatores de risco cardiovascular (protocolo II), foram
avaliados individuos participantes do estudo Physicians’ Health Study sem doenga
cardiovascular clinica no momento da coleta do sangue.

Delineamento: Estudos transversais.

Resultados: Protocolo I - Pacientes (n=120, 65 + 19 anos, 52% homens) com
espessamento carotideo pronunciado (tertil superior de EIM) apresentaram niveis
plasmaticos elevados da molécula de adesdo celular vascular 1 (sVCAM-1), quando
comparados com pacientes no tertil inferior de EIM em todos os segmentos carotideos
estudados (773 £ 419 vs. 564 + 191 ng/ml para car6tida comum; 826 + 444 vs. 560 + 175
ng/ml para a bifurcagdo carotidea;, 787 + 429 vs. 535 + 158 ng/ml para EIM carotidea
maxima; todos valores de p<0,05). As mesmas diferencas foram observadas para a
molécula de adesdo intercelular 1 (sICAM-1) entre os tertis superior e inferior de EIM da
artéria carotida comum (376 + 171 vs. 263 + 112 ng/ml, p<0,05). Em analise
multivariada, ap6s controle para 1dade, hipertensio, diabetes mellitus, tabagismo, perfil
lipidico e niveis de homocisteina total, sVCAM-1 (p<0,01) foi o unico marcador que
permaneceu significativamente associado com EIM maxima, enquanto que sICAM-1

(p<0,05), diabetes mellitus (p<0,01) e idade (p<0,01) permaneceram associadas com EIM



na artéria carotida comum e bifurcagdo carotidea. Nas analises dos didmetros da aorta
abdominal, niveis plasmaticos de interleucina-6 (IL-6) aumentaram progressivamente de
acordo com o didmetro adrtico corrigido para superficie corporal. Os niveis de 1L-6 para
pacientes com dimensdo adrtica normal (didmetro baixo [<0,84 cm/m’] e alto
[>0,84cm/m?]) foram 2,3 + 1,2 pg/ml e 2,7 + 0,9 pg/ml, respectivamente, e atingiram um
pico no subgrupo de pacientes com dilatagdo aortica (3,2 + 0,9 pg/ml, p para tendéncia =
0,039). Nos 113 participantes sem dilata¢do aortica, o didmetro adrtico foi positivamente
associado com os niveis plasmaticos de IL-6 (p<0,01), proteina amiloide A (p<0,01) e
homocisteina total (p=0,01). Niveis de proteina C-reativa (PCR) e das moléculas de
adesdo ndo se associaram significativamente com o didmetro adrtico abdominal.
Protocolo IT - Nessa estudo (n=1374; apenas homens), foram encontradas associa¢des
significativas entre sSICAM-1 e PCR com niveis de pressdo arterial sistolica (ambos
p<0,001) e diastolica (ambos p<0,001), triglicerideos (ambos p<0,001), fibrinogénio
(ambos p<0,001), antigeno ativador de plasminogénio tecidual (ambos p<0,001),
homocisteina total (p=0,02 e p<0,001; respectivamente), nimero de cigarros fumados por
dia (ambos p<0,001) e indice de massa corporal (ambos p<0,001). Também foi
observada uma correlag@o inversa entre esses marcadores e niveis séricos de colesterol de
lipoproteina de alta densidade (ambos p<0,001) e atividade fisica regular (ambos
p<0,05). Em analise multivariada, os diversos fatores de risco avaliados explicaram 28%
da varidncia das concentra¢des plasmaticas de sSICAM-1 e PCR. Finalmente, sSICAM-1 e
PCR elevaram-se progressivamente com o aumento do numero de fatores de risco
tradicionais para doenga cardiovascular (p para tendéncia < 0,001).

Conclusées — O grau de espessamento carotideo avaliado por ultra-som esta associado,
de forma independente, aos niveis plasmaticos das moléculas de adesdo sICAM-1 e
sVCAM-1, enquanto que as dimensdes adrticas corrigidas estdo associadas a niveis de
IL-6, homocisteina e proteina amiloide A. As concentragdes plasmaticas de SICAM-1 e
PCR estdo associadas com diversos fatores de risco cardiovascular. Essa associagdo
parece ter um carater cumulativo de acordo com o nimero de fatores de risco em cada
individuo. Esses achados estdo de acordo com diversas evidéncias experimentais que

sugerem que inflamagdo tem um papel critico em diversas sindromes aterosclerdticas.
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ABSTRACT
Background: Several studies suggest that immunoinflammatory processes might have a
critical role in atherogenesis. Studies that evaluated immunoinflammatory markers in pre-
clinical or clinical atherosclerotic syndromes, however, are scarce, particularly with
regard to the association between these markers and noninvasive characteristics of
vascular lesions and traditional cardiovascular risk factors.

Objectives: To evaluate the association between plasmatic immunoinflammatory
markers and (1) echographic parameters of atherosclerosis and (2) established risk factors
for cardiovascular disease.
Patients: For the echographic protocol (protocol 1), we studied 120 patients referred to
the noninvasive cardiac laboratory of a tertiary university hospital. Carotid intimal to
medial thickness (IMT) and abdominal aortic diameters were evaluated by ultrasound
interrogation in all subjects. For the cardiovascular risk factor protocol (protocol II),
subjects apparently free from cardiovascular disease that participated in the Physicians’
Health Study were studies.

Design: Cross-sectional prospective study.

Results: Protocol I - Patients (n=120, 65 + 19 years, 52% men) with marked carotid
thickening (superior IMT tertile) had higher levels of circulating vascular adhesion
molecule-1 (sVCAM-1) when compared to the inferior IMT tertile in all segments of the
carotid artery (773 £ 419 vs. 564 + 191 ng/ml for the common carotid; 826 + 444 vs. 560
+ 175 ng/ml for the carotid bifurcation; and 787 £ 429 vs. 535 + 158 ng/ml for the
maximal carotid IMT, all p values < 0.05). Similar differences between IMT tertiles were
observed for circulating intercellular adhesion molecule 1 (sICAM-1) at the common
carotid (376 + 171 vs. 263 + 112 ng/ml;, p < 0.05). In multivariate analysis after
adjustment for age, hypertension, diabetes mellitus, smoking, lipid profile and
homocysteine levels, sVCAM-1 (p<0.01) was the only variable that remained
significantly associated with maximal IMT, whereas sICAM-1 (p<0.05), diabetes
mellitus (p<0.01) and age (p<0.01) were the only independent correlates for both
common carotid and bifurcation IMTs. With regard to abdominal aortic dimensions,
plasma levels of interleukin-6 (IL-6) had a stepwise increase according to aortic

diameters indexed to body surface area. 1L.-6 levels in patients with normal aortic
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diameters (lower diameter [<0.84 cm/m?] and higher [>0.84 cm/m?]) were 2.3 + 1.2
pg/ml and 2.7 £ 0.9 pg/ml, respectively, and peaked in the subgroup of patients with
aortic dilation (3.2 £ 0.9 pg/ml, p for trend = 0.039). Among 113 participants without
aortic dilation, indexed aortic diameter was positively associated with circulating IL-6
levels (p<0.01), serum amyloid A (p<0.01) and total homocysteine (p=0.01). C-reactive
protein (CRP) and adhesion molecules plasma concentrations were not associated with
indexed aortic diameter. Protocol II — In this study (n=1374, 100% men), we found
significant association between circulating levels of sICAM-1 and CRP with levels of
systolic (both p<0.001) and diastolic blood pressure (both p<0.001), triglycerides (both
p<0.001), fibrinogen (both p<0.001), tissue-type plasminogen activator antigen (both
p<0.001) total homocysteine (p=0.02 e p<0.001; respectively), number of cigarettes
smoked per day (both p<0.001) and body mass index (both p<0.001). We also observed a
significant inverse association between these markers and serum levels of high density
lipoprotein cholesterol (both p<0.001) and regular physical activity (both p<0.05). In
multivariate analysis, all cardiovascular risk factors explained 28% of the variance of
both sSICAM-1 and CRP levels. Finally, sSICAM-1 e CRP progressively increased
according to the number of cardiovascular risk factors (p for trend < 0.001).

Conclusions — Ultrasound-based carotid thickening is independently associated with
SICAM-1 and sVCAM-1 levels, whereas indexed aortic dimensions are associated with
IL-6, total homocysteine and serum amyloid A. Plasmatic concentrations of sICAM-1
and CRP are associated with several cardiovascular risk factors. This association seems
to have a cumulative pattern according to the number of risk factors in each subject.
These findings are in agreement with several lines of evidence that suggest that

inflammation may have a critical role in atherosclerotic syndromes.
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CAPITULO 1
INTRODUCAO

Diversas caracteristicas clinicas associadas a um risco aumentado de
desenvolvimento e progressdo do processo aterosclerdtico foram estabelecidas nas
ultimas décadas. Dentre os fatores de risco tradicionalmente mais estudados nesse
contexto destacam-se a idade avancgada, sexo masculino, historia familiar de cardiopatia
isquémica precoce, niveis tensionais arteriais elevados, perfil lipidico propicio, presenga
de diabetes mellitus e tabagismo (1,2). Dados do estudo de Framingham demonstram que
cada um desses fatores esta associado, de forma independente e sinérgica, a uma
incidéncia progressivamente maior de doengas cardiovasculares de origem aterosclerotica
(3). Paralelamente as evidéncias de carater epidemioldgico, o avango no entendimento do
papel etiopatogénico dos diferentes fatores de risco cardiovascular permitiu a
identificagdo de uma janela temporal ampla entre o surgimento de lesdes precursoras de
aterosclerose e suas manisfestagdes clinicas tardias, favorecendo a utiliza¢do de medidas
preventivas.

Os fatores de risco tradicionais, entretanto, explicam apenas uma fragao dos casos
que se apresentam clinicamente como doenga aterosclerdtica (4,5), além de ndo
necessariamente implicarem uma relagdo direta de causalidade. Até recentemente, pouco
se conhecia sobre os processos celulares envolvidos na formagdo, progressdo e
instabilizagdo das lesdes aterosclerdticas. Diversas hipoteses surgiram buscando explicar
os mecanismos pelos quais os diversos fatores de risco estariam envolvidos na
patogénese desses processos. Dentre essas hipoteses, a teoria da resposta a lesdo ganhou

grande aceitagdo, incorporando diversos conceitos tradicionalmente estudados, como a



ag¢do de substiancias trombogeénicas, o efeito de lipides circulantes e a lesdo da camada
intima dos vasos (6). Nesse contexto, muita aten¢do tem sido dada aos mecanismos
envolvidos no surgimento e perpetuagio das lesdes precursoras do ateroma, como estrias
gordurosas e espessamentos localizados da camada intima, bem como, a possivel relagido
entre essas lesdes vasculares iniciais e os diversos fatores de risco cardiovascular. A
detecgfo precoce e o entendimento dos mecanismos envolvidos no surgimento desse tipo
de lesdes poderia reforgar estratégias terapéuticas que evitassem o desenvolvimento de
placas definidas (ateroma) e todas as complicagdes advindas do seu surgimento.

A historia natural das alteragGes estruturais iniciais do sistema vascular associadas
com a aterosclerose ja esta razoavelmente bem documentada e, sabidamente, progride por
estagios de espessamento difuso da camada intima dos vasos (7). Varios métodos ndo-
invasivos de imagem rotineiramente utilizados na pratica clinica vém sendo explorados
experimentalmente com o intuito de quantificar lesdes vasculares incipientes e
irregularidades da parede dos vasos. Dentre essas modalidades de imagem, destacam-se o
ultra-som, a ressonancia magnética e os diversos tipos de tomografia computadorizada
(8-11). Apesar de desconhecermos por que segmentos especificos de espessamento da
parede vascular progridem para placas ateroscleroticas bem definidas e lesdes
obstrutivas, medidas da espessura da camada intima e média (EIM) dos vasos sio

freqientemente utilizadas em estudos populacionais como marcadores de aterosclerose

o

precoce (8,12). Em especial, a avaliacdo por ultra-som da EIM do sistema carotideo
particularmente facilitada pela relativa proximidade das artérias carotidas em relagdo a
pele e pela excelente janela acustica para avaliagdes morfologicas. A EIM carotidea

avaliada por ultra-som aumenta com a idade (13), correlaciona-se com fatores de risco



cardiovascular tradicionais (14,15) e identifica pacientes em risco para doenga
coronariana grave (15-17) e morbidade por doenga cerebrovascular (18). O uso da EIM
também vem sendo preconizado por varios investigadores como desfecho substituto para
doenga aterosclerdtica sub-clinica apds intervengdes terapéuticas preventivas sobre
fatores de risco cardiovascular (19).

Outra situagdo clinica onde métodos ndo-invasivos de imagem de lesGes
vasculares ja foram incorporados a pratica clinica refere-se a avaliagdo diagnostica e
prognostica dos aneurismas de aorta abdominal (20,21). A doenga aneurismatica vascular
sabidamente envolve um componente aterosclertico importante que invariavelmente esta
associado a um processo inflamatorio tecidual induzido, pelo menos em parte, por
citocinas, culminando em dilatagdo luminal progressiva (22,23). Através da avaliag@o
ultra-sonografica do abddmen podem se mensurar as dimensdes aorticas no seu trajeto
abdominal de forma segura, acurada e reprodutivel. Este método, entretanto, ¢ limitado
do ponto de vista acustico para avaliagdes morfologicas mais detalhadas da aorta,
impedindo medidas da EIM neste segmento vascular. Mesmo assim, a identifica¢do de
dilatagdo progressiva da aorta abdominal, avaliada por ultra-som ou tomografia
computadorizada, pode identificar um subgrupo de pacientes onde o risco de ruptura € tdo
elevado que justifica a corregdo cirurgica imediata.

O entendimento dos mecanismos que estdo envolvidos na génese de lesdes
precursoras de aterosclerose foi significativamente incrementado por diversos estudos
clinicos e experimentais que avaliaram o papel fisiopatologico e prognostico de varios
marcadores imunoinflamatorios. Em especial, grande atencdo tem sido dada a 1)

marcadores inflamatorios sistémicos inespecificos, como as proteinas de fase aguda, 2) os



seus determinantes humorais, como as citocinas interleucina-1 (IL-1), IL-6 e o fator de
necrose tumoral-o. e 3) as moléculas de adesdo intercelular, vascular, endotelial e de fase
aguda. Dados do Physicians’ Health Study, por exemplo, indicam que niveis basais
elevados de proteina C-reativa (PCR), proteina prototipo das respostas de fase aguda,
podem predizer o risco de infarto agudo do miocardio, acidente vascular cerebral e
doenga arterial periférica em homens aparentemente saudaveis (24,25). Da mesma forma,
Ridker e col. avaliaram a concentragdo plasmatica das fragdes soluveis da molécula de
adesdo intercelular-1 (SICAM-1) e demonstraram que niveis basais elevados desse
marcador estdo associados a um risco aumentado de eventos coronarianos futuros varios
anos ap6s sua mensuragdo (26,27).

