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Resumo

Pesaro AEP. Estudo da Atividade Inflamatéria e Plaquetaria em Pacientes
com Doenca Arterial Coronaria Estavel, Submetidos a Tratamento com Duas
Estratégias Hipolipemiantes Intensivas: Sinvastatina 80 mg e Ezetimiba 10
mg/Sinvastatina 20 mg. [Tese]. S&o Paulo: Faculdade de Medicina,

Universidade de Sao Paulo; 2009. 104p.

Introdugao. Em pacientes com doencga arterial coronaria (DAC) estavel, néo
esta claro se os efeitos da redugcdo do colesterol sobre a inflamacao,
agregacao plaquetaria e células endoteliais progenitoras (CEPs) diferem
entre duas estratégias hipolipemiantes: ezetimiba associada a sinvastatina
em dose moderada e sinvastatina isolada em dose elevada. Objetivo.
Avaliar os efeitos de sinvastatina em dose elevada comparada a ezetimiba
associado a sinvastatina em dose moderada sobre a inflamacéao, agregacgao
plaquetaria e CEPs. Métodos e Resultados. Pacientes com DAC estavel
(n=83, 63 = 9 anos, 48 homens), em uso de sinvastatina 20 mg, foram
randomizados para tratamento com sinvastatina 80 mg (S80) ou ezetimiba
10 mg/sinvastatina 20 mg (E10/S20), por seis semanas. O perfil metabdlico
e lipidico, a proteina C-reativa (PCR), molécula de adeséao intercelular
soluvel (sICAM)-1, proteina quimiotatica de mondcitos (MCP)-1, interleucinas
(IL) -1, -6 e -10, glicoproteina CD-40 ligante soluvel (sCD-40L), LDL oxidado
(LDLox), células endoteliais progenitoras (CEPs) e a agregacao plaquetaria
pelo “platelet function analyzer” (PFA)-100 foram avaliados antes e apds o
tratamento. Os niveis basais de lipidios, marcadores inflamatérios, CEPs e
PFA-100 foram similares em ambos os grupos. Apds o tratamento com S80
e E10/S20, ambos os grupos apresentaram: (1) Redugdo significante e
similar de LDL-C (-23 + 30% vs -29 + 13%, respectivamente; p=0,46), Apo-B
(-22 + 15% vs -18 + 17%, respectivamente; p=0,22) e LDLox (-18 + 47% vs -



15 + 33%, respectivamente; p=0,65); (2) Redugdo modesta, similar e nao
significativa de PCR (-16% [llQ: 42 - 7] vs -11% [llIQ= -37 - 26],
respectivamente; p= 0,3). Nenhuma alteragao significante foi encontrada nos
marcadores inflamatérios restantes ou nas CEPs. (3) O PFA-100 elevou-se
significativamente com E10/S20, mas ndo com S80 (27 + 43% vs 8 + 33%,
respectivamente; p=0,02). Conclusao. Nossos dados demonstram que em
pacientes com DAC estavel: (1) Tanto S80 como E10/S20 s&o igualmente
eficientes na redugcdo de LDL-C e apresentam efeitos anti-inflamatorios
semelhantes; (2) E10/S20 apresentou efeito antiagregante plaquetario mais
eficiente do que S80. Portanto, apesar de apresentarem efeitos
hipolipemiantes e anti-inflamatérios semelhantes, E10/S20 promoveu maior
efeito pleiotropico antiagregante plaquetario do que S80, a despeito da dose
quatro vezes menor de estatina na combinacdo. Novos estudos sédo

necessarios para elucidar os efeitos antiplaquetarios da ezetimiba.

Descritores: colesterol, sinvastatina, doenga da artéria coronaria,

agregacao plaquetaria, inflamacgéo.



Summary

Pesaro AEP. Study of the inflammatory and platelet activity in patients with
stable coronary artery disease, treated with two antilipemic strategies:
Simvastatin 80 mg and ezetimibe 10 mg/simvastatin 20 mg. [thesis]. S&o

Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2009. 104p.

Background. Among patients with stable coronary artery disease (CAD), it is
not clear if the effects of cholesterol reduction on inflammation, platelet
aggregation and endothelial progenitor cells (EPCs) differ between combined
ezetimibe plus moderate-dose simvastatin and high-dose simvastatin alone.
Objective. We sought to test the effects of a higher simvastatin dosage
compared with combined treatment with ezetimibe plus a moderate
simvastatin dose, on inflammation, platelet aggregation and EPCs. Methods
and Results. CAD patients (n=83, 63 = 9 years, 48 men), on simvastatin 20
mg, were randomly allocated to receive the combination ezetimibe 10
mg/simvastatin 20 mg (E10/S20) or simvastatin 80 mg (S80), for 6 weeks.
Lipid profile, inflammatory markers (C-reactive protein [CRP], interleukin -1,
-6 and -10, monocyte chemotactic protein (MCP)-1, soluble intercellular
adhesion molecule (sICAM)-1, soluble CD-40 ligand [sCD-40L] and oxidized
LDL [oxLDL]), platelet aggregation (platelet function analyzer [PFA]J-100) and
EPCs were determined before and after treatment. Baseline lipids,
inflammatory markers and PFA-100 were similar in both groups. After
treatment, S80 and E10/S20 patients presented: (1) significant and similar
reductions on LDL-C (-23 + 30% vs -29 + 13%, respectively; p=0.46), Apo-B
(-22 + 15% vs -18 + 17%, respectively; p=0.22) and oxLDL (-18 + 47% vs -15
+ 33%, respectively; p=0.65), and (2) modest lowering on CRP (-16% [lIQ: -
42 - 7] vs -11% [lIQ= -37 — 26], respectively; p= 0.3). No significant changes

were denoted among other inflammatory markers or EPCs. (3) PFA-100



increased significantly with E10/S20 but not with S80 (27 + 43% vs 8 + 33%,
p=0.02). Conclusions. These data show that among stable CAD patients:
(1) both E10/S20 and S80 are equally effective in reducing LDL-C, and have
similar anti-inflammatory effects. (2) E10/S20 is more effective than S80 in
inhibiting platelet aggregation. Thus, despite similar lipid lowering and anti-
inflammatory effects, and a dose four times less of simvastatin, E10/S20
induced a greater pleiotropic platelet inhibition than S80. The potentially

favorable antiplatelet effects of E10/S20 merit further study.

Key Words: cholesterol, simvastatin, coronary artery disease, platelet

aggregation, inflammation.
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1. INTRODUGAO

1.1. Reducao de risco cardiovascular com o tratamento

hipolipemiante

Desde o inicio da década de 90, reduzir o colesterol € uma
prioridade na prevencado de doengas ateroscleréticas. Estudos iniciais com
diversos farmacos hipolipemiantes (fibratos, colestipol e estatinas)
demonstraram que a reducdo da lipoproteina de baixa densidade-colesterol
(LDL-C) em cerca de 25 mg/dL, estava associada a reducéo de até 50% no
risco cardiovascular'. Os pacientes que mais se beneficiaram foram aqueles
de alto risco, particularmente os portadores de doenca arterial coronaria
(DAC).

Em 1993, uma diretriz internacional destacou a importancia da
reducdo de LDL-C na prevengdo secundaria em pacientes com angina
estavel®. Entretanto, ndo havia consenso a respeito das metas ideais de
LDL-C. Durante a década de 90, os ensaios clinicos randomizados com
estatinas em pacientes com DAC estavel foram capazes de reduzir o LDL-C
em até 25%, e o risco relativo de morte em até 30%>*°. Entretanto, o nivel
de LDL-C inicial nesses estudos (cerca de 190 mg/dL) foi bem superior aos

encontrados em ensaios da década subsequente.
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Em 1999, as diretrizes da American Heart Association/American
College of Cardiology (AHA/ACC)® para o tratamento da angina estavel
ressaltaram a importancia do uso de estatinas para reducdo de LDL-C,

sugerindo metas mais rigorosas, abaixo de 100 mg/dL.

1.2. Novas metas de LDL-C em pacientes com DAC: tratamento

agressivo

Em 2002 foi publicado o “Heart Protection Study” (HPS)’, que
avaliou o tratamento com sinvastatina vs placebo, em pacientes com DAC
ou alto risco cardiovascular. A média do LDL-C dos pacientes randomizados
foi de 130 mg/dL. Um tergo dos pacientes foram incluidos com LDL-C abaixo
de 115 mg/dL. Nesse estudo, houve redu¢cdo de mortalidade no grupo que
usou sinvastatina (redugédo de LDL-C ao redor de 38 mg/dL) de 12% e
reducdo de o&bito por doenca coronaria de 17%. O beneficio também foi
presente no grupo de pacientes que apresentava LDL-C abaixo de 100
mg/dL no momento da incluséo.

De modo semelhante, o estudo PROVE-IT® revelou a superioridade
do tratamento com atorvastatina 80 mg, comparado a pravastatina 40 mg,
apos infarto do miocardio (IM). O menor indice de eventos adversos
cardiovasculares foi obtido no grupo atorvastatina, particularmente naqueles

que alcangaram niveis de LDL-C inferior a 70 mg/dL.
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Com base nos estudos citados, as modificagdes nas recomendacoes
da AHA/ACC para o tratamento da dislipidemia em 2004, consideraram
portadores de doencga arterial oclusiva associada a multiplos fatores de risco,
diabete ou sindrome metabdlica, como pacientes de muito alto risco
cardiovascular, e reduziram as metas de LDL-C nesse grupo para 70 mg/dL°.
Recentemente, a Sociedade Brasileira de Cardiologia publicou a IV Diretriz
Brasileira Sobre Dislipidemias e Prevencdo da Aterosclerose '°, onde
pacientes com DAC estavel foram considerados de muito alto risco
cardiovascular. Nesse grupo de pacientes, essa diretriz recomendou que a
meta de LDL-C fosse inferior a 70 mg/dL, o que frequentemente requer

redugdes de LDL-C acentuadas, ao redor de 50-60%?2.

1.3. Estratégias terapéuticas para reducao agressiva de LDL-C

Nos ultimos anos, duas classes de farmacos destacaram-se na
terapéutica hipolipemiante para reducdo de LDL-C: as estatinas e a
ezetimiba.

As estatinas reduzem o LDL-C através da inibicdo da -
hidroximetilglutaril coenzima A (HMG-CoA) redutase, uma das enzimas
chave na sintese intracelular do colesterol. Sua inibicdo reduz o conteudo
intracelular de colesterol e, como consequéncia, ha aumento do numero de
receptores de LDL-C nos hepatdcitos que entdo removem mais lipoproteina

de muito baixa densidade-colesterol (VLDL-C) e LDL-C da circulagdo (Figura
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1)'°. Estatinas reduzem o LDL-C em 15% a 55%. Elas ainda reduzem os
triglicérides (Tg) em 7% a 28% e elevam a lipoproteina de alta densidade-
colesterol (HDL-C) em 2% a 10%°. Como descrito previamente, essa é a
classe de farmacos hipolipemiantes com a maior evidéncia de beneficio

cardiovascular, originada de grandes estudos randomizados'°.

Acstil CoA by

[ o (4)
Vastatina ) MMGCOA o FHREE) \\/

(1) zvalpnato

DA L o Aumento da SYPrassin
Isopentl pirofostato ds racspiorss de LOL
3,3-dlimetil pirofosfeto 3 (lsoprendides ) |
Geranil pilofosfat. 7
Farmssil p?rofosfato
Lanostzrol

Cﬂﬂﬁét@""I b Cdiastérdl >

- Gene receptor
7 de LOL —

| .. ] TR
\ Elemento

P | regulador
s fle esterdls =

Figura1. Mecanismo hipolipemiante das estatinas no figado. A figura
ilustra a agao das estatinas em quatro etapas: (1) Inibicdo da
HMG CoA redutase, (2) redugdo do colesterol intra-celular, (3)
aumento da sintese de receptores hepaticos de LDL-C, (4)
aumento da captagcdo de LDL-C pelo figado. Adaptado de
Vaughan JC. J Am Coll Cardiol. 2000;35(1): 1-10.
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A ezetimiba é um farmaco que age reduzindo a absorgao intestinal
de colesterol advindo da dieta e de fontes biliares (Figura 2). Ela nao
interfere na absorgdo de acidos biliares, acidos graxos, vitaminas lipo-
soluveis ou Tg”. Sua agao ocorre no intestino delgado pelo bloqueio das
proteinas receptoras Niemann-Pick ' . A ezetimiba reduz o LDL-C
eficientemente, em cerca de 20 %'®. Apesar da propriedade hipolipemiante
estabelecida, ainda ndo ha evidéncias do beneficio desses farmacos na

reducao de eventos cardiovasculares adversos.

