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RESUMO

Sampaio MF. Fungdo endotelial em adultos jovens com infarto do miocardio.
Influéncias ambientais e genéticas [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de Sao Paulo, 2005. 160p.

Fundamento - A disfungado endotelial € elemento chave na aterogénese e
precipitacdo das sindromes coronarias agudas. A reducdo da
biodisponibilidade do o6xido nitrico (NO) é expressdo de um endotélio
disfuncional. Entretanto, o exato mecanismo desta reducdo ainda nao esta
totalmente elucidado. Postula-se que a alteragéo na biodisponibilidade local
de NO se deva a sua menor geragao, devido a diminuicdo da expressao da
oxido nitrico sintase endotelial (eNOS), a destruicao aumentada do NO antes
de exercer suas acgdes, ou a reduzida sensibilidade das células alvo ao NO.
Para testar essas hipéteses o modelo estudado foi o infarto agudo do
miocardio (IAM) em pacientes jovens, abaixo de 40 anos, que apresenta
varias caracteristicas favoraveis a realizacdo da investigacao e que sao
comuns na maioria dos trabalhos da literatura: forte associagao com fatores
de risco que causam disfuncdo endotelial e presenga de doenca
aterosclerotica coronaria. Varios métodos podem avaliar a fungéo endotelial,
porém atualmente o mais empregado é o ultra-som de artéria braquial, por
ser ndo invasivo e de simples execugdo. Objetivos - Os objetivos deste
estudo foram: a) avaliar a fungao endotelial em um grupo de pacientes com
IAM prévio e correlaciona-la com a produgdo de nitrato; b) avaliar a
importancia das influéncias ambientais (fatores de risco) e genéticas
(polimorfismo da oOxido nitrico sintase endotelial, fibrinogénio e PAI-1) na
funcdo endotelial desses pacientes. Métodos - Foram estudados 128
pacientes com idade < 40 anos, (m = 34,4), |AM documentado, e
submetidos a cineangiocoronarioventriculografia (grupo IAM) e 121
individuos saudaveis, com idade média de 34,5 anos e teste ergométrico
normal (grupo controle). Os participantes de ambos os grupos foram
submetidos a entrevista, exame fisico e avaliagdo bioquimica e genética. A
avaliacao genética consistiu na pesquisa de trés polimorfismos da 6xido
nitrico sintase endotelial (GLU298ASP, intron 4, T786C), dois polimorfismos
do fibrinogénio (fibor HIND, fibor HAE) e o polimorfismo do PAI-1 (4G/5G).
Todos realizaram ultra-som de artéria braquial, método de escolha para a
avaliagdo da funcdo endotelial. Considerou-se resposta normal,
vasodilatacdo = 10% em relagcédo ao diametro do vaso antes da aplicagdo do
estimulo mecanico (torniquete pneumatico). Durante o exame de ultra-som
foi coletada amostra sanguinea para a dosagem de nitrato sérico, um
metabdlito do éxido nitrico. Resultados - O grupo IAM, em comparagéao
com o grupo controle, apresentou diferengas significantes em relagédo a
incidéncia de tabagismo, hipertensdo arterial, obesidade, dislipidemias
(aumento de LDL-c e triglicérides), diabetes mellitus, antecedentes familiares
e PAI-1 elevado. Nao houve diferenca em relacdo a PCRus entre os dois
grupos. Os dados cineangiocoronariograficos mostraram que a maioria dos



pacientes (64,7%) apresentava lesbes moderadas a graves, com um
contingente maior de pacientes uniarteriais (46,4%). A presenga ou nao de
lesdes a cinecoronariografia ndo influenciou os resultados da reatividade
vascular e da pesquisa genética. Os resultados da reatividade vascular
avaliada pelo US de artéria braquial mostraram menor vasodilatacdo
mediada por fluxo nos pacientes do grupo IAM em relagédo ao grupo controle:
45,3% vs 14,9% com resposta abaixo de 10%. Dentre todos os fatores de
risco e variaveis laboratoriais estavam alterados no grupo IAM em relagéo ao
grupo controle de forma significante, os Unicos que mostraram correlagao
com a redugdo da vasodilatacdo foram a presenga de tabagismo (64,7%
com vasodilatragéo < 10%) e os valores do PAI-1 (18,1 £ 11,1 U/ml vs 11,6
10,0 U/ml, p < 0,001), respectivamente. A dosagem de nitrato mostrou
valores mais altos no grupo IAM em comparagdo com o grupo controle (20,2
vs 17,3 y/mol, p = 0,006). Em relagdo aos polimorfismos pesquisados nao
houve diferencas significantes entre os dois grupos (IAM e controle).
Conclusées - 1) Pacientes jovens com IAM prévio, apresentaram disfungéo
endotelial avaliada pelo U.S de artéria braquial, sem correlagdo com os
niveis de nitrato sanguineo. 2) Dos fatores de risco presentes no grupo 1AM,
correlacionaram-se com a disfuncdo endotelial a elevacdo do PAI-1 e o
tabagismo. 3) Fatores genéticos, avaliados pelos polimorfismos da o6xido
nitrico sintase endotelial, fibrinogénio e PAI-1, ndo se correlacionaram com
disfuncéo endotelial.

Descritores: 1. ENDOTELIO/fisiopatologia 2. VASODILATACAOffisiologia
3. FATORES DEPENDENTES DO ENDOTELIO/analise

4. VASODILATACAO/genética 5. OXIDO NiTRICO/genética 6. ARTERIA
BRAQUIAL/ultrasonografia



SUMMARY

Sampaio MF. Endothelium function in young adults with myocardial
infarction. Evironomental and genetic influences [thesis]. S&o Paulo:
"Faculdade de Medicina, Universidade de Sdo Paulo”, 2005. 160p.

Background - The endothelial dysfunction is the key element of atherogenesis
and precipitation of acute coronary syndromes. The nitrous oxide (NO)
bioavailability reduction is the expression of a dysfunctional endothelium.
However, the exact mechanism of such a reduction has not been completely
elucidated yet. It is assumed that the local nitrous oxid bioavailability change
is due to its lesser generation, due to a reduction of endothelial nitrous oxide
syntethase expression (eNOS) and greater destruction before any action, or
due to target cells reduced sensitivity to NO. In order to test this hypothesis
the studied model was the acute Myocardial Infarction in young patients
under 40 years of age that presents many suitable characteristics to the
investigation accomplishment and are quite common in the great majority of
papers in literature: strong association with risk factors that cause endothelial
dysfunction and presence of atherosclerotic coronary disease. Various
methods can be used to evaluate the endothelial function, however today the
most used is the ultra-sound of the brachial artery because it is non invasive
and quite easy and simple to use. Objectives - The study’s objectives were:
a) evaluate the endothelial function in a patient group with previous
Myocardial Infarction and correlation to nitrate production; b) evaluate the
essentials of environment (risk factors), genetic (endothelial syntethase
nitrous oxide polymorphism, fibrinogen and PAI-1) and endothelial function in
selected patients. Methods - 128 patients with ages < 40 years, (m = 34,4),
with documented Myocardial infarction, and who had undergone angio
coronary ventriculography and 121 healthy subjects, with an average age of
34,5 years showing a normal ergometric test (control group). Subjects from
both groups were interviewed, underwent physical examination and
biochemical, lipid and genetic evaluation. The genetic evaluation consisted of
studying three endothelial nitrous oxid syntethase polymorphisms
(GLU298ASP, intron 4, T786C), two fibrinogen polymorphisms (fior HIND,
fibor HAE) and the PAI-1 polymorphism (4G/5G). All underwent ultra-sound of
the brachial artery, method of choice for evaluation of endothelial function.
Vasodilation = 10% was considered normal response related to vascular
diameter before applying the mechanical stimulus (pneumatic tourniquet).
Blood samples were collected for serum nitrate and nitrous oxide metabolite
dosage during the ultra-sound. Results - The Myocardial Infarction group in
comparison with the control group showed significant differences related to
smoking, high blood pressure, obesity, dyslipidemias (LDL-c and triglycerides
enhancement), diabetes mellitus, familiar background and elevated PAI-1.
There were no differences related to PCRus between the two groups. The
coronary graphics data showed that the majority of patients (64,7%) showed
moderate to severe lesions, with a greater number of patients with one artery



only (46,4%). The presence or absence of lesions at the coronary graphics
did not influence the vascular reactivity and the genetic research results. The
results for the vascular reactivity evaluated with ultra sound of the brachial
artery showed minor vasodilation mediated by flow in the Myocardial
Infarction patients group versus the control group: 45,3% vs. 14,9% with
response under 10%. Among the risk factors and laboratory variables altered
in the Myocardial Infarction group in comparison to the control group the only
showing significant correlation with vasodilation reduction were smoking
(64,7% with vasodilatation < 10%) and the PAI-1 values (18,1 £ 11,1 U/ml vs
11,6 £ 10,0 U/ml, p < 0,001), respectively. The nitrate dosage showed much
larger values in the Myocardial Infarction group when compared to the control
group (20,2 vs. 17,3 M/MQ, p = 0,006). Polymorphisms research did not
show significant differences between the groups (Myocardial Infarction and
control). Conclusion - 1) Young patients with previous Myocardial Infarction
showed endothelium dysfunction evaluated with ultra sound of the brachial
artery, with no correlation to nitrates blood level. 2) Two risk factors in the
Myocardial Infarction group were correlated with endothelial dysfunction,
elevation of PAI-1 and smoking. 3) Genetic influences evaluated by
endothelial nitrous oxid syntethase polymorphisms, fibrinogen and PAI-1
were not correlated to endothelial dysfunction.

Describers: 1. ENDOTHELIUM/phisiopatology 2. VASODILATATION/phisiology
3. ENDOTHELIUM FACTORS/diagnostic 4. VASODILATATION/genetic
5. NITRIC OXIDE/genetic 6. BRACHIAL ARTERY/ultrasonographic
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1.1 Endotélio

O endotélio € uma monocamada de células que recobre todo o leito
vascular do organismo humano, formando uma barreira fisica entre os
componentes do sangue e os tecidos. Algumas caracteristicas peculiares do
endotélio, como o de ser considerado a maior glandula do corpo, com peso
de aproximadamente 3 Kg e superficie de 800 a 1000 m?, ja indicam que as
fungdes do endotélio extrapolam a propriedade de funcionar apenas como
barreira fisica. O endotélio constitui também barreira metabdlica,
degradando substancias e impedindo sua atuagdo nas camadas mais
profundas do vaso. Além disso, a célula endotelial controla ativamente o
tbnus vascular, a coagulagao, a trombdlise e a remodelagédo vascular, bem
como respostas inflamatdrias e imunes.

Sao numerosas as substancias produzidas pelo endotélio, induzindo a
uma grande pluridade funcional, com participagdo ativa em diversos
processos patolégicos. O endotélio produz substéncias vasodilatadoras,
como o oOxido nitrico; vasoconstritoras, como a endotelina; antitrombdticas,
como o ativador do plasminogénio tecidual (t—-PA) e a proteina C; pro-
tromboticas, como o inibidor do ativador do plasminogenio (PAI-1);
antiproliferativas, como o fator beta de transformacgéo do crescimento (TGF—);
proliferativas, como angiotensinogénio Il; marcadores inflamatérios, como as

moléculas de adesdo selectinas, molécula de adesao intercelular (ICAM),
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molécula de adesdo da célula vascular (VCAM) e fatores envolvidos na
angiogénese, como o fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF).

Dentre essas substéncias destaca-se o oxido nitrico (NO). Desde os
estudos pioneiros de Furchgott e Zawadzki, em 1980, tem sido
demonstrada sua importdncia na patogénese de diversas doencgas
cardiovasculares, especialmente a aterosclerose. Além disso, o NO possui
propriedades que podem ser protetoras, como a antioxidante, regulatérias,
como a regulagao do ténus vasomotor, e deletérias, como sua participagao
na inducdo da peroxidacdo lipidica®3%.

O NO ¢ sintetizado a partir do aminoacido L—arginina, que reage com
0 oxigénio molecular na presenga de calmodulina, calcio, NADPH e
tetrahidrobiopterina (BH 4), flavina adenina dinucleotideo (FAD), flavina
mononucleotideo (FMN) e heme como co-fatores. Esta reagdo enzimica que
sintetiza o produto final biologicamente ativo, NO, e o aminoacido

biologicamente inativo, L—citrulina, é catalisada pela enzima oxido nitrico

sintase (NOS) (Figura 1).

OXIDO NITRICO
SINTASE

\

L-ARGININA + 02 =~  NO + L-CITRULINA

t

CALMODULINA
CALCIO
NADPH

BH4

FAD

FMN

HEME

Figura 1 — Representacao esquematica da sintese do 6xido nitrico (NO)
NADPH - fosfato dinucleotideo de adenina nicotinamida; BH4 — tetrahidrobiopterina; FAD —

flavina adenina dinucleotideo; FMN - flavina mononucleotideo
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Existem trés isoformas distintas de NOS identificadas, produtos de
trés genes diferentes, com diferente localizagdo, regulacdo, propriedade
catalitica e sensibilidade a inibidores, e com 51 a 57% de homologia entre as
isoformas humanas. Das trés isoformas de NOS conhecidas, uma é induzida
e duas s&o constitutivas, neuronal e endotelial®.

A isoforma | ou 6xido nitrico sintase neuronal (nNNOS) constitutiva é
encontrada em neurbnios, células epiteliais, sistema nervoso central e
periférico, nervos nao adrenérgicos € nao colinérgicos, macula densa do rim,
medula adrenal, musculo esquelético, érgao sexual masculino, células
pancreaticas. A nNOS ¢é calcio-calmodulina dependente e regula a
transmissao sinaptica no sistema nervoso central, ativa a regulagao central
da pressado sanguinea, o relaxamento do musculo liso e a vasodilatagcao
periférica. Também atua regulando o fluxo sanguineo cerebral local e esta
envolvida na elaboragédo da memodria.

A isoforma Il ou 6xido nitrico sintase induzida (iNOS), estimulada por
citocinas e lipopolissacarides, € induzivel em uma variedade de células e
tecidos: macréfagos, leucécitos polimorfonucleares, endotélio, células
musculares lisas, células Kupfer e hepatdcitos. A iINOS independe do calcio
para sua acao e habitualmente ndo é expressa, sendo necessaria a
presenca de determinados estimulos para sua producéo.

A isoforma lll, ou 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS) constitutiva, é
a isoforma predominante. Esta presente nas células endoteliais, plaquetas e
no cérebro. E responsavel pela biossintese e secrecdo continua de NO na

microcirculacdo, ja que as células endoteliais a expressam de modo
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constitutivo. A eNOS pode ser ativada por trés mecanismos regulatorios:
aumento da concentracao citosdlica de calcio, fosforilagdo do aminoacido
serina na posicao 1177 e pela via de esfingolipidicos.

O NO pode ser oxidante ou redutor, dependendo do meio em que se
encontre. E rapidamente degradado pelo oxigénio e sua oxidagdo produz
nitrito e nitrato. O 6xido nitrico, em presenga de oxigénio, é oxidado para
nitrito (NO2) in vitro. E, na circulagdo sanguinea, em presenga da
hemoglobina, é oxidado até nitrato (NO3). O nitrito/nitrato pode sofrer agao
de substancias redutoras presentes na membrana celular e ser convertido
de volta a éxido nitrico®.

Os primeiros estudos sobre a funcdo endotelial demonstraram que,
para a acetilcolina exercer sua agao relaxante em modelo de aorta de
coelho, era necessario que o endotélio da preparacdo estivesse integro(S).
Estabeleceu-se entdo a importdncia de uma substancia vasorelaxante
liberada pelo endotélio, que recebeu o nome de fator relaxante derivado do
endotélio (EDRF). Estudos posteriores demonstraram que o EDRF
compartilha propriedades quimicas e bioléogicas com o o6xido nitrico,
sugerindo que a vasodilatagao induzida pelo EDRF poderia ser atribuida a
esse composto®.

O 6xido nitrico € um gas com meia-vida muito curta (entre 6 e 10
segundos), e grande capacidade de difusdo ao citosol da célula muscular
lisa adjacente. Ligando-se ao grupo heme da guanilato ciclase soluvel forma
um produto que, ativado, catalisa a conversao do trifosfato de guanosina
(GTP) em monofosfato de guanosina ciclico (GMPc). O GMPc ativa uma

proteina da familia das quinases G, que promove uma cascata de respostas
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em nivel de transcrigdo e tradugado, culminando com o sequestro de calcio
para o interior do reticulo sarcoplasmatico através de canais de calcio tipo L.
Isto acarreta reducdo de calcio citoplasmatico, com relaxamento da
musculatura lisa e consequente vasodilatacdo. Recentes estudos
evidenciaram que o EDRF/NO n&o age somente como vasodilatador local,
mas também tem a capacidade de modular fun¢des nervosas e enddcrinas,
como a liberagao de noradrenalina das terminagdes nervosas simpaticas e a

inibicio da liberacado de renina'”.

1.2 Aterosclerose e endotélio

A aterosclerose é uma doenca sistémica, de inicio precoce e
progresséo silente. O estudo de Framinghan demonstrou que em 62% dos
homens e em 46% das mulheres a apresentagao inicial da doenca arterial
coronaria (DAC) foi o infarto agudo do miocardio (IAM) ou a morte stbita®.

O endotélio & elemento chave na aterogénese. Numerosos
trabalhos, em animais e no homem, indicam a disfungao endotelial como o
marco inicial da aterosclerose®'?. O modelo vigente que melhor explica a
aterogénese esta baseado na hipdtese da “resposta a injuria”. De acordo
com essa hipotese, a injuria ao endotélio por alteracdes locais do fluxo
sanguineo em determinados sitios da arvore arterial, associada com
fatores sistémicos como dislipidemia, hiperglicemia, tabagismo e

hipertens&o arterial, desencadeiam uma cascata de eventos que levam em



Introdugao 7

tltima analise ao desenvolvimento da lesdo aterosclerética’. A disfuncao
endotelial € o passo inicial que facilita a entrada de lipides e células
inflamatdrias (mondcitos e células T) na parede arterial. Posteriormente, a
secrecgao de citocinas e fatores de crescimento induzem a migragao intimal
e proliferagcdo das células musculares lisas que participam decisivamente
na formacado da placa aterosclerética. Em lesbes mais avangadas, ha a
ruptura da placa, ocasionando trombose e gerando uma sindrome
coronaria aguda. O modelo descrito sugere que a aterosclerose seja
resposta fibroproliferativa. Entretanto, o reconhecimento do papel
importante exercido pelos diversos leucdcitos, citocinas e fatores de
crescimento no desenvolvimento da lesdo, bem como as recentes
evidéncias da presenca de infecgbes crbnicas nesse processo, como as
clamidias, geraram o conceito de que a aterosclerose também pode ser
considerada uma doenga inflamatdria’?.

A relacéo da lesao endotelial com o processo da aterosclerose torna-se
clara com a compreensdo do papel das lipoproteinas de baixa densidade
(LDL) oxidadas. O endotélio participa diretamente do processo de oxidagao
das LDL. As LDL oxidadas podem induzir as células vasculares locais a
produzir citocinas que promovem o recrutamento de mondcitos e sua
migracao através da parede arterial. Além disso, as LDL oxidadas ligam-se a
receptores especificos, designados receptores removedores, na superficie
dos macroéfagos, onde elas sao “ingeridas” e contribuem a formagao das
células espumosas. Uma vez formadas, as LDL oxidadas exercem uma série

de efeitos pro—ateroscleroéticos, como a indugdo do acumulo de colesterol nos
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macréfagos e o estimulo a produgao endotelial de moléculas de adesao dos
leucécitos, citocinas e fatores de crescimento, que podem afetar a fungéo
endotelial, regular a proliferacdo de células musculares lisas, além de
participar da degradacdo do colageno e da trombose. Outra influéncia
prejudicial das LDL oxidadas na fungao endotelial é sua capacidade de reduzir
a vasodilatacdo endotélio dependente, por inibicdo da atividade de oéxido
nitrico sintase e consequente reducao da biodisponibilidade do 6xido nitrico,
além de aumentar a producao de espécies reativas de oxigénio (ERO).