A avaliagdo do perfil plasmatico das moléculas de adesdo ¢ particularmente
interessante nesse contexto, pois diversos estudos experimentais sugerem que elas
exercem um papel critico no surgimento das lesGes ateroscleroticas iniciais, uma vez que
elas medeiam a ligacdo e migrag@o de leucocitos através da superficie endotelial (28). A
expressdo focal de moléculas de adesdo tem sido demonstrada em lesdes aterosclerdticas
(29,30), precede a infiltragdo leucocitaria (31,32) e parece ser mediada, pelo menos em
parte, por lipoproteinas modificadas ou seus derivados (33). Dados preliminares também
indicam que niveis elevados de IL-6, principal citocina responsavel pelo
desencadeamento das reagdes de fase aguda, tém a mesma capacidade de predizer
eventos cardiovasculares futuros que niveis de PCR e frag¢des soliveis das moléculas de
adesdo (Paul Ridker, comunicagdo verbal). Diversos estudos também sugerem que os

marcadores imunoinflamatérios circulantes tém a capacidade de predizer o risco de



eventos cardiovasculares aterosclerdticos de forma independente de varios fatores de
risco cardiovascular tradicionais (34,35).

Estudos que avaliaram marcadores imunoinflamatérios circulantes em sindromes
aterosclerdticas clinicas e pré-clinicas, entretanto, sdo limitados. Alguns estudos recentes,
por exemplo, avaliaram a concentragdo plasmatica de moléculas de adesdao em pacientes
com doenga arterial periférica e encontraram resultados divergentes (36,37). Em especial,
Hwang e col. ndo detectaram uma associa¢do significativa entre as fragGes soluveis da
molécula de adesdo vascular celular-1 (sVCAM-1) e parametros de doenga arterial
carotidea e coronariana (26). Da mesma forma, muito pouco ¢ conhecido sobre o perfil
dos niveis de citocinas no contexto de doengas ateroscleroticas. A avaliagdo dos niveis de
IL-6 parece ser particularmente interessante em pacientes com doenga aortica
aneurismatica, uma vez que grande atencdo tem sido dada ao papel da inflamagdo
tecidual na patogénese da doenca aterosclerotica aortica (22,23). Por outro lado, apesar
de diversos marcadores imunoinflamatorios terem a capacidade de predizer eventos
cardiovasculares futuros, pouco se sabe sobre suas interagdes com marcadores
tradicionais de risco cardiovascular, ou como essas potenciais interagdes poderiam alterar
o risco de eventos subsequentes.

Os trabalhos descritos nessa tese tém como objetivo estudar a associagdo entre
diversos marcadores imunoinflamatdrios e caracteristicas associadas com aterosclerose
pré-clinica, particularmente no que diz respeito a (I) sua associagdo com parametros nao-
invasivos, baseados em ultra-som, de lesdes vasculares iniciais e (II) e sua associagdo

com fatores de risco tradicionais para doenga cardiovascular.



CAPITULO I
MARCO TEORICO
Fatores de risco para doenca cardiovascular aterosclerética

Os fatores de risco para doenga cardiovascular aterosclerdtica tém sido
identificados em estudos epidemioldgicos de base populacional que relacionaram a
presenga de caracteristicas clinicas especificas em individuos aparentemente saudaveis
com o aparecimento subseqiiente de doenga aterosclerdtica clinicamente manisfesta.
Entre os fatores de risco modificaveis, os mais consistentemente associados ao aumento
da incidéncia da doenga aterosclerdtica sdo a hiperlipidemia, a hipertensdo arterial
sistémica, o tabagismo e a presenca de diabetes mellitus. 1dade, sexo e historia familiar
de cardiopatia isquémica precoce estdo entre os principais fatores de risco ndo
modificaveis.

E importante salientar que a presenga de um fator de risco ndo implica,
necessariamente, uma relacdo de causalidade. Na maioria das circunstancias, um fator de
risco € apenas uma caracteristica clinica que prediz o risco de desenvolvimento de uma
doeng¢a clinicamente significativa. Algumas vezes, entretanto, fatores de risco podem
estar direta ou indiretamente relacionados com a etiopatogenia de uma doenca especifica,
exercendo um papel biolégico relevante no surgimento e progressdo de um processo
patoldgico. Essa diferenciacdo € particularmente dificil no que diz respeito a patogénese
das doengas cardiovasculares aterosclerdticas, uma vez que as sindromes aterosclerdticas
clinicas tém origem multifatorial, se desenvolvem de forma insidiosa e os diversos
fatores de risco cardiovascular se interrelacionam de forma pronunciada. Foge do escopo

dessa tese uma revisdo ampla das evidéncias epidemioldgicas e dos efeitos da redugdo



dos diversos fatores de risco, sendo aqui revisados apenas aspectos especificos
envolvidos no reconhecimento do seu papel potencial na etiopatogénese das lesdes
ateroscleroticas.

Dislipidemia - Os lipides da dieta estdo entre os principais agentes ambientais
relacionados a aterosclerose. Diversos estudos epidemiologicos de base populacional tém
demonstrado uma associagdo direta entre os niveis plasmaticos de colesterol ou de suas
fragdes com a incidéncia e prevaléncia de doenga coronariana aterosclerdtica (38). Além
disso, a redugdo dos niveis de colesterol também tem se associado com uma reducdo
concomitante de eventos cardiovasculares futuros (39-43). Os mecanismos especificos
que medeiam o poténcial efeito aterogénico dos lipides circulantes, entretanto, ainda nio
estdo completamente esclarecidos. A teoria de resposta a lesdo propde que niveis
elevados de colesterol ou de suas fragdes, particularmente o colesterol de lipoproteina de
baixa densidade (LDL) oxidado, causam lesdes toxicas no endotélio vascular (44). Essas
particulas tém o potencial de alterar a estrutura da superficie do endotélio e de leucdcitos
circulantes, particularmente de monocitos. Por mecanismos ainda ndo esclarecidos, a
adesdo dos monocitos ao endotélio também ¢ significativamente aumentada pela
hipercolesterolemia. Nesse sentido, a forma pela qual as dislipidemias afetam o
desenvolvimento e progressdo de lesOes aterosclerdticas, do ponto de vista celular e
molecular, permanece apenas parcialmente elucidada. A expressao das diferentes
moléculas de adesdo em resposta a alteragcdes do metabolismo lipidico, seja em modelos
experimentais ou em estudos clinicos, tem sido identificada como um dos possiveis
mecanismos pelo quais as lipoproteinas participam na formagdo das lesGes

aterosclerdticas (28,45). Li e col., por exemplo, demonstraram que coelhos alimentados



com uma dieta rica em colesterol e gorduras saturadas apresentam lesdes precoces da
camada intima vascular e que se caracterizam pela expressdo inicial exacerbada de
VCAM-1, progredindo posteriormente com o surgimento e infiltragdo de macrofagos e
espessamento endotelial (31).

Hipertensdo arterial sistétmica — Diversos estudos epidemiologicos de base
populacional também demonstraram uma associagdo de carater continuo e linear entre os
niveis de pressdo arterial sistolica e diastolica e o desenvolvimento de doenga arterial
aterosclerotica (46-49). MacMahom e col., por exemplo, demonstraram uma associagido
significativa entre niveis pressoricos arteriais e doenga arterial coronariana e acidente
vascular cerebral em uma metanalise envolvendo mais de 400 mil individuos (46).

A influéncia da elevagdo dos niveis pressoricos sobre a formagido das lesdes
ateroscleroticas, entretanto, € pouco entendida. A hipertrofia das células musculares lisas
da camada média e a hiperplasia intimal ocorrem em modelos animais de hipertensdo
arterial sistémica e em artérias de individuos com hipertensdo, sugerindo uma
interrelagdo entre os mecanismos que induzem a proliferagio e a contragdo muscular lisa.
Por outro lado, estudos experimentais sugerem que hipertensdo também possa aumentar a
responsividade do endotélio, particularmente a fatores que promovam a adesdo
leucocitaria (50-52). Nesse sentido, a liberacdo de sICAM-1 de células endoteliais
submetidas a deformagdo mecdnica mostrou-se diretamente dependente do grau e
duragdo da deformagdo celular em estudos experimentais de culturas celulares (53).

Tabagismo — Inimeros estudos de base populacional demonstram uma associagao
inequivoca entre o habito de fumar e o risco de desenvolvimento de doengas

cardiovasculares (54). No estudo de Framingham, a mortalidade cardiovascular foi 18%



mais elevada em homens e 31% mais elevada em mulheres para cada 10 cigarros
fumados por dia quando comparada com individuos ndo-fumantes (55). Os mecanismos
associados a esse aumento de risco ndo sdo completamente esclarecidos, mas envolvem,
pelo menos em parte, uma redugiio nos niveis ou alteragdo na fungdo do colesterol de
lipoproteinas de alta densidade (HDL) (56). Adicionalmente, tabagismo pode alterar a
fungdo endotelial (57), os niveis de fibrinogénio (58) e a agregacdo plaquetaria (59).
Blann e col. (60) sugeriram que um dos elos entre tabagismo e aterosclerose poderia ser
mediado pela expressdo de moléculas de adesdo no endotélio, fibroblastos, leucocitos e
plaquetas. Em um pequeno estudo transversal que comparou individuos fumantes e néo-
fumantes, foram demonstradas pequenas diferencas entre niveis de sICAM-1 e P-
selectina entre os grupos, embora essas diferengas ndo tenham sido identificadas para
sVCAM-1 e E-selectina (60).

Diabetes mellitus — Doenga arterial macrovascular € a principal causa de
mortalidade em pacientes diabéticos adultos, sendo uma complicagdo comum tanto em
pacientes insulino-dependentes quanto naqueles ndo dependentes de insulina. O diabetes
mellitus frequentemente coexiste com outros fatores de risco para doenga arterial
aterosclerdtica, uma vez que hipertensdo, obesidade e dislipidemia sdo comuns em
pacientes diabéticos (61,62). A resisténcia a agdo da insulina circulante parece exercer
um papel importante na dislipidemia relacionada com o diabetes mellitus (63). Em
sindromes de resisténcia aumentada a insulina existe um aumento de acidos graxos livres
circulantes, o que estimula a sintese de triglicerideos. A glicolisagdo de lipoproteinas, o
aumento dos niveis de lipoproteina (a) e a presenca de um estado hipercoagulante,

decorrente de um aumento dos niveis do inibidor do ativador de plasminogénio 1,
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também parecem estar envolvidos na predisposi¢do a doenga aterosclerdtica que ocorre
em pacientes diabéticos (64).

Idade, sexo e historia familiar — Aproximadamente 80% dos infartos agudos do
miocardio ocorrem em pacientes acima dos 65 anos de idade (65). Os mecanismos
responsaveis por essa maior incidéncia com o aumento da idade sdo desconhecidos,
apesar de saber-se que a prevaléncia de diversos fatores de risco aumenta com a idade e
que seus efeitos sdo cumulativos e dependentes do tempo de exposigio.

No estudo de Framingham, homens tinham uma morbidade por doenga
cardiovascular duas vezes maior que mulheres (66). O aparecimento de doenga
cardiovascular clinicamente manifesta parece ocorrer 10 anos antes nos homens,
ocorrendo um aumento rapido nas mulheres apos a menopausa. Parte desse aumento na
incidéncia é atribuido as alteragdes hormonais decorrentes da menopausa, embora um
ensaio clinico recente de reposi¢do hormonal nio tenha demonstrado uma redugdo
consistente do risco de eventos cardiovasculares (67).

Doenga coronaria aterosclerdtica sabidamente tende a apresentar uma forte
agregacao familiar. Historia familiar de cardiopatia isquémica precoce é um fator de risco
independente para novos eventos coronarianos em diversos estudos prospectivos. Por
outro lado, o aumento do risco associado com uma histéria familiar positiva pode ser
mediado por efeitos genéticos em outros fatores de risco como obesidade, dislipidemia,
hipertensdo e diabetes mellitus (68). Os mecanismos celulares e moleculares que

medeiam a predisposi¢@o familiar para doenga ateroslerotica sdo pouco conhecidos.
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Tipos de lesdes ateroscleréticas

Viérias tentativas de classificagdo dos tipos de lesdes ateroscleroticas ja foram
realizadas no passado. Recentemente, uma redefini¢do do estadiamento da progressio das
lesdes aterosclerdticas foi proposta pelo Comité de Lesdes Vasculares da American Heart
Association, classificando as lesdes em tipo I a VI (69). Os tipos de lesGes também
podem ser estratificados em 5 estdgios conforme ilustrado na Figura 1 (70).

A sequéncia da progressdo das lesdes, do tipo I até o IV da-se pelo acimulo
progressivo de lipides. Os diferentes tipos de estrias gordurosas foram incluidos nas
lesdes de estagio 1 (tipo I, II e 1I1), dependendo do namero relativo de células musculares
lisas, macrofagos e da quantidade de conteudo lipidico. Algumas dessas lesdes podem
progredir para o estagio 2, que inclui lesdes tipo IV e V.

As lesdes tipo IV correspondem ao espessamento difuso da camada intima, em
diferentes graus, decorrendo da confluéncia de cole¢Ses lipidicas e do aumento do
nimero de células musculares lisas, circundados por quantidade variavel de tecido
conjuntivo rico em proteoglicanos e células sangiiineas circulantes. Usualmente, essas
lesdes ndo estdo associadas ao estreitamento da luz do vaso. A definicdo de imagem da
avaliagdo baseada em ultra-som das artérias humanas, particularmente das artérias
carétidas, permite a visualizagdo e quantificagdo de lesdes do tipo IV com adequada
sensibilidade.

As lesdes do tipo V se caracterizam pelo surgimento da capsula fibrosa, uma
camada fina de formas modificadas de células musculares lisas associada a tecido

conjuntivo extremamente denso, o que confere grande resisténcia a deformacdo
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Figura 1 - Representagiio esquematica da evolugio de lesdes aterosclerdticas. Adaptado de Fuster e col.(70).
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mecanica. As lesdes do tipo IV e, mais frequentemente, do tipo V podem sofrer ruptura
na sua superficie (VIa), hemorragia ou hematoma (VIb) ou trombose (VIc),
correspondendo ao estagio 3 de progressdo das lesdes ateroscleroticas e que se
manifestam como angina cronica estavel. O estagio 4 corresponde aquelas lesdes que se
manifestam clinicamente como sindromes isquémicas agudas (infarto, angina instavel ou
morte subita de origem isquémica) e que também sdo decorrentes de lesdes do tipo VI a,
b ou c. Por fim, o estagio 5 corresponde as potenciais lesdes que se formam apds o
aparecimento de sintomas clinicos, caracterizadas por crescimento generalizado das
lesdes, com componentes obstrutivos ou sub-oclusivos.

Ultra-som e avaliacdo nio-invasiva de aterosclerose

Espessura intima-média (EIM) carotidea - O desenvolvimento da ultra-sonografia
bidimensional de alta defini¢do aplicada a grandes artérias superficiais permitiu a
avaliagdo ndo-invasiva da gravidade da aterosclerose, especialmente de lesdes tipo IV, V
e VI A factibilidade da mensuragdo da EIM nos diversos segmentos da artéria carétida
comum, na bifurcagdo carotidea (bulbo) e nos segmentos proximais da artéria carotida
interna ja foi bem documentada em diversos estudos, demonstrando ter uma excelente
reprodutibilidade intra- e inter-examinador (8,12-14).