Intestino
— & delga"do

Figado | — |
Excrecéo hiliar de colesterol =S
‘ .
LDL-C .
7\ Estatinas

L Ezetimiba

.-.._.. i
-j Vaso sanguineo

il Inibicéo absorcéo colesterol

. 3 Reéeptor

Niemann-Pick
“ :

A

Figura 2. Mecanismo de agéo da ezetimiba. A figura ilustra o bloqueio dos
receptores Niemann-Pick no intestino delgado, reduzindo a
absorcao de colesterol. Adaptado de: Shepherd. J Eur J Cardiol
Suppl. 2001:3(suppl E):E2-ES5.
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Em virtude da necessidade clinica de alcancar as novas metas
rigorosas de LDL-C em pacientes com DAC, atualmente trés estratégias

farmacoldgicas estdo disponiveis para reducdo agressiva de LDL-C%'*"°:

o Estatinas em doses elevadas. Exemplos, sinvastatina 80 mg
(S80) e atorvastatina 80 mg.

e Novas estatinas de poténcia elevada. Exemplo, rosuvastatina
20 mg.

e Associagcdo de estatinas em doses moderadas e ezetimiba.

Exemplo, ezetimiba 10 mg/ sinvastatina 20 mg (E10/S20).

Essas estratégias foram rapidamente incorporadas a pratica clinica.
Entretanto, ainda ndo se sabe se os diferentes tratamentos apresentam
beneficios clinicos semelhantes. As melhores evidéncias clinicas de
beneficio concentram-se, até o momento, nas estatinas “tradicionais”. Por
outro lado, altas doses de estatinas levam a um maior risco de
acometimento hepatico e muscular®. Novos estudos para comparacédo do

beneficio clinico dessas estratégias estdo em andamento®.
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1.4. Exemplos de pleiotropismo: efeitos anti-inflamatério e

antiagregante plaquetario das estatinas

O conceito de que a reducao de LDL-C com estatinas diminui o risco
cardiovascular esta bem estabelecido. Entretanto, desde o inicio da década
de 90, diversos estudos indicaram que os efeitos benéficos desses farmacos
poderiam ir além da reducédo de colesterol. Uma meta-analise demonstrou
que pacientes tratados com estatinas apresentavam menor risco de IM em
relagdo a aqueles tratados com outros farmacos hipolipemiantes, a despeito
da reducdo semelhante de colesterol'’. Posteriormente, uma regresséo
multivariada do estudo WOSCOPS " demonstrou que o beneficio da
pravastatina ndo poderia ser explicado apenas pela redugao lipidica.
Adicionalmente, quando analisados subgrupos de pacientes que chegaram a
niveis de colesterol semelhantes ao final do estudo, notou-se maior benéfico
naqueles tratados com pravastatina do que no grupo placebo. De modo
semelhante, uma analise do estudo LIPID'® demonstrou que a redugdo de
colesterol poderia explicar apenas 67% do beneficio cardiovascular da
pravastatina. Em suma, as evidéncias descritas indicaram que as estatinas
poderiam exercer efeitos protetores independentes do colesterol.

De fato, os beneficios das estatinas no tratamento da aterosclerose
nao estdo concentrados apenas na reducdo lipidica, mas também na
regulagdo da producdo de mevalonato e isoprendides, como o

farnesilpirofosfato e a geranil-geranilpirofosfato. A diminuicdo da atividade

dos isoprendides leva a consequente inibicdo de importantes proteinas
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sinalizadoras da familia das GTPases, como a Rho (RhoA e Rac) e a Ras,

entre outras, reguladoras da sinalizagcdo para proliferacdo de células

musculares lisas, alteragcdes do citoesqueleto, transporte trans-membrana,

apoptose, sintese da NAD(P)H oxidase (modulagdo de oxidagéo) e oOxido

nitrico?®. Consequentemente, as estatinas atuam diretamente sobre a fungao

endotelial, inflamagdo vascular, coagulagdo e ativagdo plaquetaria, entre

outros.

Vias metabdlicas bloqueadas pelas estatinas
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Acéo das Estatinas no bloqueio da sintese de colesterol e na
produgao de isoprendides. A reducdo dos isoprendides inibe a
ativagdo de proteinas sinalizadoras como a Rho e a Rac. Essa
inibicdo modula a atividade da 6xido nitrico sintetase e NAD(p)H
oxidase (ox), com consequente reducdo da oxidagdo e melhora
da funcdo endotelial. Em relagcédo a fungao plaquetaria, a inibicao
da Rho modula a expressdo de receptores de membrana (por
exemplo, as glicoproteinas llb e Illa) e a fosforilagdo da miosina
de cadeia leve (alteragdes da geometria celular). Adaptado de
Endres M. Atherosclerosis. 2006; Suppl 7(2): 31-35
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Por outro lado, o efeito das estatinas sobre a agregagao plaquetaria
vem sendo amplamente investigado nos ultimos anos. Inibir a agregacao
plaquetaria € um dos pontos fundamentais do tratamento da DAC. O uso do
acido acetil salicilico (AAS) em pacientes com DAC estavel reduziu o risco
de eventos cardiovasculares em mais de 30% em grandes estudos

randomizados?' %

. Entretanto, é frequente a presenca da resisténcia ao
AAS %" ¢ ao clopidogrel?®, o que estd associado a pior progndstico
cardiovascular?®?’. Portanto, medicagdes com efeito antiagregante adicional
ao efeito dos antiplaquetarios tradicionais poderiam ser uteis na prevencao
de eventos adversos em pacientes com DAC. Nesse sentido, as estatinas
podem reduzir a resisténcia ao AAS % | ja que exercem efeitos
antiplaquetarios por diversos mecanismos, dependentes da redugao lipidica
(alteragdes na composicao lipidica da membrana plaquetaraia, nos canais
Na*/H*, influxo de calcio e sintese de tromboxane) ou mesmo independentes
do colesterol (modulagdo da 6xido nitrico sintetase, da oxidag&do de LDL-C, e

da isoprenilagdo da proteina Rho-GTPase )***

, que serao abordados na
discussao dos resultados.

Entretanto, persistem questdes importantes a cerca dos efeitos das
estatinas sobre a agregacéo plaquetaria e inflamacgao: (1) Qual seria a dose
antiplaquetaria e anti-inflamatoria ideal de uma estatina? (2) Todas elas
teriam efeito pleiotropico semelhante sobre a funcdo plaquetaria? (3) A
reducdo de colesterol com a associacao ezetimiba/estatina promove efeito

antiplaquetario? De fato, essas questbes a cerca das estatinas nao foram

respondidas até o momento. Além disso, ndo sabemos se o ezetimiba
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promove efeitos pleiotropicos comparaveis aos das estatinas. Idealmente,
essa comparacao deveria ser feita entre doses equivalentes de ambos os
farmacos, com efeitos hipolipemiantes semelhantes. Foi esse principio,
pouco frequente nas publicagbes disponiveis, que utilizamos no desenho de

nosso estudo.

1.4.1. Avaliagao da atividade anti-inflamatéria das estatinas

Para mensurar a acdo anti-inflamatéria das estatinas, diversos

3241 Entre eles,

marcadores foram investigados nas ultimas décadas
destacamos em nosso estudo, a proteina C-reativa (PCR), a molécula de
adeséo intercelular (ICAM)-1, a proteina quimiotatica de mondcitos (MCP)-1,
as interleucinas (IL) 1B, 6 e 10, a glicoproteina CD-40 ligante soluvel (sCD-
40L) e o LDL oxidado (LDLox). Além disso, as ceélulas endoteliais
progenitoras (CEPs) também relacionam-se a inflamag&o vascular e sofrem
influéncia das estatinas®"®®. Dentre esses marcadores, a PCR foi o mais
estudado na maior parte das publicagdes, particularmente, nos grandes

estudos randomizados>>?’.

1.4.2. Relevancia da PCR na aterosclerose
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A PCR é o marcador inflamatério com maior evidéncia de
associacdo com a aterosclerose e suas manifestagcdes clinicas. Leucdcitos
ativados na placa de ateroma sintetizam diversas citocinas inflamatérias.
Dentre elas, a IL-6 e o fator de necrose tumoral (TNF) destacam-se por
estimular hepatécitos a produzirem PCR>".

Entretanto, a PCR ndo é apenas um marcador da presenga de
aterosclerose, mas um mediador que atua em diversas etapas inflamatérias,
favorecendo a progressao do ateroma. Dentre seus sitios de agdo, promove
disfungdo endotelial desestabilizando a éxido nitrico sintetase endotelial, o
que reduz a liberagdo do oxido nitrico e aumenta a liberacdo da endotelina-
1; aumenta a expressédo da molécula de adeséo intercelular soluvel (sICAM)-
1 nas células endoteliais; eleva a expressao da MCP-1; estimula a adesao
de leucdcitos e a captacédo de LDLox pelos macrofagos; aumenta a liberagao,
pelos mondcitos, de citocinas inflamatorias, tais como IL-13, IL-6 e TNF, e
favorece a fagocitose celular e a ativagdo de complemento; inibe a
reendotelizagdo de placas rotas e reduz células endoteliais progenitoras;

incrementa o fator tecidual®?

. Resumindo, a PCR atua como propulsora da
inflamac&o vascular, particularmente interagindo com outros diversos

mediadores inflamatorios.

1.4.3. PCR: aspectos epidemiolégicos
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Desde a década de 90, estudos correlacionaram a PCR a fatores de
risco cardiovasculares tradicionais, como idade, tabagismo e hipertenséo‘%.
Posteriormente, grandes estudos prospectivos com milhares de pacientes
demonstraram que a PCR é capaz de identificar pacientes de maior risco
cardiovascular, independentemente e mais eficientemente do que os niveis
de colesterol®®. Esse achado confirmou-se posteriormente em distintas

populacdes de homens, mulheres, orientais e europeus °.

1.4.4. Efeito das estatinas sobre a PCR e redugdao de risco

cardiovascular

Existe ampla evidéncia que estatinas sdo capazes de reduzir os
niveis de PCR**. Entretanto, ainda n3o esta estabelecido se esse efeito é
promovido exclusivamente pela reducao de colesterol, ou se também ha
efeitos pleiotropicos adicionais. Alguns estudos sugerem que haja um efeito
anti-inflamatério independente do LDL-C. O uso de sinvastatina apos IM, por
exemplo, foi associado a reducdo precoce de PCR, em duas semanas,
independentemente da redugado de colesterol no periodo®. Por outro lado, a
interrupgdo precoce de sinvastatina apdés um IM pode levar a elevagéo
“rebote” desse marcador, também pouco relacionada ao LDL-C*°. Em
pacientes dislipidémicos, um estudo com atorvastatina versus placebo
demonstrou redugdo significativa da PCR no grupo tratado com estatina,

pouco relacionada a reducdo de LDL-C*'.
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Em relacdo ao beneficio associado especificamente a redugcao de
PCR pelas estatinas, no estudo PROVE-IT, Ridker et al avaliaram 3.745
pacientes apds IM*’. O estudo demonstrou o beneficio da reducgdo da PCR,
independente da reducdo do LDL-C. Niveis de PCR abaixo de 2 mg/L foram
alcancados de maneira mais eficiente com atorvastatina 80 mg do que com
pravastatina 40 mg. O grupo de pacientes que alcangou PCR abaixo de 2
mg/L apresentou menor risco cardiovascular durante o seguimento. Os
resultados sugeriram que a redugdo da PCR poderia ser importante como
nova meta na prevengao secundaria de eventos cardiovasculares.

Recentemente, o estudo JUPITER®, com 17.802 pacientes higidos,
sem dislipidemia (LDL-C<130 mg/dL), mas com PCR acima de 2 mg/L,
avaliou os efeitos da rosuvastatina versus placebo ao longo de dois anos.
Rosuvastatina foi capaz de reduzir IM, angina instavel, acidente vascular
cerebral (AVC) ou obito cardiovascular em 23%, além da redugéao de LDL-C
em 50% e de PCR em 37%. Esses resultados sugerem que a PCR possa
ser util na estratificagdo de risco de individuos aparentemente saudaveis,
que possivelmente se beneficiariam da reducdo acentuada de LDL-C e da

PCR.