O o6xido nitrico, além de suas propriedades vasodilatadoras, possui
outras importantes, como a inibicdo das LDL, reducdo da adesao e ativagao
de leucdcitos, da migragao de mondcitos, da ativagao de células endoteliais
por citocinas. Sua acéao inibitéria sobre as citocinas permite a estabilizagcao
da Ik-Ba, que inibe o fator nuclear-kf3 (NF-«x[), limitando assim o processo
inflamatdrio nas células da parede vascular. O 6xido nitrico também inibe a
adesdo e a agregacado plaquetaria e a proliferagdo da musculatura lisa

vascular('®™4

. Essas propriedades, juntamente com a regulagdo do tdénus
vasomotor, sdo fundamentais para inibir a instalacdo ou o desenvolvimento
do processo aterosclerético.

A capacidade das células endoteliais sintetizarem substancias
vasoconstritoras como o tromboxano e a endotelina-1 influencia a
aterogénese. A endotelina-1 é o mais potente agente vasoconstritor,
sendo que sua secrecdo € induzida por diversas substancias,

destacando-se a trombina, interleucina-1, TGFB-1, produtos derivados de

plaquetas e neuro-horménios, como vasopressina e catecolaminas. Todo
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o processo de sintese da endotelina-1 esta localizado no endotélio. As
células endoteliais sintetizam o pro-hormonio endotelina-grande e
expressam a enzima conversora de endotelina, além de expressar
também receptores especificos para endotelina. A endotelina-1 ativa a
adesdo de leucdcitos, a quimiotaxia de mondécitos e a proliferagcao de
células musculares lisas, aumentando também a captagdo de LDL
oxidada pelas células endoteliais. Em estudo de Lerman et al, a
endotelina-1 exibiu correlagdo com o numero de vasos acometidos por
aterosclerose, podendo vir a constituir-se em um marcador do grau de
acometimento vascular por aterosclerose (19),

Uma caracteristica particular do endotélio que pode ser de grande
importancia no processo aterosclerético € o fato que as células endoteliais
crescem obrigatoriamente em uma monocamada, impedindo que as células
endoteliais distantes de um sitio de injuria possam participar do processo de
reparacao da superficie desprovida de endotélio. Em outras palavras, apenas
as células na margem de uma injuria podem participar da resposta
reparadora. Assim, se um sitio anatdmico particular € repetidamente
comprometido em um periodo prolongado, e se as células endoteliais que o
regeneram perdem sua capacidade de replicagéo, as células que se localizam
distalmente a este sitio podem nao ter capacidade de participar do processo,
simplesmente devido ao fato de nado atingirem a regido comprometida para
realizar a replicagdo. Além disso, as células endoteliais regeneradas que
repdbem o endotélio desnudado podem nao apresentar funcdo normal e

responderem de forma diferente do endotélio intacto a fatores vasoativos.
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1.3 Aterosclerose e genética

Segundo Collins, suas observagbes apos o projeto genoma, o
permitem afirmar que “virtualmente todas as doencgas, a exceg¢ao de alguns
traumas, possuem um componente hereditario” '®. Desde 1887, William
Osler fazia referéncias a tendéncia familiar significativa da doenca arterial
coronaria (DAC) "®.. A DAC tem concordancia em gemelaridade em 15% a
25% dos gémeos dizigéticos e em 39% a 48% dos monozigdticos (7).

Atualmente, sabe-se que a predisposicao familiar para aterosclerose e
cardiopatia isquémica é poligénica e, na maioria das situagcdes, esta
relacionada a outros fatores de risco, como hipertensdo, diabetes,
tabagismo, dislipidemias, fatores trombogénicos e processos infecciosos. As
pesquisas geneéticas atuais estdo direcionadas sobretudo ao estudo de
alteragbes genbmicas, pontuais ou ndo, e que, isoladamente ou em conjunto
com outros fatores genéticos ou ambientais, levam a modificacoes
fenotipicas associadas a progressao ou instabilidade da aterosclerose.

A natureza e o numero de genes envolvidos no desenvolvimento da
DAC nao se encontram totalmente elucidados. Estima-se que mais de 400
genes estejam implicados na regulagdo do processo aterosclerdtico,
envolvendo fungao endotelial, coagulacao, inflamagdao e metabolismo das
gorduras e carboidratos!™. O metabolismo das lipoproteinas é
provavelmente o melhor compreendido. Muitos genes envolvidos nesse

processo foram identificados, alguns dos quais fortemente relacionados a

DAC. Apesar de um unico defeito genético causar a hipercolesterolemia



Introdugao 11

familiar e esta se manifestar como DAC prematura, a forma mais classica da
doenca é heterogénea, de inicio tardio, com heranga nao explicita, resultante
da interacdo de uma grande variedade de fatores de risco ambientais com
um ou mais genes suscetiveis!!?.

As doencgas cardiovasculares podem ser abordadas pela genética,
baseando-se primordialmente na relacao estreita entre o DNA (portador do
codigo genético), o RNA (mensageiro entre o nucleo e o citoplasma,
transferindo o cddigo genético) e as proteinas (produto genético final).
Cada gene (DNA) contém o codigo para uma ou mais proteinas
relacionadas. Em adigdo ao codigo contido no DNA, cada gene tem uma
seqiiéncia regulatéria que controla seu nivel de expressdo. E a parte
regulatoria de cada gene que deve ser ativada para iniciar a produgao do
RNA (transcricdo). A expressao dos genes em diferentes tipos celulares
depende da interacdo da sequéncia de DNA regulatdria dos varios genes
com as proteinas nucleares. Essas proteinas regulatorias, designadas
fatores de transcricdo, podem reconhecer a sequéncia regulatéria no DNA
e modular o nivel de transcricao®?.

Muitas técnicas sdo usadas em biologia molecular na tentativa de
identificar diferengas genéticas entre os individuos que podem estar
relacionadas a expressao fenotipica de algumas doengas. Os termos
“‘polimorfismos” e “mutacado” sao utilizados para referir-se a uma série de
variagbes genéticas. Se a variacdo da seqUéncia de um gene nao é
incomum (maior que 1% da populag¢ao) definimos como polimorfismo. Se

a diferengca € menos comum, o termo usado € variante genética. Uma vez
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demonstrado que uma determinada alteragdo na sequéncia do DNA é a
causa da doenca, ela é referida como mutacdo. Estima-se que um
polimorfismo em um unico nucleotideo (pontual) ocorre em cada 1000
pares de bases no DNA. Muitas destas alteragbes parecem estar
posicionadas em sequéncias do DNA que nao sao codificadas, as quais
correspondem a 90% do total do DNA. Assim, apenas uma minoria dos
polimorfismos pontuais pode ser detectada dentro dos genes. Os
polimorfismos Unicos presentes nas sequéncias de DNA que sao
codificadas podem produzir alteracdes se o codigo genético for
modificado, ocasionando uma substituicdo do aminoacido. Devido a
redundancia da cadeia genética, determinados polimorfismos nao
resultam em qualquer efeito®.

Alguns polimorfismos, posicionados tanto em sequéncias regulatorias
como nos introns, podem afetar a regulacdo da transcricdo. Muitos
polimorfismos aumentam o nivel de transcricdo, enquanto outros o reduzem.
Os polimorfismos localizados fora da regido codificadora estdo associados a
aumento dos niveis de proteina e de sua atividade®*2".

Para testar o envolvimento de um polimorfismo em um Unico
nucleotideo (SNP), em uma doenga ou condi¢gao especifica, comparamos
as frequéncias dos alelos (genes alelos sdo os que atuam no mesmo
carater e estdo presentes nos cromossomos homologos) em individuos
afetados e ndo afetados (ou casos e controles). Estes estudos para
aterosclerose e seus fatores de risco apresentam infelizmente resultados

inconsistentes, pois ndo conhecemos todos os SNPs. Além disso, uma
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variante polimérfica em um unico nucleotideo pode estar associada com a
aterosclerose, nao porque seja causa bioldgica, mas porque se
correlaciona estatisticamente com a variante causal. Esta possibilidade é
plausivel porque alelos em diferentes “locus” sdo as vezes encontrados
juntos em freqliéncias maiores ou menores do que normalmente
esperadas. Em genética populacional, este padrdao n&o randémico é
chamado desequilibrio de ligacao (“linkage desequilibrium”). A ligacéo
genética explica porque dois genes (ou loci) que apresentam localizacao
muito préxima em determinado cromossomo, permanecem durante a
duplicagdo neste mesmo cromossomo®®?.

Existe um modelo classico para entender a base genética da
aterosclerose e a DAC (Figura 2). Nesse modelo, uma variagdo comum da
sequéncia do DNA (polimorfismo) € o responsavel por diferencas na
expressao ou atividade de um “produto genético” relevante no
desenvolvimento da aterosclerose (p.ex: uma enzima que converte um
substrato X no produto Y). Diferencas geneticamente determinadas na
atividade da enzima podem ser totalmente compativeis com um padrao
saudavel; entretanto, na presenca de fatores ambientais adversos (p.ex:
fumo ou dieta hipergordurosa) ou na presenga de outros polimorfismos em

locais adicionais, a aterosclerose pode desenvolver-se®),
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Alteracao genética unica Doenca complexa

Mutacéo Polimorfismo

X Y X Y / Outros Genes

AN

Ambiente

* 3

Doenca Saudavel oenca

Figura 2 - Modelo representativo do mecanismo pelo qual um polimorfismo comum
influencia a suscetibilidade a uma afeccdo complexa como a aterosclerose. Nos
disturbios genéticos unicos (painel a esquerda) mutacdes raras no gene resultam
em significativos disturbios na fungao da proteina codificada, sendo necessarias e
suficientes para resultar em doenca. Em contraste, em doenga complexa (painel a
direita) polimorfismos comuns causam alteragdes sutis na expressao ou atividade
da proteina codificada, que pode ser compativel com um padrdao saudavel;
entretanto, na presenca de fatores ambientais adversos ou influéncias genéticas

leva ao desenvolvimento da doenca.
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1.4 Biodisponibilidade do éxido nitrico

Apesar da estreita vinculagado entre endotélio e aterosclerose, ainda nédo
esta claro qual o mecanismo preciso que induz a reduzida biodisponibilidade
local do &xido nitrico. As hipoteses formuladas sao: (1) geracdo reduzida de
NO; (2) destruicdo aumentada de NO; (3) agéo reduzida do NO.

A geragéo reduzida de NO pode ocorrer por diminuicdo na produ¢ao ou
atividade deficiente da enzima 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS). Essas
alteragdes na eNOS podem ser devidas a modificagdes genotipicas. O gene da
eNOS consiste de 26 éxons e 25 introns e esta localizado no brago longo do
cromossomo 7g35-36 e é sede de diversos polimorfismos, que podem afetar a
produgao normal da eNOS. Muitos desses polimorfismos ja foram descritos®2%),

Na regido promotora ja foram encontrados os polimorfismos de uUnica
base, T-1468 A, A-922G e T-786C. Dentro dos genes existem polimorfismos
pontuais no intron 2, IVS2 + 42G > A (G561A), intron 11, IVS11 + 174 A> G
(A3185G); intron 12, IVS 12 + 52G > T (G3411T), intron 18, IVS18 + 27A>C
(A27C), intron 22, IVS 22 + 15A > G (A6007 G), E intron 23, IVS23 + 11 G>T
(G624T). Repeticdes em tandem sao encontradas no intron 2 e 8 (32pb
repeticdes), intron 4 (27pb repeti¢des), e intron 13, IVS 12 + 81 (AC) 17-44.
Algumas dessas variagdes sdo comuns, podendo estar presentes em
diferentes etnias. Polimorfismos nos exons incluem o 5172C > T (C74T), no
exon 6 (substituicdo de base que codifica 0 mesmo aminoacido) e 5557G > T

(G894T) no exon 7 4.
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Os polimorfismos mais comumente relacionados com a aterosclerose

e suas manifestacdes clinicas sdao o GLU298ASP, T-786C e o intron 4

(Figura 3 e Tabela 1).

G894T =Glu —» Asp

T-786C

‘ Exon 7

Intron 4

27 Pb REPETIGAO EM TANDEM

Figura 3 — Esquema representativo do gene da eNOS, ilustrando os polimorfismos

relacionados com aterosclerose

Tabela 1 — Gendtipos e respectivos alelos relacionados com os

polimorfismos da eNOS

Polimorfismo Gendétipo Alelo

TT
G897T TG T
GG
cC
T-786C TC C
TT
Intron 4a/4a
4aldb 4a
4aldb 4b/4b
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O polimorfismo GLU298ASP (G894T) € um dos polimorfismos mais
estudados da eNOS. Caracteriza-se pela substituicio do aminoacido
glutamato pelo aspartato, na posicdo aminoacidica 298 da estrutura protéica
da enzima, o que corresponde, no gene, a substituicdo de uma guanosina
por uma tirosina, na posicdao 894 do exon 7 (G894T). Tesauro e col.
demonstraram que esta mutagao poderia afetar a suscetibilidade da eNOS a
clivagem, embora ainda o mecanismo nao seja completamente
conhecido®). Haydock mostrou que a ocorréncia do alelo homozigotico Asp
298TT é significativamente maior nos pacientes com doenga coronaria
angiograficamente comprovada quando comparados ao grupo controle®®.

Kugiyama em 1998, mostrou associagao positiva entre o polimorfismo
GLU298Asp e espasmo arterial coronario, em estudo realizado em 113
pacientes com espasmo coronario (diagnosticado por injecao intracoronaria de
acetilcolina) e em 100 individuos controle®”. Outros trabalhos mostraram
associagao entre polimorfismo GLU298Asp e hipertensao arterial®®.

Hingorani, em um primeiro estudo, avaliou 298 pacientes com lesdes
significativas a cineangiocoronariografia e 138 individuos saudaveis e,
posteriormente, 249 pacientes com infarto do miocardio em adultos jovens e
183 controles. Foi observado aumento de homozigotos para a variante
Asp298 em pacientes com doenca arterial coronaria detectada pela
cinecoronariografia e em pacientes adultos jovens com I|IAM, quando
comparados aos respectivos grupos controles®®.

Apesar de muitos trabalhos apresentarem associagao entre o

polimorfismo GLU298Asp e doencgas cardiovasculares, outros estudos
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mostraram resultados contraditorios, indicando que pesquisas ainda devem
ser realizadas para avaliar o real impacto do polimorfismo G894T no exon 7
do gene da eNOS nas doencas cardiovasculares em diferentes populacoes,
bem como a interacdo do mesmo com outras variagdes genéticas e fatores
ambientais®*3%),

Um outro polimorfismo da eNOS associado ao risco cardiovascular
aumentado situa-se na regidao 5 “flanqueada” do gene da eNOS. O
polimorfismo T-786 —» C resulta em reducao significante da atividade do
promotor do gene da eNOS. Segundo Nakayama, o polimorfismo T-786 — C
esta associado com IAM, especialmente em pacientes sem doenca
angiograficamente documentada, ocorréncia comum em pacientes jovens
com IAMG®  Qutros estudos, como o ECTIM e o Australiano, n3o
demonstraram associagao positiva entre esse polimorfismo e o risco de
DAC(29'31).

Os estudos sobre o polimorfismo do intron-4, como os demais,
também apresentaram resultados contraditorios. A maioria desses estudos
mostrou que pacientes portadores do alelo 4a, os quais possuem quatro
copias em vez de cinco da repeticdo de 27 pares de base, sdo mais
propensos a desenvolver DAC®?.

Wang demonstrou que o alelo 4a constitui fator de risco tabagismo-
dependente para DAC obstrutiva em caucasianos®. Ichihara e col
encontraram o mesmo alelo associado a IAM na populagdo japonesa,
S(34'35).

achado confirmado pelos estudos de Hooper e col nos afro-americano

Ao contrario, Sigusch ndo encontrou associagao significativa entre doencga
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coronaria e o polimorfismo do intron 4% Além dos resultados conflitantes
entre a ocorréncia de DAC e o polimorfismo do intron 4, resultados
contraditorios a respeito do fendtipo resultante do homozigoto 4a foram
relatados, sendo que alguns estudos mostraram aumento da atividade
enzimica da eNOS nos pacientes com alelo 4a ©7,

Uma outra causa de geracao reduzida de NO é a deficiéncia do
substrato L- arginina que pode ocorrer por uma série de mecanismos:
competicdo com outros aminoacidos (p. ex. glutamina); inibicdo da L-
arginina pela LDL oxidada; alteragbes da atividade de enzimas que
sintetizam a L-arginina (L-arginina sintase); aumento da atividade de
enzimas que degradam a L-arginina, como a arginase; formagao durante o
estresse oxidativo da dimetil arginina assimétrica (ADMA), um falso
substrato, que pode competir com a L-arginina, acarretando uma redugao
significativa da producao de 6xido nitrico®®®).

A geragao reduzida de NO pode ocorrer também devido a deficiéncia
dos co-fatores imprescindiveis para a concretizagdo da reagao da L-arginina
com o oxigénio, como o calcio e a tetrahidrobiopterina (BH4). O aumento do
calcio intracelular promove a ligacao da calmodulina a eNOS, favorecendo
sua ativacao. A BH4 é um co-fator essencial para a atividade catalitica das
trés isoformas da NOS e um importante determinante da producdo de NO
em ambientes fisioldgicos e patoldgicos®?.

A destruicdo aumentada de NO é devida em geral a um processo

que se inicia pela deficiéncia dos co-fatores necessarios a producao do

NO, como o calcio e BH4. O papel desses co-fatores é efetuar de forma
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adequada a transferéncia de elétrons durante a catalise enzimica da
sintese de NO, impedindo que estes elétrons possam ser capturados
pelo oxigénio molecular, gerando o radical superéxido (p. ex. 02 +
elétron — 02 ), fendmeno este conhecido por desacoplamento da
eNOS. O radical superoxido formado nesta situacdo pode gerar o
intermediario toxico peroxinitrito, um dos responsaveis pela destruicdo
aumentada de NO.

A acdo reduzida do NO pode ocorrer por diversos mecanismos:
1) Alteracdo no acoplamento entre o receptor da membrana e o NO,
dificultando sua liberagado; 2) Comprometimento da difusdo. Na presenca de
lesdes aterosclerdticas que provoquem o espessamento da camada
neointima, o NO teria dificuldade em atingir as células-alvo. 3) Reduzida
sensibilidade das células-alvo ao NO. Em placas ateroscleréticas avangadas
que atingem a camada média, ou em disturbios especificos desta camada
(aterosclerose de Monckberg) as células musculares lisas podem ser
afetadas a ponto de, em presenca de niveis normais de NO, nao
conseguirem uma vasodilatacao eficaz.

Evidéncias diversas indicam que a disfungdo endotelial participa
ativamente na inducdo da aterosclerose; entretanto, os mecanismos que
expressam esta disfuncdo durante a aterogénese ndo sao totalmente
conhecidos. Pesquisas nessa area podem contribuir para elucidar esse

importante elo fisiopatoldgico.
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1.5 Infarto do miocardio em jovens: Um modelo de estudo

Em 1908, Fremont e Smith relataram, pela primeira vez, a ocorréncia
de placas aterosclerdticas em necropsias de adolescentes e adultos
jovens“?). Posteriormente, Glindy e col, em 1937, descreveram 100 casos de
infarto agudo do miocardio (IAM) em jovens, durante trés anos de
observacao™’. A aterosclerose em jovens foi descrita em outros estudos de
necropsia realizados em grandes guerras. Destacam-se os trabalhos de
French e Dock (1944) na Segunda Guerra Mundial, que incluiram 80
necropsias de soldados entre 20 e 36 anos e cujos laudos apontaram o IAM

como “causa mortis” “?: e os de Enos (1955), que relatou o resultado das

necropsias de soldados americanos mortos na Guerra da Coréia™®.
Informacgdes similares,confirmando a existéncia de doenca aterosclerotica
coronaria (DAC) em individuos jovens, foram obtidas de estudos
necropsicos dos soldados mortos na Guerra do Vietna®, Em 1970, Welch
publicou os primeiros casos de lesbes coronarias a cinecoronariografia,
nesse grupo etario®.