Salonen e Salonen foram pioneiros na avaliagdo da relagdo entre a EIM carotidea
com diversos fatores de risco cardiovascular em grandes amostras populacionais. Em
uma avaliagdo de 1224 homens finlandeses de 42 a 60 anos, foram encontradas
associagdes significativas entre a EIM carotidea e idade, tabagismo, diabete, historia de
doenga isquémica do coragdo, niveis pressoricos e niveis séricos de colesterol LDL (8).

Associagdes semelhantes com diversos fatores de risco foram descritas por Heiss e col.,
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em um estudo de caso-controle envolvendo 386 individuos com espessamento carotideo e
386 controles selecionados do estudo Atherosclerosis Risk in Communities (14).

A presenga de lesdes carotideas detectaveis por ultra-som € extremamente
prevalente em pacientes acima de 65 anos (75% em homens e 62% em mulheres),
embora a prevaléncia de estenoses luminais comprometendo mais de 50% da luz da
artéria seja relativamente baixa (7% para homens e 5% para mulheres) (12). Dados
extraidos do Cardiovascular Health Study sugerem que as associagdes entre EIM
carotidea e os diversos fatores de risco tradicionais se mantém em pacientes idosos, tanto
em individuos assintomaticos como naqueles sintomaticos (13). Howard e col. também
identificaram uma associagdo significativa entre a EIM carotidea em um sitio vascular
especifico com a EIM carotidea contralateral, refor¢ando o conceito de que o processo
aterosclerotico tem um carater difuso (71). Recentemente, medidas de EIM e diferentes
niveis de obstru¢do carotidea também foram associados com titulos séricos de
citomegalovirus (72) e niveis plasmaticos de homocisteina (73,74).

As associagdes que envolvem a EIM carotidea ndo se restringem aos diversos
fatores de risco cardiovascular. Wofford e col. demonstraram que pacientes com EIM
carotidea no quartil superior tém uma chance 10 vezes maior de apresentar lesdes de 3
vasos coronarianos do que artérias coronarias normais (16). Salonen e col. determinaram
que a presenga de alteragdes estruturais das artérias cardtidas estava associada a um risco
significativamente aumentado de eventos coronarianos agudos, de tal forma que cada
aumento de 1 milimetro na EIM carotidea da artéria éarétida comum associa-se a um
aumento de 2,1 vezes no risco de desenvolvimento de infarto agudo do miocardio (15).

Uma sub-analise de uma grande coorte de individuos holandeses (estudo de Rotterdam)
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também 1dentificou uma associagdo significativa entre aumento da EIM da artéria
carotida comum e o risco de eventos cerebrovasculares e coronarianos futuros (18).

Didmetros adrticos — A alta mortalidade associada com a ruptura de aneurismas
aorticos abdominais e o baixo risco de ressecgdes eletivas enfatiza a importancia da
detecg@o precoce desse tipo de lesdo vascular. A prevaléncia de aneurismas aorticos
assintomaticos ¢ estimada em 1-2% na populacdo geral. Em populagdes selecionadas,
essa prevaléncia pode ser ainda significativamente maior. Cabellon e col., por exemplo,
identificaram 7 (10%) aneurismas abdominais em uma avaliagdo de 73 pacientes com
doenga arterial periférica aterosclerética sintomatica (75).

Diversas abordagens baseadas em imagens de ultra-som foram sugeridas para o
rastreamento de pacientes com aneurismas aorticos abdominais. Pedersen e col
avaliaram 160 individuos referidos para avaliagdo de ultra-som abdominal com o
proposito de estabelecer critérios ultra-sonograficos de dimensdes aorticas normais (20).
Nesse estudo, a luz aortica abominal foi avaliada em dois niveis: 1) aorta proximal, no
nivel da confluéncia das veias porta e esplénica, e 2) aorta distal, acima da bifurcagio das
artérias iliacas. Esses autores sugerem que didmetros aorticos distais ndo corrigidos
maiores que 23 mm para homens e 19 mm para mulheres devam ser considerados
anormais. Carty e col., por outro lado, investigaram a utilizagdo e acuracia de uma
avaliagdo limitada da aorta abdominal em pacientes referidos para avaliagdo
bidimensional e por Doppler do sistema carotideo (76). Essa avalia¢do consistia de uma
inspecdo ecografica sumdria da aorta abdominal, desde o apéndice xifoide até o nivel
peri-umbilical, sendo utilizado apenas um numero reduzido de imagens para ilustrar o

segmento de maior didmetro aortico, ao contrario da abordagem tradicional sistematica
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de obterem-se cortes a cada 2 cm no plano longitudinal e transversal. Nessa amostra de
131 pacientes, 11 (8%) aneurismas infrarenais foram identificados.
Marcadores imunoinflamatérios circulantes

O potencial papel fisiopatologico e prognostico de varios marcadores
imunoinflamatorios foi recentemente explorado por diversos estudos clinicos e
experimentais. Em especial, grande atengdo tem sido dada a 1) marcadores inflamatérios
sistémicos inespecificos, mas altamente sensiveis, como as proteinas de fase aguda, 2)
seus determinantes humorais, como a IL-1, IL-6 e o fator de necrose tumoral-a e 3)
moléculas de adesdo intercelular, vascular, endotelial e de fase aguda.

Os mecanismos celulares através dos quais a imunoinflamagdo interage com o
processo aterosclerotico sdo pouco conhecidos e especulativos. Infec¢do prévia por
Chlamydia pneumoniae, Helicobacter pylori, virus herpes simplex ou citomegalovirus,
tem sido sugerida como mecanismo de origem de um processo inflamatorio cronico
subjacente que justifica niveis elevados de varios marcadores imunoinflamatorios. De
forma alternativa, niveis elevados de varias proteinas de fase aguda, ja bem
documentados em diversas sindromes ateroscleroticas (24,25), podem representar apenas
um desfecho substituto da expressdo de IL-6, uma citocina celular associada com o
recrutamento de macrofagos e mondcitos em lesdes aterosclerdticas e que € responsavel
pela desencadeamento das reagdes de fase aguda.

As seg¢des abaixo descrevem, de forma mais detalhada, as evidéncias clinicas e
experimentais do papel da PCR, da IL-6 ¢ das moléculas de adesdo celular nas sindromes

aterotrombodticas.
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Proteina C-reativa (PCR) — PCR ¢ uma proteina de fase aguda com multiplas
fungdes biologicas, sendo considerada um marcador de inflamagdo cronica subjacente.
Quando mensurados com técnicas de alta sensibilidade, niveis de PCR mostraram-se
capazes de predizer o desenvolvimento de eventos clinicos em pacientes com diversas
sindromes aterotromboticas (24,25,34,35,77-82). Niveis de PCR, por exemplo, estdo
associados a uma maior morbidade em pacientes com angina estavel e instavel (77-79) e
a um incremento de mortalidade em idosos e em fumantes com multiplos fatores de risco
para doenga aterosclerdtica (80-81). Além disso, niveis basais de PCR predizem o risco
de infarto agudo do miocardio, acidente vascular cerebral e doenga arterial periférica em
homens (24,25) e mulheres (82) de meia-idade aparentemente saudaveis, mesmo apos o
controle para outros fatores de risco cardiovascular. Dados recentes indicam que niveis
de PCR tém valor preditivo adicional aquele obtido de pardmetros lipidicos para
determinacdo do risco de infarto agudo do miocardio (34) e as dosagens de troponina T
na determinagdo do prognéstico a curto prazo de pacientes com sindromes isquémicas
agudas (35). Finalmente, niveis elevados de PCR também foram recentemente associados
com um risco aumentado de reinfarto e morte em pacientes com infarto prévio (83).

Interleucina-6 - 1L-6 ¢ uma citocina inflamatoria que tem um papel critico nas
reagOes de fase aguda, além de exercer efeitos importantes em diversas fases da
hematopoiese, na diferenciagéo e ativagao de linfocitos e no sistema de coagulagdo. IL-6
pode originar-se de uma grande variedade de tipos celulares, como fibroblastos, células
endoteliais, mondcitos e macrofagos, células musculares lisas, mastocitos, linfocitos T e
diferentes linhas celulares tumorais (84). Apesar da expressdo de IL-6 estar envolvida em

uma grande variedade de processos fisiologicos e patologicos, poucos estudos avaliaram
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o perfil da expressdo desta citocina em sindromes ateroscleroticas clinicas. Biasucci e col.
demonstraram recentemente que niveis elevados de 1L-6 sdo comuns em pacientes com
angina instavel, além de estarem associados com um pior prognostico a curto prazo (85).
Neste estudo, apenas 21% dos pacientes com angina estavel tiveram niveis detectaveis de
IL-6, enquanto que 83% dos pacientes com angina instavel e com um curso hospitalar
complicado apresentaram niveis elevados desta citocina (85).

Um dos mecanismos basicos na patogénese da doenga adrtica aneurismatica ¢ a
degradacgdo de componentes da matrix extracelular induzida por citocinas inflamatorias.
Nesse sentido, Juvonel e col. identificaram que pacientes com patologia aortica
abdominal apresentam niveis plasmaticos elevados de IL-6 quando comparados a
controles normais e a pacientes com doenga coronariana (22). Estudos de cultura tecidual
também indicam que amostras de aneurismas aorticos abdominais humanos produzem
significativamente mais citocinas, particularmente IL-6, do que amostras de tecido
aortico normal (23).

Moléculas de adesdo celular — Os processos de ligagdo entre diferentes células e
entre células e componentes da matrix extracelular sdo mediados por moléculas de adesdo
celular, incluindo as integrinas, as selectinas e a superfamilia das imunoglobulinas (86).
Em especial, a adesdo dos leucocitos circulantes ao endotélio vascular e sua migragdo
através da superficie endotelial, etapas consideradas criticas no surgimento de lesdes
aterosclerdticas, sio mediadas, pelo menos em parte, por diversos tipos de moléculas de
adesdo celular. Essas moléculas sdo expressas primariamente na membrana endotelial,
em resposta a diversas citocinas inflamatorias, incluindo a IL-6, a IL-1, o fator de necrose

tumoral-o e o interferon. Nesses processos, grande atengdo tem sido dada ao papel da
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expressdo de E-selectina (referente ao endotélio), P-selectina (referente as plaquetas),
VCAM-1 e ICAM-1.

A expressdo de moléculas de adesdo ocorre focalmente no endotélio, em células
musculares lisas e em macrofagos de placas ateroscleroticas humanas (29,30). A
expressdo de VCAM-1 em células endoteliais aumenta rapidamente depois de uma dieta
rica em gorduras e colesterol, precede a infiltragdo de leucdcitos (28,31) e € por
substancias derivadas de lipoproteinas (33, 88-91). Cokerill e col. demonstraram que
concentragdes fisiologicas de lipoproteinas de alta densidade inibem a expressdo de
diversas moléculas de adesdo dependentes de citocinas (88). Quando células endoteliais
em cultura foram expostas a uma concentragdo de colesterol HDL de 1 mg/ml, a
expressio de VCAM-1, ICAM-1 e E-selectina foi reduzida em 90%, 65% e 79%,
respectivamente, sugerindo que o efeito protetor do colesterol HDL pode ser mediado
pela inibicdo da expressio das moléculas de adesdo. Em particular, estudos
imunohistoquimicos em artérias carotidas também identificaram expressdo acentuada de
VCAM-1 em placas ateroscleréticas avangadas (92). O desenvolvimento de
camundongos com delecdes programadas de genes especificos permitiu recentemente a
avaliagdo direta do papel de diversas moléculas de adesdo na patogénese da aterosclerose.
Dois estudos recentes (93-94), utilizando camundongos mutantes com delegio
programada dos genes (knock-outs) de ICAM-1, P-selectina e CD18, identificaram uma
reducdo de 50-75% no desenvolvimento de estrias gordurosas depois de uma dieta rica
em gorduras e colesterol. Os autores desses estudos especulam que a variabilidade na
expressdo desses genes poderia influenciar a suscetibilidade individual para o

desenvolvimento de lesdes aterosclerdticas.
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Do ponto de vista clinico, foram poucos os trabalhos que avaliaram o papel das
fragOes plasmaticas das moléculas de adesdo em sindromes aterosclerdticas. A extensdo
de lesdes ateroscleroticas, avaliadas pela percentagem de irregularidade parietal através
de angiografia aortica, iliaca comum, femoral e poplitea, apresentou uma correlagdo
muito boa com niveis circulantes de sVCAM-1 em pacientes com doenga arterial
periférica (36). Sampietro e col. demonstraram recentemente que aferese de LDL em
pacientes com hipercolesterolemia familiar estd associada com decréscimo concomitante
de niveis de moleculas de adesdo circulante (95). Nesse estudo, os niveis de sSICAM-1
antes e imediatamente apos a aferese foram de 359 ng/mL e 266 ng/ml., respectivamente.
Hwang e col., por outro lado, ndo identificaram associagdes significativas entre a
concentragdo plasmatica de sICAM-1 e da molécula de adesdo vascular celular-1
(sVCAM-1) com niveis de diversos lipides (26). Neste estudo, niveis de sVCAM-1
também ndo foram diferentes em individuos com doenga coronariana ou carotidea
quando comparados com controles. Por fim, em um estudo de caso-controle envolvendo
948 individuos participantes de uma coorte de homens aparentemente saudaveis, foi
observado que niveis elevados da fragdo soluvel de SICAM-1 predizem o risco
subsequiente de infarto agudo do miocardio apds 9 anos de seguimento, de forma
independente a outros fatores de risco cardiovascular (27). Esse risco foi particularmente
aumentado nos pacientes com concentragdes plasmaticas no quartil superior da
distribuigdo de sICAM-1 (niveis > 260 ng/ml; risco relativo de 1,6 [intervalo de

confianga de 95% de 1,1-2,4], p=0,02).
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Sumario

A expressdo de varios marcadores imunoinflamatoérios ja estd bem documentada
em diferentes etapas do processo aterogénico. Diversos estudos também avaliaram o
papel prognostico de alguns marcadores imunoinflamatorios circulantes em sindromes
ateroscleroticas clinicas. Apesar disto, pouco se sabe sobre a associacdo destes
marcadores com caracteristicas clinicas relacionadas com aterosclerose inicial ou com
fatores de risco cardiovascular. A avalia¢do do perfil plasmatico das moléculas de adesdo
¢ particularmente interessante no contexto das lesdes ateroscleréticas iniciais, como o
espessamento da camada intima dos vasos, uma vez que essas moléculas participam nos
processos de ligacdo e migragdo de leucocitos através da superficie endotelial (28). Da
mesma forma, muito pouco € conhecido sobre o perfil das citocinas em doengas
ateroscleroticas. A avaliagdo dos niveis de IL-6 pode ser particularmente interessante no
contexto das doengas da aorta abdominal, pois grande atenc¢do tem sido dada ao papel da
inflamagdo tecidual na patogénese da doenga aterosclerotica aortica (22,23). Apesar de
varios estudos indicarem que o valor preditivo destes marcadores ¢ independente de
outros fatores de risco cardiovascular, € plausivel considerarmos que existam associagdes
entre fatores de risco tradicionais e estes novos marcadores de risco cardiovascular. Até o
momento, poucos estudos exploraram essas potenciais associagdes de marcadores
inmunoinflamatorios circulantes com caracteristicas de aterosclerose inicial e fatores de

risco cardiovascular tradicionais.
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CAPITULO 11

OBJETIVOS

Objetivos gerais:

Os trabalhos descritos nessa tese tém como objetivo estudar a associagdo entre
diversos marcadores imunoinflamatorios e caracteristicas de aterosclerose pré-clinica,
particularmente em relagio (I) a sua associagdo com parametros ndo-invasivos, baseados
em ultra-som, de lesGes vasculares iniciais e (Il) a sua associa¢do com fatores de risco

tradicionais para doenga cardiovascular.