1.4.5. Efeito das estatinas sobre novos marcadores inflamatorios

Estatinas ndo atuam apenas sobre a PCR. Outros marcadores

inflamatdrios associados a aterosclerose foram identificados e podem ser
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reduzidos com estatinas, efeitos possivelmente independentes da reducao

de LDL-C.

v Interleucinas 6, 1B e 10

A IL-6 é uma citocina com atividade humoral e celular, associada a
inflamacao e lesao tecidual. Ela € produzida em resposta a infecgdes, IL-1,
interferon-gama e TNF. E uma mediadora da resposta de fase aguda e
determinante da sintese hepatica de PCR. Em um estudo prospectivo, a IL-6
foi preditora de IM em homens saudaveis, independente de tabagismo ou
dislipidemia®. Ela, entre outras proteinas de fase aguda, esta aumentada na
sindrome coronaria aguda (SCA)****. Uma dosagem de IL-6 apés uma SCA
pode identificar pacientes de maior risco para eventos adversos, ou mesmo
os que se beneficiam mais de estratégias intervencionistas*®. Resultados
conflitantes foram identificados em relacdo aos efeitos das estatinas sobre a
IL-6. Estudos com pacientes dislipidémicos em prevencdo primaria
demonstraram que o tratamento com sinvastatina ou atorvastatina, por curto
espaco de tempo (trés semanas a trés meses), é eficaz na redugéo de IL-6,
independentemente da reducdo de colesterol*®*’. Curiosamente, um deles
demonstrou que esse efeito € precoce e ocorre desde as primeiras horas de
tratamento*®. Por outro lado, diversos estudos com pacientes com SCA, néo
identificaram qualquer efeito do uso de estatinas sobre a IL-6%°. Um deles,
com 2.402 pacientes tratados com atorvastatina 80 mg, ndo demonstrou
qualquer vantagem sobre o placebo na reducao de IL-6 apds 16 semanas de

tratamento®'. Finalmente, em um pequeno estudo com pacientes com DAC
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estavel, apds oito semanas de atorvastatina n&o houve redugéo significativa
de IL-6°%

De modo semelhante a IL-6, a IL-1B8 encontra-se entre as citocinas
pré-inflamatérias mais estudadas, sendo expressa particularmente por
células T (resposta Th-1) e mondcitos. A IL-1B ja foi identificada em placas
de ateroma e seus niveis correlacionam-se a eventos cardiovasculares®®.
Previamente, atorvastatina reduziu os niveis séricos de IL-1B apds 8
semanas de tratamento em pacientes dislipidémicos*'.

A IL-10 é produzida por células T (resposta Th2), células B e
monocitos. Ela € considerada uma citocina protetora no contexto da
aterosclerose, ja que inibibe eficientemente a resposta imunolégica Th1*,
reduzindo citocinas pré-inflamatérias  (TNF, IL-1, IL-6) ** e eventos
ateroscleréticos in vitro e in vivo®. Em pacientes com SCA, niveis elevados
de IL-10 foram relacionados a menor risco de recorréncia de eventos
cardiovasculares® . Por fim, em pacientes com cardiomiopatia isquémica,

fluvastatina foi capaz de elevar os niveis de IL-10 apds 12 semanas de

tratamento®S.

v' CD-40 ligante

A CD-40L, ou CD154, é uma glicoproteina da familia do TNF,
expressa particularmente, em membranas de células T ativadas. A ligagao
entre a CD-40L de células T e a CD-40 de macrofagos € fundamental para a
ativacdo desses e perpetuagdo da cascata inflamatoria da aterosclerose

(secrecdo de citocinas, metaloproteinases, moléculas de adesado e fator
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tecidual)sg. Em relacdo as plaquetas, a CD-40L expressa em sua superficie
sofre uma clivagem e origina a CD-40L soluvel (sCD-40L). Estima-se que
mais de 95% da sCD-40L circulante derive de plaquetas. Além disso, os
niveis de sCD-40L estdo diretamente relacionados ao risco de doenca
cardiovascular®®. Até o momento, a relacdo de estatinas e sCD-40L n3o foi
elucidada. Entretanto, o uso de estatinas ja foi relacionado a redugéo da

expressao de CD-40L em linfécitos T de pacientes com DAC®'.

v" Molécula de adeséo intercelular soluvel (sICAM)-1

A sICAM-1 é uma molécula mediadora da adeséo e transmigracao
de leucécitos para o endotélio vascular, processo critico envolvido na
aterosclerose. Ela é expressa na membrana da célula endotelial, em
resposta a citocinas inflamatérias (IL-1, TNF e interferon-gama). Estudos
demonstraram a presenga da molécula em diversos componentes da placa
aterosclerética®. A sICAM-1 ja foi identificada como fator de risco para IM,
com implicagdes progndsticas®®.

O efeito de estatinas sobre moléculas de adeséao foi investigado por
diversos autores em diferentes cenarios clinicos. Serrano et al %%
demonstraram que sinvastatina reduz a expressao de moléculas de adesao
em mondcitos ativados por LDL-C, em pacientes com dislipidemia e também
naqueles com DAC, sendo esta reducéo correlacionada com a redugao de
LDL-C. Em relacédo a sICAM-1, dois pequenos estudos com individuos

hipertensos ou dislipidémicos nao demonstraram qualquer efeito do

tratamento com sinvastatina e pravastatina sobre a sICAM-1,
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independentemente das doses utilizadas ou do tempo de tratamento (oito
semanas ou um ano)®"®®. Por outro lado, em um estudo com 107 pacientes
dislipidémicos, apd6s 6 semanas de tratamento, sinvastatina reduziu
significativamente a ICAM-1%. Posteriormente, esse efeito anti-inflamatério
foi confirmado em 2.117 pacientes de alto risco cardiovascular (inclusive

DAC) submetidos ao tratamento com atorvastatina por 12 semanas’.

v' Proteina quimiotatica de mondécitos (MCP)-1

A MCP-1 tem a funcdo de recrutar mondcitos para sitios
inflamatorios, como a placa de ateroma. Além disso, ela ativa mondcitos
favorecendo a expressdo de fator tecidual e anions superoxido, o que pode
predispor a instabilidade de placa e eventos coronarianos. Um estudo prévio
demonstrou que a MCP-1 foi um marcador de risco independente para
eventos adversos em pacientes com sindromes coronarianas agudas’’. Em
outro, houve correlacdo direta entre a MCP-1 e fatores de risco
cardiovascular tradicionais, PCR e aterosclerose detectada com o escore de
calcio em tomografia computadorizada >. Em relagdo ao tratamento
hipolipemiante, um estudo mostrou redugéo significativa da MCP-1 apos
utilizacdo de estatinas em pacientes hipertensos®’. Entretanto, apés um ano

|73

de tratamento, de Lemos et al’” ndo encontraram qualquer reducdo de MCP-

1 em mais de 3.000 pacientes.

v LDL oxidado
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O LDLox esta intimamente relacionado aos processos inflamatorios
aterosclerdticos de recrutamento e ativacdo monocitaria, apoptose e
atividade pro-trombética’™. Sua oxidagado inicial por produtos oxidativos da
parede arterial (advindos do endotélio, células musculares lisas e
macrofagos) estimula a expressdo de moléculas de adeséo e de proteinas
quimiotaticas, além do fator estimulador de col6nias monocitarias. Atraves
dos receptores “scavenger” e CD-36, o LDLox é fagocitado por macrofagos
que originam células espumosas. O LDLox também promove a apoptose de
células endoteliais, espumosas e musculares lisas’®. A instabilizacdo da
placa e o processo trombético também sofrem influéncia da LDLox"°, capaz
de estimular a produgdo de fator tecidual, reduzir a presenca de
trombomodulina e promover a agregacéao plaquetaria.

Em humanos, a elevagdo de LDLox plasmatica foi associada a
presenca de DAC, SCA e placas vulneraveis’®’"’®. Um dos trabalhos mais

relevantes foi publicado recentemente por Tsimikas et al "

, € demonstrou
que os niveis circulantes de LDLox foram significativamente associados com
obstrucdes coronarias.

Em relacdo ao efeito das estatinas sobre a LDLox, estudos
demonstraram que esses farmacos reduzem a LDLox em diversas
populagdes (dislipidémicos, coronariopatas e diabéticos), apds curto periodo
de tratamento (até trés meses), com diferentes classes de estatinas

)80,81

(pravastatina, atorvastatina e sinvastatina . Curiosamente, dois estudos

nao detectaram reducdo maior de LDLox, com o aumento da dose de

estatina 8% 83,
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1.4.6. Efeito das estatinas sobre as células endoteliais progenitoras

(CEPs)

As CEPs sao células tronco derivadas da medula 6ssea com
capacidade de diferenciacdo em células endoteliais. Essas células
concentram-se particularmente em locais de lesao tecidual, promovendo re-
endotelizagdo e neovasculogénese®®®. As evidéncias indicam que as CEPs
contribuem com aproximadamente 25% das células endoteliais evolvidas na
formacao de novos vasos sanguineos®®.

A capacidade de migracdo e a quantidade de CEPs sao reduzidas
pela presenca de fatores de risco cardiovasculares ou mesmo pela DAC®’.
Dislipidemia, hipertensdo e diabete foram considerados fatores
independentemente associados & reducdo das CEPs®®. Recentemente, dois
estudos comprovaram que a quantidade de CEPs no sangue correlaciona-se
inversamente com o risco cardiovascular em pacientes com DAC®°.

Em relagdo ao efeito das estatinas sobre as CEPs, estudos in vitro
demonstraram que estatinas sao capazes de promover proliferacao,
migracdo e sobrevivéncia dessas células®"*>%. Entretanto, estudos clinicos
encontraram resultados conflitantes. Um estudo em pacientes com angina
estavel, por exemplo, utilizou atorvastatina 40 mg por quatro semanas, com
aumento de 50% na quantidade de CEPs ap6s o tratamento®. Porém, outro
estudo em pacientes com DAC avaliou o efeito de estatina apds periodo

mais prolongado e detectou redugdo significativa das CEPs. Esse efeito
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redutor correlacionou-se diretamente com o tempo (reducdo significativa
apos trés meses, mas ndo apds um més) e com a dose do farmaco *°.

Um dos mecanismos responsaveis pela redugdo da quantidade,
diferenciagdo e atividade das CEPs é explicado pela acédo prejudicial da
LDLox sobre essas células. Curiosamente, esse efeito pode ser atenuado

pela atuagdo das estatinas. Imanishi et al®

demonstraram que as CEPs sao
inibidas por LDLox. Esse efeito foi abolido pela utilizagdo in vitro de
atorvastatina. Mais recentemente, os mesmos autores comprovaram que a

LDLox acelera o envelhecimento e morte de CEPs. Também nesse caso,

atorvastatina foi capaz de atenuar os efeitos da LDLox"’.

1.4.7 Efeitos das estatinas sobre agregacao plaquetaria

Diversos estudos in vitro e em animais demonstraram que estatinas
sao capazes de reduzir a funcdo plaquetaria. Apesar de ndo conhecermos
integralmente os mecanismos envolvidos nessa inibicdo, existem evidéncias
de reducdo do fibrinogénio, expressdo da trombina, ciclooxigenase,
tromboxane (Tx) A, e elevagdo de prostaciclina®®%*'%_ Por outro lado, a
agregacéao plaquetaria esta relacionada a diversos mecanismos que sofrem
acao das estatinas, tais como o conteudo plaquetario de colesterol, a fluidez
da membrana plaquetaria, a peroxidacéo de LDL-C e a afinidade do HDL-C
e LDL-C por receptores da membrana plaquetaria, com consequente

ativacéo de vias de sinalizagéo intracelular'®""9%1%,
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Os reais efeitos antiplaquetarios das estatinas em humanos sao
controversos e ainda nao estabelecidos na literatura. Os estudos disponiveis
avaliaram pequenas populagdes, utilizaram metodologias de avaliagédo
plaquetaria distintas e pouco reprodutiveis, e encontraram resultados
discrepantes® %1% Tirnaksiz et?® al utilizaram o PFA-100 em pacientes
com DAC e demonstraram reducao da resisténcia ao AAS com atorvastatina.

Entretanto, Malmstrom et al'®

nao identificaram qualquer efeito de S80
sobre a funcao plaquetaria avaliada por outra técnica, a citometria de fluxo,

em pacientes diabéticos.

1.5. Comparagao dos efeitos pleiotropicos do tratamento com
estatina isolada e da associacao de estatina/ezetimiba:

evidéncias conflitantes

Embora a associacdo de sinvastatina em dose moderada com
ezetimiba reduza o LDL-C de maneira semelhante a altas doses da estatina
isolada, pode haver diferencas nos efeitos pleiotropicos promovidos pelos
dois farmacos. Além disso, poucos autores investigaram se ha algum efeito

pleiotropico associado ao uso de ezetimiba.



Introdugao 22

1.5.1. Efeitos sobre a PCR

Em um estudo com 668 pacientes, E10/S10 e S80 foram
comparados e reduziram o LDL-C de modo semelhante, ao redor de 50%,
sem diferencas na reducdo da PCR". Entretanto, um subgrupo, submetido a
terapéutica apenas com ezetimiba, obteve reducdo de LDL-C de 19,2%, mas
apesar disso, ndo obteve reducdo significativa de PCR em relagdo ao
placebo™. De modo semelhante, uma sub-andlise de um estudo de
prevencado primaria em pacientes diabéticos, demonstrou que no grupo de
tratamento hipolipemiante agressivo, a eficiéncia para reducéo de PCR das
duas estratégias implantadas (estatina isolada vs estatina associada a

ezetimiba) foi semelhante'®.