A ocorréncia de IAM em pacientes abaixo de 40 anos é rara. No
estudo Framinghan, a incidéncia em 10 anos foi 12,9/1000 em homens de
30 a 34 anos e 5,2/1000 em mulheres de 35 a 44 anos. Homens e
mulheres de 55 a 64 anos apresentaram incidéncia de IAM cerca de 8 a 9

vezes maior®),

Globalmente, cerca de 4% dos pacientes com |IAM
situam-se na faixa etaria abaixo de 40 anos“”. Em nosso meio, 4549
pacientes com menos de 45 anos de idade foram internados devido a

IAM, no ano 200048,
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A causa mais comum de IAM nos jovens é a aterosclerose*®). Admite-
se que seja uma forma especial de aterosclerose, com progressao mais
rapida, formacao de placas ateroscleréticas em curto periodo de tempo e
com alto grau de complexidade (placa rota, placa complicada, ou
ambas)%",

Recentes estudos histopatolégicos evidenciaram que em pacientes
jovens com IAM as placas ateroscleréticas sao constituidas por grande
quantidade de células espumosas ricas em lipides com pequena quantidade

0®%%2) Os resultados anatomopatélogicos do

de matriz extracelular e de calci
estudo PDAY evidenciaram que muitas das pequenas placas de localizagéo
proximal na artéria descendente anterior eram, na realidade, lesbes
avancgadas tipo V (segundo a classificagdo da American Heart Association).
Essas observagdes sugerem que, embora essas pequenas placas nao
provocassem estreitamento significativo do lumen, eram potencialmente
danosas devido a presenga de um centro necrético proximo a superficie
luminal, especialmente nos “ombros” das placas. Admite-se que sao os
componentes da placa, mais do que seu tamanho, que determinam o
fendmeno da trombose®?.

No Bogalusa Heart Study foram encontradas estrias gordurosas em
cerca de 50% dos individuos entre 2 e 15 anos de idade e em cerca de 85%
entre 21 e 39 anos. Em relagao a placa fibrosa na coronaria, a prevaléncia
foi de 8% entre 2 e 15 anos e 69% entre 26 e 39 anos®). No estudo de
Tuzcu®, que utilizou dados do ultra-som intracoronario, observou-se

presencga de aterosclerose em 28% dos individuos abaixo de 30 anos e em

17% dos menores de 20 anos.
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Em relagdo a avaliagdo angiografica, o IAM em jovens apresenta uma
alta taxa de lesdes uniarteriais. No estudo CASS, essa taxa foi 39% em
pacientes abaixo de 35 anos®). O IAM em jovens também se caracteriza por
associar-se a alta taxa de artérias coronarias angiograficamente normais; 9%
a 17% em idade inferior a 35 anos, comparados com 0% a 4% em pacientes
com idade > 65 anos®’. As possiveis causas de IAM em jovens com
coronarias normais sao: vasoespasmo (p.ex: usuarios de cocaina);
hiperagregacado plaquetaria; trombose com recanalizagdo (p.ex: émbolo
coronario de valvula mitral reumatica); vasculite (lupus eritematoso sistémico,
periarterite nodosa); anormalidades congénitas (origem anémala da coronaria
esquerda do tronco da artéria pulmonar, artéria coronaria originada do seio
esquerdo de Valsalva, coronaria direita ou esquerda unica®; trauma de térax,
doenca miocardica (p.ex.: miocardiopatia hipertrofica); endocardite infecciosa
(alta incidéncia de infarto em jovens na Russia)®®.

Do ponto de vista epidemiolégico, o IAM em jovens ocorre mais
freqientemente no sexo masculino. No estudo de Framinghan, IAM foi
detectado clinicamente em 0,6/1000 homens e em 0,2/1000 mulheres com
idade inferior a 45 anos e em nenhum caso entre 30 e 39 anos“”). O IAM em
jovens ocorre mais comumente em individuos da raga branca, mesmo em
paises nos quais outras racgas predominam("'g).

Os fatores de risco mais comumente envolvidos na génese do IAM
neste subgrupo de pacientes sao:

a) Tabagismo. E o principal fator de risco em jovens com I|AM,

presente em cerca de 80% dos casos.
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b) Antecedentes familiares. Presentes em 50% dos casos sugerem
fortemente um componente genético no desenvolvimento da DAC
nessa faixa etaria, com risco aumentado em cerca de 10 vezes©).

c) Dislipidemias. A hipercolesterolemia € um dos fatores de risco mais
comum nos pacientes jovens com IAM (25% a 89%). As formas de
apresentagcao mais relevantes sdo a hipercolesterolemia familiar,
hipertrigliceridemia, elevacdo de lipoproteinas contendo apo B,
diminuicdo do HDL-C (1) e aumento da LP (a) ©".

d) Hipertensado arterial. A prevaléncia de hipertensao arterial em
pacientes jovens com IAM é relativamente pequena, cerca de 25%

dos casos(®%62

). Talvez a hipertensao arterial ndo seja um fator de
risco importante nessa faixa etaria devido a sua curta duragao, ou
seja, tempo insuficiente para o desenvolvimento da aterosclerose.

e) Diabetes Melito. A ocorréncia de diabetes nesses pacientes é

desprezivel, porém quando presente agrava o prognéstico(ﬁz).

O quadro clinico de IAM em jovens caracteriza-se por : 1) baixa
ocorréncia de angina tipica ou atipica prévia (25%); 2) maior proporgao de
IAM inferior; 3) baixa prevaléncia de infarto ndo Q (12%); 4) boa evolugao
intra-hospitalar, com menores taxas de complicacdo e de mortalidade. A
explicagdo mais plausivel para a tendéncia a melhor prognéstico do IAM em
jovens seria a alta taxa de coronarias normais ou de doenca uniarterial®®.

A observacao destes dados permite supor que o IAM abaixo de 40

anos possa ser uma entidade especial com caracteristicas demograficas
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(sexo masculino) e fatores de risco (tabagismo e antecedentes familiares)
bem definidos e que se repetem, no tocante as proporgdes, nos diversos
trabalhos sobre o tema.

Além disso, a grande associagcdo do IAM em jovens com coronarias
angiograficamente normais e lesdes uniarteriais permite inferir que graus
variaveis de disfuncado endotelial possam estar presentes de forma unica ou
associada na génese da ocorréncia do evento, sugerindo este tipo de 1AM

como modelo de estudo para a disfungao endotelial.

1.6 Avaliagcao da fungao endotelial

1.6.1 Avaliagao bioquimica e genética

Diversos métodos podem avaliar a integridade do endotélio vascular.
Entre os métodos de pesquisa cientifica, destacam-se os sistemas de cultura
de células endoteliais e sua interacdo com estimulos bioquimicos,
farmacoldgicos e fisicos. O cultivo de células endoteliais pode fornecer
informacdes sobre as substancias produzidas pelas mesmas com recursos
da biologia molecular, como a determinagcdo da expressé&o de proteinas e
RNA mensageiro®®.

Entre os mecanismos de avaliacdo mais estudados atualmente
encontram-se as dosagens de NO, as de L-citrulina e as da variagéo

porcentual de nitrito/nitrato apds sobrecarga de L-arginina. A labilidade do
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NO, com meia-vida curta, torna dificil sua medida direta. Uma possibilidade
de medida do NO é a utilizagdo da ressonéncia paramagnética eletrénica
(EPR), pois sendo o NO paramagnético, liga-se com alta afinidade a uma
variedade de quelantes metalicos e metaloproteinas‘®. Logo, € mais facil do
ponto de vista pratico a dosagem de substancias correlatas, nitrito e nitrato.
O nitrito sérico é estavel por varias horas, podendo ser quantificado na
circulagao pela cromatografia de troca de anions de alta performance. A
amostra sanguinea necessita preparagdo especial para minimizar a
conversdo de nitrito a nitrato, que ocorre no sangue em alta frequéncia (a
concentragdo basal de nitrito no sangue é baixa e a de nitrato, 100 vezes
maior). Por esse motivo, atualmente € grande o interesse pela dosagem de
nitrato em amostras sanguineas. O nitrato é um dos produtos da reagéo do
oxido nitrico com a oxihemoglobina e o anion superéxido. A dosagem do
nitrito/nitrato sérico reflete a producao constitutiva endotelial de 6xido nitrico.
Entretanto, uma limitagdo pratica refere-se a grande variagcdo nos niveis
basais entre individuos, podendo ser influenciada inclusive pela dieta®®®.

Por outro lado, diversos marcadores circulantes de inflamacao
vascular e disfuncdo endotelial tém sido estudados recentemente. A
associagao entre as moléculas de adeséo celular (P-selectina, L—selectina,
E—selectina, ICAM-1, VCAM-1 e PECAM - 1), integrinas e proteina C
reativa ultra sensivel, (PCRus) e a disfungao endotelial foi descrita de forma
significativa em estudos populacionais, permitindo inferir que eles possam
constituir-se em marcadores de lesdo ou disfungdo endotelial®’:®).

O fibrinogénio, apesar de ser uma glicoproteina produzida pelo figado

e nao diretamente pelo endotélio pode, por sua participagcdo no processo
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trombdtico e como reagente de fase aguda, influenciar de forma significante
a funcao endotelial. O fibrinogénio aumenta a coagulagdo sanguinea, a
viscosidade plasmatica e a agregacao plaquetaria, sendo que estas funcdes
sao controladas diretamente pelo endotélio. Além disso, exerce agao sobre a
parede vascular, favorecendo o depdsito de fibrina e afetando as fungdes
das células endoteliais pela redugdo da sintese de prostaciclina e
estimulando a migragao e a multiplicagao das células musculares lisas®®.
Uma outra evidéncia que vincula o fibrinogénio ao endotélio é sua
associacao com fatores de risco para DAC que influenciam as funcdes
endoteliais, como o tabagismo e o LDL-c, sendo que atualmente o
fibrinogénio € considerado um dos elementos de ligacdo entre fatores

ambientais e o risco de DAC"?.

O préprio endotélio disfuncional em
situagdes de injuria ou infeccdo pode gerar uma reagao de fase aguda com
subsequente liberagdo de citocinas e aumento dos niveis de fibrinogénio.
Por todas estas caracteristicas o fibrinogénio pode ser considerado um
marcador de disfungao endotelial.

Diversos estudos mostraram a associagdo entre o0s niveis de
fibrinogénio e ocorréncia de DAC. O Leigh Clinical Research Unit, mostrou,
em 297 homens seguidos por 7 anos, que o fibrinogénio plasmatico foi o
mais forte indicador independente de oclusdo coronaria futura’’. O
Northerwick Park Heart Study evidenciou altos niveis plasmaticos de
fibrinogénio em pacientes com um evento cardiovascular fatal ou nao fatal’®

O estudo de Goterborg demonstrou correlagdo entre niveis altos de

fibrinogénio e a incidéncia de doenca arterial coronaria e AVC?). O estudo
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de Framingham também mostrou correlagdo entre niveis elevados de
fibrinogénio e manifestagdes clinicas da aterosclerose, como IAM e AvVC),
Além disso, observou-se nesse estudo que o aumento do fibrinogénio
ocorria com freqiéncia associado ao diabetes, hipertensao arterial e ao
tabagismo. De outra parte, cerca de 50% dos tabagistas com doenca arterial
coronaria apresentavam niveis elevados de fibrinogénio plasmatico.

O estudo Aterosclerosis Risk in Communities (ARIC) avaliou 14.477
adultos com idade entre 45 a 64 anos seguidos por 5,2 anos. O fibrinogénio
elevado esteve associado com um risco relativo para DAC de 1,48 para o
homem e de 1,21 para a mulher™. O estudo Prospective Cardiovascular
Munster (PROCAM) acompanhou 2.116 homens saudaveis, sendo que a
incidéncia de eventos coronarios foi 2,4 vezes maior no subgrupo com niveis
maiores de fibrinogénio(76). Recente meta-analise mostrou que o risco
relativo de eventos cardiovasculares futuros é 1,8 vezes maior em pacientes
no tercil superior de concentragao do fibrinogénio(m.

Estudos demonstraram que mais de 50% das variagdes do
fibrinogénio sdao geneticamente determinadas, ocorrendo elevagao como
resposta a inflamacao, infec¢des, traumas e estresse emocional®.

O fibrinogénio € composto por trés pares de cadeias chamadas alfa,
beta e gama, codificadas por trés diferentes genes agrupados no brago
longo do cromossomo 4q23-32. O passo limitante na expressdo do
fibrinogénio é a expressdao da cadeia (. Pelo estudo de polimorfismo,

identificaram-se algumas alteragdes na regido promotora . O polimorfismo

mais estudado refere-se a uma substituicdo do nucleotideo guanosina (G)
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por uma adenosina (A) na regido do par de base —455, anterior ao sitio de
inicio da transcricdo (G/A —455. HAE Ill). Recentes estudos demonstraram
que individuos portadores do alelo -455A possuem concentragdes
aumentadas de fibrinogénio plasmatico como resposta ao estimulo de fase
aguda™. Um outro polimorfismo do fibrinogénio de substituigdo ¢ o C148T
(HIND 1ll). Este polimorfismo, caracterizado pela substituicdo de uma
citosina por uma timina, encontra-se na posicdo do par de base -148,
anterior ao codon da cadeia B do fibrinogénio e estda em completo
“desequilibrio de ligacdo” com o polimorfismo G455A%.

A associagao destes dois polimorfismos com risco vascular
aumentado permanece controversa. A presencga do alelo T no polimorfismo
C148T (HIND Ill) associou-se com a magnitude da aterosclerose avaliada
angiograficamente em pacientes apos IAM®Y. O gendtipo AA do
polimorfismo G455A HAE IIl associou-se com o risco de doenga coronaria
em diabéticos chineses®?. Entretanto, dois outros estudos, o Dinamarqués e
o de Edinburgh, ndo mostraram associacdo significante desses
polimorfismos com doenca arterial coronaria®#4).

A disfuncao endotelial também pode ser avaliada pela dosagem de
outros marcadores plasmaticos séricos, como: fator de von Willebrand,
endotelina—1, nitritos, demetilargina assimétrica (ADMA), substancia
amiléide-1 e PAI-1. A dosagem do PAI-1 tem sido incluida em varios
estudos como indicador de dano a célula endotelial e medida de disfuncéo
endotelial. O PAI-1 é uma glicoproteina de 50 KDa da familia SERPIN,

encontrada no plasma, nas plaquetas, em células endoteliais, hepatdcitos e
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células da musculatura lisa, mas nao esta claro qual desses tipos celulares é
o principal responsavel pela secrecao do PAI-1 no plasma “in vivo”. O PAI-1
existe nas formas nativa e inativa no plasma, sendo a forma ativa um
complexo estavel com a vitronectina, a qual se acredita protegé-lo da
oxidagao. Seu principal papel “in vivo” € como um rapido inibidor do ativador
do plasminogenio tecidual (tPA), o maior ativador proteolitico do
plasminogénio. Recentemente, o PAI-1 foi identificado como um componente
da matriz extracelular®. Além de seu papel na fibrindlise, também esta
envolvido na remodelacgao tissular e migracao celular. O PAI-1, liberado pelo
endotélio a partir de estimulos como a angiotensina |l e a endotelina,
encontra-se aumentado em situagdes clinicas que cursam com disfungao
endotelial. Os niveis de PAI-1 correlacionam diretamente com os niveis de
triglicérides, obesidade e resisténcia a insulina. Expressdao aumentada do
PAI-1 ja foi demonstrada, inclusive em placas aterosclerdticas®®. O PAI-1
encontra-se expresso mais frequentemente em placas fibréticas e
calcificadas, além de aumentar sua concentracdo a medida que as lesdes
ateroscleroticas se tornem mais avangadas(87). O estudo PRIME,
prospectivo, que avaliou 10.500 homens, mostrou haver associacéo do PAI-1
com o risco de desenvolver IAM®). Hamsten, em 1987, encontrou
associacdo entre as concentragdes plasmaticas de PAI-1 e o risco de
desenvolver um segundo |IAM, bem como niveis aumentados de PAI-1 em
pacientes jovens com IAM®) Um estudo com pacientes submetidos a
cirurgia de revascularizagdo do miocardio mostrou que aqueles com oclusao

dos enxertos dentro de 10 dias apresentaram valores significantemente mais
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altos de PAI-1 em relagdao aqueles sem oclusgo®. Outros trabalhos
demonstraram haver associag¢ao entre elevagao do PAI-1 e angina, doenca
arterial coronaria grave e isquemia recorrente®”.

A medida direta da atividade do PAI-1 é dificil na pratica clinica e
requer utilizagdo de anticoagulantes especiais e técnicas precisas de
flebotomia, a fim de evitar a degranulagao das plaquetas, fonte rica de PAI-1.
Além disso, o PAI-1 apresenta grande variagao circadiana.

Em relacédo a pesquisa genética, sabe-se que o PAI-1 é codificado por
um unico gene de aproximadamente 12 kb, localizado no brago longo do
cromossomo 7 e é composto de 9 éxons e 8 introns®. Nove diferentes
polimorfismos foram descritos no gene do PAI-1, os quais tém sido estudados
como potenciais marcadores de sua atividade fisiolégica. Entre os
polimorfismos estudados encontram-se: um fragmento 3’, utilizando a enzima
de restricao HIND lll, uma sequéncia repetitiva CA intrbnica (intron 4) e, o
mais importante, um polimorfismo 4G/5G insercao/delecdo 675 pares de
base, situados 5’ acima do sitio de transcrigao da area promotora do PAI-1®3,
Este polimorfismo é caracterizado por uma deleg¢ao “produzindo um alelo com
uma sequéncia de 4 guanosinas (4G) ou uma insergcado produzindo um alelo
com 5 guanosinas (5G)”. O alelo 4G foi caracterizado como possuindo um
promotor com maior atividade sob a estimulacdo de citocinas e associado
com atividade plasmatica de PAI-1 maior do que para o alelo 5G ¥, Estudos
in vitro sugerem que o alelo 5G, mas ndo o alelo 4G, contém um sitio

importante para a ligagdo de uma proteina DNA ligante que poderia estar

atuando como repressor transcricional ©3),
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Estudos clinicos tém demonstrado associagdo entre o polimorfismo
4G/5G e a atividade plasmatica do PAI-1, nos quais o alelo 4G esta
associado com altos niveis de PAI-1 e hipofibrindlise. Alguns trabalhos
mostraram maior prevaléncia do alelo 4G em pacientes com infarto do

miocardio e idade inferior a 45 anos, em relagao ao grupo controle®*?),

1.6.2 Métodos de imagem

A vasodilatagdo € a mais importante funcdo endotelial, podendo ser
avaliada de forma direta e invasiva, na qual a fungcdo endotelial € medida
como resposta vasomotora a estimulos farmacoldgicos ou fisicos, como a
acetilcolina, metacolina, bradicinina, serotonina, substancia P e estresse de
cisalhnamento. Essa resposta vasodilatadora endotélio-dependente pode ser
utilizada como parametro da biodisponibilidade de NO®). Esse método
invasivo pode ser realizado por intermédio da angiografia coronaria
quantitativa ou pela pletismografia da artéria braquial. A angiografia
coronaria quantitativa € técnica bem estabelecida para a avaliagédo do
diametro arterial em resposta a concentragbes crescentes de acetilcolina
intracoronaria. Varios estudos atestaram a eficacia deste método. Ludmer e
col. demonstraram, em seu estudo pioneiro, que a inje¢cdo de acetilcolina
intracoronaria provocava vasodilatacdo epicardica em pacientes com
artérias coronarias angiograficamente normais; entretanto, em presenca de
doenca aterosclerética comprovada, ou na auséncia de lesdes coronarias

visiveis a angiografia mas com fatores de risco cardiovasculares classicos,
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ocorria vasoconstricao anormal®®. A pletismografia arterial, também por ser
meétodo invasivo, ndo € comumente aplicada, estando restrita a pesquisa
cientifica.