Objetivos especificos:

Protocolo I

1. Avaliar a associagdo entre a concentragdo plasmatica das moléculas de adesdo
sVCAM-1 e SICAM-1 com a EIM das artérias carotidas avaliadas por
ecografia bidimensional de alta resolucio.

2. Estudar a associag@o entre as concentragdes plasmaticas de IL-6 e PCR com
as dimensdes da aorta abdominal avaliadas por ecografia bidimensional.

Protocolo I

1. Awvaliar a associac¢do entre a concentragdes plasmaticas da molécula de adesdo
sICAM-1 e da PCR com diversos fatores de risco para doenga cardiovascular

aterosclerdtica em individuos aparentemente saudaveis.
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CAPITULO IV
METODOS

Os estudos descritos nesta tese estdo subdivididos de acordo com os dois
protocolos apresentados abaixo:
Protocolo 1. Marcadores imunoinflamatérios plasmaiticos e caracteristicas
ecograficas de aterosclerose

Pacientes: Pacientes ambulatoriais com idade superior a 50 anos que foram
referidos ao laboratorio de cardiologia ndo-invasiva do Brigham and Women’s Hospital
para a realizagdo de um ecocardiograma transtoracico foram convidados a participar
deste estudo. Pacientes com histéria clinica compativel com infec¢do ativa (febre na
ultima semana, uso recente de antibidticos ou qualquer tipo de infecgdo atual
diagnosticada), doenga inflamatéria sistémica (artrite reumatdide, lapus eritematoso
sistémico ou doenga inflamatoria intestinal), transplante cardiaco e aqueles em uso de
corticoesteroides orais ou parenterais foram excluidos. A amostragem foi consecutiva,
dependendo da disponibilidade de equipamentos e pessoal. Cento e vinte pacientes
elegiveis concordaram em participar do protocolo e constituiram a populagdo em estudo.
Entre esses individuos, foram identificados 7 pacientes com dilatagdo adrtica (didmetro
aortico corrigido > 1,3 ecm/m?). Para o protocolo das espessuras carotideas, o estudo
ecografico de carotidas foi realizado em 92 pacientes dessa amostra. Infomagdes
individuais sobre fatores de risco para doenga cardiovascular aterosclerdtica, historia
prévia de doengas cardiovasculares, outras co-morbidades e medicagdes em uso foram

coletadas. O protocolo foi revisado e aprovado pelo Comité de Pesquisa em Humanos do
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Brigham and Women’s Hospital e consentimento informado por escrito foi obtido para
todos participantes.

Estudo ecogrdfico das artérias cardtidas: Cada paciente foi submetido a um
exame ultra-sonografico detalhado das artérias carétidas. Esse procedimento foi realizado
por um médico treinado em exames vasculares, em um equipamento comercialmente
disponivel (Hewlett Packard Sonos 2500; Hewlett Packard Medical Products;, Andover,
MA) utilizando-se um transdutor linear de 5,5/7,0 MHz. O protocolo para obtengdo de
imagens carotideas foi adaptado do protocolo utilizado pelo estudo Atherosclerosis Risk
in Communities (14). Imagens foram obtidas com o paciente em posi¢&o supina, com o
pescoco levemente estendido e a cabeca em rotagdo contralateral ao lado a ser
examinado. Foram adquiridas imagens bilaterais no eixo longitudinal-lateral e obliquo-
anterior 1) da porgdo distal (10 mm) das artérias carétidas comuns, 2) da bifurcagdo
carotidea e 3) da artéria carotida interna (Figura 2). Como imagens de qualidade técnica
adequada para medidas morfologicas detalhadas da artéria car6tida interna foram obtidas
em menos de 50% dos pacientes, medidas desse segmento ndo foram incluidas nas
analises da espessura parietal. As imagens foram digitalizadas e todos exames foram
avaliados pelo autor, conforme recomenda¢des padronizadas (14), através de um
programa de computador especifico desenvolvido no Laboratério de Métodos Nao-
invasivos do Brigham and Women’s Hospital. Através desse programa, linhas foram
tragadas na interface entre a luz do vaso e a camada intima (linha A) e entre a camada
média e adventicia (linha B), na parede distal da artéria carotida comum e bifurcacdo

carotidea, em segmentos de 5-10 mm (Figura 2). A partir deste diagrama, foi calculada a
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Figura 2 - Exemplo representativo de um corte longitudinal do segmento distal da artéria
cartida comum (CC), da bifurcagdo carotidea (BIF) ¢ da artéria cardtida interna (CI)
(acima). O retangulo ilustra o segmento amplificado abaixo, no qual esta representado um
corte longitudinal da artéria carotida comum, demonstrando-se esquematicamente a
menuracdo da EIM. A area entre os pontos vermelhos representa as camadas intima ¢
media (entre as linhas A ¢ B). A linha preta representa 0.5 cm.
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média das espessuras da camada intima e média (EIM) em cada segmento (carotida
comum e bifurca¢do). A média das medidas entre o lado direito e esquerdo foram
utilizadas para analise estatistica. A EIM maxima em qualquer segmento também foi
computada para as analises. Esse indice foi criado para integrar informagdes de
espessamento e/ou obstru¢do em qualquer nivel do sistema carotideo. Placas
ateroscleroticas foram deﬂnidas pela presenga de espessamento focal significativo da
parede do vaso (EIM acima de 2 mm), irregularidade de parede e presenca de
calcificagdes. A reprodutibilidade na mensuragdo da EIM pelo mesmo observador foi
avaliada em um subgrupo de 20 pacientes. O coeficiente de correlagio desta avaliago
foi superior a 98%. A avaliagdo e mensuragdo de pardmetros carotideos foi realizada pelo
autor, sem conhecimento prévio das medidas plasmaticas dos marcadores
imunoinflamatorios.

Estudo ecogrdfico da aorta abdominal: Dois examinadores, com experiéncia e
utilizando equipamentos comercialmente disponiveis (Hewlett Packard Sonos 2500,
Hewlett Packard Medical Products, Andover, MA) e um transdutor de 2,7/3,5 MHz,
realizaram os exames ultra-sonograficos. Os pacientes foram examinados em posigdo
supina, com os joelhos semi-flexionados, com intuito de relaxar a musculatura
abdominal. A aorta abdominal foi examinada do apéndice xifoide até a regido peri-
umbilical, incluindo, quando possivel, a bifurcagdo aodrtica. Imagens da aorta no eixo
longitudinal e lateral no didmetro bidimensional méaximo foram gravadas em fitas de
video profissional super-VHS para analise posterior. Essas imagens foram digitalizadas e
avaliadas em um programa de computador desenvolvido no Laboratério de Métodos

Nio-invasivos do Brigham and Women’s Hospital. O didmetro luminal maximo da aorta
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abdominal foi medido na regido peri-umbilical, correspondendo ao segmento infra-renal.
A luz livre de ecos no interior da aorta foi medida entre o limite ecogénico final (“inner
trailing edge’) da parede anterior e o limite ecogénico inicial (“inner leading edge”) da
parede posterior, concomitante com o pico da onda “R” do eletrocardiograma, com o
objetivo de evitar que as pulsagdes ciclicas da aorta interferissem com as medidas. O
didmetro aortico medido foi corrigido para a superficie corporal. Variabilidade intra-
observador e inter-observador foi medida em um subgrupo de 30 pacientes, tendo sido
menor do que 5% e 10%, respectivamente.

Medidas sanguineas: Amostras de sangue anticoaguladas em EDTA foram
obtidas através de pungdo venosa, utilizando-se um cateter-borboleta periférico n° 19. O
sangue foi imediatamente centrifugado por 20 minutos a 2.500 rota¢des por minuto, e
aliquotas foram conservadas a -70° C. sVCAM-1 e sICAM-1 foram medidas em
duplicata por um ensaio imunologico-enzimatico tipo sanduiche (“ELISA”), baseado em
proteinas e anticorpos purificados (R&D Systems), de acordo com as recomendacdes
proprias do produto. A sensibilidade referida para essas medidas € de menos de 2 ng/ml e
0,35 ng/ml, respectivamente. IL-6 também foi medida pela técnica de ELISA
(Imunotech). Proteina amildide A foi medida por um método nefelométrico em um
analisador Bnll, possuindo um sensibilidade que alcanga niveis de 0,8 mg/ml. Os
métodos para mensuragio do colesterol LDL e HDL, lipoproteina (a) e homocisteina total

foram realizados de acordo com protocolos padronizados descritos previamente (96-98).



28

Protocolo Il. Marcadores imunoinflamatérios plasmaticos e fatores de risco para
doenca cardiovascular

Pacientes: Neste protocolo, foram estudados homens aparentemente saudaveis
participantes do estudo Physicians’ Health Study (97). O Physicians’ Health Study foi um
ensaio clinico randomizado, duplo-cego, com delineamento fatorial (2x2), de aspirina e
beta-caroteno, que envolveu 22.701 médicos norte-americanos entre 40 e 84 anos de
idade (99). Critérios de exclusdo neste estudo incluiram histéria de infarto agudo do
miocardio, acidente vascular cerebral isquémico estabelecido ou transitorio, céancer,
doenga renal ou hepatica, doenga péptica ou gota, contra-indicagdo ao uso de aspirina e
uso atual de aspirina ou outros medicamentos com agdo anti-agregante plaquetaria,
agentes anti-inflamatdrios ndo-esterdides, vitamina A ou beta-caroteno.

Como descrito previamente em detalhe (99), foi requisitado aos participantes
elegiveis que remetessem amostras de plasma antes da randomizagdo. Tubos com acido
edético foram remetidos para cada médico com instru¢des detalhadas de como coletar o
sangue. Requisitou-se que o sangue coletado fosse imediatamente centrifugado e o
plasma remetido no mesmo dia, acondicionado em um recipiente refrigerado, por correio
noturno. Aproximadamente 68% dos médicos randomizados remeteram amostras
sanguineas (14.916 individuos). Os médicos participantes também relataram antes da
randomiza¢do a presenca de diversas caracteristicas clinicas associadas com risco
cardiaco como idade, tabagismo, altura, peso, pressdo arterial sistolica e diastolica,
historia de hipercolesterolemia, diabetes mellitus, frequéncia de exercicio e ingesta de

bebidas alcoolicas.
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No presente protocolo, foram avaliadas as associa¢des entre niveis plamaticos de
sICAM-1 e PCR e diversas caracteristicas clinicas de risco cardiovascular em um
subgrupo (n=1374) de participantes do Physicians’ Health Study aparentemente livres de
doenga cardiovascular no momento da coleta do sangue. Tais individuos foram
selecionados como participantes em estudos de caso-controle de marcadores
imunoinflamatérios e risco de eventos cardiovasculares futuros (24,25,27). As analises de
associagdes foram realizadas indistintamente entre individuos que desenvolveram ou néo
eventos cardiovasculares.

Medidas sanguineas: Para cada participante selecionado, a amostra respectiva de
plasma foi descongelada e sICAM-1 foi mensurada em duplicata por um ensaio
imunolédgico-enzimatico tipo sanduiche (“ELISA”), baseado em proteinas e anticorpos
purificados (R&D Systems), de acordo com as recomendagdes do produto. A
sensibilidade para essa medida ¢ de menos de 2 ng/ml e a variabilidade entre medidas foi
menor que 10%. PCR também foi mensurada por um ensaio imunoldgico-enzimatico
competitivo, que usa proteinas purificadas e anticorpos anti-PCR policlonais, com
sensibilidade de até 0,05 mg/l. A variabilidade entre medidas para esse ensaio foi de
5,5%.

Anadlise dos dados

Pardmetros carotideos: Coeficientes de correlagdo de Spearman foram calculados
para avaliar a presenga de associagdo entre parametros carotideos e medidas dos
marcadores séricos. As medidas de EIM foram divididas em trés grupos, de acordo com a
distribuicdo em tertis. A diferenca dos niveis séricos das moléculas de adesdo nos tertis

carotideos foi computada por modelos lineares gerais (general linear models). O teste de
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Tukey foi utilizado para comparagGes multiplas. Modelos lineares gerais foram
computados para estimar a associagdo entre niveis séricos e medidas carotideas,
controlando para outros fatores de risco. As associag¢des ajustadas foram controladas para
cada fator de risco individualmente. Além disso, modelos de regressdo linear multipla
foram criados para avaliar a contribui¢do independente das moléculas de adesdo nos
valores de EIM. As variaveis incluidas foram aquelas apontadas pelo referencial tedrico,
sendo consideradas aquelas com valor de p < 0,15 nas analises univariadas. Para os
modelos de regressdo, as variaveis foram selecionadas utilizando-se o método passo-a-
passo (stepwise). Um valor de p bicaudal menor que 0,05 foi considerado estatisticamente
significativo.

Pardmetros aorticos: Varidveis com distribui¢do ndo-normal sofreram
transformagdo logaritmica. Coeficientes de correlagdo de Pearson foram calculados para
avaliar as associagdes entre os didmetros aorticos corrigidos para a superficie corporal e
os niveis séricos de IL-6, proteina amiloide A, PCR, homocisteina total e lipides. Os
participantes também foram classificados em trés grupos, de acordo com o didmetro
aortico. Inicialmente, individuos sem dilatacdo adrtica foram dicotomizados de acordo
com a mediana da distribuigdo em grupos com diamétro aértico corrigido <0,84 cm/m’ e
>0,84 cm/m” . O terceiro grupo compreendeu pacientes com dilatagdo aortica (didmetro
aortico corrigido > 1.3 em/m%; n=7). A diferenca das medidas séricas entre os grupos foi
computada por analise de varidncia. Modelos de regressdo linear multipla também foram
criados para identificar varidveis associadas de forma independente com o didmetro
aortico corrigido, sendo incluidas aquelas varidveis apontadas pelo referencial tedrico e

com valor de p < 0,15 nas analises univariadas. Para os modelos de regressio, as
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variaveis foram selecionadas utilizando-se 0 método passo-a-passo (stepwise). Um valor
de p bicaudal menor que 0,05 foi considerado estatisticamente significativo.