1.5.2. Efeitos sobre outros marcadores inflamatoérios

Nao ha estudos que tenham avaliado o efeito da ezetimiba sobre IL-
6, -10, sICAM-1, MCP-1 ou sCD-40L. Apenas um estudo demonstrou que a
associacgao entre fluvastatina e ezetimiba é capaz de reduzir IL-1. Entretanto
os autores nao concluem se esse efeito foi dependente da reducao de LDL-

C1O7.
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1.5.3. Efeito sobre as CEPs

Em relacdo as CEPs, resultados conflitantes foram encontrados em
cenarios clinicos distintos. Um pequeno estudo que comparou o tratamento
por quatro semanas com S10 vs E10, em pacientes com insuficiéncia

8, evidenciou aumento de CEPs com sinvastatina, mas ndo com

cardiaca'®
ezetimiba, a despeito da redugao semelhante de LDL-C nos dois grupos. Por
outro lado, um estudo em pacientes com sindrome metabdlica, mostrou que
S80 e E10/S10 reduziram LDL-C e elevaram as CEPs de modo

semelhante'®,

1.5.4. Efeitos sobre agregacgao plaquetaria

O efeito da ezetimiba sobre a funcdo plaquetaria € incerto e foi
pouco estudado previamente. Hussein et al'’® demonstraram que ezetimibe
reduz a agregacao plaquetaria (agregometria), a peroxidagdo de LDL e o
conteudo plaquetario de colesterol. Surpreendentemente, o efeito
antiplaquetario ndo ocorreu quando ezetimiba foi associado a sinvastatina.
Em um estudo com 34 pacientes com diabete tipo Il e DAC, tanto S80 como
E10/S10 ndo promoveram qualquer efeito antiplaquetario’®. Entretanto, em
outra publicagdo com uma populagdo maior (n=56), atorvastatina 40 mg, ao
contrario de ezetimiba 10 mg/ atorvastatina 10 mg, foi capaz de reduzir a P-

selectina e a agregacao plaquetaria (agregometria éptica)'"".
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1.6 Racional do estudo

Pacientes com DAC estavel devem ser tratados com o objetivo de
reduzir LDL-C intensivamente, para menos de 70 mg/dL. Frequentemente,
essa meta demanda uma redugao de cerca de 50% do LDL-C basal. Para
tanto, S80 e E10/S20 sao igualmente eficientes. Porém, ndo sabemos qual
das duas estratégias tem melhor efeito pleiotrépico sobre a inflamacéao e

agregacao plaquetaria.



2 OBJETIVOS




Objetivos 26

2. OBJETIVOS DO ESTUDO

Em pacientes com DAC estavel em uso de S20, comparar os efeitos
do incremento de sinvastatina para 80 mg (S80) com o acréscimo de
ezetimiba 10 mg (associagcdo E10/S20) sobre o perfil lipidico, marcadores

inflamatadrios, agregacao plaquetaria e CEPs.



3 CASUISTICA E METODOS
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3. CASUISTICA E METODOS

3.1. Populagao do estudo

Trata-se de um estudo unicéntrico, onde todos os pacientes foram
selecionados nos ambulatérios responsaveis pelo tratamento de pacientes
com DAC, em um hospital terciario, especializado em cardiologia. No
periodo de agosto de 2007 a janeiro de 2009, oitenta e trés pacientes foram
consecutivamente randomizados para dois grupos (S80 e E10/S20),

segundo os seguintes critérios de inclusao (Figura 4):

e Pacientes com diagnostico de DAC estavel (evento coronario
prévio ha mais de trés meses, cineangiocoronariografia com
evidéncia de obstrugdes acima de 50% da luz coronariana ou
quadro clinico compativel com angina estavel classe funcional |
ou |l da Sociedade Canadense de Cardiologia)

e LDL-C inicial entre 70 e 160 mg/dL (calculado por método
indireto, através da férmula de Friedewald)

e Uso de sinvastatina 20 mg ao dia por pelo menos quatro

semanas

Pacientes foram excluidos se apresentassem:
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Evento cardiovascular nos ultimos trés meses

Triglicérides > 400 mg/dL

Hemoglobina glicada acima de 7,5%

Disfungdo ventricular esquerda sistdlica (fracdo de ejecéao
inferior a 50% pelo ecocardiograma)

Condigdes inflamatérias: neoplasias, doengas do tecido
conectivo, tratamento com imunossupressores ou
corticosterdides

Creatinina sérica acima de 1,5 mg/dL

Doencga hepatica cronica ou transaminases elevadas (acima de
trés vezes do limite superior)

Creatinoquinase (CPK) trés vezes ou mais, acima do limite
superior

Uso de warfarina ou outros potentes inibidores da citocromo
p450 (imidazdlicos, macrolideos)

Disfuncao tireoidiana

Hipersensibilidade a estatina ou ezetimiba

Idade inferior a 30 anos ou superior a 80 anos

indice de massa corpérea acima de 40 kg/m?

Tratamento vigente com sinvastatina em dose superior a 20 mg,

outras estatinas ou fibratos.
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O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da instituigao
e todos os pacientes assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido.

Os pacientes puderam deixar o estudo a qualquer momento de acordo com

seu desejo.
¢ 83 pacientes
* DAC estavel
* Sinvastatina
20 mg > 4 sem
| |
41 pacientes 42 pacientes
Sinvastatina 80 mg Ezetimiba 10 mg/
6 semanas Sinvastatina 20 mg
(S80) 6 semanas
(E10/S20)
Exclusdes = 3 Exclusbes = 2
1. mudanca de 1. ma aderéncia
endereco 1. intolerancia
1. alergia cutanea intestinal
1. ma aderéncia

Figura4. Randomizacdo da populagao do estudo.
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3.2. Randomizagao

A randomizagéao (Figura 4) ocorreu da seguinte forma: duas cédulas
foram preenchidas com as siglas S80 ou E10/S20, dobradas de tal forma
que ocultassem seu conteudo e inseridas em uma urna. A cada inclusdo, um
colaborador externo retirava, aleatoriamente, uma cédula da urna e revelava
ao investigador principal o grupo de alocagao sorteado. Apds a inclusdo, a

cédula era depositada novamente na urna.

3.3 Desenho do estudo

Apds a entrada no estudo, foram registradas as caracteristicas
individuais dos pacientes, como idade e sexo, assim como as medicacoes
em uso.

Em seguida, foram colhidos urina em frascos estéreis e sangue
periférico em tubos secos e com acido etilenediaminotetraacético (EDTA).
Os tubos foram separados em trés grupos e conduzidos para
processamentos distintos: Uma parte do sangue foi centrifugado por 15
minutos a 3000 rpm e 4°C. Apds a separacdo, soro e plasma foram
armazenados a -80°c até o momento de analise dos marcadores
inflamatorios. Uma segunda parte do sangue foi centrifugado e armazenado
para subsequente citometria de fluxo. A terceira parte constituiu-se de um

tubo com EDTA imediatamente submetido a analise pelo PFA-100.
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Os pacientes, em uso de sinvastatina 20 mg, foram randomizados
numa razao de 1:1 para receber S80 ou E10/S20 por seis semanas. Nao
houve cegamento para pacientes ou médicos pesquisadores. Os pacientes
foram orientados a utilizar as medicacdes no periodo noturno, em dose Unica.
As medicagdes do estudo foram integralmente doadas pela Merck Sharp
Dohme do Brasil. Todas as outras medicagdes e decisdes clinicas ocorreram
a critério do médico assistente do paciente. Apds seis semanas, 0s
pacientes fizeram a segunda e ultima visita para coleta de sangue e urina,

encerrando a participacédo no estudo.

3.4. Analises Laboratoriais

3.4.1. Exames gerais

No momento da inclusdo no estudo, foram analisados os perfis
bioquimico, hematoldgico e a fungao tireoidiana dos pacientes. As dosagens
foram realizadas no Laboratério de Analises Clinicas do Instituto do Coracéao
do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP. Na segunda

visita, ao término do tratamento, os exames foram repetidos.
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3.4.2. Marcadores inflamatérios: PCR, IL-6, IL-1B8, IL-10, MCP-1,

sICAM-1, sCD-40L, LDLox

Proteina C-reativa

A dosagem da PCR foi realizada através da técnica de
imunonefelometria no nefeldmetro BN Il (Dade Behring, EUA), utilizando kit
de PCR de alta sensibilidade, constituido por suspensédo de particulas de
poliestireno revestidas com anticorpo monoclonal de rato contra a PCR
humana.

Nesta técnica amostras de soro sdo colocadas em cuvetas com o
antisoro anti-PCR e imunocomplexos séo formados. Um feixe de luz gerado
por um laser é dirigido para a cuveta. Ao encontrar o complexo antigeno-
anticorpo, a luz é dispersa. A intensidade da luz dispersa é proporcional a
quantidade de complexos antigeno-anticorpo. Um padrdo com quantidades
conhecidas de antigeno e o sinal de luz dispersa foi utilizado. A distribuigédo
da intensidade da luz dispersa depende da relacdo entre o tamanho da
particula do complexo antigeno-anticorpo e o comprimento de onda da luz
emitida pelo laser. O limite de deteccdo do método ultra-sensivel é de 0,2

mg/L.

v" Interleucinas e CD-40 Ligante soluvel
Para as dosagens de IL-6 (sensibilidade de 2 pg/ml; variabilidade
intra-ensaio de 6,2%) e IL1-B (sensibilidade de 1,5 pg/ml; variabilidade intra-

ensaio de 4,8%), foi utilizada a técnica de quimioluminescéncia realizada no
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equipamento de automagédo IMMULITE (DPC MedLab, EUA). A escolha do
método baseou-se na alta sensibilidade do mesmo e na sua possivel
introducdo na rotina laboratorial, visto que o equipamento que realiza as
analises é totalmente automatizado. A técnica de quimioluminescéncia
consiste em um ensaio imunoenzimatico, no qual em uma primeira etapa a
amostra é pipetada automaticamente na unidade de teste, juntamente com
tampéao de reagao (matriz organica) e com o conjugado (anti-IL-6 acoplada a
enzima fosfatase alcalina). No interior da unidade de teste existe uma pérola
recoberta com anti-IL-6 (anticorpo monoclonal de camundongo), na qual ira
se ligar a IL-6 presente na amostra e o anticorpo marcado com fosfatase
alcalina (sanduiche). Apds incubagdo a 37°C com agitacao intermitente, a
unidade de teste é centrifugada em seu eixo vertical em alta velocidade.
Nesta etapa todo o material que n&o se ligou a pérola é forgado a subir pelas
paredes da unidade de teste, capturado em um reservatério e descartado.
Em uma série de lavagens remove-se eficientemente o material
remanescente e o substrato quimioluminescente € adicionado. A enzima
fosfatase alcalina hidrolisa o substrato gerando um produto instavel o qual,
apos estabilizagdo, emite féton de luz (amplificados), medido por um
fotomultiplicador que transforma a luz emitida pelos fétons em impulsos
elétricos. Os impulsos elétricos sédo lidos como “contagens” de luz por
segundo.