Os métodos de avaliagcao indireta sdo a pletismografia venosa, por
intermédio da veia dorsal da mao (método minimamente invasivo), ou pela
avaliagcdo da hiperemia reativa ou vasodilatacdo fluxo mediada (VFM),
utilizando de forma nao invasiva a tomografia por emissao de pésitron apos
estimulo com adenosina ou dipiridamol ou, mais comumente, o ultra-som de
alta resolucéo da artéria braquial. A VFM é um fendmeno que expressa a
capacidade de um vaso dilatar-se em resposta a um aumento do fluxo ou,
mais precisamente, ao estresse de cisalhamento. O principal mediador da
VFM é o NO derivado do endotélio. Este método baseia-se em principios da
fisiologia endotelial, com sua capacidade sensora e efetora de diversos
estimulos fisicos e quimicos. A célula endotelial, através de receptores de
membrana e mecanismo de transducdo do sinal em resposta a esses
estimulos pode sofrer uma série de modificagcbes em sua fisiologia. Uma
dessas modificagdes é a abertura dos canais de potassio calcio-ativados em
resposta ao estresse de cisalhamento. Isto acarreta hiperpolarizagdo da
célula endotelial com consequente aumento do calcio intracelular. O
aumento do calcio intracelular ativa a eNOS que libera NO e acarreta
relaxamento do musculo liso vascular subjacente, resultando vasodilatagcéo
e aumento do diametro arterial®”%).

Na pratica, o ultra-som realiza medidas sucessivas do didametro da

artéria braquial em resposta ao aumento de fluxo por hiperemia reativa ou
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nitrato sublingual. A hiperemia reativa € obtida por oclusdo da artéria
braquial por um breve periodo (1 a 5 min) com liberagdo de mediadores
vasodilatadores como a adenosina, ions H+ e EDHF (fator de hiperpolarizagéo
derivado do endotélio) no tecido isquémico. Ao ocorrer a interrupgdo da
oclusdo com restauragdo do fluxo arterial, existe uma hiperemia (fluxo
sanguineo 100% a 300% superior ao fluxo basal), com aumento do estresse
de cisalhamento que desencadeia a resposta endotelial. A utilizagdo de
vasodilatadores independentes do endotélio, como a nitroglicerina, permite
estabelecer que a reducdo da vasodilatacdo fluxo mediada ocorra por
disfuncéo endotelial, e ndo por disfungdo do musculo liso vascular®.

Varios estudos em pacientes com aterosclerose ou com fatores de
risco demonstraram que a disfungdo endotelial ocorre ndo somente na
circulagao coronaria mas também na circulagcao periférica, indicando que a
disfungao endotelial é generalizada e sistémica. A VFM da artéria braquial foi
avaliada em pacientes com fatores de risco cardiovascular e mostrou-se
anormal em pacientes hipertensos, diabéticos, dislipidémicos e tabagistas,
com ou sem doenca aterosclerética documentada, havendo correlagéo
positiva entre a fungado endotelial da artéria braquial e a da artéria coronaria
nos pacientes que se submeteram aos dois testes'?.

A disfung¢ao endotelial avaliada pelo ultra-som de artéria braquial tem
a capacidade de predizer eventos cardiovasculares. Os eventos
cardiovasculares, incluindo revascularizagao percutanea e cirurgica, ocorrem
mais frequentemente em pacientes com VFM alterada (<10%) comparados
com os pacientes com VFM preservada (210%). Esses achados foram

comprovados por Neunteuff e col, que estudaram pacientes com angina de
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peito submetidos a cineangiocoronariografia e que foram seguidos por cinco
2. . 1(100)
anos com ultra-som de artéria braquial* ™.
Em sintese, diversos métodos podem ser empregados para avaliagao
da funcédo endotelial, mas o ultra-som de artéria braquial vem ganhando
destaque progressivamente, por ser nao invasivo, de facil aplicacdo e

grande reprodutibilidade.



2. OBJETIVOS
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1) Avaliar a fungdo endotelial em um grupo de pacientes com
IAM prévio, idade abaixo de 40 anos e correlaciona-la com a

produgao de nitrato.

2) Avaliar a importancia das influéncias ambientais (fatores de risco) e
genéticas (polimorfismo da 6xido nitrico sintase endotelial) na fungao

endotelial desses pacientes.



3. METODOS
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3.1 CASUISTICA

3.1.1 Caracteristicas dos pacientes

Foram incluidos 128 pacientes com idade abaixo de 40 anos, de
ambos o0s sexos, que haviam apresentado IAM ha pelo menos dois meses
antes do inicio do estudo.

O diagndstico de IAM foi estabelecido somente quando os trés critérios

10 estivessem

definidos pela Organizagdo Mundial de Saude em 1959
presentes simultaneamente: a) clinicos: relato de dor, de localizagao toracica
anterior, em aperto, peso ou queimagao, com duragao superior a 20 minutos;
b) eletrocardiograficos: supradesnivelamento do segmento ST= 1mm, a 0,02
segundos ap6s o ponto J e que evolui para formagao de onda Q (infarto Q)
patolégica (duracao > 0,03s e amplitude > 3 mm), ou infradesnivelamento do
segmento ST e/ou alteragcdes das ondas T que n&o evoluem para formagao
de ondas Q patoldgicas (infarto ndo Q). Estas alteragées eletrocardiograficas
deveriam estar presentes em pelo menos duas derivagbes contiguas do

eletrocardiograma convencional, incluindo V7 e V8. De acordo com a

localizagdo das ondas Q, o infarto foi classificado como anterior (VI-V4),
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lateral (D1, aVL e/ou V5-V6) ou inferior (DII, DIll, aVF). O IAM lateral foi
incluido no grupo anterior e o dorsal (onda R em V1-V2 maior que 40
milivolts) foi incluido como inferior; c) critérios enzimicos: valores elevados
(pelo menos o dobro do valor de referéncia) da enzima creatinofosfoquinase

fracdo miocardica (CKMB)®©?.

3.1.2 Critérios de exclusao

Foram excluidos do estudo os pacientes que apresentassem
qualquer das seguintes condi¢cbdes: 1) insuficiéncia renal crbnica;
2) insuficiéncia hepatica; 3) doencas inflamatérias; 4) angina instavel;
5) disturbio enddcrino ; 6) neoplasia; 7) colagenose; 8) doencas hematoldgicas;
9) uso de anticoagulantes orais; 10) doenca vascular periférica comprovada;
11) hipercolesterolemia familiar conhecida ou presente em membros da
familia. Excluiram-se também os pacientes que antes do IAM apresentassem
as seguintes cardiopatias: 1) miocardiopatia, incluindo doenca de Chagas;

2) valvopatia; 3) doenca congénita; 4) pericardiopatia

3.1.3 Caracteristicas do grupo controle

O grupo controle foi constituido por 121 individuos jovens de ambos
0S sexos, que nao apresentavam histéria ou evidencia de doenca clinica
atual. A doenga arterial coronaria foi afastada por um teste ergométrico

considerado totalmente dentro da normalidade.
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3.1.4 Fatores de risco cardiovascular

No grupo dos pacientes com infarto abaixo de 40 anos (grupo |IAM),

0s seguintes fatores de risco classicos para doencga arterial coronaria foram

avaliados: diabetes, hipertensdo arterial, tabagismo, antecedentes familiares,

dislipidemias, obesidade. Os valores para estabelecimento desses fatores de

risco foram:

1)

Hipertensdo arterial sistémica - De acordo com os dados das IV
Diretrizes Brasileiras de Hipertensdo Arterial'®  foram
considerados hipertensos os pacientes em uso de medicagao anti-
hipertensiva ou que apresentavam historia de presséo arterial
sistdlica 2140 mmHg e/ou pressao arterial diastélica = 90 mmHg,
utilizando-se como referéncia a média de avaliagbes em pelo
menos trés dias diferentes.

Diabetes Melito - Duas medidas de glicose plasmatica de jejum
=2 126 mg/dl em dois dias distintos, ou portadores de sintomas
classicos de diabetes associados a glicemia = 200 mg/dl, ou
pacientes recebendo terapia com insulina ou hipoglicemiante oral.
Dislipidemias - De acordo com as lll Diretrizes da Sociedade
Brasileira de Cardiologia sobre Dislipidemias'®, os seguintes
valores foram adotados:

a) Hipercolesterolemia: colesterol total >240 mg/d|

b) LDL colesterol elevado: > 160 mg/dl

c) HDL colesterol baixo: <40 mg/dl

d) Hipertrigliceridemia: triglicérides > 200 mg/dl
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4)

7)

8)

Histéria familiar para doenga coronaria precoce - Pacientes com
relato de doencga coronaria em pais ou irmaos, abaixo dos 55 anos
em homens, ou de 65 anos em mulheres.

Tabagismo - Fumantes ativos ou com abstinéncia de tabaco ha
menos de trés anos antes do IAM foram considerados tabagistas,
pois trabalhos populacionais envolvendo mais de 1000 pacientes
constataram que trés anos apds cessar o tabagismo o risco para
infarto ou 6bito era similar aos do que nunca fumaram®. Pacientes
que nunca fumaram ou fumaram por um periodo inferior a um més
foram definidos como ndo tabagistas. Os pacientes foram
considerados tabagistas se fumassem pelo menos 5 cigarros/dia.
Obesidade - O critério de obesidade foi adotado com base
no indice de massa corporea para todos os participantes do
estudo. O indice de massa corpodrea foi calculado dividindo o peso
em kilogramas pelo quadrado da altura em metros. Sobrepeso foi
definido como indice de massa corpoérea (IMC) > 25,0 Kg/m? e
obesidade como IMC > 30,0 Kg/m?, para homens e mulheres.
Uso de drogas - A utilizacdo de cocaina foi classificada como
crbnica, ocasional ou ausente, ao tempo da ocorréncia do infarto.
Etilismo - Os pacientes foram considerados etilistas se o consumo
diario de etanol fosse maior que 80 g (i.e, 1 litro de vinho, 6 “latas”

de cerveja, 3 doses de aguardente ou whisky).
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3.2 METODOS

3.2.1 Coleta de dados clinicos

Os pacientes provenientes de nossa unidade coronaria e o0s
encaminhados de outras Instituicdes, que preenchessem os critérios de
inclusdo, foram entrevistados apds a alta hospitalar (média dois meses).
Todos estavam clinicamente estaveis, sem indicagc&o atual para angioplastia
ou cirurgia de revascularizagcdo e em uso de aspirina. A utilizagdo de
medicamentos comuns a pacientes apos |IAM, como beta-bloqueadores,
inibidores da enzima de conversao, estatinas, antagonistas dos canais de
calcio e nitratos ficava a critério do médico de cada paciente. Entretanto, a
utilizacao de nitrato, estatina e IECA foi suspensa quatro semanas antes da
realizagao dos exames laboratoriais e do ultra-som de artéria braquial.

O conceito de “estresse” foi apresentado durante a entrevista inicial e
solicitado aos integrantes da pesquisa que se auto definissem sobre este
quesito.

Todos os dados clinicos foram coletados exclusivamente pelo autor
da pesquisa. As informacdes foram obtidas por meio de anamnese classica,
seguida pela realizacdo de exame fisico completo e eletrocardiograma no
dia da consulta. A pressao arterial foi medida no braco direito, com o
paciente sentado e tranquilo, em trés vezes consecutivas, com intervalos de
5 minutos. O peso foi determinado com roupas leves, sem sapatos,
utilizando balanga mecanica Filizola modelo 31 e a altura mensurada com
um antropbmetro de 1,92 m. O indice de massa corpdrea foi calculado com

base na férmula: peso dividido pelo quadrado da altura.
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3.2.2 Avaliagao laboratorial

A coleta sanguinea foi realizada por puncgao da veia antecubital, entre
8 h e 9:30 h, apds 10 minutos de repouso em posi¢cao sentada.Ao todo foram
colhidas 6 amostras de sangue perférico para os ensaios hemostaticos,
hematologicos, dosagens bioquimicas e extracdo do DNA. Todos os
participantes encontravam-se em jejum de 12 h, periodo no qual os
fumantes foram orientados a nao fumar e nao ingerirem bebidas alcodlicas
até 24 h antes.

Os estudos metabdlicos foram realizados em média entre dois a trés
meses apos o evento agudo. Nenhum paciente estava em uso de farmacos
hipolipemiantes ha pelo menos quatro semanas, mas todos receberam

orientagao dietética na primeira visita.

Perfil Bioquimico

Os pacientes foram submetidos a coleta de sangue periférico, no qual
foram analisadas as seguintes variaveis sanguineas: glicose,
uréia/creatinina, hemograma completo com plaquetas, acido urico, proteina
C reativa, T3, T4, TSH, fibrinogénio, coagulograma e PAI-1 e perfil lipidico
(colesterol total e fragdes, triglicérides e apoliproteina B).

A contagem global de leucécitos, hemacias e plaquetas, dosagem de
hemoglobina, calculo do hematécrito, indices hematimétricos, percentual de
linfocitos e valor absoluto de linfocitos foram obtidos por métodos

automatizados, com leitura no aparelho Counter modelo T.980. O acido urico
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e a proteina C reativa ultra-sensivel foram avaliados pelo método enzimico,
automatizado com analisador tipo Hitachi 912 (Roche Diagnostic). A
contagem diferencial de leucdcitos foi realizada por método manual, através
da leitura de esfregacos sanguineos corados pelo método de Romanowsky,
com corantes May-Grunwald e Giemsa.

As determinagdes do fibrinogénio foram realizadas por método de
fotometria, protocolado para o aparelho Electra-modelo 1400C.

Apos a colheita da amostra com citrato, o plasma foi separado por
centrifugacdo a 3000 rpm, por 20 min e uma aliquota foi mantida em
congelador, para posterior determinagdo da concentragao plasmatica do
PAI-1. As concentragdes de PAI-1 foram determinadas pelo método imuno-
enzimatico ELISA (Spectrolyse PAI-1, Biopool, Umea, Sweden), de acordo
com o protocolo de instrugao fornecido pela empresa.

As determinagdes do perfil lipidico: colesterol (CHOD-PAP),
triglicérides (GPO-PAP), HDL-colesterol (HDL-CPLUS) foram realizadas por
meétodos enzimicos automatizados, com leitura no aparelho Hitachi-modelo
912. O LDL-c foi calculado pela férmula de Friedwald (LDL = colesterol total
— (HDL+VLDL)), onde VLDL = triglicérides/5. A formula sé foi aplicavel
quando o valor de triglicérides fosse menor que 400 mg/dl. Nos casos de
triglicérides acima de 400 mg/dl o LDL foi obtido pelo método do anti-soro
policlonal enzimico.

As dosagens de apo A1 (apoproteina A1) e apo B (apoproteina B)
foram realizadas por métodos imunoturbidimétricos automatizados, com

leitura no aparelho Hitachi-modelo 912.
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Materiais Descartaveis

Foram utilizados tubos tipo Eppendorf de 0,2 mL , 0,5 mL, 1,5 mL,
criotubos de 2 mL, ponteiras descartaveis de 100 a 1000uL (utramico, com e
sem filtro para aerosol), recipiente para descarte de ponteiras, suporte para
tubos de microcentrifuga, luvas descartaveis, tubos com e sem os

anticoagulantes para coleta das amostras e sistema para coleta a vacuo.

Reagentes

O triton X-100, cloreto de sdédio, cloreto de potassio, etanol absoluto,
isopropanol, cloroférmio, fenol, acido acético glacial, azul de bromofenol
foram adquiridos da MERCK S.A. (Ind. Quimica, R.J., Brasil); cloreto de
magnésio da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA), hidréxido de sédio,
SDS, acido borico, EDTA, Tris (hidroximetil) aminometano ultrapuro, agarose
ultra-pura, enzimas de restricdo MOBOL, Bs, Hae IllI, Hind Il (Sinapse —
Fermentas), marcadores moleculares de tamanho molecular de DNA de 100 bp
e 1Kb, da Gibco BRL, Life Technologies, Inc. (Gaithersburg, MD, E.U.A);
Tag DNA polimerase, solugao de dNTPs (dATTP, dCTP, dGTP e dTTP), e
brometo de etideo da Amershan Pharmacia Biotech, Inc. (Uppsala, Suécia).
Os diferentes iniciadores (oligonucleotideos especificos) foram adquiridos da
Ginco BRL, Life Technologies, Inc. (Gaithersburg, MD, E.U.A), papel térmico

de alto contraste — Apha Innotech Coropration.
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Equipamentos

Espectofotdmetro UV para quantificacdo de acidos nucléicos Gene
Quant da Pharmacia (Pharmacia Biotech, Uppsala, Suécia); sistema de
eletroforese horizontal com cuba submarina, fonte de eletroforese da
Pharmacia, termociclador automatizado PTC 200 DMA Engine - MJ
Research; freezer upright Ultra-low, temperatura —80°C (Forma Scientific,
Ohio, EUA); forno de microondas; fluxo laminar (Vec, Brasil); centrifuga
clinica Celm (Brasil), microcentrifuga Eppendorf refrigerada modelo 5804
(Eppendorf, Alemanha); banhos de agua; jogo de miropipetas Gilson de 10 pL,
20 L, 100 pyL e 1000 pL; balanga analitica — Marte e semi-analitica,
pHmetro,Oaklon, Sistema de analise de imagem modelo Alpha Innotech
Corporation, aparelho para ensaios bioquimicos Hitachi, modelo 912, para
ensaios hemostaticos: TP, TTPA e fibrinogénio — Electra — Modelo 1400C,
Lp(a) — Behring Turbitimer, para ensaiors hematolégicos — Counter modelo

T.980.; transiluminador UV (Pharmacia);

3.2.3 Cinecoronariografia

Todos os pacientes deveriam ter realizado cinecoronariografia apos o
IAM. Na fase aguda, como procedimento necessario a realizagdo de
angioplastia primaria. Na grande maioria, porém, a cinecoronariografia foi
realizada na fase cronica (11 a 100 dias, média 42 dias, apds o IAM). Doencga
coronaria angiograficamente grave foi definida como reducdo de no minimo
70% do diametro interno de artéria coronaria principal (direita, descendente

anterior ou circunflexa), ou redugdo maior ou igual a 50% do didametro interno
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do tronco da coronaria esquerda. Pacientes foram classificados como tendo 1,
2 ou 3 artérias principais com lesdes aterosclerdticas. Doenga coronaria
angiograficamente moderada foi definida como estenose de 31% a 69% de
alguns segmentos das artérias coronarias principais, 70% a 100% de ramos
secundarios ou 30% a 49% do tronco de coronaria esquerda. Doenca
coronaria angiograficamente minima foi definida como obstrugbes coronarias
menores que as da doenga coronaria moderada. Artérias coronarias
angiograficamente normais nao apresentavam estenoses apreciaveis. As
analises das estenoses foram realizadas no final da diastole, em projecoes
nas quais a lesdo era mais acentuada®®. Todas as cinecoronariografias foram
avaliadas por um hemodinamicista experiente, sem conhecimento prévio das

caracteristicas clinicas ou bioquimicas dos pacientes.

3.2.4 Nitrato

Os efeitos dos polimorfismos estudados in vivo na geracédo de NO
nao podem ser medidos diretamente, devido ao fato que a maior parte do
NO endogeno se oxida rapidamente para nitrito (NO2 ) e é eventualmente
convertida para nitrato (NO3 ), a forma estavel predominante. Em
conjunto, estes compostos tém sido usados para refletir a produgcéo de NO
endogeno correlacionada com o polimorfismo da eNOS. O NO reage com a
oxihemoglobina e o anion superéxido para formar nitrato. O nitrato é o
maior produto oxidativo do NO em algumas culturas de células de animais
e humanos. As concentragcdes séricas de nitrato foram determinadas por
um analisador de nitrato (modelo 280 Nitric Oxide Analyzer- NOA™) da

Sievers Instruments (Figura 2). As amostras sanguineas foram coletadas
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até 5 minutos apds a desinsuflagdo do torniquete pneumatico, e analisadas
nesse aparelho, que mediu a concentracdo de nitrato produzido apos
estresse de cisalhamento. Para medir a concentracao de nitrato, o cloreto
de vanadio Ill em acido cloridrico foi usado para converter nitrato em 6xido

nitrico de acordo com a reacgao.