SICAM-1/PCR e fatores de risco: Coeficientes de correlagdo de Spearman foram
calculados para avaliar a associagdo entre niveis desses de sSICAM-1 e PCR e indice de
massa corporal, pressdo sistolica e diastolica, colesterol total, HDL e LDL, trigliceridios,
lipoproteina (a), fibrinogénio, antigeno ativador do plasminogénio tecidual e
homocisteina total. O teste de Wilcoxon, o teste T de Student e modelos lineares gerais
foram utilizados para comparar niveis de sSICAM-1 e PCR de acordo com a presenca ou
auséncia de fatores de risco para doenca aterosclerdtica, como hipertensdo arterial
sistémica, tabagismo, diabefes mellitus, hipercolesterolemia, frequéncia de exercicio e
ingesta de bebidas alcodlicas. Adicionalmente, niveis desses marcadores foram
categorizados em quatro grupos de acordo com sua distribuigdo em quartis. Os niveis de
fatores de risco plasmaticos lipidicos e ndo-lipidicos foram comparados de acordo com as
categorias de niveis de sSICAM-1 e PCR, usando-se analise de varidncia. Além disso,
modelos de regressdo linear multipla foram criados para identificar variaveis associadas
de forma independente com cada marcador sérico em estudo. As variaveis incluidas
foram aquelas apontadas pelo referencial teérico, sendo consideradas aquelas com valor
de p < 0,15 nas analises univariadas. Para os modelos de regressdo, as variaveis foram
selecionadas utilizando-se o método passo-a-passo (stepwise). Um valor de p bicaudal

menor que 0,05 foi considerado estatisticamente significativo.
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CAPITULO V

RESULTADOS:
Protocolo I. Marcadores imunoinflamatérios plasmaticos e caracteristicas
ecograficas de aterosclerose

Caracteristicas clinicas dos pacientes: Na Tabela 1 estdo descritas as
caracteristicas clinicas dos 120 pacientes estudados neste protocolo. A idade média foi de
65 + 19 anos, sendo 52% dos participantes do sexo masculino. Aproximadamente metade
dos pacientes tinha historia clinica de hipertensdo ou hipercolesterolemia e menos de
10% eram fumantes atuais. Infarto agudo do miocardio prévio havia sido diagnosticado
em 23 pacientes (19%) e 20 (16%) tinham historia clinica compativel com angina
pectoris. As razdes para a realizagdo do ecocardiograma transtoracico incluiram avaliagdo
da fungdo de ventriculo esquerdo (34%), avaliagdo valvular (31%), doenca arterial
coronariana (14%), arritmias (5%), avaliagdo preoperatoria (5%) ou outros motivos
(11%).

Pardmetros carotideos e medidas plasmdticas: A EIM no segmento da bifurcagdo
carotidea foi significativamente maior do que no segmento distal da artéria carotida
comum (1,2 £ 0,3 mm vs. 0,9 £ 0,2 mm; p < 0,05). Placas ateroscleroticas bem definidas
foram observadas em 29 pacientes (31%), todos com espessamento de parede maior do
que 2 mm. Neste estudo, ndo foram observados individuos com obstru¢bes carotideas
graves (>70%). A EIM nos segmentos da artéria cardtida comum e da bifurcagdo

carotidea e a EIM maxima foram categorizadas em tertis como descrito na Tabela 2.
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Tabela 1. Caracteristicas clinicas e laboratoriais dos participantes do protocolo .

Caracleristicas (n=120) n (%)
Idade, anos* 6549
Homens/Mulheres 63 (52)/ 57 (48)
Hipertensdo arterial sistémicat 67 (56)
Hipercolesterolemia 55 (46)
Diabetes mellitus t 18 (15)
Historia familiar de cardiopatia isquémica prematura § 3227
Tabagismo (atual ou passado) 81 (66)
Angina estavel 20 (16)
Infarto do miocardio prévio 2319
Revascularizagdo coronariana 23.(19)
Eventos coronarianos prévios 7 (8)
Ecocardiograma

Fragdo de ejegdo, %* 62 +16

Niveis pldsmaticos *

SVCAM-1 (ng/ml) (n=92) 664 +315
SICAM-1 (ng/ml) (0=92) 305 + 142
IL-6 (pg/ml) 18 £20 (15,4) §
Proteina amiloide A (mg/dl) 25+£830,4)8
PCR (mg/dl) 08+1,4 (04§
Homocisteina total (mol/l) 11,1 £4,8 (10,2) §
Colesterol total (mg/dl) 200 £ 44
Colesterol HDL (mg/dl) 46 + 13
Colesterol LDL (mg/dl) 118 £33
Lipoproteina(a) (mg/dl) 29 £29

* Expressos como média + desvio padrio
T definidos pela historia clinica.

1 definido como histéria de infarto do miocardio ou morte subita no pai ou outro familiar de primeiro grau do sexo
masculino com menos de 55 anos, ou mie ou outro familiar de primeiro grau do sexo feminino com menos de 65
nos.

§ valor entre parénteses refere-se 4 mediana.



34

Tabela 2. Tertis de distribuigdo da EIM da artéria cardtida comum, bifurcagéio carotidea e

espessura maxima.

Teriis
Inferior Intermediario Superior
Car6tida Comum (mum) EIM <0,7 0,7<EIM<0,9 EIM > 0,9
Bifurcagio Carotidea (mm) EIM 0,95 0,95 <EIM < 1,25 EIM > 1,25
Espessura Maxima (mm) EMM < 1,0 1,0<EIM<1,6 EIM> 1,6

EIM — espessura intima-média

Os niveis séricos de sVCAM-1 e sSICAM-1 foram 664 + 315 ng/ml e 305 + 142
ng/ml, respectivamente, sendo as medianas 572 ng/ml e 270 ng/ml. O perfil lipidico e
outras medidas plasmaticas estdo sumarizados na Tabela 1.

Associagbes ndo ajustadas entre os paraméiros carotideos e as medidas
plasmaticas: De uma forma geral, pacientes com espessamento parietal pronunciado nos
diversos segmentos das artérias caréOtidas tinham niveis mais elevados das fragdes
soluveis das moléculas de adesdo (Figura 3). Os niveis séricos de sVCAM-1, por
exemplo, estavam significativamente mais elevados no tertil superior quando comparados
ao tertil inferior da EIM carotidea (773 + 419 vs. 564 + 191 ng/ml para a EIM na
carotida comum; 826 + 444 vs. 560 + 175 ng/ml para EIM na bifurcagio carotidea; e 787
+ 429 vs. 535 + 158 ng/ml para EIM carotidea maxima, todos p < 0,05). As mesmas
diferengas foram observadas para niveis de sSICAM-1 entre os tertis superior e inferior da

EIM na artéria carotida comum (376 £+ 171 vs. 263 + 112 ng/ml; p<0,05).
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Figura 3. Niveis plasmaticos das moléculas de adesdo de acordo com tertis de espessura
intima-média (EIM) das artérias carotidas comum (CC), bifurcagdo carotidea (BIF) e
espessura intima-média maxima (MAX). Barras correspondem as médias e linhas
correspondem ao erro padrdo da média. * p < 0,05 ** p < 0,01 (entre o tertil inferior e 0

tertil superior).

Os coeficientes de correlagdo entre sSVCAM-1 e sICAM-1 e os pardmetros
carotideos avaliados estdo apresentados na Tabela 3. Ambas moléculas de adesdo

correlacionaram-se significativamente com a EIM da artéria cardtida comum (p < 0,01) e
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da bifurcagdo carotidea (p < 0,01). Concentragdes plasmaticas de sVCAM-1 também
foram positivamente associadas com a EIM carotidea maxima (p < 0,001). Uma analise
no subgrupo de pacientes (n = 62) sem manifesta¢do prévia de doenga vascular
aterotrombotica (historia de angina, infarto agudo do miocardio, revascularizagdo
miocardica e eventos neurdlogicos prévios) também demonstrou uma associagdo
significativa entre o nivel das moléculas de adesdo e as variaveis ecograficas avaliadas.
Nenhuma outra mensuragdo de lipides associou-se significativamente com a EIM
carotidea neste grupo de pacientes, a exce¢do de uma tendéncia & associagdo inversa com
os niveis de colesterol HDL.

Doenga carotidea vascular também foi classificada de acordo com a presenga de
placas ateroscleroticas em qualquer nivel do sistema carotideo (Figura 4). Pacientes com
placas carotideas tiveram valores mais elevados de sVCAM-1 quando comparados com
pacientes sem lesGes, independentemente da EIM (820 + 436 vs. 592 + 208 ng/ml,

respectivamente; p = 0,01). Essas diferengas ndo foram observadas para sICAM-1.

Table 3. Coeficientes de correlagdo ndo-ajustados e ajustados para idade entre sVCAM-1
e sICAM-1 e EIM carotidea.

sVCAM-1 sICAM-1

Nao-ajustado Ajustado Nio-ajustado  Ajustado

Todos pacientes (n=92)

EIM da carotida comum 0.34%* 0.16% 0.30* 0.32%
EIM da bifurcag@o carotidea 031* 0.18% 0.26* 0.23*
EIM méaxima 0.35%* 0.32* 0.16 0.08

* p<0,05; | p<0,15
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Figura 4. Niveis das moléculas de adesfio de acordo com a presenga de placas
ateroscleréticas no sistema carotideo. Barras correspondem as médias e linhas

correspondem ao erro padrido da média. * p<0,05

Finalmente, ndo se identificou associagfo entre pardmetros ecograficos carotideos
e outros marcadores plasmaticos de inflamagdo, como PCR e proteina amildide A (todos
coeficientes de correlagdo com valores de p > 0,05).

Niveis de sVCAM-1 e sICAM-1 ajustados para outros fatores de risco. As
Tabelas 4 e 5 apresentam valores estimados de sVCAM-1 e sSICAM-1 de acordo com os
tertis carotideos ajustados para idade, presenga de hipertensdo e diabetes mellitus,
tabagismo atual, perfil lipidico e niveis de homocisteina. Os valores estimados de
sVCAM-1 mantiveram-se significativamente correlacionados com os pardmetros
carotideos, a exce¢do dos valores ajustados para idade nos tertis de EIM da cardtida
comum. Os valores estimados de sICAM-1 também mantiveram-se associados com 0s
tertis de EIM da artéria carotida comum. Como demonstrado, a maioria dos fatores de

risco teve pouco impacto nas associagdes entre moléculas de adesdo e a EIM carotidea.
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Na analise multivariada, apos controle para idade, hipertensdo, diabete mellitus,

uso atual de cigarro, perfil lipidico e niveis de homocisteina, sSVCAM-1 foi a Unica

variavel que permaneceu significativamente associada (p < 0,01) com EIM carotidea

maxima, enquanto que sSICAM-1 (p < 0,05), diabetes mellitus (p < 0,01) e idade (p <

0,01) foram as varidveis que permaneceram associadas com EIM na cardtida comum e

bifurcagédo carotidea.

Tabela 4. Niveis estimados de sVCAM-1 (ng/ml) de acordo com tertis de EIM carotidea

corrigidos para fatores de risco para doenga cardiovascular.

Idade HAS DM Tabagismo HDL LDL Homocisleina
EIM da car6iida comum
Inferior 625460 587+57 ST7+57 574457 567+56 570456 362+56
Intermediario 650453 651+53 641154 638+55 658+54 646153 652+54
Superior 714+58 749+55% 767+55% T75455* 760£55% 769+54% T72+55%
EIM da bifurcacdo carotidea
Inferior 582+54 582454 568+54 562154 563453 539454 554453
Intermediario 585452 572452 576453 574453 580+53 599454 577152
Superior 792+54* 803+53* 814453* 821+52% 828+51* 832450% 838+50*
EIM mdaxima
Inferior 566155 571+58 542456 542457 549456 534455 525457
Intermediario 663452 640154 666+54 657+54 654453 657453 664153
Superior 754+£52%  T71453% 773+55% 780+54* 778+53% 788+52* 789+52%

Dados expressos como média + erro padrio da média.

HAS- hipertensdo; DM- diabetes mellitus.

* p para tendéncia < 0,05.
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Tabela 5. Niveis estimados de SICAM-1 (ng/ml) de acordo com tertis de EIM carotidea

corrigidos para fatores de risco para doenga cardiovascular.

idade HAS DM Tabagismo HDL LDL Homocisteina
EIM da cardtida comum
Inferior 253427 261426 261425 269425 266424 263425 263125
Intermedidario 275+24 275424 277424 270+24 280+23 275424 275424
Superior 384+26*  378+25%  376+25% 376+24* 368+24%  376+24* 376+24%
EIM da bifurcagdo carotidea
Inferior 275427 275427 273426 277426 278426 275427 276126
Intermediario 296126 295426 294426 297426 303425 295+27 295426
Superior 338427 338+26 341+26% 3354257 331424 3414257 340425
EIM maxima
Inferior 272427 267428 268+27 274127 279426 269426 268426
Intermediario 334409 335426 332426 333425 331425 333426 335426
Superior 307426 312425 313426 307425 305424 311425 300426

Dados expressos como média + erro padrdo da média.
HAS- hipertensiio, DM- diabetes mellitus.

* p para tendéncia < 0,05; 1 p para tendéncia <0,1.

Associagdes entre dimensdes adrticas e medidas plasmdticas: O diametro aortico

corrigido para superficie corporal em individuos com dilatagdo aodrtica (n = 7) e sem

dilatago adrtica (n = 113) foi de 2,1 + 0,6 cm/m?* e 0,86 + 0,1 cm/m?, respectivamente (p

<0,01). Nio se identificou doenga oclusiva adrtica em nenhum paciente neste estudo. Os

niveis de IL-6 aumentaram progressivamente no grupo de pacientes com dimensao

adrtica normal (didmetro baixo [ < 0,84 cm/m? | e alto [ > 0,84cm/m?]) e atingiram um



40

pico no subgrupo de pacientes com dilatagdo aortica (2,3 + 1,2 pg/ml vs. 2,7 = 0,9 pg/ml
vs. 3,2 + 0,9 pg/ml, respectivamente, valor de p para tendéncia = 0,039; Figura 5). A
mesma tendéncia foi observada para os niveis plasmaticos de homocisteina e proteina

amildide A.

o+ p=0039 ——

AAA
n=7

IL-6 (pg/ml)
W

© B

<0,84 0,84-1,3 >1,3

AN

Diametro adrtico corrigido (ecm/m )

Figura 5. Niveis de interleucina-6 de acordo com o didmetro adrtico corrigido. A coluna
da esquerda (>1,3 cm/m’) refere-se a sete pacientes com dilatagdo adrtica abdominal.

AAA - aneurisma de aorta abdominal.