A citocina IL-10 (BD Bioscienses, EUA; sensibilidade de 3,0 pg/ml e
variabilidade de 4,0%) e o sCD-40L (R&D Systems, EUA; sensibilidade de

8,0 pg/ml e variabilidade nao disponivel) foram dosados por ELISA. Placas
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de 96 pocgos foram adsorvidas com anticorpo de captura monoclonal anti-
IL10 ou com sCD-40L humano recombinante, por 12 horas. Em seguida, as
placas foram lavadas com solucdo de PBS contendo 0,05% de Tween 20.
Os sitios livres do plastico foram bloqueados com PBS contendo 10% de
soro fetal bovino (Gibco) para IL-10 ou 1% de BSA (soro albumina bovina,
Sigma) para sCD-40L, por uma hora. A placa foi, entdo, lavada para
remogao da solugdo de bloqueio. Em seguida, 50ul das amostras e dos
padrdes foram colocados nos respectivos pocgos e incubados por 2 horas. Ao
final do periodo as placas foram lavadas novamente. Foram adicionados
25ul do anticorpo de detecgdo conjugado com a peroxidase, e incubou-se
por 1 hora para IL-10 e 2 horas para sCD-40L. As placas foram lavadas e ao
final, adicionados o substrato da peroxidase, tetrametilbenzidina, deixando
reagir por 30 minutos. Ao final da incubagéo foi adicionada a solugdo de
parada (H2SO4-2N). A quantificacdo foi realizada pela leitura da
absorbancia (450nm) e os resultados expressos em picogramas de antigeno

por miligrama de proteina.

v Proteina quimiotatica de mondcitos-1 e molécula de adeséao

intercelular-1

A MCP-1 (sensibilidade de 2,31 pg/ml; variabilidade intra-ensaio de
4,7%) e sICAM-1 (sensibilidade de 330,0 pg/ml; variabilidade intra-ensaio de

5,6%) soluveis foram dosadas pelo método de ELISA utilizando kits da R&D
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Systems (EUA). As anadlises foram realizadas através de imunoensaio
enzimatico para a determinacdo quantitativa de sICAM-1/MCP-1 humana
soluvel no soro. Um anticorpo monoclonal € adsorvido na microplaca. A
sICAM-1/ MCP-1 presente na amostra se liga ao anticorpo adsorvido na
microplaca. Um reagente conjugado monoclonal é adicionado e se liga a
sICAM-1/MCP-1 capturada pelo primeiro anticorpo. Apds incubacio, a
enzima ndo ligada é removida durante um processo de lavagem e um
substrato reagente com o HRP é adicionado nos pogos. Forma-se um
produto colorido proporcional a quantidade de sICAM-1/ MCP-1 presente na

amostra que € medido por um leitor de placa de ELISA em 450 nm.

v" LDL oxidada

A LDLox 1 (sensibilidade de 0,3 U/l; variabilidade intra-ensaio de
6,1%) foi mensurada por método Elisa disponivel comercialmente (Mercodia,
EUA). Foram avaliados anticorpos anti-LDL oxidada, por enzima
imunoensaio (Mercodia Oxidized LDL Competitive ELISA), que tem como
base o anticorpo monoclonal 4E6. O LDLox nas amostras compete com uma
quantidade determinada de LDL fixada nos espacos de microtitulos através
da ligacao de anticorpos especificos marcados com biotina. Apos a etapa de
lavagem, que remove componentes da amostra que nao reagiram, a ligagéo
do anticorpo marcado com biotina € detectada pela estreptavidina conjugada

com HRP. Apdés uma segunda incubagdo e uma nova etapa de lavagem, o
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conjugado é detectado pela reagcdo com o substrato 3,3- 5,5-
tetrametilbenzidina. A reagao se encerra com a adicdo de acido para que se
obtenha um desfecho colorimétrico, lido espectrofotometricamente. Foram
realizados, assim, preparados de: solugdo conjugado enzimatico, na qual
foram misturados “conjugado enzimatico 11x” (1,2 mL) e “conjugado
enzimatico tampao” (12 mL); solugdo com anticorpos, em que “anticorpos
6x” (1000 microlitros) e “anticorpos tampao” (6 mL) foram misturados;
“Lavado tampao”, resultado da mistura de 1 frasco (40 mL) com 800 mL de
agua destilada. O sangue coletado foi centrifugado, e o plasma resultante
armazenado em tubos criogénicos a - 80%. O descongelamento das
amostras foi feito a 4%. Preparadas as solugdes e diluidas as amostras (25
microlitros de plasma + 1000 microlitros de solugdo tampao), partimos para
as seguintes etapas: incubagdo no shaker por 2 horas, em temperatura
ambiente; lavagem por 6 vezes com 350 microlitros (wash buffer); foram
adicionados 100 microlitros da solugdo enzima conjugado; incubagédo no
shaker por 1 hora, em temperatura ambiente; novamente foi realizado o
wash buffer; foi adicionado substrato TMB, de 200 microlitros; incubacao por
15 minutos em temperatura ambiente; adicionado “stop solution” (que da cor,
constituindo o desfecho), 50 microlitros, colocando-se, entdo, no shaker por

5 segundos. A leitura foi feita em 450 nanémetros.
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3.4.3. Agregacao plaquetaria: PFA-100

O PFA-100 (Siemens Healthcare Diagnostics, EUA) € um método
que se baseia no uso de sangue total, sem preparo prévio, inserido
diretamente em um dispositivo automatico especifico. O sangue é entdo
submetido a forgcas de cisalhamento, analogas a fendbmenos fisioldgicos de
cisalhnamento vascular. Apesar de nao avaliar especificamente o efeito direto
do AAS sobre a via da ciclooxigenase, o PFA-100 pode medir o tempo de
formagdo do trombo a partir de multiplos estimulos previsiveis (colageno,

ADP, epinefrina)m*113

. Nesse estudo, utilizamos o cartucho colageno-
epinefrina (2 mcg de colageno equino tipo 1/10 mcg de bitartarato de
epinefrina) para ativar o sistema plaquetario. O tempo de oclusdo de uma
abertura do dispositivo foi quantificado em segundos (normal para colageno-
epinefrina colhido em citrato de sédio a 3.8% <150 segundos'™). O PFA-100
€ um método simples, rapido, que requer pequena quantidade de sangue.

Quanto maior o tempo do PFA-100, menor a velocidade de agregacgéo

plaquetaria.

3.4.4. Células endoteliais progenitoras

Amostras de sangue foram coletadas em tubos contendo

anticoagulante (EDTA).
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Etapa 1: Para o isolamento das células linfomononucleares, a
amostra de sangue foi diluida com o mesmo volume de meio de cultura
RPMI (Gibco, Carlsbad, CA). Apds diluicdo do sangue, cada 10ml deste
material diluido foi transferido para um tubo cénico (15ml) contendo 5ml de
gradiente de densidade Ficoll-Paque Plus (GE Healthcare, United Kingdom).
Os tubos foram centrifugados por 30 minutos, 500g a 22°C. Em seguida, a
interface rica em células linfomononucleares foi removida e ressuspendida
em meio de cultura. Apods a realizagdo da contagem, as células foram
congeladas com meio contendo 10% de DMSO.

Etapa 2: Apds o término da inclusdo de pacientes, as amostras
foram descongeladas em tubos contendo meio de cultura RPMI (Gibco,
Carlsbad, CA), contendo 40% de soro fetal bovino. Os tubos foram
centrifugados por 10 minutos, 500g a 22°C, o sobrenadante descartado e as
células foram ressuspendidas em meio de cultura, e ajustadas para a
concentragao de 2 x107/ml.

Etapa 3 (citometria): Os experimentos de citometria foram
conduzidos utilizando anticorpos monoclonais (conjugados aos respectivos
fluoréforos, conforme indicado na tabela 1) disponiveis comercialmente e o
protocolo de marcagao foi realizado de acordo com as indicagcdes do
fabricante. Uma amostra de 300ul, contendo cerca de 6 x 10° células foi
distribuida em trés tubos tubos (2 x 10° células/tubo); em seguida as células
foram marcadas com os anticorpos monoclonais/fluorescéncias de interesse
(Tabela 1). Depois foram incubadas a 4°C, protegidas da luz, por 30 minutos,

lavadas com solugao tampao e fixadas em paraformaldeido 1%.
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Tabela 1. Painel contendo a combinagao de anticorpos/fluorescéncias
utilizada na citometria de fluxo. O tubo 1 contém anticorpos para detecgao
de células endoteliais progenitoras e hematopoiéticas; o tubo 2 para
detecgcao de células endoteliais circulantes; o tubo 3 contém anticorpo de
ligacdo inespecifica utilizado como parametro basal para ajuste dos

resultados de ligagdes especificas dos tubos 1 e 2.

Tubo 1 Tubo 2 Tubo 3
Anticorpos Anticorpos Anticorpos
Flourescéncias

FITC CD31 CD146 IgG1
PE VEGFR2  VEGFR2 IgG1
PE-Cy5 CD3/CD19  CD3/CD19 IgG1
PE-Cy7 CD34 CD34 IgG1
APC-Cy7 CD14 CD14 IgG1

Os anticorpos monoclonais/fluorescéncias utilizados nos diversos
tubos foram os seguintes: CD31/FITC (BD R&D System, EUA), CD146/FITC
(BD Pharmingen, EUA), VEGFR2/PE (R&D System, EUA), CD3/PE-Cy5 (BD
Pharmingen, EUA), CD19/PE-Cy5 (BD Pharmingen, EUA), CD34/PE-Cy7
(BD Pharmingen, EUA), CD14/APC Cy-7 (BD Pharmingen, EUA) e os
isotipos controles relacionados.

Os tubos foram submetidos a citometria no citometro de fluxo
FACSARIA (BD Biosciences, EUA), de modo que foram adquiridos no

minimo 500.000 eventos (células avaliadas) por tubo. A analise foi realizada
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utilizando-se primeiro a delimitagdo de uma area de Disperséo Lateral (Side
Scatter, SSC), que é o0 eixo que determina a granulosidade celular vs
Disperséo Frontal (Foward Scatter, FSC), que é o eixo que determina o
tamanho celular (Figura 5).

Os eventos presentes nesta primeira area (P1) foram analisados nos
graficos subsequentes. No segundo grafico (figura 5, direita), a analise dos
dados de P1 foi realizada a partir dos anticorpos monoclonais/fluorescéncias,
do seguinte modo:

l. Exclusdo de todas as células positivas para CD3/PE-Cy5 e

CD19/PE-Cy5 (exclusao de linfécitos)
Il. Selecao de células positivas para CD146/FITC ou CD31/FITC
(endoteliais)

Dependendo da combinagdo de anticorpos das analises
subsequentes, estas células (todas negativas para CD3 e CD19) foram
classificadas de acordo com sua positividade para os outros marcadores:

e Células progenitoras hematopoeticas (CPHSs): positivas para

CD14, CD31, VEGFR2 (KDR) e CD34.

e Células endoteliais progenitoras (CEPs): negativas para CD14 e

positivas para CD31, VEGFR2 (KDR) e CD34.

e Células endoteliais circulantes (CECs): negativas CD14 e CD34;

positivas para CD146 e VEGFR2 (KDR).
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Figura 5. Analise por citometria de fluxo - O primeiro grafico mostra a
delimitacdo de area (P1) em Dispersdo Lateral (Side Scatter,
SSC) vs Dispersao Frontal (Foward Scatter, FSC) que seleciona
as células por granulosidade e tamanho, respectivamente. Os
eventos presentes nesta primeira area foram analisados no
grafico da direita de acordo com a marcagdo de anticorpos
especificos/fluorescéncias. Nesse caso representados CD3 e
CD19 (marcados com PE-Cy5) e CD31 marcado com FITC.

3.5. Analise estatistica

3.5.1. Variaveis especificas
e Clinicas: idade, sexo, fatores de risco para aterosclerose
(hipertenséo, tabagismo, diabete).
e Laboratoriais: Uréia, creatinina, sodio, potassio, hemograma,
glicemia, hemoglobina glicosilada, colesterol total, LDL-C, HDL-C,
Tg, PCR, IL-6, IL-1B, IL-10, MCP-1, sICAM-1, sCD-40L, LDLox,

PFA-100 e CEPs.
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3.5.2. Desfechos

e Primarios: Analise de marcadores inflamatérios (PCR, IL-6, IL-1j3,
IL-10, MCP-1, sICAM-1, sCD-40L, LDLox), PFA-100, CEPs.

e Secundarios: Andlise da variacao de glicemia, hemoglobina
glicada, colesterol total, LDL-C, HDL-C, Tg, apo-A/B e

fibrinogénio.

3.5.3. Métodos estatisticos ''> "%

Inicialmente todas as variaveis foram analisadas descritivamente.
Para as variaveis quantitativas, analisamos os valores minimos, maximos,
médias (desvios-padrdo) e medianas (percentis 25/75). Para as variaveis
qualitativas foram calculadas frequéncias absolutas e porcentagens.

O tamanho amostral foi calculado a partir do teste t pareado (sigma
stat), considerando um poder de 80% e alfa de 5%. Dessa maneira,
planejamos incluir 72 pacientes, para detectar uma diferenga entre as
médias geométricas de PCR de 2 mg/l, com desvio padrao de 3 mg/l 4", """,

Para analise intragrupo (pré vs pos tratamento), foram utilizados o
teste t pareado (para variaveis com distribuigdo normal) e o teste de
Wilcoxon (para variaveis nao paramétricas). Para comparagao entre as duas
terapéuticas foram utilizados: (1) regressao linear multipla com ajuste para

os valores de base da variavel (analise de covariancia - ancova); (2) teste de

Wilcoxon rank-sum quando a variavel ndo apresentava distribuicdo normal.
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4, RESULTADOS

4.1. Aspectos gerais

Oitenta e trés pacientes (48 homens, idade média de 63 + 9 anos)
foram randomizados, sendo que cinco foram excluidos apds a randomizacao
por ma aderéncia ou intolerancia gastrointestinal as medicac¢des (Figura 4).

Portanto, 78 pacientes remanesceram para analise estatistica. Trinta
e oito pacientes receberam S80 e 40 pacientes receberam E10/S20. Os
pacientes foram analisados quanto a presenca de diabete, antecedentes
cardiovasculares, sexo, idade, terapéutica cardiovascular e perfil metabdlico.
(Tabelas 2 e 3). Nas Tabelas 2 e 3, observamos que os parédmetros clinicos
e o perfil metabdlico basais dos pacientes sdo semelhantes em ambos os
grupos, com excegéo da circunferéncia abdominal, discretamente maior no
grupo E10/S20. A Tabela 4 mostra que as enzimas hepaticas, glicemia e
hemoglobina glicada ndo sofreram alteragbes clinicamente significativas nos
dois grupos. A CPK elevou-se modestamente com S80, mas n&o se alterou
com E10/S20. Entretanto, nenhum paciente interrompeu o tratamento por

elevacao de CPK (Tabela 4).
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Tabela 2. Caracteristicas basais da populagao estudada.