2NO3~ + 3V +2H,0— 2NO + 3VO," +4H"

Posteriormente, o éxido nitrico gerado foi quantificado por reagédo de

quimiluminescéncia entre o éxido nitrico e 0 0zbnio, de acordo com a reagao.

NO + O3 — NO, + O,

NO, — NO, + hv

Figura 4 — Fotografia de todo o conjunto utilizado para analise do nitrato
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3.2.5 Avaliagao dos polimorfismos genéticos

Extracao do DNA das células sanguineas periféricas

O DNA gendmico foi extraido a partir de sangue total pelo método de
precipitacdo salina descrito por Salazar et al.'® As amostras de sangue
foram submetidas a lise celular com 1000 uL do Tamp&o Tris-1 (Tris-HCI
10mM pH=8,0, KCI 10mM, MgCl, 10mM, EDTA 2mM pH=8,0) contendo
Triton X-100 a 2,5%. Apds centrifugagéo, os nucleos celulares foram lisados
com 220uL do tampao Tris-2 (Tris-HCI 10mM pH=8,0, KCI 10mM, MgCl,
10mM, EDTA 2mM pH=8,0, NaCl 0,4M) contendo SDS a 1%. As proteinas
foram removidas por precipitagdo salina com 100 uL de NaCl 5M. O DNA
presente no sobrenadante foi purificado por precipitagdo com etanol
absoluto, lavado com etanol a 70% e finalmente dissolvido em 50uL do
tampao TE (Tris-HClI 10mM e 1mM EDTA, pH=8,0) e mantido a -4°C. A
integridade das amostras de DNA foi avaliada em gel de agarose 0,8%,
corado com brometo de etideo. A quantificacdo e analise da pureza das
amostras de DNA extraidos foram realizadas por espectrofotometria em

GLU298ASP apos diluicido das amostras em tampao TE1%%).

Analise do Polimorfismo GLU298ASP do Gene da eNOS

A variagao G894T presente no exon 7 do gene da eNOS foi analisada
através de amplificacdo da regido do DNA que flanqueia o polimorfismo,
seguida de restricdo enzimica especifica (PCR-RFLP), utilizando-se DNA

isolado de leucdcitos periféricos. Os iniciadores e as condi¢gdes de reagao
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para a PCR foram padronizados no Laboratério de Biologia Molecular
Aplicado ao Diagndstico da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade de Sao Paulo!"®®.

O produto da PCR (340 pb) foi submetido a digestdo com a enzima
de restricao Mbol. Apos a digestdo, o alelo G foi representado por
fragmentos de 254 pb, 86 pb, e o alelo T foi representado por fragmentos
de 145 pb, 109 pb, e 86 pb.

Os fragmentos de DNA foram separados por eletroforese em gel de
agarose a 2,0%, corados com brometo de etidio e identificados, sob luz
ultravioleta, por um padréo de peso molecular de DNA. Os individuos foram

classificados de acordo com o gendétipo: G/G, T/G, T/T.

Analise do polimorfismo T786C do promotor do gene da eNOS

A variagao T786C presente na regido promotora do gene da eNOS foi
analisada por amplificagcao da regido do DNA que flanqueia o polimorfismo,
seguido de restricdo enzimica especifica (PCR-RFLP), utilizando-se DNA
isolado de leucdcitos periféricos. Os iniciadores e as condicdes de reagao

para a PCR foram baseados no método descrito por Alvarez et al.'%”

, com
modificagdo na sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores, sendo sense:
5atggcacagaactacaaacccc 3’e anti-sense 5’ggggacacaaaagagcagga 3.
Para um volume final de reagéo de 50 uL pipetou-se o tampao da PCR (Tris-
HCl a 10 mmol/L, pH 9,0, KCIl a 50 mmol/L, MgCl, a 2,0 mmol/L) com 200 uM
de cada deoxinucleotideo (ANTPs), 200 nM de cada iniciador, 1,0 U de Taq

DNA polimerase e 2 uL do DNA gendmico, acertando-se o volume com agua

MilliQ estéril. A reacdo de amplificagdo foi realizada com programa de:
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incubacao inicial de 98°C por 3 min, 30 ciclos de 1 min a 95°C, 2 min a 57°C
e 1 min a 72°C, e polimerizacgédo final de 10 min a 72°C.

O produto da PCR (262 pb) foi submetido a digestdo com a enzima de
restricdo Msp |; apds a digestdo, o alelo T foi representado por fragmentos
de 185 pb e 77 pb, e o alelo C foi representado por fragmentos de 135 pb,
50 pb, e 77 pb.

Os fragmentos de DNA foram separados por eletroforese em gel de
agarose a 2,0%, corados com brometo de etidio e identificados, sob luz
ultravioleta, por meio de um padrdao de peso molecular de DNA. Os

individuos foram classificados de acordo com o gendétipo: T/T, C/T, C/C.

Analise do polimorfismo de repeticido em tandem (27 pb) no introm 4 do

gene da eNOS

O polimorfismo de repeticdo sequencial (tandem) no introm 4 do gene
da eNOS caracteriza-se por repeticoes sequenciais de 27 pares de base que
podem variar quanto ao numero de repeticdes entre 4 e 5. A presencga de 4
repeticbes (menor alelo, ou delegcdo A) define o gendtipo 4A e possui 393 pb,
enquanto a presenca de 5 repetigdes (maior alelo, ou inser¢céo B) representa
0 gendtipo 4B possuindo 420 pb. Os iniciadores e as condi¢cdes de reagao
para a PCR foram descritos por Yoon, et al.'%). Os fragmentos de DNA
foram separados por eletroforese em gel de agarose a 2,0%, corados com
brometo de etidio e identificados, sob luz ultravioleta, por meio de um padrao
de peso molecular de DNA. Os individuos foram classificados de acordo com

0 gendtipo: 4A/4A, 4A/4B, 4B/4B.
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Analise dos polimorfismos -148C/T (fibr Hind) e -455G/A (fibr Hae) do

gene do B-fibrinogénio

Os gendtipos -148C/T e -455G/A foram analisados pela amplificagcao
da regido do DNA que flanqueia os polimorfismos, seguido de restrigdo
enzimica especifica (PCR-RFLP), utilizando-se DNA isolado de leucdcitos
periféricos. Os iniciadores e as condicdes de reacdo para a PCR foram
descritos por Margaglione, et al.{'%.

Para a analise do polimorfismo -148C/T, o produto da PCR (1300 pb)
foi digerido com a enzima de restricdo Hind Ill, produzindo fragmentos de
834 pb, 272 pb e 194 pb para o alelo C e de 834 pb e 466 pb para o alelo T.
Os fragmentos de DNA foram separados por eletroforese em gel de
agarose a 2%, e identificados sob luz ultravioleta, apds coloragdo com
brometo de etidio. Os individuos foram classificados de acordo com o
gendtipo: C/C, C/T e T/T.

Para a analise do polimorfismo -455G/A, o produto da PCR (1300 pb),
foi digerido com a enzima de restricdo Hae lll, produzindo fragmentos de
342 pb, 383 pb e 575 pb para o alelo G e de 342 pb e 938 pb para o alelo A.
Os fragmentos digeridos foram separados por eletroforese em gel de
agarose a 2%, corados com brometo de etidio, sob luz ultravioleta, e

identificados através de um padrdao de peso molecular de DNA. Os

individuos foram classificados de acordo com o gendtipo: G/G, G/A e A/A.
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Analise do polimorfismo 4G/5G do gene do PAI-1

O gendtipo 4G/5G do promotor do gene do PAI-1 foi analisado por
meio da amplificacdo da regido do DNA que flanqueia o polimorfismo,
seguido de restricdo enzimica especifica (PCR-RFLP), utilizando-se DNA
isolado de leucdcitos periféricos. Os iniciadores e as condi¢gdes de reacgao
para a PCR foram descritos por Dooggen et al."?.

O produto da PCR (163 pb) foi submetido a digestdo com a enzima de
restricdo BsL/-1. Apos a digestdo, o alelo 4G foi representado por
fragmentos de 107 pb e 56 pb, e o alelo 5G foi representado por fragmentos
de 74 pb, 56 pb e 34 pb. Os fragmentos amplificados foram separados por
eletroforese em gel de poliacrilamida a 8%, corados com prata e
identificados por um padrao de peso molecular de DNA. Os individuos foram

classificados de acordo com o genétipo: 4G/4G, 4G/5G, 5G/5G.

3.2.6 Ultra-som de artéria braquial

O ultra-som de artéria braquial foi o método escolhido para a
avaliagdo nao invasiva da funcao endotelial. Este método encontra-se
estabelecido e padronizado de acordo com Guidelines for the ultra sound
assesment of endothelial dependent flow mediated vasodilatation of the
braquial artery®®.

Todos os integrantes do grupo IAM e do grupo controle realizaram o

ultra-som. Os pacientes foram informados previamente sobre algumas

condigdes que poderiam afetar os resultados do exame e solicitados a
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observa-las. As mulheres foram estudadas entre o segundo e o sétimo dia
do ciclo menstrual, quando os niveis de estrogeno sao mais baixos,
afetando menos a fungao endotelial. Os pacientes deveriam estar em jejum
de 12 h, sem fumar nesse periodo, sem fazer uso de café e vitamina C na
véspera do exame e sem terem realizado exercicio prévio na véspera.
Foram orientados a no dia do exame n&o ingerirem as seguintes aguas:
Prata (garrafa), Lindoya Genuina, Serra Negra, Lindoya Verdo, que
possuem as maiores concentragdes de nitrato a saber: 1,1 mg/l, 2,76 mgl/l,
3,97 mg/l e 8,2 mg/l respectivamente. Medicamentos suscetiveis de
afetarem a funcao endotelial foram suspensos em tempo habil. As estatinas
foram suspensas em média quatro semanas antes da realizagao do exame,
pois estudos experimentais demonstraram que elas podem aumentar a
expressao da eNOS e sua atividade in vitro e in vivo pela estabilizagdo do
RNA mensageiro. Os inibidores da enzima de conversdao da angiotensina
(ECA) e os nitratos também foram suspensos 4 semanas antes do exame.
A luminosidade da sala foi controlada, com temperatura ajustada em 22
graus. Para a realizagdo do exame o paciente permaneceu em posi¢cao
supina por 15 minutos antes e até o final do mesmo.

Utilizou-se o aparelho de ultra-som GE — SYSTEM FIVE, com
transdutor linear de 7,5 — 12 MHz. A freqléncia cardiaca foi monitorada
continuamente por um monitor de trés derivagdes eletrocardiograficas e
a pressao arterial foi medida por esfigmomanémetro no brago

contralateral.



Métodos 56

il \ LY

Figura 5 — Paciente com transdutor posicionado para realizacdo do exame

de reatividade vascular

O brago n&o dominante foi posicionado em um angulo-brago tronco
de aproximadamente 80°, com o antebraco distal em repouso e imobilizado
por uma espuma de suporte envolvendo o membro. A artéria braquial foi
identificada no seu terco médio acima da prega do cotovelo. O vaso foi
explorado dentro de uma secgao longitudinal, e o centro identificado pela
imagem mais clara entre a parede anterior e posterior, sendo o Doppler
posicionado a 60° em relagdo ao centro do vaso. A analise foi feita por
imagem bidimensional, cujas medidas eram adquiridas em pelo menos

quatro ciclos cardiacos e coincidiam com a onda R do ECG.
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A variabilidade entre as medidas do diametro arterial deveria ser
menor que 2% entre dois observadores e de 1% intra-observador, o que
realmente ocorreu.

Para a obtengdo da imagem da artéria braquial e seu fluxo, foi
utilizado ainda o “power Doppler’, um recurso de software disponivel em
nosso aparelho que ajudou a identificar a artéria braquial, tornando o método
mais simples e seguro de ser realizado.

Todos os exames foram realizados por um unico ecocardiografista
com extensa experiéncia no meétodo e sem conhcimento prévio das
caracteristicas clinicas dos integrantes da pesquisa.

A avaliagdo do fluxo endotélio-dependente foi conseguida por
meio de um estimulo na artéria braquial, com um torniquete pneumatico
desenvolvido especialmente para este estudo e que foi possivel utilizar
em qualquer paciente, independente da largura do brago. O torniquete
era posicionado dois cm acima da flexura do brago e insuflado até 50
mmHg acima da pressao arterial sistdlica de cada paciente. A insuflagdo
permanecia por cinco minutos, tempo suficiente para induzir hiperemia
reativa e vasodilatacdo dependente do endotélio promovida pelo
estresse de cisalhamento. Posteriormente, analisaram-se as velocidades
de fluxo e o didmetro da artéria braquial a cada 20 segundos a fim de
determinar o pico maximo de vasodilatacdo e calcular a vasodilatacao
fluxo mediada (VFM). A VFM da artéria braquial, resultante da hiperemia

reativa pos-isquémica induzida pela deflagdo do manguito, fornece uma
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medida da vasodilatagao endotélio dependente mediada pelo NO. As
medidas da imagem da artéria braquial eram realizadas e comparadas
com as medidas basais.

Ap6s um periodo de repouso de 10 minutos, quando o didmetro da
artéria braquial retornava aos niveis basais, uma segunda medida era
registrada. Esta foi seguida pela administragao de nitrato sublingual (dinitrato
de isossorbida) em todos os participantes que n&o apresentassem
hipotensdo ou bradicardia significativa. A utilizagdo de nitrato sublingual
induz vasodilatacao endotélio independente, mediada pelo nitrato (VMN).
Nesta fase, eram obtidas medidas de maneira similar as anteriores. Apds a
administracao de nitrato, a pressao arterial do paciente era monitorada, e o
paciente permanecia na mesma posigdo por alguns minutos a fim de evitar
hipotensao postural.

AS VMF e VMN foram expressas em porcentagem de alteragao do
diametro da artéria braquial pos estimulo em relacdo ao diametro basal, de

acordo com a férmula:

(Didmetro apos insuflagdo — Didmetro basal) x 10

VMF ou VMN =
Diametro basal

Foram considerados normais valores da VMF e da VMN

correspondentes a aumento de no minimo 10%, em relagao ao basal.
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Em sintese, para avaliagdo da reatividade vascular utilizou-se o
ultra-som de artéria braquial esquerda com medidas do seu diametro em
sistole e diastole, dividida em 3 fases:

Fase 1 - repouso

Fase 2 - hiperemia reativa (vasodilatagdo endotélio-dependente),

medida apos insuflacdo de esfignomanémetro especialmente
desenvolvido para esta finalidade.

Fase 3 - estimulo farmacoldégico (vasodilatagdo endotélio-

independente), medida apds administracdo de 5 mg de

dinitrato de isossorbida sublingual.

Entre a fase 1 (repouso) e apds a fase 2, foram feitas duas coletas de

amostra sanguinea para dosagem plasmatica dos nitratos totais.
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3.3 Resumo do protocolo

GRUPO IAM

U.C.0.—> CINE FASE AGUDA—(NAO)—> CINE ELETIVA

IAM FASE AGUDA @ (11D)

ENTREVISTA

/

LABORATORIO —> ESTUDO GENETICO
(2 a3 mAPOS IAM) (USP)

!

U.S. ARTERIA BRAQUIAL —> U.S. ARTERIA BRAQUIAL

Cine = cineangiocoronariografia US = ultra-som UCO = unidade coronaria

GRUPO CONTROLE

INDIVIDUO SAUDAVEL

}

SELECAO

}

TESTE ERGOMETRICO —> ALTERADO —» EXCLUSAO

y

NORMAL

}

INCLUSAO —> ENTREVISTA —> LABORATORIO — U.S. ART. BRAQUIAL

}

ANALISE NITRATO

Figura 6 — Representagédo esquematizada do protocolo do grupo IAM (E) e controle (D).
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As entrevistas foram realizadas no Ambulatério de Coronaria, com os
pacientes e individuos do grupo controle regularmente matriculados no
Instituto Dante Pazzanese de Cardiologia (IDPC). Posteriormente, os
integrantes da pesquisa eram agendados para comparecer em outro dia
para coleta de exames sanguineos, parte dos quais era processada no
Laboratério Bioquimico Central do IDPC e os demais no Departamento de
Biologia Molecular da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade de Sao Paulo, para as avaliagdes dos polimorfismos genéticos.
Um terceiro dia de comparecimento era agendado para a realizagao do ultra-
som de artéria braquial no setor de Ecocardiografia do IDPC, onde nova
coleta de sangue era realizada para dosagem de nitrato durante o exame.
Esse material era enviado para o Laboratério de Biologia Vascular do

Instituto do Coracao (INCOR)

3.4 Aspectos Eticos

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Instituto
Dante Pazzanese de Cardiologia e da Faculdade de Medicina da USP.

Os individuos do grupo IAM e do grupo controle foram informados de
maneira clara sobre os objetivos e importancia da pesquisa desenvolvida
neste trabalho. No dia da primeira entrevista todos assinaram o “Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido”, conforme determina a resolugéo

numero 196, de 13 de outubro de 1996, do Conselho Nacional de Saude.
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3.5 Estatistica

3.5.1 Analise Descritiva

Com o objetivo apenas de caracterizar a amostra estudada,
apresentamos,em forma de tabelas ou graficos, as frequéncias relativas
(porcentuais) e absolutas (N) das classes de cada variavel qualitativa. Para
as variaveis quantitativas, foram utilizadas médias e medianas para resumir
as informagdes, e desvios-padrdo, minimo e maximo, para indicar a
variabilidade dos dados. As variaveis com distribuicdo assimétrica ou sem

distribuicdo normal foram transformadas em logaritmo (log 10).

3.5.2 Analise Inferencial

Para comparar as distribuicoes de freqiiéncia das variaveis qualitativas
foi utilizado o teste Qui-Quadrado de Pearson!''"). O teste exato de Fisher foi
utilizado nas situacbes em que os valores esperados foram inferiores a 5.

Com relagao as variaveis quantitativas, o objetivo foi verificar se as
médias eram semelhantes para as diferentes categorias das variaveis
qualitativas. Antes dos testes de comparacgdes de médias, foi realizada uma
andlise para testar a hipotese de que os dados seguiam uma distribuicdo
normal, pelo teste de Kolmogorov-Smirnov''?. Utilizamos o teste nao

113)

paramétrico de Mann—Whitney( , quando o objetivo foi testar a hipotese de

que duas populagdes tém a mesma distribuicdo e o teste ndo paramétrico de
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Kruskal-Wallis""® quando comparamos mais de duas populagdes. No teste de
Kruskal-Walllis, para as variaveis cujo valor do teste foi significativo (p < 0,05),
fez-se analise de comparagdes multiplas, com a finalidade de determinar em
quais pares de grupos se encontrava a diferencga.

No caso de comparagao de duas variaveis quantitativas, foi utilizada a
correlagdo de Pearson"".

Para comparagdo das variaveis numéricas entre os grupos foi
utilizado o teste t de Student. Para comparacéo entre 3 grupos de gendtipos
foi utilizada a Analise de Variancia Simples (One-way ANOVA), seguida de
teste de comparacado multipla de Tukey. Para analisar a relagdo entre duas
variaveis numéricas foi utilizado o coeficiente de correlagdo de Pearson.

Para analisar a relagdo conjunta entre as diversas variaveis de
interesse e os dois grupos foi utilizada a Analise de Regressédo Logistica
Multivariada, com critério Stepwise de selec¢ao de variaveis.

A distribuicdo dos genotipos para cada polimorfismo foi avaliada em
relagdo a qualquer desvio do equilibrio Hardy — Wenberg por intermédio do
teste Qui-quadrado.

Foram considerados estatisticamente significantes os resultados cujos
niveis descritivos (valores de p) foram inferiores a 0,05.