Nos 113 participantes sem dilatagdo aortica, o didmetro aortico corrigido foi
positivamente associado com os niveis séricos de IL-6 (r = 0,29, p < 0,01), proteina
amiloide A (r = 0,27, p < 0,01) e homocisteina total (r = 0,24, p = 0,01). Apesar dos

niveis de PCR terem correlacionado-se significativamente com os niveis de proteina
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amiloide A (r = 0,60; p < 0,001), a associagdo entre PCR e didmetro aortico ndo foi
significativa. Da mesma forma, as moléculas de adesdo circulante SICAM-1 e sVCAM-1
ndo se associaram significativamente com o didmetro aortico (r = 0,04 e r = -0,02,
respectivamente). Cabe ressaltar que nenhuma medida de lipides plasmaticos (colesterol
total, colesterol HDL e LDL, lipoproteina (a)) correlacionou-se com o didmetro aortico
abdominal corrigido. Em modelo multivariado, apos controle para idade, hipertensdo
arterial sistémica, diabetes mellitus, tabagismo, historia de infarto ou angina e medidas
plasmaticas de lipides e homocisteina, apenas os niveis séricos de IL-6 ( = 0,003, p =
0,02), proteina amiloide A (f = 0,005, p = 0,001) e homocisteina total (f = 0,011, p <
0,001) mantiveram-se significativamente correlacionados com o didmetro adrtico

corrigido (1*=0,26).
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Protocolo II. Marcadores imunoinflamatérios plasmaticos e fatores de risco para
doenca cardiovascular

Distribui¢do dos dados: A Figura 6 demonstra a distribui¢do dos niveis de
sICAM-1 e PCR entre os participantes deste protocolo (n=948 para sICAM-1 e n=1374
para PCR). Os niveis plasmaticos de sSICAM-1 variaram de 59 a 675 ng/ml e tiveram
distribui¢dio aproximadamente normal. Os valores da média e mediana para este grupo
foram de 238 e 229 ng/ml, respectivamente. Os niveis séricos de PCR variaram de 0,02 a
27,38 mg/l e ndo tinham distribui¢do normal. Os valores da média e mediana para este
grupo foram de 2,2 e 1,3 mg/l, respectivamente. Os niveis de PCR foram transformados

em valores logaritmicos, como demonstrado na Figura 7.

150 -

Individuos (n)

100 300 500

Niveis de sSICAM-1 (ng/mi)

Figura 6 — Histograma de distribuigdo dos niveis de sICAM-1 entre homens

aparentemente saudaveis.
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Figura 7 — Histograma de distribui¢do dos niveis de PCR (antes e apds transformagio

logaritmica) entre homens aparentemente saudéveis.

Andlise univariada: A Tabela 6 demonstra os niveis de SICAM-1 e de PCR de
acordo com a presenga ou auséncia de diversos fatores de risco cardiovascular definidos
pelos participantes do estudo. As concentragdes plasmaticas de SICAM-1 e PCR foram
significativamente maiores em individuos com histéria de hipertensdo arterial sistémica
(p<0,05). Como demonstrado nas Figuras 8 e 9, as concentra¢cdes de sSICAM-1 ¢ PCR
também aumentaram progressivamente, de acordo com os niveis de pressdo arterial
sistolica e diastolica, categorizadas em incrementos de 10 mmHg. Individuos com
pressdo arterial sistolica maior que 140 mmHg, por exemplo, tinham niveis plasmaticos
médios de sICAM-1 de 248+71 ng/ml, enquanto aqueles com pressdo arterial sistolica

menor que 110 mmHg tinham niveis de 210+54 ng/ml (p para tendéncia < 0.001).



Tabela 6. Valores de SICAM-1 ¢ PCR de acordo com fatores de risco cardiovascular

definidos pela histdria clinica.
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Fator de Risco * N sICAM-1 P N Log PCR p
(ng/ml) (ng/ml)

Historia de hipertensdo

Nio 725 23568 882 0,1£0,9 (1,1)

Sim 24671 <0,01 285 0,540,9 (1,6) <0,001
Histéria de diabetes mellitus

Nio 909 237468 1093 0,210,9 (1,2)

Sim 35 258473 0,09 75 0,4£1 (1,5) 0,08
Historia de dislipidemia

Nio 746 237+70 935 0,210,9 (1,2)

Sim 103 239469 0,70 117 0,4%1 (1,5) 0,02
Tabagismo

Nunca 420 222456 468 0+0,9 (1)

Passado 386 238+67 476 0,2+0,9 (1,2)

Presente 140 284185 <0,001 224 0,71 (2,0) <0,001
Frequéncia de exercicio

> uma vez/semana 640 235470 809 0,240.9 (1,2)

<uma vez/semana 298 244166 <0,01 348 0,3+1 (1,3) <0,01
Ingesta de alcool

Nunca ou rara 163 230458 194 0,241 (1,2)

Semanal ou mensal 553 236%70 639 0,241 (1,2)

Diéria 230 248+71 0,02 334 0,3£0,9 (1,3) 0,5
indice de massa corporal

<27,8 kg/m? 804 235468 1158 0,1+0,9 (1,1)

> 27,8 kg/m” 146 251468 <0,01 216 0,6£0,9 (1,8) <0,001

* conforme informagdes fornecidas pelos médicos participantes do estudo.

Valores expressos entre parénteses representam a média geométrica.
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Figura 8. Niveis de sSICAM-1 de acordo com os valores de pressdo arterial sistolica e
diastolica estratificados a cada 10 mmHg. Valores expressos como média aritmética e

erro padrdo. Valor de p para tendéncia.
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Figura 9. Niveis de PCR de acordo com os valores de pressdo arterial sistdlica e
diastolica estratificados a cada 10 mmHg. Valores expressos em média geométrica. Valor

de p para tendéncia.
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Figura 10 — Niveis de sICAM-1 estratificados pela histéria de tabagismo (Figura
superior). Correla¢do entre os niveis de SICAM-1 e o nimero de cigarros fumados por dia
entre os fumantes atuais (Figura inferior). Barras correspondem a média e linhas

correspondem ao erro padrio da média.
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Os niveis de sSICAM-1 também aumentaram progressivamente nos individuos que
nunca fumaram, fumantes no passado e fumantes atuais (Figura 10, parte superior).
Adicionalmente, nos fumantes atuais, encontrou-se uma associa¢do positiva entre o
numero de cigarros fumados por dia e os niveis de SICAM-1 (r = 0,22; p = 0,01) (Figura
10, parte inferior) e de PCR (r =0,29; p = 0,01).

Individuos que se exercitavam em média mais do que uma vez por semana tinham
niveis plasmaticos de PCR menores que aqueles que ndo se exercitavam freqiientemente
(p<0,001 - Tabela 6). Resultados similares foram observados para a molécula de adesio
sSICAM-1. Uma relagdio inversa também foi observada entre a freqiiéncia de exercicio e
valores de sSICAM-1 estratificadas em quartis, de forma que aqueles individuos que se
exercitavam mais do que uma vez por semana tinham uma probabilidade menor (22% vs.
32%,; p para tendéncia < 0.001) de terem niveis no quartil superior de sSICAM-1 (Figura
11). sICAM-1 e PCR também aumentaram de acordo com o indice de massa corporal
(p=0,02 e p<0,001, respectivamente) (Tabela 6). Individuos com obesidade clinica
(indice de massa corporal > 27.8 kg/m?), por exemplo, tiveram niveis de SICAM-1 de
251468 ng/ml, quando comparados com niveis de 235+68 ng/ml para aqueles sem

obesidade clinica (p<0,01).
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Figura 11. Percentual de homens aparentemente saudaveis que se exercitavam menos ou
mais do que uma vez por semana, de acordo com a distribui¢do em quartis de SICAM-1.

Valor de p representa tendéncia.

Os niveis de sSICAM-1 e PCR aumentaram significativamente de acordo com a
idade (r=0,15 e r=0,10; p<0,001, respectivamente). Coeficientes de correlagdo entre
sICAM-1 e PCR e outros fatores de risco cardiovascular estdo descritos na Tabela 7.
Foram encontradas associagdes positivas entre esses marcadores e niveis de pressdo
arterial sistolica (ambos p<0,001) e diastélica (ambos p<0,001), triglicerideos (ambos
p<0,001), fibrinogénio (ambos p<0,001), antigeno ativador de plasminogénio tecidual

(ambos p<0,001) e homocisteina total (p=0,02 e p<0,001; respectivamente). Também foi
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observada uma correlagdo inversa entre sSICAM-1 e PCR com niveis plasmaticos de
colesterol HDL (ambos p<0,001). O ajuste dos coeficientes para idade teve um impacto

pequeno nas associagdes descritas acima.

Tabela 7. Coeficientes de correlagdo nfo-ajustados e ajustados para idade entre os niveis

plasmaticos de SICAM-1 e PCR e fatores de risco cardiovascular.

Nio-ajustados Ajustados

Fator de risco r P r P

SICAM-1
indice de massa corporal (kg/mz) 0,08 0,02 0,05 0,14
Pressfo arterial sistélica (mmHg) 0,17 < 0,001 0,11 < 0,001
Pressdo arterial diastolica (mmHg) 0,10 0,004 0,07 0,04
Colesterol total (mg/dl) -0,05 0,17 - 0,03 0,48
Colesterol HDL (mg/dl) -0,15 <0,001 -0,14 <0,001
Triglicerideos (mg/dl) 0,15 <0,001 0,10 0,02
Lipoproteina (a) (mg/d}) 0,001 0,98 0,02 0,53
Fibrinogénio (mg/dl) 0,21 <0,001 0,15 0,004
t-PA (ng/ml) 0,17 <0,001 0,11 0,03
Homocisteina total (pmol/1) 0,09 0,02 0,11 0,003

Proteina C-reativa
indice de massa corporal (kg/m?) 0,24 <0,001 0,25 <0,001
Pressdo arterial sistolica (mmHg) 0,19 <0,001 0,16 <0,001
Pressdo arterial diastolica (mmHg) 0,19 <0,001 0,17 <0,001
Colesterol total (mg/dl) 0,14 <0,001 0,16 <0,001
Colesterol HDL (mg/dl) -0,18 <0,001 -0,17 <0,001
Triglicerideos (mg/dl) 0,20 <0,001 0,15 <0,001
Lipoproteina (a) (mg/dl) 0,07 0,04 0,06 0,08
Fibrinogénio (mg/dl) 0,34 <0,001 0,28 <0,001
t-PA (ng/ml) 0,24 <0,001 0,24 <0,001
Homocisteina total (umol/1) 0,14 <0,001 0,12 <0,001

t-PA — Antigeno ativador do plasminogénio tecidual.
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Para melhor descrever a associagdo de sSICAM-1 e PCR com fatores de risco

lipidicos e com os niveis de fibrinogénio, esses fatores de risco também foram analisados

de acordo com os quartis da distribuigdo de sSICAM-1 e PCR (Tabela 8). Nessas andlises,

observamos associagdes significativas de SICAM-1 e PCR com niveis de trigliceridios,

fibrinogénio e HDL colesterol.

Tabela 8. Fatores de risco cardiovascular plasmaticos estratificados por quartis de
SICAM-1 e PCR.
Quartis de sSICAM-1
60-193ng/ml  194-228 ng/ml  229-267ng/ml  267-676 ng/ml p
Colesterol total (mg/dl) 221437 223440 216436 220436 0,4
Colesterol HDL (mg/dl) 49+13 49+12 48+13 44113 <0,001
Triglicerideos (mg/dl) 174+152 168+116 163197 211£137 0,007
Fibrinogénio (mg/dl) 242465 256483 289110 283481 <0,001
Quartis de LogPCR
<05mgl  0502mgl  02-0,8 mg 0,8 mg/l p
Colesterol total (mg/dl) 205431 214438 220136 223445 <0,001
Colesterol HDL (mg/dl) 50+14 49+13 49+13 45+13 0,002
Triglicerideos (mg/dl) 159+133 171£111 1824128 206+144 0,03
Fibrinogénio (mg/dl) 254+95 273+118 279+104 3274120 <0,001
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Impacto cumulativo dos fatores de risco. Para a avaliagdo do impacto cumulativo
de multiplos fatores de risco nas concentragdes plasmaticas de SICAM-1 e PCR, esses
marcadores foram avaliados de acordo com a presenca de diversos fatores de risco
tradicionais: idade superior a 65 anos, presenca de diabetes mellitus, tabagismo atual ou
passado, pressdo arterial sistolica superior a 140 mmHg, pressdo arterial diastdlica
superior a 90 mmHg, colesterol total acima de 240 mg/dl (apenas para PCR), colesterol
HDL abaixo de 35 mg/dl e trigliceridios acima de 200 mg/dl. Como demonstrado na
Figura 12, sSICAM-1 e PCR elevaram-se progressivamente de acordo com a prevaléncia
desses fatores de risco. Especificamente, os niveis de SICAM-1 foram de 206 + 48, 235 +
71,251 +£ 79,253 £ 58 ¢ 274 £ 85 ng/ml para aqueles individuos com 0, 1, 2, 3 e mais de
4 fatores de risco, respectivamente (p para tendéncia < 0,001). Os niveis de PCR foram
de1,2+1,2, 1,8+23, 22+33, 24+22 e 2,5+ 1,8 ng/ml para aqueles individuos
com 0, 1, 2, 3 e mais de 4 fatores de risco, respectivamente (p para tendéncia < 0,001)
(Figura 12).

Andlise multivariada: Em andlise multivariada, as variaveis associadas de forma
independente com os niveis de SICAM-1 foram idade superior a 50 anos (p<0,01),
tabagismo (p<0,001), historia de diabetes mellitus (p=0,02), histéria familiar positiva
para doenga coronariana (p=0,04), niveis de pressdo arterial sistolica (p<0,01), niveis
séricos de homocisteina total (p=0,02) e fibrinogénio (p=0,05). Juntas elas explicaram
28% da varidncia dos niveis de sSICAM-1. As varidveis que se associaram de forma
independente com os niveis de PCR foram idade (p=0,04), tabagismo

(p=0,01), indice de
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Figura 12- Niveis de SICAM-1 e PCR de acordo com o niimero de fatores de risco
tradicionais presentes entre homens aparentemente saudaveis. PAS — pressdo arterial

sistolica; PAD — pressdo arterial diastolica; Trigl. — triglicerideos , CT — colesterol total.
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massa corporal (p<0,001), niveis séricos de homocisteina (p=0,03), lipoproteina (a)
(p¥0,009), antigeno ativador do plasminogénio tecidual (p<0,001) e fibrinogénio

(p<0,001) (r*=0,28).
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CAPITULO VI
DISCUSSAO
Protocolo I — Associaciio entre marcadores imunoinflamatérios com parimetros
ecograficos
Estudo da EIM carotidea

Os resultados deste estudo demonstram uma associagdo direta entre as fragdes
soliiveis das moléculas de adesio sVCAM-1 e SICAM-1 e a EIM carotidea avaliada por
ultra-som. Esta associagdo foi pouco influenciada pela maioria dos fatores de risco
cardiovascular avaliados. Estes achados estdo de acordo com diversos estudos
experimentais que avaliaram o papel das moléculas de adesdo no processo aterosclerotico
e adicionam informag¢des potencionalmente relevantes no entendimento dos processos
fisiopatologicos iniciais que levam ao desenvolvimento de placas ateroscleréticas
definidas.