Sinvastatina 80 mg sinI\E/:es!ttlant]ilr?aa 21: /mg P

Variavel (%) (n=38) (n=40)

Homens 21 (55) 27 (68) 0,26
Idade, anos 61 +10 64 +8 0,19

Antecedentes

Diabete 20 (52) 16 (40) 0,26
IM 29 (76) 24 (60) 0,21
Angioplastia 16 (42) 16 (40) 0,90
Revascularizacéo 0,59
miocardica 13 (34) 16 (40)

AVC 3 (8) 3(8) 0,97
HAS 26 (68) 36 (90) 0,28
Tabagismo 8/35 (23) 5/39 (13) 0,25
Atividade fisica 19/35 (54) 15/38 (40) 0,17

Medicacoes
iIECA/BRA 32 (84) 35 (88) 0,38
AAS 35 (92) 37 (93) 0,30
Tienopiridinicos 1(2,6) 1(2,5) 0,40
Omeprazol 9 (24) 11 (28) 0,24
Exame Fisico

IMC, kg/m? 27,8 +27 28,6 + 3,7 0,28
Circunferéncia 0,02
abdominal, cm 92,1 +8,9 97,2+8,4

Valores expressos em média + DP ou valor absoluto (%),

IM: Infarto do miocardio; AVC: acidente vascular cerebral; HAS: hipertensdo arterial sistémica;
LDL-C: colesterol LDL; HDL-C: colesterol HDL; iECA: inibidor da enzima conversora de
angiotensina; BRA: bloqueador do receptor de angiotensina; AAS: acido acetil salicilico; IMC:
indice de massa corporea.
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Tabela 3. Perfil metabdlico e bioquimico da populagao estudada.

Sinvastatina 80 Ezetimiba 10/ p
mg sinvastatina 20
Variavel (n=38) mg (n=40)
Exames gerais

Glicemia, mg/dL 106 (92-130) 102 (95-118) 0,58
Hb glicada, % 6 (5,7-6,7) 5,9 (5,7-6,4) 0,59
Colesterol total, 0,74
mg/dL 170 (155-212) 174 (157-195)

LDL-C, mg/dL 101 (85-130) 99 (89-117) 0,83
HDL-C, mg/dL 45 (38-50) 42 (37-48) 0,87
Triglicérides, mg/dL 117 (85-150) 139 (108-168) 0,07
Apo-A, g/L 1,6 (1,4-1,7) 1,6 (1,4-1,7) 0,26
Apo-B, g/L 0,9 (0,7-1,0) 0,9 (0,8-1,0) 0,58
Creatinina, mg/dL 1,0 (0,8-1,1) 1,0 (0,9-1,1) 0,88
CPK, U/L 106 (63-134) 113 (75-148) 0,67
Fibrinogénio, mg/dL 361 (310-436) 329 (289-384) 0,04
TGO, U/L 20 (17-25) 24 (20-27) 0,01
TGP, U/L 38 (35-42) 42 (36-48) 0,07
Plaquetas/ mm?® 249 + 63 225 + 50 0,56

Valores expressos em média + DP ou mediana (p 25-75), LDL-C: colesterol LDL; HDL-C:
colesterol HDL; Hb glicada: hemoglobina glicada; LDL-C: colesterol LDL; HDL-C:
colesterol HDL; Apo: apolipoproteina; CPK: creatinofosfoquinase; TGO: transaminase
glutdmico oxalacética; TGP: transaminase glutamico pirtvica;
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Tabela 4: Comparagdo dos exames gerais entre o inicio e apos seis
semanas de tratamento em pacientes que terminaram o estudo

Sinvastatina 80 mg Ezetimiba 10/ p: S80
(S80) sinvastatina 20 vs
(n=38) mg (E10/S20)  E10/S20

(n=40)

CPK, U/L

Pré-tratamento 106 (63 - 134) 113 (75 - 148) 0,67

P&s-tratamento 131 (68 - 156) 110 (80 - 144)

p: pos vs pré <0.01 0.58

Alteracdo mediana, % 19 (2-41) 3 (12 - 25) 0,25

Glicemia, mg/dL

Pré-tratamento 106 (92 - 130) 102 (95 - 118) 0,58

P&s-tratamento 100 (90 - 127) 100 (92 - 123)

p: pos vs pré 0.30 0.34

Alteragao mediana, % -2+16 1+9 0,62

Hb glic, %

Pré-tratamento 6 (5.7 -6.7) 5.9(5.7-6.4) 0,59

Pds-tratamento 6.1 (5.7-6.7) 5.6 (5.6 -6.3)

p: pos vs pré 0,09 0,90

Alteracao mediana, % 2+7 0+6 0,48

Fibrinogénio, mg/dL

Pré-tratamento 361 (310 - 436) 329 (289 - 384) 0,04

Pos-tratamento 364 (318 - 398) 324 (284 - 388)

p: pos vs pré 0.95 0.61

Alteracao mediana, % 2.6 +25 1+13 0,53

TGO, U/l

Pré-tratamento 20 (17-25) 24 (20-27) 0,01

Pos-tratamento 21 (20 - 27) 25 (21 - 30)

p: pos vs pré 0.13 <0.01

Alteracéo mediana, % 7 (-11 - 25) 11 (-2-17) 0,60

TGP, U/l 38 (35-42) 42 (36-48) 0,07

Pré-tratamento 38 (35 -42) 42 (36 - 48)

Pds-tratamento 40 (36 - 43) 44 (36 - 56)

p: pos vs pré 0.33 0,48

Alteracdo mediana, % 4 (-8 -13) 9(0-17) 0,55

CPK: creatinofosfoquinase; TGO: transaminase glutdmico oxalacética; TGP: transaminase
glutdmico piravica; Hb glic: Hemoglobina glicada
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4.2, Perfil lipidico

Analisamos o impacto de cada uma das medicag¢des no perfil lipidico
(Tabela 5; Figura 6). Sinvastatihna 80 mg e E10/S20 reduziram
significativamente e de modo similar, o colesterol total (20% [IIQ = 9 - 27] vs
20% [lIQ = 13 - 27], respectivamente; p=0,76) e o LDL-C (23 + 30% vs 29 +
13%; respectivamente; p=0,46). Nao houve alteragao significativa nos niveis
de HDL-C. Os Tg foram reduzidos significativamente por E10/S20, mas nao
por S80 (14 + 31% vs 4 + 32%, respectivamente; p=0,67).

A Apo-A nao se modificou significativamente ao longo do tempo. A
Apo-B foi reduzida significativamente e de modo similar nos dois grupos (22

+15% vs 18 + 17%; para S80 e E10/S20, respectivamente; p=0,22).
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o p=0,45 J p=0,34
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Figura 6. Comparacao da alteragao percentual do perfil lipidico entre os
grupos. Observam-se redugdes significativas e similares entre os
grupos do colesterol total, LDL-C e Apo B. Os Tg foram
reduzidos significativamente apenas no grupo E10/S20, mas néo
houve diferenca estatistica entre os grupos. As barras
representam o erro padrdo da média. S80: sinvastatina 80 mg;
E10/S20: ezetimiba 10 mg/sinvastatina 20 mg; COL TOT:
colesterol total; LDLc: colesterol LDL; HDLc: colesterol HDL; Tg:
Triglicérides; Apo: apolipoproteina.
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Tabela 5: Comparacao do perfil lipidico entre o inicio e apds seis semanas
de tratamento nos pacientes que terminaram o estudo
Sinvastatina 80 Ezetimiba 10/ p:
mg (S80) sinvastatina 20 mg Valores
(n=38) (E10/S20) basais
(n=40)

Colesterol Total,

mg/dL

Pré-tratamento 170 (155-212) 175 (157 - 195) 0,74

Pds-tratamento 143 (117 - 160) 143 (127-157)

p: pos vs pré <0,01 <0,01

LDL-C, mg/dL

Pré-tratamento 101 (85 -130) 99 (89 -117) 0,83

Pés-tratamento 76 (61 - 90) 72 (62 - 80)

p: pos vs pré <0,01 <0,01

HDL-C, mg/dL

Pré-tratamento 45 (38 - 50) 42 (37 - 48) 0,87

Pds-tratamento 42 (38 - 48) 43 (38 - 49)

p: pos vs pré 0,16 0,38

Tg, mg/dL

Pré-tratamento 117 (85 - 150) 139 (108 - 168) 0,07

Pos-tratamento 104 (91 - 127) 112 (77 - 149)

p: pos vs pré 0,07 0,01

Apo-A, mg/dL

Pré-tratamento 1,6 (1,4-1,7) 1,6 (1,4-1,7) 0,26

Pés-tratamento 1,58 1,4-1,7) 1,5(1,4-17)

p: pos vs pré 0,97 0,17

Apo-B, mg/dL

Pré-tratamento 0,9 (0,7 -1,0) 0,7 (0,6 - 0,8) 0,58

Pés-tratamento 0,7 (0,6 - 0,8) 0,9(0,7-1,0)

p: pos vs pré <0,01 <0,01

Valores expressos em média + DP ou mediana (p 25-75), LDL-C: colesterol LDL; HDL-C:
colesterol HDL; Hb glicada: Hemoglobina glicada; LDL-C: colesterol LDL; HDL-C:
colesterol HDL; Apo: apolipoproteina.
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4.3. Marcadores inflamatorios e CEPs

Analisamos os marcadores PCR, IL-6, IL-1j3, IL-10, sCD-40L, MCP-1,
sICAM-1 e LDLox (Tabela 6, Figura 7). Observamos nos grupos S80 e
E10/S20, respectivamente: (1) uma redugao significativa e similar de LDLox
(18 + 47% vs 15 + 33%; p=0,65); (2) discreto incremento de sICAM-1 (10 +
14% vs 10 + 16%; p=0,95); (3) discreta reducéo nao significativa e similar da
PCR (-16% [llQ= -42 - 7, p=0,1] vs -11% [llQ= -37 - 26, p=0,5],
respectivamente; p= 0,3).

Em relagdo aos outros marcadores inflamatorios e as CEPs,
verificamos que n&o se modificaram significativamente ao longo do tempo e
que nao apresentaram diferengas entre os dois grupos comparados. A IL-1f3
e as CECs foram indetectaveis em ambos os grupos, antes e apds o
tratamento.

As analises de correlacdo demonstraram que a reduc¢ao de PCR nao
se correlacionou com a redugédo de LDL-C (r= 0,13; p=0,28; Figura 8). A
reducao de LDLox correlacionou-se modestamente com a redugéo de LDL-C

(r=0,27; p=0,02; Figura 9).
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Tabela 6. Comparacido dos marcadores de atividade inflamatdria, PFA-100
e CEPs, entre o inicio e apds seis semanas de tratamento em
pacientes que terminaram o estudo.

Sinvastatina 80 Ezetimiba 10/ p: valores
mg (S80) sinvastatina 20 mg basais
(n=38) (E10/S20)
(n=40)
PCR, mg/L
Pré-tratamento 2,3 (0,7 -5,5) 1,7 (0,72 - 3,65) 0,27
Pds-tratamento 1,8 (0,5-4,1) 1,27 (0,8 - 3,7)
p: pos vs pré 0,1 0,5
IL-6, pg/mL
Pré-tratamento 2,9(2,0-4,3) 2,1(2,0-3,5) 0,18
Pds-tratamento 2,3(2,0-4,2) 20(2,0-43)
p: pos vs pré 0,55 0,23
IL-10, pg/mL
Pré-tratamento 5,3 (4,0-9,3) 4,5 (3,5-5,8) 0,10
Pds-tratamento 5,0(3,7-7,2) 56(3,9-7,2)
p: pos vs pré 0,11 0,23
sCD-40L, pg/ml
Pré-tratamento 10,8 (8,9 - 15,5) 11,0 (9,5 - 15,1) 0,63
Pés-tratamento 10,8 (8,6 - 14,8) 11,2 (9,4 -16,4)
p: pos vs pré 0,53 0,56
sICAM-1, pg/mL
Pré-tratamento 443 (419 - 471) 456 (343 - 519) 0,75
Poés-tratamento 465 (429 - 543) 441 (402 - 535)
p: pos vs pré 0,01 0,01
MCP-1, pg/mL
Pré-tratamento 230 (190 - 170) 200 (175 - 295) 0,52
Pds-tratamento 240 (185 - 275) 235 (190 - 285)
p: pos vs pré 0,47 0,11
LDLox, ui
Pré-tratamento 75 (54 - 99) 67 (54 - 100) 0,93
Pos-tratamento 55 (37 - 76) 58 (38 - 83)
p: pos vs pré <0,01 <0,01
PFA-100, segundos
Pré-tratamento 131 (94 - 204) 145 (103 - 191) 0,83
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Pés-tratamento 145 (89 - 198) 171 (122 - 244)

p: pos vs pré 0,9 <0,01

CPE/10* células

Pré-tratamento 29+1,8 2,7+15 0,57
Pds-tratamento 24+19 2,6 +23

p: pos vs pré 0,18 0,78

CPH/10* células

Pré-tratamento 1,8+2,6 1,5+1,2 0,67
Pds-tratamento 1,9 +1,9 22+25

p: pos vs pré 0,68 0,10

Valores expressos em média + DP ou mediana (p 25-75), PCR: Proteina C-reativa, IL: Interleucina;
MCP: Proteina quimioatrativa de mondcitos; sICAM-1: molécula de adesé&o intercelular soluvel-1;
LDLox: Lipoproteina oxidada de baixa densidade, PFA-100 CT: Platelet function analyzer closure
time; CPH: Células progenitoras hematopoiéticas; CPE: Células progenitoras endoteliais.