Foram usados na elaboracdo do relatério técnico os softwares: MS
Office Excel versao 2000 para o gerenciamento do banco de dados; SPSS
for Windows versao 10.0 — Statistical Package for the Social Science. Para a
execugao dos calculos estatisticos, elaboracéo e edicdo de graficos, tabelas

e redacao usamos o MS OFFICE Word versao 2000.
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O grupo IAM foi constituido por 128 pacientes consecutivos, com
idade < 40 anos, incluidos no periodo de 07/2001 a 11/2003. Esse numero
correspondeu a 9,18% do total de IAM atendidos em nossa Instituicao nesse
periodo. Para constituicdo do grupo controle foram recrutados inicialmente
139 individuos presumivelmente saudaveis, funcionarios do departamento
de manutencdo, trabalhadores que prestam servico a Instituicdo, ou
acompanhantes de pacientes. Todos foram submetidos a teste ergométrico,

que resultou normal em 121 deles, os quais formaram o grupo controle.

4.1 Dados demograficos

Idade, sexo e raga foram similares nos dois grupos. A idade do grupo
IAM variou de 17 a 40 anos, média 34,4 + 4,8 anos. No grupo controle, a
idade variou de 17 a 45 anos, média 34,5 + 4,9 anos. A distribuicdo dos
pacientes no grupo IAM e dos individuos do grupo controle de acordo com a
faixa etaria acha-se expressa na tabela 2. No grupo IAM, 86 pacientes
(67,2%) eram do sexo masculino € no grupo controle, 87 individuos (71,9%).
Em relagdo a cor, 65,4% no grupo IAM eram brancos e 70,0% no grupo
controle. Pacientes de outras ragas corresponderam a 34,6% no grupo IAM

e a 30,0% no grupo controle.
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Os pacientes do grupo IAM apresentaram peso maior e estatura
menor do que os individuos do grupo controle, com IMC de 27,5 + 4,3 kg/m?

e 23,7 +3,4 kg/m? respectivamente (p < 0,001) (Tabela 3).

Tabela 2 — Distribuicdo dos pacientes de acordo com faixas etarias nos

grupos |IAM e controle

Idade
Grupo Controle Grupo IAM TOTAL
anos
17-20 13 (10,7%) 2 (1,6%) 15
21-30 33 (27,3%) 19 (14,8%) 52
31-40 48 (39,7%) 107 (83,6%) 155
41-45 27 (22,3%) 0 (0,0) 27
TOTAL 121 128 249
Tabela 3 — Dados demograficos dos grupos IAM e controle
Grupo Controle Grupo IAM p
Idade (anos) 345+49 34,4+48 0,714
Sexo Masculino 71,9% 67,2%
0,420
Feminino 28,1% 32,8%
Cor Branca 70,1%% 65,3%
Negra 8,5% 6,3%
0,598
Parda 20,5% 27,6%
Amarela 9,0% 8,0%
Peso (Kg) 69,2+ 12,4 76,5+ 15,8 <0,001
Altura (m) 1,71 £ 6,08 1,66 £ 0,10 <0,001
IMC(Kg/m?) 23,7+3,4 27,543 <0,001
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4.1.1 Habitos e qualidade de vida

O grupo controle era formado por individuos com pratica regular de
atividade fisica (no minimo 5 vezes por semana com 1 h de duragao) e que
apresentavam um menor consumo de bebida alcoolica (frequéncia maior
que 2 vezes por semana) que o grupo IAM. O resultado da pesquisa sobre a
auto avaliagado da presenca de estresse mostrou um contingente maior de

“estressados” no grupo IAM (Tabela 4).

Tabela 4 — Habitos e qualidade de vida nos grupos |IAM e controle

Grupo Controle Grupo IAM p

Atividade fisica 93,4 % 394 % < 0,001
Consumo de bebida alcoolica 21,5 % 37,8 % < 0,005
Estresse 29,7 % 75,4 % < 0,001

4.1.2 Fatores de risco

Os pacientes do grupo IAM apresentaram fatores de risco classicos
para o desenvolvimento de doenga aterosclerotica, com excegao de 6 casos.
O tabagismo esteve presente em 81,2% dos casos, diabetes melito em
10,2%, hipertensao arterial em 49,2%, LDL-c alto em 23,4% , obesidade em
31,2% e antecedentes familiares para DAC em 48,4% dos pacientes.

Quarenta e quatro pacientes (34,4%) apresentaram dois fatores de risco, 37
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pacientes (28,9%) trés, 16 pacientes (12,5%), quatro e 6 pacientes (4,7%),
cinco fatores de risco.

O uso de cocaina (7,1%) foi relatado apenas no grupo I|AM.
Entretanto, nenhum paciente a utilizou no dia do IAM ou nos dias
precedentes imediatos.

Os integrantes do grupo controle apresentaram baixa incidéncia de
fatores de risco, a saber: tabagismo, 6,7%, diabetes melito, 0%,
hipertensdo arterial, 0,83%, LDL-c alto, 10,7%, obesidade, 6% e
antecedentes familiares, 13,3%.

Os dados referentes aos principais fatores de risco nos grupos

controle e IAM acham-se expressos na tabela 5:

Tabela 5 — Fatores de risco nos grupos controle e IAM

Grupo Controle  Grupo |IAM p
Tabagismo 6,7% 81,2% < 0,0001
Hipertensao 0,83% 49,2% < 0,0001
LDL-colesterol alto 10,7% 23,4% < 0,0001
Diabetes 0% 10,2% < 0,0001
Antecedentes familiares 13,3% 48,4% <0,016

Obesidade 6% 31,2% < 0,0001
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4.1.3 Dados Bioquimicos

Em relagcdo aos lipides, os pacientes do grupo IAM apresentaram
concentracbes plasmaticas de colesterol total maiores que as dos
individuos do grupo controle (210,7 + 51,3 mg/dl vs 185,8 + 42,9 mg/dl;
p < 0,0001). As concentragcbes plasmaticas de LDL-c foram maiores no
grupo IAM (130,4 £ 41,7 mg/dl vs 111,1 £ 37,0 mg/dl; p < 0,0001). As
concentragdes plasmaticas de HDL-c foram menores no grupo IAM (45,1
13,0 mg/dl) que no grupo controle (55,2 + 14,6; p < 0,0001), as
concentragbes de apo A1 foram menores no grupo IAM (125,2 + 25,9
mg/dl) que no grupo controle (145,5 + 25,3; p < 0,0001), enquanto as de
triglicérides foram maiores no grupo IAM (179,8 £ 104,4 mg/dl vs 95,5 %
45,4 mg/dl; p < 0,0001). Além disso, os pacientes do grupo |AM
apresentaram concentragcdes de apo A1 (125,2 + 25,9 mg/dl) menores que
no grupo controle (145,5 + 25,3 mg/dl; p< 0,0001) e concentragcbes de apo
B maiores (106,3 + 26,6 vs 85,9 + 22,6 mg/dl; p < 0,0001) (Tabela 4).

Os pacientes do grupo IAM apresentaram maiores valores de
glicemia de jejum (110,4 = 51,6 mg/dl) que os do grupo controle (91,3 *
9,7 mg/dl; p < 0,0001). Resultados similares foram encontrados para o
acido urico (6,2 £ 1,8 mg/dl vs 5,2 + 1,3 mg/dl; p < 0,0001) e para o numero
de leucdcitos no hemograma (7.300 £ 2.100 n/m® vs 6.300 £ 1720 n/m3;
p < 0,0001) (Tabela 6).

As médias dos valores do PAI-1 foram 18,5 £ 11,1 U/ml no grupo IAM

e 7,7 £ 6,7 U/ml no grupo controle; (p = 0,0001). As médias da concentragao
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plasmatica de fibrinogénio foram para o grupo IAM 317,6 £ 87,3 mg/dl e para o

grupo controle (270,2 + 70,8 mg/dl; p < 0,0001) (Tabela 6).

Em relagcdo a proteina C reativa ultra-sensivel (PCRus) ndao houve

diferenca significativa entre os dois grupos (grupo IAM 0,37 + 0,58 mg/dl e

grupo controle 0,47 £ 1,65 mg/dl; p = 0,397).

Tabela 6 — Dados bioquimicos e hematoldgicos dos grupos controle e IAM

Grupo Controle Grupo |IAM p
Colesterol (mg/dl) 185,8 +42,9 210,7 £ 51,3 < 0,0001
HDL (mg/dl) 55,2+ 14,6 45,1+ 13,0 < 0,0001
Apo A 1 (mg/dl) 145,5 + 25,3 125,2 + 25,9 < 0,0001
LDL-C (mg/dl) 111,1 £ 37,0 130,4 £ 41,7 < 0,0001
Apo B (mg/dl) 85,9+226 106,3 + 26,6 < 0,0001
Triglicérides (mg/dl) 95,5+454 179,8 £ 104,4 < 0,0001
Glicemia (mg/dl) 91,3+£9,7 110,4 + 51,6 < 0,0001
Acido Urico (mg/dI) 52+13 6,2+1,8 < 0,0001
Leucécitos (n/fmm?) 6270 + 1,720 7.320 £ 2.120 < 0,0001
PAI-1 (U/ml) 7,7+6,7 18,5+ 11,1 < 0,0001
Fibrinogénio (mg/dl) 270,2+70,8 317,6 £ 87,3 < 0,0001
PCRus (mg/dl) 0,47 +1,65 0,37 £ 0,58 = 0,397
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4.1.4 Analise de subgrupos

Na analise de subgrupos, a unica variavel que se correlacionou de
forma significativa com PAI-1 elevado, IMC alto, niveis sanguineos mais
elevados de glicose, acido urico, triglicérides, apo B, fibrinogénio e niveis
sanguineos mais baixos de apo A, foi a presenga de HDL-c baixo. O perfil
dos pacientes com HDL-c baixo evidenciou um contingente maior do sexo
masculino (78,5%, p < 0,01), de tabagistas (63,5%, p < 0,001) e estressados
(64,5%, p < 0,003)

Realizamos concomitantemente analises das variaveis quantitativas
(HDL-c, LDL-c, apo A, e outras) de acordo com as diferentes racas e
também em relagédo ao sexo. Analisamos separadamente os participantes da
pesquisa em dois grupos (brancos e outras ragas) as unicas variaveis que
apresentaram diferenca significante foram colesterol total e altura mais

elevados no grupo dos brancos (Tabela 7)

Tabela 7 — Variaveis que apresentaram diferenca significante entre os

grupos de brancos e outras racas

Variavel Brancos Outras ragas p

Colesterol (mg/dl) | 20294838 190,8 +49,6  <0,0426

Altura (m) . 1,7£0,09 1,6 0,10 <0,0125
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A analise das variaveis de acordo com o sexo evidenciou maiores

valores de triglicérides e menores valores de HDL-c, apo A1 e fibrinogénio

nos homens (Tabela 8).

Tabela 8 — Variaveis que apresentaram diferencga significante entre homens

e mulheres
SEXO
Variavel Masculino Feminino p
Triglicérides (mg/dl) 148,8 + 97,1 119,2 £+ 25,6 < 0,0256
HDL-C (mg/dl) 48,3 £ 14,2 53,6 £ 15,2 < 0,066
APO A 1 (mg/dl) 132,4 £ 25,7 141,00 + 30,6 <0,0280
Fibrinogénio (mg/dl) 2849754 317,9 £ 95,00 <0,0101

Pacientes fumantes apresentaram concentragdes de fibrinogénio

maiores que os nao fumantes (321,4 £ 88,7mg/dl vs 272,6 £ 71,5 mg/dl

(p< 0,0001). A mesma analise em relagédo a presenca do tabagismo foi

realizada para a média dos valores do PAI-1, que nao diferiram entre

fumantes e nédo fumantes (18,8 + 10,9 U/ml vs 16,6 = 12,1 U/ml,

respectivamente (p = 0,06).
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4.1.5 Infarto agudo do miocardio

Os pacientes do grupo IAM apresentaram angina prévia ao evento
agudo em 29,0% dos casos, ou seja, em 71,0% o IAM foi a primeira
manifestacdo de doenca arterial coronaria. O infarto foi de localizagao
anterior em 73 pacientes (57%) e inferior em 55 pacientes (43%). O ECG
inicial do IAM mostrou elevagédo do segmento ST em 125 pacientes (97,7%)

e auséncia de supradesnivel em 3 pacientes (2,3%).

4.1.6 Cineangiocoronariografia

O estudo hemodinamico apdés o IAM foi realizado em todos os
pacientes, com excegao de um que se recusou a realiza-lo. O estudo
cinecoronariografico mostrou que 24 (18,8%) apresentavam coronarias
normais, 21 (16,5%), lesdes discretas (<30%) e o restante, lesdes
moderadas a graves. Os subgrupos coronarias normais e lesées discretas
foram considerados em conjunto. A distribuicdo das lesdes
moderadas/graves revelou 59 (46,4%) pacientes com lesdes uniarteriais; 16
(12,6%) pacientes com lesdes biarteriais e 7 (5,5%) pacientes com lesdes
triarteriais. Nenhum paciente apresentava lesao de tronco. A distribuicao das
lesdes de acordo com a magnitude acha-se exposta no Grafico |. Noventa e
quatro pacientes (73,4%), apresentaram alteracdo da contratilidade regional
consequente ao infarto. A fracdo de ejecao do ventriculo esquerdo apds o

IAM variou de 27,4% a 75%, média de 55,4% + 10,5%.
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Grafico 1 — Distribuicdo das lesdes nas artérias descendente anterior,

circunflexa e coronaria direita de acordo com a magnitude
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LD = lesdo discreta LM = lesdo moderada LG = les&o grave

A analise da topografia das lesdes moderadas e graves mostrou que
91% tinham localizag&o proximal.

Realizamos uma analise de subgrupos em relagéo a presenca de lesdes
discretas (normal + minima) versus lesdes moderadas/graves, a fim de
estabelecer se o0s pacientes com aterosclerose significativa a
cineangiocoronariografia apresentavam perfil metabdlico, genotipico, ou

disfuncdo endotelial vinculada a presenga de lesdes obstrutivas. Estes
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pacientes apresentavam valores de colesterol total, LDL-c, apo B e fibrinogénio

mais elevados em relagéo ao grupo de lesdes discretas (Tabela 9).

Tabela 9 — Variaveis com diferenca significante em relacdo a presenca de

lesbes discretas e moderadas/graves a cinecoronariografia

Lesao Discreta Lesao > 30% o]
Colesterol Total (mg/dl) 195,8 + 43,8 219,2 + 53,7 0,007
LDL-c (mg/dl) 120,1 £ 42,8 136,7 £ 40,2 0,02
apo B (mg/dl) 96,9 + 25,3 111,9 £ 25,8 0,002
Fibrinogénio (mg/dl) 2949 + 81,5 330,9 + 88,0 0,02

Os pacientes com lesdo > 30% nao apresentaram diferengas
genotipicas para os 3 polimorfismos estudados da eNOS (GLU298ASP,
T786C, intron 4) e também para os polimorfismos do PAI-1 e fibrinogénio,
em relagdo aos pacientes com lesdes discretas. Nao houve também
diferenca significante em relacdo a capacidade de vasodilatagdo e aos

valores de nitrato entre os dois grupos.

4.1.7 Reatividade Vascular

Os resultados da reatividade vascular avaliada pelo ultra-som de

artéria braquial mostraram menor vasodilatagdo mediada por fluxo nos

pacientes do grupo IAM em relagéo ao grupo controle: 45,3% versus 14,9%
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com resposta abaixo de 10%. Os valores médios dos porcentuais de

vasodilatagao foram para o grupo IAM 11 + 0,08% e para o grupo controle

16 + 0,08% (p < 0,0001).

Figura 7 — Resultado do exame de reatividade vascular de paciente grupo IAM com

vasodilatagdo = 10%

Grafico 2 — Comparagao dos valores da dilatagdo mediada por fluxo (VMF)

e da dilatagdo mediada por nitratos (VMN), entre os grupos |IAM e controle
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A vasodilatagdo mediada por nitrato maior ou igual a 10% foi
observada em 88% dos pacientes do grupo IAM e em 94% do grupo controle
(p = 0,124). Os valores médios do porcentual de vasodilatagdo mediada por
nitrato foram 17 + 0,07% para o grupo IAM e 18 + 0,07% para o grupo
controle (p = 0,188).

Dentre todos os fatores de risco e variaveis laboratoriais que estavam
alterados no grupo IAM em relagcéo ao grupo controle de forma significante,
0s Unicos que mostraram correlagdo com a redugao da vasodilatagao foram

a presencga de tabagismo e os valores do PAI-1 (Tabela 10) .

Tabela 10 — Associagdo de tabagismo e do PAI-1 com a resposta a

vasodilatacao fluxo mediada

Vasodilatagao fluxo mediada

VARIAVEL <10% > 10% p

Tabagismo 64,7% 35,3% < 0,001

PAI-1 (U/ml) 18,1+ 11,1 11,6 £ 10,0 < 0,001
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4.1.8 Dosagem de nitrato

A dosagem de nitrato mostrou valores mais altos no grupo IAM em

comparagao com o grupo controle (Tabela 11)

Tabela 11 — Valores de nitrato nos grupos IAM e controle

Desvio
Média Minimo Maximo
padrao
Grupo Controle (pmol) 17,3 9,7 6,0 51,5
Grupo IAM (pmol) 20,2 11,8 6,7 91,6

p = 0,006

A analise de subgrupos em relagédo aos valores de nitrato demonstrou
ndo haver diferenca significativa entre as concentragbes de nitrato e a
magnitude da vasodilatagdo no grupo IAM, ou seja, os valores de nitrato
estavam elevados no grupo IAM independente da presenga ou ndo de
vasodilatagdo. Em relagcdo aos individuos do grupo controle, os resultados
menores de vasodilatagao foram observados nos que apresentavam valores

mais baixos de nitrato. (Tabela 12)
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Tabela 12 — Valores de nitrato e vasodilatacdo mediada por fluxo

NO (uMol)

Grupo Vasodilatagcao Média Mediana Desvio MIN MAX p

| <10% 12,8 12,3 39 72 217
Controle ! 0,03
| >10% 18,4 15,7 10,3 6,0 515
, <10% 20,9 17,1 14,1 6,7 916
AM 0,784
' >10% 19,5 17,6 9,5 72 528

Grafico 3 — Grafico de dispersao entre valores de nitrato e vasodilatagao
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4.1.9 Genétipos

GLU298ASP

Na figura 8 podemos observar fragmentos dos gendétipos do

polimorfismo GLU298ASP pela PCR- RFLP

TT TT GG GG TG TG TG 100Bp

Figura 8 — Eletroforese em gel de agarose a 1, 5% apds coloragdo com brometo de
etidio, sob luz ultra violeta. Os fragmentos visibilizados na posigéo 1, 2 caracterizam
0 gendtipo do polimorfismo TT na posicdo 2, 3 caracterizam o gendtipo GG, e nas
posi¢coes 5, 6 e 7 caracterizam o gendtipo heterozigoto TG do gene da eNOS

GLU298ASP e a posicao M mostra uma referencia de fragmentos de DNA (100bp)
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Os resultados relacionados aos genotipos do polimorfismo da 6xido
nitrico sintase endotelial GLU298ASP nao mostraram diferenca significante

entre os grupos IAM e controle (Tabela 13).

Tabela 13 — Gendtipos do polimorfismo GLU298ASP nos grupos controle e

IAM
Genétipos Grupo controle Grupo IAM p
GG 52 (50,0%) 56 (48,7%)
GLU298ASP GT 45 (43,3%) 46 (40,0%) 0,494

TT 7 (6,7%) 13 (11,3%)
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T786C

A figura 9 ilustra um exemplo de fotografia do gel de agarose com os perfis

de fragmentos de restricdo dos gendtpos do polimorfismo T786C.