Varios estudos indicam que as moléculas de adesdo tém um papel critico em
diversas etapas do processo aterosclerotico. A expressdo focal de VCAM-1 ja foi bem
documentada em placas ateroscleroticas humanas (29,30), ocorrendo particularmente no
endotélio neovascular e em células musculares lisas. Estudos patologicos em artérias
corondrias humanas também demonstraram que existe uma correlagdo direta entre a
expressdo de moléculas de adesdo e a densidade de macrofagos nas lesdes
ateroscleroticas (30). Além disso, a expressio de VCAM-1 em células endoteliais
aumenta rapidamente depois de uma dieta aterogénica e parece preceder a infiltragdo de
leucocitos (28,31). Estudos de células endoteliais em cultura (33,88-91) também

demonstraram que substancias derivadas de lipoproteinas modificadas ou outros produtos



56

derivados de lipides podem regular a expressio de VCAM-1. Recentemente, dois estudos
(93,94) utilizando camundongos com dele¢do programada dos genes de diversas
moléculas de adesio (ICAM-1, P-selectina e CD18) identificaram uma redugdo
significativa do desenvolvimento de estrias gordurosas depois de uma dieta rica em
gorduras e colesterol. Finalmente, dados prospectivos de uma grande coorte de homens
aparentemente saudaveis indicam que niveis elevados da fragdo soluvel de SICAM-1
estdo associados a um risco aumentado de desenvolver infarto agudo do miocardio futuro
27).

Niveis circulantes de sVCAM-1 foram previamente associados com a extensdo de
aterosclerose clinica avaliada por angiografia quantitativa em pacientes com doenga
arterial periférica (36). Clausell, Prado e Ribeiro recentemente identificaram um aumento
significativo dos niveis de sVCAM-1 em pacientes com angina instdvel, porém sem
lesdes coronarianas avaliadas pela angiografia convencional (100). Enders e col. (94),
através de imunolocalizagdo histoquimica, também demonstraram uma expressdo
acentuada de VCAM-1 em placas ateroscleréticas avangadas, enquanto ICAM-1 foi
detectada apenas em artérias morfologicamente normais. Nossos dados estdo de acordo
com esses achados, uma vez que apenas a concentragdo plasmatica de sVCAM-1 estava
significativamente elevada em pacientes com placas ateroscleroticas carotideas. Por outro
lado, Blann e McCollum (60) ndo identificaram niveis aumentados de sVCAM-1 em
pacientes com aterosclerose definida clinicamente quando comparados com individuos
controles aparentemente saudaveis. Os achados aparentemente conflitantes desse estudo
podem ser resultado, pelo menos em parte, da presenga de doenga aterosclerdtica

assintomatica nos controles. Nossos dados reforcam e estendem os achados recentes de
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Caterina e col. (37). Nesse estudo, uma associagdo significativa entre sVCAM-1 e EIM
carotidea foi demonstrada em uma amostra pequena e selecionada de pacientes com
hipertens@o arterial sistémica. Nossos resultados foram similares em uma populagdo mais
heterogénea, apos a exclusio de pacientes com doenga aterotrombotica prévia e depois do
ajuste para diversos fatores de risco cardiovascular. Uma sub-analise recente do estudo
Atherosclerosis Risk in Communities, entretanto, nio identificou diferengas nos niveis de
sVCAM-1 em pacientes com aterosclerose carotidea e doenga coronariana, quando
comparados com individuos controles (26). As razdes para as diferengas entre nossos
resultados e os achados dessa sub-analise nfo sdo claras, mas podem ser parcialmente
explicadas por diferengas nas populagdes estudadas, uma vez que o Atherosclerosis Risk
in Communities ¢ um estudo de base populacional. Os niveis médios de sVCAM-1 nos
nossos pacientes, por exemplo, foram substancialmente mais elevados do que nos grupos
avaliados no referido estudo. Neste sentido, pode-se hipotetizar que a dindmica das
fragdes soluveis das diferentes moléculas de adesdo pode ser distinta, de acordo com a
atividade de processo aterosclerotico de cada populagdo em estudo.

A associagdo de sVCAM-1 e sICAM-1 com a EIM carotidea encontrada no
presente estudo enfatiza o papel dessas proteinas nas fases iniciais da aterogénese. A
avaliacdo da EIM através de ultra-som é um método de avaliagdo nio-invasivo seguro,
confiavel e reprodutivel de alteragcdes vasculares incipientes (8,71). Medidas da EIM
carotidea avaliadas por ultra-som sdo rotineiramente utilizadas em estudos populacionais
como desfecho substituto para aterosclerose pré-clinica ou inicial e diversos estudos
demonstraram uma associagio significativa entre EIM e fatores de risco tradicionais para

a doenca cardiovascular (13-15). Recentemente, titulos de citomegalovirus e niveis de
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homocisteina plasmatica também foram associados com aterosclerose carotidea avaliada
por parametros baseados em ultra-som (72-74). Nossos dados concordam com o conceito
de que moléculas de adesdo circulantes podem potencialmente ser utilizadas como
marcadores plasmaticos de aterosclerose pré-clinica (36,37) e consolidam a associagdo
entre inflamag@o e patologia vascular aterosclerotica em humanos.

Moléculas de adesdo estdo presentes em uma grande variedade de tipos de
células, incluindo o endotélio, macrofagos, linfocitos e certas células tumorais (26,30,31).
Os mecanismos relacionados com surgimento de fragdes soliveis das diversas moléculas
de adesdo ndo estdo completamente estabelecidos, mas podem envolver a clivagem
proteolitica da superficie celular. A concentragdo plasmatica de moléculas de adesdo
avaliada neste estudo pode refletir a atividade aterosclerética corporal total, uma vez que
essas moléculas estdo expressas de forma ndo especifica nos diversos sitios vasculares.
Dessa forma, os dados deste trabalho reforgam a hipotese de que a concentragio
plasmatica de moléculas de adesdo pode ser um marcador molecular nio-especifico de
aterosclerose corporal total (27).

Algumas limitagdes do delineamento deste protocolo devem ser consideradas. A
espessura carotidea medida por ultra-som bidimensional ndo é um desfecho substituto
perfeito para aterosclerose pré-clinica (14), uma vez que areas com espessamento da
camada intima-média ndo necessariamente progridem de forma inexoravel para placas
ateromatosas (tipo V). Entretanto, como referido previamente, a historia natural das
alteragdes estruturais relacionadas a aterosclerose ja estd bem documentada e
sabidamente progride por estdgios de espessamento difuso da camada intima (7). Além

disso, como mencionado acima, espessamento carotideo vem sendo usado de forma
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efetiva como desfecho substituto ap6s intervengdes terapéuticas em diversos estudos
(19). As associagbes encontradas neste estudo também devem ser consideradas no
contexto das caracteristicas da populagdo estudada. Como os pacientes estudados neste
protocolo foram referidos para um laboratorio ndo-invasivo de cardiologia, a
generalizagdo dos nossos achados pode ser limitada. Os valores médios de EIM da artéria
cardtida comum e da bifurcagdo carotidea na nossa amostra, por exemplo, foram mais
elevados do que aqueles descritos para populagdes mais jovens e relativamente mais
saudaveis (17).

Em sintese, sVCAM-1 e sICAM-1 estdo associadas com a EIM carotidea, um
indice de aterosclerose precoce. Esta associagdo parece ser pouco afetada por outros
fatores de risco cardiovascular. Nossos achados estdo de acordo com evidéncias que
sugerem que inflamagdo tem um papel critico em diversas sindromes ateroscleroticas
(27,36,37,78,100). Outros estudos prospectivos de larga escala sdo necessarios para
determinar o valor prognostico desses marcadores e sua utilizagdo como desfecho
terapéutico nas diversas sindromes aterosclerdticas clinicas.

Estudo ultra-sonogrdfico das dimensoes aorticas

Os dados deste estudo indicam que concentragdes plasmaticas de IL-6, proteina
amiloide A e de homocisteina total aumentam progressivamente com o didmetro adrtico
abdominal entre individuos com dimensdes adrticas normais. Esses achados sugerem que
citocinas inflamatorias e proteinas de fase aguda possam ter um papel relevante nas fases
iniciais da patogénese de aneurismas abdominais, mesmo antes de dilatagdo franca estar
estabelecida. Nossos dados, assim, concordam com o conceito de que inflamagio cronica

participa na patogénese da doenga vascular adrtica assintomatica. No que diz respeito a



60

homocisteina, nossos achados concordam com diversas evidéncias que sugerem um papel
importante desse aminoacido no processo aterosclerético.

Estudos prévios avaliaram os niveis de marcadores inflamatérios circulantes em
diversas sindromes ateroscleréticas. Dados recentes do Physicians Health Study, por
exemplo, indicam que niveis basais de PCR predizem o risco de desenvolvimento de
infarto agudo do miocardio, acidente vascular cerebral (24) e doenga arterial periférica
sintomatica (25) em homens aparentemente saudaveis. De forma similar, niveis de IL-6
(85) e de proteina amildide A (77) estdo elevados em individuos com angina instével e
identificam pacientes com um pior prognoéstico a curto prazo. Do ponto de vista
experimental, Szekanecz e col. demonstraram que culturas teciduais de aneurismas
aorticos humanos produzem significativamente mais IL-6 e interferon-d do que culturas
de tecido aortico normal (23). Da mesma forma, Juvonen e col. recentemente
demonstraram que niveis plasmaticos de IL-6, IL-2 e fator de necrose tumoral-a estdo
elevados em pacientes com aneurismas aodrticos abdominais quando comparados com
controles aparentemente saudaveis, apesar de ter sido observada uma sobreposi¢do
consideravel de niveis plasmaticos individuais entre os grupos (22).

Diversas linhas de evidéncia sugerem que a inflamagdo tecidual induzida por
citocinas tem um papel importante na patogénese e progressdo dos aneurismas aorticos
abdominais (101,102). Uma série de citocinas inflamatorias, incluindo o fator de necrose
tumoral-oo e a IL-6, podem regular a expressio de metaloproteinases de matrix
extracelular pelos macrofagos. Essas enzimas ja foram identificadas em aneurismas
aorticos abdominais em humanos (103-105) e podem degradar componentes especificos

da matrix extracelular, processo considerado critico no remodelamento e expansio de
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lesdes vasculares. McMillan e col. exploraram a relagdo entre o remodelamento vascular
extracelular e as dimensdes da aorta abdominal avaliadas por tomografia
computadorizada e demonstraram que niveis de transcrigdo de acido ribonucléico de
colagenase tipo IV, uma metaloproteinase de matrix, diferia de acordo com as dimensdes
aorticas abdominais (106). Recentemente, Allaire e col. demonstraram que a redugdo dos
niveis de metaloproteinases de matrix induzidas pela expressdo exarcerbada do inibidor
do ativador do plasminogénio tecidual-1 pode prevenir o desenvolvimento e ruptura de
aneurismas (107). Nossos achados estendem os resultados de estudos anteriores, uma vez
que demonstramos que marcadores inflamatorios circulantes correlacionam-se com as
dimensdes aorticas avaliadas por ultra-som em um grupo de pacientes ambulatoriais
estaveis sem dilatagdo aodrtica franca. Além disso, nesse grupo de pacientes, nenhuma
outra caracteristica clinica ou mensuragdo plasmatica, a exce¢do de niveis de
homocisteina total, foi associada com as dimensdes adrticas.

A associagdo positiva entre a concentragdo plasmatica de homocisteina total e o
didmetro adrtico esta de acordo com diversos estudos clinicos que sugerem que niveis de
homocisteina total estdo associados com um risco aumentado de oclusGes arteriais € se
correlacionam com a extensdo de doenga aterosclerdtica (73). Malinow e col.
encontraram uma prevaléncia elevada de hiperhomocisteinemia entre pacientes com
doenga arterial periférica oclusiva, quando comparados a um grupo de idosos saudaveis
(106). Recentemente, Robinson e col. também demonstraram que niveis elevados de
homocisteina estdo associados a um risco aumentado de doenga vascular periférica,
independentemente de diversos fatores de risco tradicionais para doenga cardiovascular

(109). Além disso, relatos de casos sugerem a existéncia de uma associagdo significativa
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entre hiperhomocisteinemia e aneurismas multiplos (110). Os mecanismos pelos quais
niveis elevados de homocisteina podem causar dano vascular e posteriormente refletir as
dimensdes vasculares ndo sdo claros. Diversos estudos in vifro sugerem que a presenga de
formas reduzidas de homocisteina pode induzir danos no endotélio vascular (111) e
modificar a composigo de lipoproteinas de baixa densidade (112).

As razdes para a falta de associagdo entre niveis de PCR e dimensdes aorticas ndo
sd0 claras, uma vez que as informagdes clinicas e a dindmica de expressdo da proteina
amiléide A e da PCR s3o usualmente muito similares (77). PCR pode ser muito
inespecifica para identificar uma relagdo entre processos inflamatorios iniciais e
remodelamento vascular. Diferencas entre a depuragdo da PCR e da proteina amiloide A
também podem explicar parcialmente estes achados (113). Por fim, ndo podemos excluir
a possibilidade de que estas associagdes ndo tenham sido detectadas pelo tamanho
relativamente pequeno da nossa amostra ou pela inclusio de poucos pacientes com
aterosclerose avangada.

Algumas potenciais limitagOes deste protocolo também devem ser consideradas.
Dimensdes adrticas nos limites superiores daquelas consideradas normais ndo indicam
necessariamente dilatagdo progressiva. Entretanto, caracteristicas ultra-sonograficas que
possam predizer a progressdo de lesdes aterosclerdticas e a progressdo de dilatagdo
vascular ainda ndo foram estabelecidas. Na verdade, poucos’ estudos prospectivos
avaliaram, de forma sistematica, caracteristicas de risco para o desenvolvimento e
progressio de aneurismas aorticos abdominais (114). A coexisténcia de dimensdes
luminais maiores e aortoesclerose difusa (extra-aodrtica) também pode ter influenciado

nossos achados. Esta possibilidade parece ser improvavel, uma vez que modelos de
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analise multivariada demonstraram que fatores de risco tradicionais e outras co-
morbidades cardiovasculares ndo alteraram substancialmente as associagdes observadas.

Em resumo, nossos dados indicam que IL-6, proteina amiloide A e homocisteina
total estdo associadas com as dimensdes adrticas abdominais, mesmo em individuos sem
dilatagdo aortica franca. Nossos achados sugerem que alguns dos marcadores
inflamatérios comumente associados com sindromes aterotromboticas (24,25,77,79-81)
também estdo envolvidos nas fases iniciais da doenga aortica vascular. Novos estudos
serdo necessarios para avaliar se niveis circulantes desses marcadores podem predizer a
progressdo para dilatagio ou identificar um subgrupo de pacientes nos quais um
acompanhamento clinico mais cuidadoso deva ser planejado.

Protocolo II — Associagcdo entre marcadores imunoinflamatérios e fatores de risco
cardiovascular
Moléculas de adesdo (sICAM-1)

A fung@o primaria dessas moléculas ¢ a de promover a adesdo e migragdo de
leucocitos circulantes através da parede endotelial, etapas consideradas criticas na
aterogé€nese. Recentemente, niveis basais de pelo menos uma dessas moléculas, sSICAM-
1, demonstraram-se preditores do risco de desenvolvimento de infarto agudo do
miocardio futuro (26-27). Entretanto, apesar desses achados provocativos, dados que
caracterizem as potenciais interrelagdes entre SICAM-1 e fatores de risco cardiovascular
S40 €scassos.