NOTA: IL-1 e Células endoteliais circulantes, indetectaveis antes e apds tratamento nos dois
grupos.
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Figura 7.

PCR LDLox IL-10 sCD40L sICAM-1 MCP-1

Alteracao percentual dos marcadores inflamatorios. Observa-se
redugdo significativa e similar do LDLox. A sICAM-1 elevou-se
discretamente, de modo similar e significativo. O restante dos
marcadores  apresentados n&o apresentou alteracdes
significativas. A interleucina-13 foi indetectavel e a -6 nao
apresentou alteragdo; ambas n&o estéo representadas na figura.
As barras representam o erro padrado da média (EP). O EP nao
foi demonstrado para PCR e IL-10, pois esses marcadores
apresentaram distribuicdo acentuadamente assimétrica. S80:
sinvastatina 80 mg; E10/S20: ezetimiba 10 mg/sinvastatina 20
mg; PCR: Proteina C-reativa; IL: Interleucina; sCD40L: CD-40
ligante soluvel; MCP-1: Proteina quimioatrativa de mondocitos-1;
sICAM-1: molécula de adesao intercelular-1 soluvel; LDLox:
Lipoproteina oxidada de baixa densidade.
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Figura 8. Correlagao entre as redugdes de proteina C-reativa (PCR) e LDL
colesterol (LDL), antes e apds tratamento com sinvastatina 80
mg (S80) e ezetimiba 10 mg/sinvastatina 20 mg (E10/S20).
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Correlagao entre as redugdes de LDL oxidado e LDL colesterol,
antes e apo6s tratamento com sinvastatina 80 mg (S80) e
ezetimiba 10 mg/sinvastatina 20 mg (E10/S20).

4.4. Agregacao plaquetaria

Os niveis basais de PFA-100 foram similares em ambos os grupos

(145 s vs 131 s, para E10/S20 e S80 respectivamente; p=0.,83), apesar do

uso de AAS em 95% dos pacientes (tabela 2). O PFA-100 (Figura 10)

apresentou uma elevagao mais expressiva com E10/S20 do que com S80

(27 + 43% vs 8 + 33%, p=0,02; respectivamente). As analises de correlagéo
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demonstraram que o incremento de PFA-100 n&o se correlacionou com a
reducdo de LDL-C (r= 0,01; p=0,93; Figura 11), mas sim, modestamente,

com a redugao de Tg (r= 0,25; p=0,04; Figura 12).
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Figura 10. Alteragcdo percentual do PFA-100. Observa-se incremento
significativo do tempo de oclusdgo do PFA-100 no grupo
E10/S20, superior ao do grupo S80, onde o incremento nao foi
significante. Quanto maior o tempo do PFA-100, menor a
velocidade da agregacao plaquetaria. S80: sinvastatina 80 mg;
E10/S20: ezetimiba 10 mg/sinvastatina 20 mg; PFA: platelet
function analyzer.
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Figura 11.
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Correlagao entre as alteragcdes do tempo de oclusdo do PFA-100
(segundos) e do LDL colesterol. PFA: platelet function analyzer;
seg: segundos; LDL: LDL colesterol; S80: sinvastatina 80 mg;
E10/S20: ezetimiba 10 mg/sinvastatina 20 mg
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Figura 12. Correlacédo entre as alteracées do tempo de oclusdo do PFA-

100 (segundos) e dos triglicérides.

PFA: platelet function

analyzer; seg: segundos; S80: sinvastatina 80 mg; E10/S20:
ezetimiba 10 mg/sinvastatina 20 mg.
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5. DISCUSSAO

5.1. Aspectos gerais

Em nosso estudo destacamos trés achados principais. Em pacientes
com DAC estavel, em uso de S20, e que possuiam LDL-C ao redor de 100
mg/dL, apos 6 semanas de tratamento, S80 e E10/S20: (1) foram
igualmente eficientes na reducdo adicional de LDL-C; (2) promoveram um
incremento modesto e similar do efeito anti-inflamatério e (3) inibiram a
agregacao plaquetaria de modo distinto, onde E10/S20 foi mais efetivo do

que S80.

v" Um estudo desenhado para avaliar efeitos pleiotrépicos

Previamente, diversos investigadores observaram que os efeitos
pleiotrépicos das estatinas ocorriam simultaneamente aos seus efeitos
hipolipemiantes. Por isso, assegurar que os efeitos pleiotropicos sé&o
completamente independentes da reducdo de LDL-C é uma tarefa
desafiadora. O surgimento da ezetimiba, como alternativa as estatinas,
permitiu que alguns autores comparassem doses hipolipemiantes
equivalentes entre os dois farmacos, avaliando possiveis efeitos

pleiotrépicos independentes da redugao de colesterol.
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Aratjo et al'®, por exemplo, avaliaram 23 pacientes dislipidémicos
submetidos a tratamento com S80 ou E10/S10. Os investigadores
observaram redug¢des equivalentes de LDL-C e PCR nos dois grupos e
demonstraram uma melhora da fungdo endotelial (vasodilatacédo fluxo-
mediada da artéria braqueal) de modo semelhante nas duas estratégias. Por
outro lado, um outro estudo comparou S10 vs E10, em pacientes com
insuficiéncia cardiaca'®, e evidenciou melhora da funcéo endotelial com S10,
mas ndo com E10, a despeito da reducdo semelhante de LDL-C nos dois
grupos. Ainda mais, recentemente Liu et al'*® comparararm S40 e E10/S10
em 60 pacientes dislipidémicos, sem uso prévio de estatina, e obtiveram
maior redugdo da atividade da proteina Rho quinase e melhora da fungéo
endotelial com S40, a despeito de redugdes semelhantes de LDL-C e PCR
nos dois grupos.

Em nosso estudo, conforme o previsto, ambas as estratégias
medicamentosas tiveram efeitos semelhantes sobre o colesterol.
Particularmente o LDL-C, inicialmente semelhante nos dois grupos
randomizados, apresentou reducdo equivalente entre as medicagdes ao final
do tratamento. Isso nos permitiu concluir que possiveis diferencas entre os
grupos nos desfechos estudados, fossem independentes da redugédo de
LDL-C. Por outro lado, a auséncia de diferenga entre os grupos em relagéo a
variagao dos desfechos, indicaria que esse efeito previamente considerado
pleiotrépico, possa estar intimamente relacionado a redugdo de colesterol,

nao caracterizando efeito especifico de uma classe de farmacos.
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5.2. Efeitos anti-inflamatoérios da S80 e de E10/S20

Em relagcdo aos marcadores inflamatoérios estudados, notamos que
os efeitos das duas estratégias foram semelhantes. Nao houve efeito redutor
de ambas as terapéuticas sobre IL-1j3, IL-6, MCP-1, sCD-40L, sICAM-1, ou
mesmo elevacdo de IL-10 ao longo do tempo. Isso pode ter ocorrido pelas
seguintes razdes: (1) Os niveis basais de alguns desses marcadores nao
estavam elevados, o que indica que essa populacdo ndo apresentava
atividade inflamatéria acentuada no momento da randomizacido. Essa
hipétese poderia ser explicada pela estabilidade clinica dos pacientes, pelo
tratamento adequado da DAC, hipertensao e diabete, pelo uso prévio de
sinvastatina 20 mg e pelo relativo baixo nivel de LDL-C no momento da
inclusdo. De fato, os niveis basais de PCR em nossa populacido eram
relativamente baixos, quando comparados a outros estudos. No estudo
SANDS'®, por exemplo, apds tratamento hipolipemiante intensivo (LDL-
C<70 mg/dL) em pacientes diabéticos, os niveis de PCR foram reduzidos em
25%, atingindo niveis semelhantes aos da nossa populagdo, antes da
randomizagao. (2) O tempo de tratamento pode n&o ter sido suficiente para
detectarmos reducdo de alguns dos marcadores inflamatérios. (3) Alguns
efeitos anti-inflamatoérios da sinvastatina podem estar concentrados na dose
de 20 mg. Eventualmente o incremento dessa dose ndo promoveria redugao

|70

inflamatédria adicional. Blanco-Colio et al™~, por exemplo, demonstraram que

a redugao de sICAM-1 por atorvastatina foi possivel com a dose de 10 mg.
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As doses crescentes, at¢é 80 mg, ndo demonstraram qualquer efeito
adicional. De modo semelhante, no Aggrastat to Zocor (A to Z trial), De
Lemos et al identificaram diferengas minimas de MCP-1 entre os grupos S80
e S20”%. De fato, nossos achados a cerca da sICAM-1 confirmaram a
auséncia de reducdo do marcador com doses elevadas de estatina.
Curiosamente, ambos o0s grupos apresentaram discreta elevagdo do
marcador, o que em parte poderia ser explicado pela proximidade dos niveis
séricos encontrados com niveis considerados normais pelo fabricante.

A analise da LDLox evidenciou que ambas as terapéuticas
reduziram, igualmente e significativamente, seus niveis ao longo do tempo.
O achado é original, ja que ndo ha evidéncia prévia na literatura sobre os
efeitos da ezetimiba sobre o LDLox. A analise de correlacdo demonstrou
modesta, mas significativa, correlagdo entre a redugéo de LDLox e de LDL-C
na populagdo geral. Desse modo, destaca-se que a reducdo da forma
oxidada do LDL-C ocorre no tratamento hipolipemiante intensivo,
independente da estratégia utilizada. O beneficio ocorre mesmo em
pacientes com LDL-C normal, que progridem para LDL-C muito baixo apos
tratamento hipolipemiante. Esse mecanismo poderia explicar parcialmente a
reducdo de eventos cardiovasculares observada em estudos com altas
doses de estatinas ou meta de LDL-C muito baixa "2

Em relagdo a PCR, observamos uma redugdo modesta e néao
significativa do marcador, similar nos dois grupos. Como ja descrito, a
auséncia de reducéo significativa poderia ser explicada pelos valores basais

relativamente baixos, acrescidos do amplo IC do efeito redutor e do tamanho
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da populacdo estudada. Também nao houve correlagcado entre as reducgdes
de PCR e LDL-C. Por fim, a auséncia de diferencas entre as duas
estratégias no efeito terapéutico sobre a PCR coincide com resultados de

um estudo recente com populacdo mais ampla'®.

5.3. Efeitos antiplaquetarios de S80 e E10/S20

Nosso estudo demonstrou que E10/S20 foi capaz de inibir a
agregacao plaquetaria, o que nao ocorreu com S80. Quando confrontadas,
E10/S20 apresentou inibicdo plaquetaria significativamente mais expressiva
do que S80. Esse achado, inédito na literatura, ndo se correlaciona com

mecanismos fisiopatologicos ou farmacodinamicos previamente descritos.

5.3.1. Interagao entre o colesterol e a atividade plaquetaria

A elevagdo dos niveis de LDL-C podem aumentar a atividade
plaquetaria por diversos mecanismos, tais como: (1) elevagdo do conteudo
plaquetario de colesterol e alteracdes da fluidez da membrana plaquetaria'®?;
(2) interagdo com receptores de LDL-C e HDL-C na membrana plaquetaria,
tais como os receptores de Apo-B100, Apo-E2, glicoproteinas b, Illa e 1V,
com consequente sinalizacao intra-celular — ativagdo da proteina quinase

mitdgeno-ativada p38, levando a liberagdo de acido araquiddnico;
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fosforilagdo da quinase de adeséo focal p125, levando a alteragbes do
citoesqueleto®; (3) aumento da expresséao de receptores de fibrinogénio na
membrana plaquetaria'®; (4) inibicdo dos canais de Na+/H+, com
consequiente acidificacdo relacionada a hiperreatividade plaquetaria'', e (5)
aumento do influxo de calcio. De fato, os tratamentos hipolipemiantes,

particularmente com estatinas, atuam nessas diversas vias reduzindo a

atividade plaquetaria'".