Figura 9 — Fotografia da eletroforese em gel de agarose a 1,5% apds coloragao
com brometo de etidio, sob luz ultra violeta. Os fragmentos visibilizados no painel
superior nas posicoes 1 a 14 caracterizam o gendtipo do polimorfismo T786C:
controle negativo, CT, CC, TT, CT, CT, controle, padrao molecular de 100 bp, TT,
CT,CC,CT,CT,TT

No painel inferior as posi¢cdes de 1 a 14 caracterizam o gendtipo TT, CT, CC, TT,
CT, CT, controle, padrdo molecular de 100 bp, CT, CT, CT, CT, TT, CT

respectivamente.
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Em relagdo ao polimorfismo T786C houve diferencas significantes
entre os grupos, com maior frequéncia do gendtipo TT entre os integrantes

do grupo IAM (Tabela 14).

Tabela 14 — Gendtipos do polimorfismo T786C nos grupos controle e IAM

Genétipos Grupo controle Grupo IAM p
TT 42 (40,4%) 63 (54,8%)
T786C CT 61 (58,6%) 50 (43,5%) 0,033
cC 1 (0,96%) 2 (1,74%)

intron 4

Na figura 10 estdo ilustrados os fragmentos do gendtipo do intron 4.

Figura 10 - Reprodugdo de fragmentos dos diferentes gendtipos do
polimorfismo do intron 4. Na primeira coluna a presenga do padrdao 4b/4b
(insercdo 27 pb), na segunda coluna o gendtipo 4a/4b, na terceira coluna o

gendtipo 4a/4a (delegao 27 pb)
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O polimorfismo do intron 4 ndo apresentou diferenca significante entre

os grupos (Tabela 15)

Tabela 15 — Gendtipos do polimorfismo intron 4 nos grupos controle e IAM

Genétipos Grupo controle Grupo IAM p
ANAA | 4 (3,9%) 4 (3,5%)
Intron 4 4A/4B 32 (31,1%) 29 (25,2%) 0,600

4B/4AB | 67 (65,0%) 82 (71,3%)
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Devido as diferencas significantes das dosagens de fibrinogénio e
PAI-1 entre os grupos IAM e controle determinamos os polimorfismos
associados ao fibrinogénio (-148C/T e -455 G/A) e ao PAI-1 (- 6754G/5G)
(Figuras 11 e 12), os quais ndo mostraram resultados diferentes entre os

grupos. (Tabelas 16 - 17 - 18)

4.1.10 Polimorfismo do fibrinogénio (-148C/T e -455 G/A)

GA GG GG GA GG GG CN 100 bp

CT CC CC CT C CC CN 100bp

Figura 11 — Fotografia da eletroforese em gel de agarose a 1,5% apés coloragao
com brometo de etidio, sob luz ultra violeta. Os fragmentos s&o visibilizados em
dois painéis : superior e inferior. No painel superior observam-se os fragmentos
relacionados com o polimorfismo do gene do fibrinogénio para a enzima Haelll; na
posicao 1 a 8 encontram-se os gendtipos GA, GG, GG, GA, GG, GG, branco,
padrdo molecular de 100 bp, respectivamente. No painel inferior caracteriza-se o
polimorfismo do gene do fibrinogénio para a enzima Hind Ill; nas posi¢cdes 1 a 8 os
gendtipos CT, CC, CC, CT, controle, CC, branco, padrdo molecular de 100 bp,
respectivamente.
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Tabela 16 — Gendtipos do polimorfismo fibrinogénio -148 C/T (FIBR HIND)
nos grupos controle e IAM

Grupo Controle Grupo IAM P
cC 75 (72,1%) 81 (70,5%)
CT 26 (25,0%) 32 (27,8%) 0,776
TT 3(2,9%) 2 (1,7%)

Tabela 17 - Genotipos do polimorfismo do fibrinogénio —455 G/A (FIBR
HAE) nos grupos controle e IAM

Grupo Controle Grupo IAM P
AA 2 (1,9%) 2 (1,7%)
GA 26 (25,0%) 27 (23,5%) 0,953
GG 76 (73,1%) 86 (74,8%)

Tabela 18 — Genotipos do polimorfismo (-6754G/5G) do PAI-1

Grupo controle Grupo IAM P
4G/4G 16 (15,4%) 23 (20,0%)
4G/5G 45 (43,3%) 47 (40,9%) 0,738

5G/5G 43 (41,3%) 45 (39,1%)
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4.1.11 Polimorfismo do PAI-1

Figura 12 — Fotografia do perfil de separagdo dos fragmentos por sistema de
eletroforese em micro capilar da Agilent 2100 Bioanalyzer utilizando. kit LabChip,
para analise de fragmentos de DNA de até 500 pb. Os perfis de separagao dos
fragmentos de polimorfismo do gene do PAIl estao mostrados nas posigées de 1 a
12 e caracterizam os genétipos: controle, 5g/5g, 4g9/5g, 4g/4g, 59/5g, 59/5g, 59/54,
49/5g, 5g/5g, 5g9/5g, 49/4g, 4gl4g, respectivamente; a posicdo L mostra uma

referéncia de fragmentos de DNA
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4.1.12 Equilibrio de Hardy—Weinberg

Ao analisarmos a distribuicdo de gendtipos para os trés polimorfismos
estudados da eNOS (GLU298ASP, T786C e intron 4) verificamos que as
freqUéncias observadas tanto para o grupo controle como para o grupo IAM
estdo em equilibrio de Hardy—Weinberg, indicando que a populagao
estudada compde um modelo representativo e que os resultados podem ser

seguramente comparados com os de outras populagdes (Tabela 19 ).

Tabela 19 — Equilibrio de HARDY-WEINBERG para os polimorfismos da

eNOS
Polimorfismo da eNOS Grupo controle Grupo IAM
GLU298ASP 0,4657 0,5630
T786C 0,5342 1,6981

INTRON 4 0,0054 0,5003
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A distribuicdo dos gendtipos para os dois polimorfismos do
fibrinogénio estudados (-455 G/A e -148 C/T), tanto para o grupo controle
como para o grupo IAM, estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg, bem como
a distribuicdo dos gendtipos para o polimorfismo do PAI-1 -6754 4G/5G
(Tabela 20).

Tabela 20 — Equilibrio de Hardy-Weinberg para os polimorfismos do
fibrinogénio e do PAI-1

Grupo controle Grupo IAM
-148 C/T 0,1645 0,3333
-455 G/A 0,0051 0,0169
PAI -1 0,5402 2,6415

4.1.13 Resultados adicionais da analise genética

Anadlises descritiva e comparativa das variaveis numéricas com os

polimorfismos do fibrinogénio

Adicionalmente, comparamos as variaveis numéricas estudadas (p. ex:
glicose, triglicérides) com os gendtipos do polimorfismo -455 G/A (fibr Hae) e
-148 C/T (fibr Hind). Assinale-se que o0s gendtipos obtidos desses
polimorfismos, para efeito de analise estatistica, foram agrupados de acordo
com o alelo mutante. Assim, para o polimorfismo -455 G/A (fibor Hae) as
variaveis numéricas foram comparadas entre os genétipos (GG vs GA + AA) e

para o polimorfismo -148 C/T (fibr Hind) entre os gendtipos (CC vs CT + TT).
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Polimorfismo -455 G/A (fibr Hae)

Para esse polimorfismo, a Unica variavel que mostrou correlagao
significativa foi a trigliceridemia que se associou com os genétipos (GA + AA)

no grupo IAM, (Tabela 21)

Tabela 21 — Associagdao do polimorfismo -455 G/A com trigliceridemia no

grupo IAM
Polimorfismo — 455 G/A Trigliceridemia p
“‘GG” 170,9 £ 101,2
0,047
“GA + AA” 211,0£ 12,7

Polimorfismo -148 C/T (FIBR HIND)

Ndo encontramos para esse polimorfismo nenhum resultado

significante entre as variaveis numéricas e os genétipos (CC vs CT + TT).
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Analises descritiva e comparativa das variaveis categéricas com os

polimorfismos do fibrinogénio.

Em relagdo as variaveis categéricas estudadas realizamos também
comparagdes relacionadas ao polimorfismo -455 G/A (fibr Hae) e -148

(fibr Hind).

Polimorfismo -455 G/A (fibr Hae)

A comparagao das diversas variaveis categoricas com os genétipos

(GG vs GA + AA) nao mostrou nenhuma associacgéao significante.

Polimorfismo -148 C/T (fibr Hind)

A comparagao das variaveis categoricas com os gendétipos -148 C/T
Fibr Hind (CC vs CT + TT) mostrou associagdo significante com o
polimorfismo -455 G/A (fibor Hae), tanto no grupo IAM quanto no grupo
controle. Os resultados dessas comparagdes acham-se expressas nas

tabelas 22 e 23.

Tabela 22 — Comparacéao das variaveis categoéricas com o genétipo -148 C/T

(FIBR HIND) no grupo controle

-455 G/A 148 CIT
cC CT/TT =
AA/GA 0 (0,0%) 28 (96,5%)

GG 75 (100,0%) 1(3,4%) < 0,01
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Tabela 23 — Comparacéao das variaveis categoéricas com o genétipo -148 C/T
(FIBR HIND) no grupo IAM

-455 G/A 148 CIT
cc CT/TT =
AA/GA 0 (0,00%) 29 (85,2%) < 0,001
GG 81 (100,0%) 5 (14,7%)

Polimorfismo do PAI-1

As variaveis numéricas nao mostraram correlagao significante com os
genotipos do PAI-1 (4g/4g + 4g/5g vs 5g/5g) para os grupos controle e IAM.
A mesma falta de correlag&o significante foi observada entre os gendétipos do

PAI-1 e as variaveis categoricas.
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Polimorfismo da eNOS GLU298ASP

Para o polimorfismo GLU298ASP foram comparadas as variaveis
numeéricas (p. ex: glicose, triglicérides) e os gendtipos (GG vs GT + TT) para
o0 grupo controle e IAM, separadamente. A uUnica variavel numérica que
mostrou correlagao foi a glicose com a combinagao (GT + TT) no grupo IAM

tabela 24.

Tabela 24 — Associagao do polimorfismo GLU298ASP com niveis de glicose

Polimorfismo Glicose (média) P
GLU298ASP (GG) 101,7 + 33,2 (mg/dI)
0,049
GLU298ASP (GT + TT) 119,9 £ 66,1 (mg/dl)

Em relagdo as variaveis categoéricas (p. ex: tabagismo, polimorfismo)
houve associacao significante com a presenca de diabetes no grupo I1AM

conforme exposto na tabela 25.

Tabela 25 — Associacao do polimorfismo GLU298ASP com diabetes.

Genétipo P

Diabetes GG GT/TT

NAO 54 (96,4%) 49 (83,0%)
0,019
SIM 2 (3,6%) 10 (17,0%)
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A associacdo entre o polimorfismo da eNOS, GLU298ASP e o

T786C foi significante, tanto no grupo controle como |IAM (Tabelas 26 e 27).

Tabela 26 — Associagao entre GLU298ASP E T786C — Grupo controle

GLU298ASP
T786C GG GT/TT P
TT 27 (51,9%) 15 (28,8%)
0,016
CT/CC 25 (49,1%) 37 (71,2%)
Tabela 27 — Associacgao entre GLU298ASP E T786C no grupo IAM
GLU298ASP
T786C GG GT/TT P
TT 40 (71,4%) 22 (37,3%)
< 0,001

cT/cC 16 (28,6%) 37 (62,7%)
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Polimorfismo da eNOS T786C

Em relacdo ao polimorfismo T786C nenhuma variavel numérica
mostrou correlagdo significante com qualquer gendétipo. Entretanto em
relagdo as variaveis categodricas houve correlagao positiva entre a presencga

de hipertensao e genétipos “TT” (Tabela 28).

Tabela 28 — Associagao entre o gendtipo TT e hipertensao arterial

Polimorfismo eNOS T786C

Hipertensao TT CT/CC P
NAO 27 (43,0%) 33 (63,3%)
0,028
SIM 36 (57,0%) 19 (36,7%)

Polimorfismo eNOS intron 4

A analise comparativa das variaveis numéricas e os gendtipos do
polimorfismo intron 4 (4b/4b vs 4A/4A + 4A/4b) ndo mostrou nenhuma
correlacao significante. As comparag¢des das variaveis categoricas entre os
gendtipos do polimorfismo do intron 4 (4b/db vs 4A/4A + 4A/4b) para

controles e pacientes n&o evidenciaram nenhuma correlagéo significante.
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4.1.14 Regressao Logistica

Os gendtipos do polimorfismo GLU298ASP, T786C e intron 4 foram
analisados com as variaveis dependentes vasodilatacdo fluxo mediada,
vasodilatacao nitrato mediada, valores de nitrato e presenca de hipertensao.

Os resultados das andlises de regressao logistica mostraram
correlacao significativa dos haplétipos e a presenga de hipertensao no grupo
IAM. Os pacientes com polimorfismo T786C e com haplétipos TT e
GLU298ASP com haplétipos GG possuem 9,8 vezes mais risco (IC95%
1,12-85,65) de apresentar hipertensdo que os com haplétipo CT e TT,
respectivamente. Pela anadlise de alelos, obteve-se correlagdo significante
com a presencga de hipertensdo no grupo IAM. Os pacientes sem o alelo “C”
do polimorfismo T786C e com o alelo “G” do GLU298ASP tém,
respectivamente 2,2 vezes (IC95%: 1.02 — 4.64) e 6,6 vezes mais risco de
apresentar hipertensdo que os com alelo “C” do T786C e sem alelo “G” do

GLU298ASP (Tabela 29).
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Tabela 29 — Resultados das analises de regressao logistica multivariadas

sobre a influéncia dos polimorfismos T786C E GLU298ASP na variavel de

interesse hipertensao arterial — grupo IAM

Variavel Variavel Niveis de P-Valor O.R IC 95% O.R.
Dependente Independente Comparagao (n)
Hipertensdo=S Haplétipos TT e GG (ref) (40)  -—-- 1,00 -
(n = 115) T786C/GLU298ASP TT e GT (20) 0,460 1,52 0,50 - 4,61
TTeTT (3) 0,480 0,41 0,03 -4,89
CT e GG (16) 0,241 0,49 0,15-1,61
CT e GT (25) 0,583 0,76 0,28 — 2,06
CTeTT(9) 0,040 0,10 0,01- 0,90
CCeGT (1) 0,991 0,00 0,00 — 999,0
CCeTT (1) 0,991 0,00 0,00 — 999,0
Hipertensdo=S Alelos Alelo C/ Nao AleloC  0.045 0.46 0.22-0.98
(n = 115) T786C/GLU298ASP Alelo T/ Ndo Alelo T 0.987 999.0 0.00-999.0
Alelo G/ Nao Alelo G 0.023 6.55 1.30 - 32.90
Alelo T/ Nado Alelo T  0.662 1.19 0.55-2.60

As analises de regressao logistica entre Intron 4 e GLU298ASP com

as variaveis vasodilatacdo fluxo mediada, vasodilatacdo nitrato mediada e

nivel sérico de nitrato, nos grupos controle e IAM ndo mostraram relagéao

significativa dos haplétipos e nem dos alelos com as variaveis dependentes

estudadas.



5. DISCUSSAO




Discussdao 99

Os dados demograficos do grupo IAM mostraram maior proporgao do
sexo masculino, achado comum na maioria das publicagdes sobre IAM em
jovens"¥. Outro dado comum a literatura &€ a maior prevaléncia de brancos
(65%), apesar da grande miscigenacgéo racial existente em nosso pais(ez).
Em nossa casuistica, o grupo de jovens com IAM apresentou estatura mais
baixa que a do grupo controle, resultado singular também observado por

WALKER (%),

5.1 Fatores de risco

Em relagdo aos fatores de risco, a grande maioria (95%) dos
pacientes apresentou pelo menos um fator de risco considerado classico
(obesidade, hipertensdo arterial, diabetes, tabagismo, LDL-c alto,
antecedentes familiares). Resultado semelhante foi encontrado em outros

(116,117,118) : ; = .
estudos . Entretanto, Nixon e Cheiltlen ndo observaram numero
relevante de pacientes jovens com IAM e fatores de risco convencionais,
sugerindo outras condigdes que nao a aterosclerose como causa do

infarto(1%120),
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Os dados do Bogalusa Heart Study evidenciaram que indice de
massa corpoérea, pressao arterial, concentracao serica de colesterol total,
triglicérides, LDL colesterol e HDL colesterol associaram-se fortemente com
a extensdo das lesbes arteriais coronarias. Nesse estudo, pacientes com
0, 1, 2 e 3 ou 4 fatores de risco apresentaram, respectivamente, 1,3%, 2,5%,
7,9% e 11% de superficie intimal coberta com estrias gordurosas nas

(121 Estudos epidemioldgicos tém estabelecido que fatores de

coronarias
risco multiplos aumentam a probabilidade de eventos cardiovasculares, vez
que podem interagir e influenciar a morbidade e a mortalidade!"?". Além
disso, o escore de fator de risco em um dado paciente mostrou-se preditor
independente de disfungao endotelial'??.

A frequéncia de 81,2% de pacientes tabagistas no grupo IAM foi
similar a observada na maioria dos estudos, que apontam o tabagismo como

s(496263123124) ‘Hinertensgo arterial

o principal fator de risco em adultos joven
foi detectada em 49,2% dos pacientes do grupo IAM. A literatura ndo aponta
a hipertensdo arterial como fator de risco relevante no IAM em
jovens©3117:125128) ' Esses trabalhos referem que a hipertensao arterial, para
induzir a aterosclerose, necessitaria tempo de ocorréncia maior do que a
observada em pacientes jovens com |IAM. Entretanto, em nosso meio, Conti
et al relataram resultados similares aos encontrados neste trabalho,
sugerindo que a hipertensao arterial possa ser fator de risco relevante para a
populacado jovem brasileira®?.

A presencga de antecedentes familiares para DAC precoce, em 48,4%

dos pacientes, é similar a encontrada nas séries de Uhl e Hoit, indicando um
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forte componente genético para ocorréncia de IAM em jovens®16).

Entretanto, nos estudos de Wolfe e Gohlke, antecedentes familiares nao

constituiram fator de risco significante'?129),

A baixa prevaléncia de
diabéticos (10,2%), em relacdo aos outros fatores de risco neste estudo, é
achado habitual na maioria dos estudos da literatura mundial; entretanto, é
maior que a prevaléncia na populagéo geral brasileira, em torno de 7,5%1%).
E relevante o fato que os pacientes do grupo |IAM apresentaram maiores
valores de glicemia em jejum.

Finalmente, merecem destaque os fatores de risco relacionados aos
lipides. Os resultados deste estudo mostraram no grupo IAM, em
comparagao com o grupo controle, valores mais altos de LDL-c, apo B e
triglicérides e valores mais baixos de HDL-c e apo A. A participagcédo da LDL
na génese da DAC prematura é controversa. Alguns estudos mostraram que
a maioria dos pacientes jovens com IAM apresentava LDL-c alto,
correlacionando os valores com a gravidade da aterosclerose!!30:131:132.133.134)

039 E provavel que maiores valores de

enquanto outros mostraram o invers
LDL-c ndo tenham sido encontrados em nossa casuistica pela exclusao dos
pacientes jovens com IAM e hipercolesterolemia familiar conhecida. A apo B
plasmatica, que reflete o numero de particulas de VLDL e LDL no plasma,
parece ser o melhor preditor de extensdo da DAC!"®),

A ocorréncia de maiores valores de triglicérides neste estudo esta de

52,137,138,139,140) E pOSS|’V€| que a

acordo com varios trabalhos da literatura'
hipertrigliceridemia tenha papel importante na génese do IAM em jovens.

Triglicérides podem atuar diretamente na parede arterial, propiciando a
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formagdo de lesdes ateroscleréticas e influenciar o metabolismo e a
composicdo das LDL (LDL densas e pequenas estdo freqlentemente
associadas a hipertrigliceridemia). Além disso, triglicérides podem atuar na
fissura da placa, onde funcionam como substrato para reacbes com radicais
livres envolvendo o “core” lipidico central, e levar a formagao de trombo pela
inducdo de estado pro-coagulante, observado em pacientes
hipertrigliceridémicos41:142:143)

Niveis baixos de HDL-c constituem fator de risco preponderante no
IAM em jovens, principalmente quando associados a hipertrigliceridemia‘'*4149),
Niveis plasmaticos baixos de HDL-c e de apoliproteina Al e All contribuem
fortemente para a discriminacdo entre jovens com e sem IAM, o que foi
confirmado em nossa casuistica.