Nesse estudo transversal de homens de meia-idade, aparentemente saudaveis,
observamos que niveis plasmaticos de sICAM-1 estdo positivamente associados com

diversos fatores de risco cardiovascular estabelecidos, incluindo idade, tabagismo,
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hipertensdo, diabetes mellitus e niveis séricos de triglicerideos, fibrinogénio,
homocisteina, e antigeno ativador do plasminogénio tecidual. Apesar da magnitude destas
correlagdes ser modesta, elas acrescentam informagdes potencialmente importantes no
entendimento do papel dessas moléculas no processo aterogénico. Além disto, as
associagdes observadas para SICAM-1 sdo similares em magnitude aquelas encontradas
para outros fatores de risco, incluindo niveis de colesterol total e HDL colesterol.

A maioria dos trabalhos prévios que estudaram a relagdo entre SICAM-1 e fatores
de risco cardiovascular s3o limitados por avaliarem amostras populacionais pequenas e
resultarem em achados inconsistentes (37,115). Nossos resultados, envolvendo 948
individuos, descrevem uma relagdo progressiva entre sICAM-1 e niveis de pressdo
arterial, um achado intrigante, uma vez que estudos experimentais sugerem que
hipertensdo pode aumentar a responsividade do endotélio a fatores que promovem a
adesdo leucocitaria (50-52). Neste sentido, a liberagdo de SICAM-1 de células endoteliais
submetidas & deformagdo mecénica mostfou-se dependente do grau de deformagio
celular em estudos experimentais de culturas celulares (53). Caterina e col., entretanto,
ndo encontraram diferengas significativas entre os niveis de SICAM-1 em individuos com
hipertensdo ndo complicada e controles normais. Essas observagdes, porém, foram
limitadas a um grupo de 11 pacientes hipertensos e 11 individuos normotensos (37).

Tabagismo também esta sabidamente associado a altera¢des na fungdo endotelial
e aumento da adesdo leucocitaria. A expressdao imunohistoquimica de ICAM-1 esta
significativamente aumentada em vasos pulmonares periféricos de fumantes, quando
comparada a expressdio em ndo-fumantes (116,117). Estudos experimentais, utilizando

condensado de fumaga de cigarro, demonstraram um aumento da aderéncia de monocitos
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a células endoteliais em cultura, concomitantemente a um aumento da expressdo de
ICAM-1 e ELAM-1 (118). Nossos resultados reforgam o conceito de que os efeitos
deletérios do consumo de cigarros pode ser mediado, pelo menos em parte, pela
expressdo exacerbada de moléculas de adesdo (26,119).

Estudos experimentais também sugeriram que lipoproteinas modificadas ou seus
constituintes modulam a expressdo de moléculas de adesdo (31-33). Cokerill e col.
demonstraram que lipoproteinas de alta densidade inibem a expressdo de VCAM-I,
ICAM-1 e E-selectina induzida por citocinas em culturas de células endoteliais (88).
Além disso, a realizagdo de aferese lipidica em pacientes com hipercolesterolemia
familiar esta associada com decréscimo concomitante dos niveis de moéleculas de adesdo
circulante (95). Apesar de estudos clinicos, envolvendo um nimero pequeno de pacientes
(37,120), sugerirem que niveis plasmaticos de moléculas de adesdo estejam elevados em
pacientes com dislipidemia, um estudo recente conduzido em uma grande coorte de
pacientes sem doenga cardiovascular evidente ndo demonstrou uma associagdo
significativa entre niveis de sICAM-1 e niveis de triglicerideos, colesterol total e
lipoproteinas de alta e baixa densidade (26). As associagdes significativas entre sSICAM-1
e niveis de triglicerideos e de colesterol HDL observadas no presente estudo, entretanto,
estdo de acordo com o conceito de que o metabolismo lipidico pode exercer um papel
relevante na modulagdo das moleculas de adesdo. Este tipo de modulagio concorda com
muitas evidéncias experimentais que indicam que moléculas de adesio pode ser um dos
elos entre dislipidemia, lesdo endotelial e infiltragdo leucocitaria. Depois de uma dieta
aterogénica rica em lipides, por exemplo, a expressdo de VCAM-1 em células endoteliais

aumenta rapidamente e parece preceder a infiltragdo de leucocitos (28,31). Estudos de
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células endoteliais em cultura (33,88-91) também demonstraram que substincias
derivadas de lipoproteinas modificadas ou outros produtos derivados de lipides podem
regular a expressdo de VCAM-1.

Evidéncias clinicas sugerem que inflamagdo induzida pelo uso de 4lcool ou seus
metabodlitos pode ser uma etapa importante das lesdes teciduais da doenga alcodlica
hepatica (121,122). Bautista e col. demonstraram, recentemente, que ratos alimentados
com alcool tém a expressdo de ICAM-1 em neutrofilos significativamente aumentada
(122). A associagdo significativa entre ingesta frequente de bebidas alcodlicas e niveis
plasmaticos de sSICAM-1, observada no presente estudo, estende esses achados e levanta
a possibilidade de novos mecanismos que podem interligar o consumo de alcool,
aterogénese e morbidade cardiovascular.

Poucos estudos exploraram a associagdo entre a freqiéncia de exercicio e niveis
plasmaticos de moléculas de adesdo celular. A observagdo do presente estudo de que
homens que se exercitam regularmente tém niveis mais baixos de sICAM-1 estd de
acordo com os reconhecidos efeitos benéficos da atividade fisica regular. Um estudo
recente, envolvendo 12 individuos, entretanto, sugeriu que sessdes de exercicio intenso
podem elevar de forma sinificativa os niveis de diversas moléculas de adesdo (123).

Por fim, as associagdes entre fibrinogénio, antigeno ativador do plasminogénio e
homocisteina total com sICAM-1 enfatizam as interrela¢gdes complexas entre o sistema
de coagulagdo, a ades@o leucocitaria e aterogénese. Nesse sentido, estudos experimentais
recentes sugerem que o fibrinogénio medeia a adesdo leucocitaria ao endotélio vascular

através de mecanismos dependentes da expressdo de ICAM-1 (124,125).
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Proteina C-reativa

Diversos estudos prospectivos de base populacional demonstraram uma
associagdo positiva entre niveis de PCR e o risco de eventos cardiovasculares futuros
(24,25,34,35,77-82). PCR parece ser um marcador de risco cardiovascular em pacientes
com infarto prévio (83), angina estavel e instavel (77,79) e pacientes assintomaticos, mas
considerados de alto-risco (80,81), bem como individuos sem evidéncia de doenga
cardiovascular prévia (24,25,34,82). Os achados do presente estudo, em homens
aparentemente saudaveis, demonstram que PCR estd significativamente associada a
diversos fatores de risco cardiovascular, incluindo idade, tabagismo, hipertensdo, indice
de massa corporal, frequéncia de exercicio e diversas mensuragdes plasmaticas. Além
disso, esta associagdo parece ter um carater cumulativo, uma vez que niveis mais
elevados de PCR foram observados naqueles individuos com maior nimero de fatores de
risco cardiovascular.

Poucos estudos anteriores exploraram as interrelagdes entre PCR e fatores de
risco cardiovascular. Em um estudo transversal de base populacional em 303 homens,
foram encontradas associagdes positivas com tabagismo, sero-positividade para
Helicobacter pylori e Chlamydia pneumoniae e diversas mensuragdes de lipides
plasmaticos (126). De forma similar, um sub-estudo do European Concerted Action on
Thrombosis and Disability Angina Pectoris Study Group demonstrou que niveis basais de
PCR estdo associados com o surgimento de eventos coronarianos em pacientes com
angina pectoris (79), além de correlacionarem-se com marcadores de coagula¢do e
atividade fibrinolitica, particularmente com niveis séricos de fibrinogénio (78). No

Cardiovascular Health Study, um estudo de pacientes idosos livres de doenga



68

cardiovascular aparente (127), entretanto, niveis de PCR n@o se associaram de forma
consistente com fatores de risco cardiovascular tradicionais, como idade, tabagismo,
hipertensdo e freqiiéncia de exercicio. De forma inesperada, individuos fumantes e nio
fumantes apresentaram niveis similares de PCR. Além disso, PCR ndo se associou com
nenhum pardmetro de doenga cardiovascular subclinica, incluindo a EIM carotidea (127).
No presente estudo, foram encontradas associagdes modestas, mas estatisticamente
significativas, entre PCR e a maioria dos fatores de risco cardiovascular avaliados.
Concentragdes plasmaticas de PCR associaram-se com idade, pressdo arterial sistolica e
diastolica, uso e quantidade de cigarros fumados por dia, diversos lipides plasmaticos,
marcadores de fibrindlise e homocisteina total.

Estudos anteriores que avaliaram as interrelagdes entre niveis de PCR e outros
fatores de risco comportamentais também sdo escassos. Tisi e col. avaliaram diversos
marcadores de gravidade de doenga em um estudo randomizado de condicionamento
fisico em 49 pacientes com claudicagdo intermitente (128). Tanto proteina amildéide A
como PCR foram significativamente reduzidas apds 3-6 meses de atividade fisica regular.
A observagdo do presente estudo de que homens que se exercitam com freqiiéncia regular
tinham niveis reduzidos de PCR estd de acordo com esses achados. Mendall e col.
também detectaram um aumento progressivo do indice de massa corporal de acordo com
quintis de PCR (126). De forma similar, um estudo recente sugere que a perda de peso

poderia regular proteinas de fase aguda em pacientes idosos e obesos (129).

Em sintese, nossos dados demonstram que tanto sICAM-1 quanto PCR estido

associados de forma significativa a diversos fatores de risco cardiovascular bem
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estabelecidos, um achado interessante, uma vez que ambos marcadores estdo associados,
de forma independente, a um risco aumentado de eventos cardiovasculares futuros. Essas
associagdes tiveram um carater cumulativo, uma vez que niveis mais elevados de ambos
marcadores foram observados naqueles individuos com maior nimero de fatores de risco
cardiovascular. Esses achados concordam com a hipdtese de que marcadores
inflamatorios podem ser medidas de utilidade clinica em individuos aparentemente
saudaveis, mas em risco de desenvolver eventos cardiovasculares. Outros estudos sio
necessarios para determinar se estas associagdes refletem o papel dessas moléculas
apenas como marcadores de aterosclerose pré-clinica ou se implicam uma relagdo de
causalidade.

Como as analises descritas no protocolo Il foram realizadas em amostras
derivadas de estudos de caso-controle do Physicians’ Health Study, é importante
questionar se as associa¢Oes encontradas ndo seriam diferentes entre aqueles individuos
que, posteriormente, desenvolveram eventos cardiovasculares. No que se refere as
associa¢des entre sICAM-1 e outros determinantes de risco cardiovascular, ndo se
identificaram diferengas significativas nas associagdes entre aqueles individuos que
desenvolveram ou ndo eventos cardiovasculares subseqiientes. Em relagdo as associagdes
entre PCR e outros fatores de risco cardiovascular, identificou-se uma interagdo
significativa entre tabagismo, niveis de PCR e eventos cardiovasculares futuros, de tal
forma que a diferenga nos niveis de PCR entre casos e controles era mais pronunciada
naqueles individuos fumantes atuais (p<0,05 para termo de interagdo). A intera¢do entre
cigarro, fatores de risco e eventos futuros foi recentemente explorada em um sub-estudo

do Cardiovascular Health Study em individuos idosos aparentemente saudaveis (127).



70

Esse tipo de interagdo com PCR ndo se reproduziu para os outros fatores de risco
estudados.
Consideragées finais

Os trabalhos apresentados nesta tese descrevem associagdes entre marcadores
imunoinflamatorios séricos e diversas caracteristicas de risco para o desenvolvimento de
doenga aterosclerdtica clinicamente manifesta. Foram demonstradas correlagoes
significativas entre diversos marcadores séricos de inflamag8o e varias caracteristicas
clinicas de risco cardiovascular, como niveis pressoricos e mensuragdes de lipides
circulantes, bem como com pardmetros ecograficos, como a EIM carotidea. Nossos
achados estdo de acordo com outras evidéncias experimentais e clinicas que sugerem que
processos inflamatorios tém um papel critico em diversas etapas do surgimento e
progressdo de sindromes ateroscleroticas. Embora as associagdes observadas nesses
estudos tenham sido de magnitude discreta ou moderada, elas reforcam o conceito de que
o processo aterosclerdtico tem origem multifatorial e que muitos mecanismos
patogénicos podem estar ativos em momentos distintos de sua evolugdo temporal. Por
outro lado, o papel biologico especifico de cada marcador imunoinflamatorio durante o
processo aterosclerdtico, particularmente das proteinas de fase aguda, é essencialmente
desconhecido. E plausivel que as respostas de fase aguda representem uma reagdo de
protecdo paralela a um processo inicial nocivo, sem relagdo direta com a patogénese da
doenga aterosclerotica. Além disso, considerando o carater observacional do nosso
delineamento, pouco se pode especular sobre uma relagdo direta de causa e efeito entre
inflamagdo e doenga vascular. Um achado que refor¢a a hipotese de causalidade,

entretanto, foi demonstrado nos sub-estudos do Physicians’ Health Study, uma vez que o
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valor prognostico da PCR foi significativamente menor naqueles individuos alocados
para o uso de aspirina. Nesse sentido, sdo necessarios novos estudos prospectivos, nos
quais se possa atuar de forma direta e comparativa, em aspectos imunoinflamatdrios
associados com o processo aterosclerdtico. Embora ainda seja precoce que se recomende
a dosagem desses marcadores na pratica clinica diaria, novas estratégias de estratificagdo
de risco cardiovascular que incorporem esses conceitos também devem ser avaliadas

prospectivamente.
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CAPITULO VII

CONCLUSOES

Protocolo I

1. Estudo da EIM carotidea: Os resultados desse estudo demonstram uma associagdo
direta entre as fragdes soliveis das moléculas de adesio sSVCAM-1 e sSICAM-1 e a EIM
carotidea avaliada por ultra-som. Esta associagdo foi pouco influenciada pela maioria dos
fatores de risco cardiovascular avaliados.

2. Estudo ultra-sonogrdfico das dimensdes acrticas: Os dados deste estudo indicam que
concentragdes plasmaticas de IL-6 aumentam progressivamente com o didmetro aortico
abdominal entre individuos com dimensdes adrticas normais. Associagdes semelhantes

foram observadas para niveis de proteina amiloide A e homocisteina total.

Protocolo 11

1. Os dados deste estudo demonstram que tanto sSICAM-1 quanto PCR estdo associados
de forma significativa a diversos fatores de risco cardiovascular. Além disto, estas
associa¢des parecem ter um carater cumulativo, uma vez que niveis mais elevados desses
marcadores foram observados naqueles individuos com maior nimero de fatores de risco

cardiovascular.
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