5.3.2. Efeitos pleiotropicos das estatinas sobre plaquetas

Além dos mecanismos dependentes da reducao lipidica, as estatinas

L

plaquetaria.

v' Proteinas Rho, Ras e 6xido nitrico

A reducdo da producdo de mevalonato e isoprendides pelas
estatinas, leva a consequente inibicdo da isoprenilagdo de importantes
proteinas sinalizadoras na plaqueta, como a Rho e a Ras, assim como a
modulacdo da NAD(P)H oxidase e elevacdo de éxido nitrico?®. A inibigao da
Ras pode levar a modulagdo da expressdao da glicoproteina llbllla,
fundamental para agregacdo plaquetaria. A inibicdo da Rho reduz a
fosforilagdo da miosina de cadeia leve, com consequente alteracdo no

citoesqueleto e na geometria plaquetaria’®. A elevacéo de oxido nitrico, e
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peroxinitrito, reduz a fosforilagcdo de proteinas sinalizadoras com

consequiente redugado da ativacdo plaquetaria'®.

v" Inibicdo da ativacao plaquetaria por LDLoXx

Entre os efeitos anti-inflamatorios das estatinas, destaca-se a
inibicdo da oxidacdo de LDL-C, como descrito previamente. Além disso,
estatinas reduzem a expressdo de receptores de LDLox na membrana
plaquetaria, tais como o CD36 e o LOX-1 (lectin-like oxidized LDL receptor-
1) '?®. Essa inibigdo pode reduzir efeitos pré-agregantes do LDLox e de seu
componente ativador de plaquetas, o acido lisofosfatidico, tais como:
ativagdo da via da proteina Rho, elevagao do influxo de calcio e ativagao da
calmodulina. Esses mecanismos contribuem para fosforilagdo da miosina de
cadeia leve e para interacdo actina-miosina, fundamentais para as

mudancas geométricas presentes na ativacdo plaquetaria’®.

5.3.3. Evidéncias clinicas do efeito antiplaquetario das estatinas

Apesar dos multiplos mecanismos antiplaquetarios relacionados a
reducédo de LDL-C e ao pleiotropismo das estatinas, as evidéncias clinicas
do efeito antiplaquetario da redugao lipidica com estatinas sao controversas

28105110111 Mais notavel, é a

e baseiam-se em estudos pequenos
diversidade de métodos de avaliacdo plaquetaria utilizados nesses estudos,

frequentemente de uso experimental, trabalhosos e ndao aprovados para a
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pratica clinica. Ressalta-se que os métodos disponiveis ndo apresentam boa
correlagdo entre eles, ja que cada um avalia de modo particular, etapas

distintas da agregacao'®* "%,

5.3.4. Avaliagao da agregacao plaquetaria pelo PFA-100

Em nosso estudo, utilizamos o PFA-100, um método aprovado pelo
Federal Drug Administration, facilmente reprodutivel e nao operador
dependente, além de amplamente investigado'®. Ressaltamos que o PFA-
100 apresenta sensibilidade de 95% e especificidade de 89% para avaliagcao
de agregacdo plaquetaria, quando comparado com a tradicional
agregometria, que apresenta sensibilidade de 94% e especificidade de 88%
26 O PFA-100 é um método completamente automatico, que inclui
ativadores plaquetarios diversos (ADP, epinefrina e colageno), utiliza sangue
sem preparo especifico, e conta com a presenca de forgas de cisalhamento
em seu dispositivo. Apesar dessas qualidades, ndo ha consenso na literatura
em relacdo ao melhor método de analise plaquetaria, além de haver
insuficiente correlacdo entre eles '**'%. Até o momento, nenhum deles foi
estabelecido para a pratica clinica ou para ajustes posologicos de
antiagregantes.

Apesar do uso de AAS (100 mg/dia) em 95% da populacéo avaliada,

a mediana do PFA-100 basal estava dentro dos limites de normalidade em

56% dos pacientes. De fato, altas taxas de resisténcia ao AAS foram
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23-25,104

descritas previamente , particularmente em pacientes utilizando baixas

doses do farmaco'?’.

5.3.5. Acao antiplaquetaria da associagao E10/S20

Nesse momento, ndo € possivel determinar porque E10/S20
apresentou expressiva inibicdo plaquetaria, ao contrario de S80. Porém,

algumas hipoteses podem ser levantadas:

v'  Efeito antiagregante de ezetimiba

Ezetimiba pode ter efeitos pleiotropicos  antiagregantes
desconhecidos até o momento. Apesar da redugao sérica de colesterol ter
sido semelhante nos dois grupos, pode haver diferengas no efeito desses
farmacos sobre a interacdo plaqueta-colesterol (conteudo plaquetario de
colesterol, viscosidade da membrana plaquetaria, intensidade da oxidacao
de LDL e afinidade de HDL-C e LDL-C por receptores da membrana
plaquetaria), o que sabidamente influencia a agregacéo plaquetaria’®’'%%11°,
Adicionalmente, existe a possibilidade de pleiotropismo da ezetimiba sobre a
agregacao plaquetaria, aspecto ainda n&o elucidado na literatura.
Ressaltamos que nao houve correlacdo entre a reducdo de LDL-C e o

incremento do PFA-100, sugerindo que mecanismos independentes da

reducao sérica de colesterol estejam envolvidos.
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Hussein et al'' demonstraram que E10 reduziu a agregacdo
plaquetaria (agregometria 6ptica), a peroxidagcdo de LDL-C e o conteudo
plaquetario de colesterol. A reducdo da agregacédo plaquetaria se
correlacionou diretamente com a redugdo do conteudo plaquetario de
colesterol, podendo ser esse, um dos mecanismos antiagregantes da
ezetimiba.

Por outro lado, diferentemente de nossos resultados, Piorkowski et
al'"" demonstraram que atorvastatina 40 mg promoveu efeito antiplaquetario
(agregometria 6tica), mais eficientemente do que a combinagéo
E10/atorvastatina 10 mg, a despeito da redugédo similar de LDL-C. Entretanto,
esses resultados ndo podem ser considerados definitivos em relacdo ao
efeito da combinacdo ezetimiba/estatina sobre a agregagao plaquetaria, ja
que nesse estudo: (1) Uma pequena populagéo foi avaliada, sendo que
apenas 38 pacientes, dos 51 incluidos, foram submetidos a analise da
agregacao plaquetaria; (2) Mais da metade dos pacientes foi incluida com
atorvastatina 20 mg. Desse modo, houve uma avaliagao do efeito de E10, na
presenca de uma subtragdo da dose de atorvastatina; (3) Os pacientes
estavam em uso de AAS e clopidogrel, mas ndo esta descrito se houve
diferengca no uso e nas doses dessas medicagdes entre os grupos; (4)
Nenhum dos dois tratamentos reduziu a agregacédo plaquetaria, quando
estimulados por ADP. A inibigdo plaquetaria de atorvastatina 40 mg ocorreu
exclusivamente na presenga do peptideo ativador de trombina; (5)
Finalmente, quando comparadas as redug¢des da agregacédo plaquetaria

entre os grupos, ndo houve diferenga significativa.
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Em suma, até o momento ndo ha evidéncias suficientes para
estabelecer a superioridade das estatinas ou de ezetimiba (associada ou

nao a estatina), a cerca da inibigao plaquetaria.

v" Influéncia da reducéo de triglicérides pelo ezetimiba

Houve reducgao significativa de Tg com E10/S20, mas n&do com S80.
Eventualmente, interagdes entre Tg e plaquetas poderiam ocorrer: Kunes et
al '® demonstraram que a reducdo de Tg por genfibrozil elevou a
microviscosidade plaquetaria e reduziu o calcio intracelular em ratos.

Subsequentemente, Karepov et al %

demonstraram que a
hipertrigliceridemia reduz o efeito antiagregante do AAS. Curiosamente, em
nosso estudo encontramos uma significativa correlagdo inversa, apesar de
modesta, entre as alteragdes de Tg e PFA-100.

Desse modo, novos estudos sao necessarios para elucidar os reais

mecanismos e efeitos de ezetimiba sobre a agregacgao plaquetaria.

5.4. Células endoteliais progenitoras

Em relacdo as CEPs, ndo foi possivel identificar mudancgas
significativas ao longo do tempo em nenhum dos tratamentos. Os niveis
basais sd0 comparaveis aos niveis descritos na literatura’®’®. A auséncia de
impacto terapéutico sobre as CEPs pode estar relacionada a aspectos ja

comentados para outros marcadores: (1) Os pacientes, no momento da
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inclusdo, apresentavam baixo nivel inflamatério; (2) A atuagdo anti-
inflamato6ria de ambas as estratégias foi modesta para a maior parte dos
marcadores; (3) Doses elevadas de estatina podem nao ser superiores a
baixas doses em relacdo & CEPs. De fato, Hristov et al®® testaram diferentes
doses de sinvastatina e observaram a elevagdo de CEPs com 10 mg da
medicacdo mas ndo com 40 mg; (4) O tempo de seis semanas pode nao ter
sido suficiente para promover alteracdo nas CEPs. O mesmo autor citado
demonstrou que esse efeito ndo ocorria no primeiro més, mas estava

presente apos trés meses de tratamento®.

5.5. Implicagoes clinicas

Atualmente, s&o crescentes as evidéncias dos beneficios
cardiovasculares relativos a metas de LDL-C muito baixo, em pacientes com
DAC. Entretanto, existem diversas estratégias hipolipemiantes capazes de
alcancar essas rigorosas metas. Dispomos de uma multiplicidade de tipos e
doses de estatinas, todas capazes de reduzir intensamente o LDL-C. Além
delas, a associagao estatina/ezetimiba ja se mostrou potente e segura. Em
nosso estudo apontamos para os seguintes aspectos clinicos a cerca dessa
associacao: (1) Perdemos efeitos pleiotropicos sobre inflamagdo ao
optarmos pela associacdo de ezetimiba a uma dose moderada de
sinvastatina, ao invés de quadruplicar essa dose da sinvastatina?

Provavelmente nado. Observamos que os efeitos anti-inflamatérios séao
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semelhantes nessas duas estratégias; (2) Os efeitos antiagregantes da
sinvastatina em dose moderada poderiam ser perdidos nas doses elevadas?
E possivel. Observamos uma inibicdo plaquetaria mais potente com
E10/S20, do que com S80. A reducdo de LDL-C provavelmente contribuiu
para essa inibigdo, mas como explicar a diferenga entre os grupos? Seria um
efeito pleiotropico favoravel da ezetimiba, ou a perda do efeito antiagregante
da sinvastatina promovida pela elevagdo da dose utilizada? (3) Em nosso
estudo, a reducao de Tg ocorreu no grupo E10/S20, mas n&o no S80. Além
disso, houve uma correlagcdo modesta, mas significativa, da reducao de TG,
e nao de LDL-C, com o incremento do PFA-100. Esses dados reforcam a
importancia do controle dos niveis de Tg no tratamento da doencga

aterotrombadtica.

5.6. Limitacoes

A ampliacdo da populacdo de nosso estudo poderia propiciar a
confirmacgéo de determinadas tendéncias identificadas, tais como a redugao
de PCR ou mesmo o incremento do PFA-100 por S80. Além disso, uma
populacdo maior atenuaria o comportamento acentuadamente variavel da
PCR. O fato de todos os pacientes incluidos no estudo utilizarem
sinvastatina 20 mg previamente pode ter contribuido para os baixos niveis
dos marcadores inflamatorios no inicio. A realizagdo de washout da

sinvastatina poderia ter sensibilizado a deteccdo de alteracbes nos
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marcadores inflamatérios ao longo do tempo, o que elucidaria melhor o
papel de cada dose do farmaco. Entretanto, apds considerarmos diversos
aspectos éticos, optamos por nao realizar o washout, nessa populacédo de
alto risco cardiovascular. Esse estudo ndo foi duplo-cego, o que pode ter

interferido, teoricamente, na atuacdo dos médicos e pacientes.
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6. CONCLUSOES

Em pacientes com DAC estavel em uso prévio de S20, a
comparagao do incremento de sinvastatina para 80 mg com a associagao
E10/S20 demonstrou os seguintes achados: (1) A reducdo expressiva e
equivalente de colesterol ocorreu em ambas as estratégias. (2) Os efeitos
anti-inflamatérios foram modestos e similares nos dois grupos. Esses
achados nao caracterizaram efeito pleiotrépico da dose superior da
sinvastatina sobre a inflamagdo. (3) A inibicdo plaquetaria foi mais
acentuada com E10/S20 do que com S80, a despeito das semelhancas da
reducao de LDL-C e dos efeitos anti-inflamatoérios entre os grupos.

Novos estudos sido necessarios para elucidar mecanismos anti-

aterotromboticos das estratégias hipolipemiantes intensivas.
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