Neste estudo, o grupo IAM apresentou valores mais altos para o PAI-1
e fibrinogénio que o grupo controle. PAI-1 elevado foi considerado em muitos
trabalhos fator de risco para doenga coronaria e para IAM, especialmente em
pacientes jovens*¢'") As concentragdes plasmaticas do PAI-1, refletem a
acao de fatores ambientais e genéticos. Entre os fatores ambientais que
estiveram presentes em nosso estudo e que poderiam influenciar as
concentragdes de PAI-1, destacam-se: tabagismo, indice de massa corpérea,
niveis séricos de triglicérides e colesterol. O PAI-1 é utilizado como indicador
de disfuncdo endotelial na medida em que seu aumento possa ocorrer pelo
dano ao endotélio. Entretanto, existe consenso que o aumento do PAI-1 pode
nao ser especifico para célula endotelial, pois pode aumentar devido a células

nao endoteliais, ou influenciado por outros estados patoldgicos!'*®.
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Em relagéo ao fibrinogénio, uma série de fatores ambientais, presentes
no grupo IAM, influenciam sua concentragcdo plasmatica: indice de massa
corporea, concentragdes plasmaticas de LDL colesterol, tabagismo,
sedentarismo, hipertensao arterial. Atividade fisica e aumento do HDL-
colesterol podem reduzir as concentragdes de fibrinogénio. Varios estudos
epidemioldgicos correlacionaram o fibrinogénio com a DAC, como o Lengh
Clinical Unit, o Northerick, o de Goteborg, de Framinghan e os estudos ARIC e
PROCAM1.7273.741491%0) - 3 fibrinogenio, além de ser fator de risco maior e
independente para doenga coronaria, esta associado com os tradicionais
fatores de risco cardiovascular, sugerindo que o aumento do mesmo pode ser o
mecanismo pelo qual tais fatores exercam seu papel. Alguns estudos
correlacionaram o aumento do fibrinogénio com o tabagismo, pois cerca de
50% dos tabagistas com doenga arterial coronaria apresentavam

0®81%) Merece destaque que

concentracdes elevadas de fibrinogénio plasmatic
neste trabalho a concentragao plasmatica de fibrinogénio esteve associada com
lesdes maiores que 30% observaveis a cineangiocoronariografia.

Pelos dados expostos, pode-se admitir que os pacientes do grupo
IAM estivessem sob risco trombdtico aumentado, pois apresentavam
aumento das concentragbes plasmaticas de PAI-1 e fibrinogénio,
provavelmente influenciados pelo tabagismo, que também induz ativacéo
anormal das plaquetas circulantes, favorecendo a ocorréncia de trombose

0!"%?). Presume-se que o efeito do tabagismo no

e/ou vasoespasmo coronari
nivel plasmatico de PAI-1 se relacione com sua influéncia nos triglicérides e

na resisténcia a insulina, visto que existe relacado entre essas variaveis.
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Quando decidimos estudar pacientes jovens com |AM, a suposigao
inicial era que constituissem grupo com numero reduzido de fatores de risco
convencionais para DAC, pois a maioria deles é tempo dependente.
Entretanto, os dados deste trabalho e os da literatura apontam para
significativa presenca de fatores de risco, sugerindo que o IAM em jovens
seja manifestacdo precoce de processo aterosclerotico. Além disso, tais
caracteristicas dos pacientes jovens com IAM (presenca frequente de
tabagismo, LDL-c alto, apo B alta, HDL-c baixo, apo A baixa, PAI-1 elevado
e fibrinogénio alto), permitiriam supor que a possibilidade de agressado ao
endotélio, com graus variaveis de disfuncado endotelial, fosse muito alta.

A presenca significante de fatores de risco classicos no grupo IAM
como hipertensdo, tabagismo, obesidade, diabetes, niveis maiores de
glicemia, aliado a um perfil lipidico alterado (colesterol total alto, LDL-c alto,
HDL-c baixo, apo A1 baixa, apo B alta, hipertrigliriceridemia) sugere
fortemente uma sindrome pluri metabdlica. Apesar de nao ter sido avaliada
neste estudo, existe associagao forte entre 6xido nitrico, disfungédo endotelial
e resisténcia a insulina. O estimulo de incorporagao de glicose pelo musculo
esquelético e pelo tecido adiposo pode ser dependente do oxido nitrico,
enquanto a presenca da oxido nitrico sintase induzivel é fundamental para o
desenvolvimento da resisténcia a insulina’®®. A insulina exerce uma
significante acao antiinflamatéria e o estado de resisténcia a insulina esta
associado com o estresse oxidativo, geracdo aumentada de espécies
reativas de oxigénio e reducdo da biodisponibilidade do oxido nitrico

acarretando disfuncéo endotelial'®*.
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5.2 Caracteristicas do infarto

A grande maioria dos pacientes (71%) nao apresentou angina prévia
ao infarto, caracteristica essa também encontrada em outros estudos,
confirmando a observagdo que nos individuos jovens o IAM é a primeira
manifestacdo de doenca coronaria®12%),

Nesta casuistica, o IAM anterior foi discretamente mais prevalente
que o IAM inferior. Este resultado esta de acordo com o estudo de Branco et
al, porém em divergéncia com o de Hoit, que encontrou maior proporg¢ao de
IAM inferior (63, 155). A analise do ECG evidenciou que o IAM com supra
desnivelamento do ST é nitidamente mais freqliente que o IAM sem essa

caracteristica (97,7% X 2,3%). Resultados semelhantes foram encontrados

na literatura®?.

5.3 Cineangiocoronariografia

Os achados cinecoronariograficos frequentes de artérias normais ou
com lesbes minimas s&o comuns na maioria dos estudos que avaliaram jovens
com |AM®“983196157.1%8) * A gita taxa de corondrias normais ou com lesdes
minimas talvez seja a principal responsavel pela baixa manifestagdo de angina
prévia ao infarto. As possiveis explicagdes para o IAM com coronarias normais
sdo0 o vasoespasmo e/ou a formacao de trombo, fendbmenos suscetiveis de

ocorrer em pacientes tabagistas com PAI-1 e fibrinogénio elevados. Destaque-
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se o fato de que doentes com artérias coronarias angiograficamente normais
podem ter anomalias coronarias nao detectaveis pelo método, e que poderiam
predispor ao espasmo e/ou trombose com lise posterior do trombo('®®. Além
disso, deve-se realcar que a angiografia pode ndo ter conseguido detectar
lesbes precoces devido ao remodelamento existente nessas lesbes, com
preservacio do limen do vaso®®®.

Apesar da alta incidéncia de coronarias normais na populagao jovem
com |IAM, que diverge da observada na populagao geral (3%), varios estudos
evidenciaram predominio de pacientes com aterosclerose significativa a
cineangiocoronariografia®'?®®. Em geral, as lesdes coronarias discretas
nesses estudos eram complexas e proximais, o que pode explicar sua rapida
progressao (placa rota, placa complicada ou ambas), mais do que um
processo gradual. Estes dados estdo de acordo com os deste estudo, que
mostraram para as lesdes moderadas ou graves localizagdo proximal em
91% dos casos.

A maior freqiéncia das lesbes na artéria descendente anterior,
seguida da coronaria direita, foi similar a observada em outros estudos('®®.
Em nenhum paciente foi encontrada lesdo de tronco, resultado comum
também na literatura mundial'?").

O achado de disfuncao ventricular esquerda sistélica importante em
varios pacientes, apesar de se tratar na maioria dos casos de lesdes

uniarteriais, resultou provavelmente de sua localizacdo proximal em vaso

importante.
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5.4 Endotélio

Os pacientes do grupo IAM apresentaram redugdo significante da
capacidade vasodilatadora observada no ultra-som de artéria braquial, em
comparagdo com o grupo controle, sem diferenca em relagdo a
vasodilatagdo mediada por nitrato, denotando uma fungdo integra da
camada muscular em ambos os grupos. Esses resultados indicam a
presenca de disfuncédo endotelial.

Ressalte-se que em alguns trabalhos, como o de Zhang os pacientes
com aterosclerose coronaria apresentaram reducdo da capacidade
vasodilatadora fluxo-mediada e também apdés estimulo com nitrato (VMN),
denotando disfungcdo associada da camada muscular, que pode ser
explicada pelo préprio processo de aterosclerose, a qual acarretaria
alteragdes da arquitetura e remodelamento funcional da parede

(%5.178) " Entretanto, este resultado nao foi por nds observado. A

vascular
maioria dos pacientes deste estudo apresentava aterosclerose (81,2%).
Disfuncao endotelial acentuada foi observada tanto em pacientes com
lesdes coronarias importantes como discretas. Pode-se especular a
existéncia, neste estudo, de associagao entre disfuncdo endotelial, redugao
da capacidade vasodilatadora e ocorréncia do IAM. Por outro lado, o proprio
IAM esta associado com piora da fungao vasodilatadora, tanto na regidao do
infarto, como no miocardio perfundido por artérias normais!’®. Esses

resultados sugerem associacado entre disfungdo endotelial, aterosclerose e

IAM em jovens.
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Todos os fatores de risco classicos para doencga cardiovascular
associam-se a disfuncdo endotelial. Alteragdo vasomotora do endotélio foi
encontrada na hipercolesterolemia, hipertensao arterial sistémica, diabetes
melito, histéria familiar precoce para DAC e tabagismo.

A disfuncdo endotelial presente na  hipercolesterolemia envolve
aumento na degradacao do NO, diminuicdo da sintese de NO, e aumento na
producdo do anion superoxido induzido pela hipercolesterolemia. Além da
acdo especifica sobre o sistema da sintese de NO!"®” as LDL oxidadas
podem exercer efeitos diretos no sistema de sinalizagdo do NO, envolvendo
proteina quinase C e proteina G, bem como levar a aumento da apoptose
endotelial e diminuicdo da densidade capilar no miocardio, podendo causar
disfuncdo miocardica por queda da reserva de fluxo coronario™*'%. Além
disso, existem mecanismos especificos pelos quais o colesterol e espécies
reativas de oxigénio regulam a formacgéo da cavéola, a expressao da eNOS e
as interacdes caveolina-eNOS, que podem modular a fungdo endotelial'®".

O HDL-c melhora e reverte a disfuncdo endotelial por diversas
propriedades, principalmente antioxidante, cuja importancia é realgada pela
observagdo de que a geragao de anion superoxido parece ser o principal
mecanismo da disfuncdo endotelial’®®. O HDL-c ndo somente restaura o
comprometimento da sintese de NO nas células endoteliais expostas aos
lipides aterogénicos, como atua diretamente nas plaquetas, induzindo a
sintese enddgena de NO. Relagdo inversa entre HDL-c e fator von
Willebrand também foi observada, sugerindo que a inibicdo da expressao
desse importante fator de adesao e agregacao plaquetarias contribua para o

menor risco trombdtico em pacientes com HDL-c elevado!'®?).
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Em cultura de células, LDL-c e LDL glicada reduzem a formacéao de
tPA e aumentam a geragdo de PAI-1, determinando aumento do risco
trombdético. O HDL-c reverte esse efeito, restaurando a expressao normal de
tPA e PAI-1. Além disso, o HDL-c reduz a atividade inflamatéria via inibicao
do NFKB e diminuigdao do estimulo apoptdico induzido pela LDL oxidada, e
favorece a neo-endotelizacgo!'®. No trabalho de Lupatteli, a dilatacdo
mediada pelo fluxo avaliada pelo ultra-som mostrou-se comprometida nos
pacientes com HDL-c < 40 mg/dl, que se revelou preditor independente da

165) Um outro estudo

disfuncdo endotelial em analise de regressao multipla(
demonstrou que o HDL-c pode doar colesterol a cavéola endotelial,
prevenindo a translocagcdo da enzima 6xido nitrico sintase endotelial e sua
perda de sensibilidade induzida pela LDL"%¥,

A hipertrigliceridemia também pode afetar a fungdo endotelial. Os
mecanismos envolvidos na disfuncdo endotelial em pacientes com
aumento dos triglicérides podem relacionar-se diretamente com o
aumento da concentracdo plasmatica da dimetilarginina assimétrica
(ADMA), um inibidor endégeno do NO. De fato, homens jovens com
hipertrigliceridemia apresentaram disfuncao endotelial avaliada pelo ultra-
som de artéria braquial, e essa disfungcdo associou-se a maiores niveis
plasmaticos de ADMA(1%9),

A hipertensao arterial reduz a vasodilatacdo endotélio dependente.
Essa condicado, freqiente no grupo IAM, pode acarretar diminuicdo da

producado basal ou da liberagao de NO, provavelmente devido a deficiéncia

de L-arginina, reducdo da fungdo de receptores muscarinicos,
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anormalidades dos sinais de transducdo e inativacado do NO por espécies
reativas de oxigénio!'%7:1%®),

Outro aspecto relevante do grupo IAM foi a presenca de antecedentes
familiares positivos para DAC precoce. Em estudos com ultra-som de artéria
braquial, a presenca desse fator de risco mostrou-se preditor de resposta
vasomotora endotélio dependente anormal!'®.

Entre os fatores de risco, o resultado mais expressivo relacionou-se
ao tabagismo. O tabagismo leva a disfuncao endotelial por multiplas causas.
No fumante, ha denudacao endotelial e descamacéao das células endoteliais.
As acdes da nicotina sobre o endotélio vascular podem estar relacionadas a
expressao funcional de receptores nicotinicos de acetilcolina. A nicotina,
atuando nesses receptores, modularia a mobilidade, configuracao,
proliferacdo e diferenciacado celular, assim como a liberagao de fatores de
crescimento, entre os quais o fator de crescimento derivado de plaquetas e o
fator mitogénico tecidual, envolvidos no controle do tébnus vasomotor e
trombogenicidade. A nicotina reduz a sintese de prostraciclina pelo endotélio
sem afetar a sintese de tromboxano A2. O desequilibrio na relagao
prostaciclina/tromboxano leva a predominio do efeito do tromboxano nas
artérias coronarias e, finalmente, a redugao da produgao de NO.

Em varios estudos, o tabagismo associou-se a redugdo da
vasodilatagcao endotélio dependente, tanto na artéria braquial como nas

(170.171.172) Entretanto, outros estudos ndo mostraram relagdo entre

coronarias
tabagismo e redugdo da vasodilatagdo e da produgcédo de Oxido

nitrico"">174175176) ' A'mesma controvérsia existe em relagdo a expressao da
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eNOS com o tabagismo!'"7178179180) Em nossa casuistica, os tabagistas
apresentaram vasodilatagdo reduzida em comparagdo com 0s nao
tabagistas (64,7% X 35,3% dos casos; p < 0,001).

A dosagem da proteina C reativa ndo mostrou diferenca significante
entre os grupos. Esse resultado encontra-se em desacordo com a
literatura, haja vista que hoje a PCR é considerada um marcador de
disfuncdo endotelial. Estudos recentes mostraram que a PCR, além de
marcador de inflamacao, pode contribuir diretamente para a disfungcao
endotelial, pois a exposicdo dessas células a PCR diminui a producgéao
endotelial de NO e reduz a expressao da eNOS, por diminuir a estabilidade
do RNAmM!"®". Como no grupo IAM haviam varios fatores de risco que
cursam com disfuncao endotelial, era de se esperar que a PCR estivesse
mais aumentada nesse grupo, o que nao ocorreu. Uma das possiveis
explicagcdes é a grande variabilidade dos métodos de analise, além de ter
sido utilizada uma unica avaliacao.

A presencga de PAI-1 elevado correlacionou-se de forma significativa
com a redugdo da vasodilatagdo. Neste estudo, os pacientes com
vasodilatagdo <10% ao US apresentaram valores médios de PAI-1 de
18,1 £ 11,1 U/ml, enquanto em aqueles com resposta vasodilatora normal
os valores de PAI-1 foram de 11,6 + 10,0 U/ml (p < 0,001). Uma das
possiveis explicagdes para esse fendbmeno é o fato de o PAI-1 ser uma
proteina de fase aguda, que pode aumentar como resposta a inflamagéao
ou a injuria. Diversas citocinas inflamatdrias, como a interleucina-1, TNFa-2

e TGFB, podem estimular a produgdo de PAI-1. Por outro lado, o préprio
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PAI-1 pode estimular a sintese de citocinas. A outra explicacdo para a
associagao entre PAI-1 elevado e redugao da vasodilatacido dependente do
endotélio engloba conceitos fisiopatolégicos que poderiam ser
responsaveis pela propria génese do IAM em jovens. Postula-se que a
aterosclerose, bem como os fatores de risco associados, induziriam graus
variaveis de disfuncdo endotelial nas artérias coronarias. A presenca de
endotélio disfuncional acarretaria desequilibrio na capacidade fibrinolitica
da circulagédo coronaria, com redugéo da liberagcdo de tPA e elevagao das
concentragbes plasmaticas de PAI-1. Esse conceito foi considerado no
estudo de Newby et al que mostrou forte associagdo entre ruptura da
placa, tabagismo e reducdo da capacidade fibrinolitica local, indicando
haver uma ligacdo entre fibrindlise enddgena, disfuncdo endotelial e
aterotrombose na circulacdo coronaria‘'8?).

Assim como no estudo de Jambrik e Suwaidi nao houve em nossa
casuistica associacao entre disfungao endotelial e extensao e magnitude das
lesdes corondrias documentadas angiograficamente('8184),

Estudos diversos apontaram que a disfuncdo endotelial aumenta
com a idade('®. De outra parte, Sorensen at al., mostraram que a
disfuncdo endotelial na artéria braquial e na coronaria foi mais
significante em adultos jovens que em faixas etarias mais elevadas!'®®.
Tais achados, associados com os resultados deste estudo, sugerem que
o ultra-som de artéria braquial poderia identificar individuos jovens

assintomaticos sob risco de DAC complicada, levando a adogao de

estratégias preventivas primarias‘'®”).
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5.5 Genética

A aterosclerose € uma doenga poligénica na qual ha interacdo de
fatores herdados e ambientais. Determinados polimorfismos genéticos
podem estar associados com a doenga em algumas populagdées, mas néo
em outras. Varios estudos ja tentaram correlacionar a aterosclerose com
fatores genéticos. Entretanto, a maioria correlacionou a presenga ou néo de
aterosclerose com diversos polimorfismos de genes que regulam a
aterogénese, com resultados inconsistentes. A falta de correlagcdo entre o
polimorfismo e os fendtipos pode ser explicada pela participacdo de outras
influéncias vasoativas!'®23%9).

A escolha de um grupo de adultos jovens com IAM para avaliar a
influencia de fatores genéticos na DAC baseou-se em algumas premissas:
1) os fatores de risco classicos estdo menos presentes, ou tiveram menos
tempo para atuar nesse grupo, tornando os estudos genéticos mais
consistentes; 2) a presenca do IAM pode facilitar a percepgcao de alteragoes
genéticas que ndo se manifestariam em condi¢des normais, tornando-se
porém aparentes sob o estresse do IAM; 3) diversos estudos que avaliaram
a funcao endotelial no IAM em jovens concluiram que a disfuncédo endotelial
constitui a causa basica desse evento!'#189),

A escolha da eNOS como gene candidato baseou-se em algumas
evidéncias: 1) Nos vasos acometidos por aterosclerose a vasodilatagao

dependente do endotélio estda comprometida. 2) Essa vasodilatagado

deficiente pode em parte ser atribuida a redugao da atividade da eNOS.
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3) A eNOS apresenta pelo menos 11 polimorfismos descritos, sendo que 3
deles (GLU298ASP, T786C e intron. 4) estao correlacionados com a DAC e
seus fatores de risco. Em consequiéncia, esses polimorfismos funcionais em
um gene candidato devem ser alvos primarios de estudos epidemiologicos
de possivel associagado com risco de doencga aterotrombdética vascular.

Esperar-se-ia, portanto, que variagdes genéticas da eNOS estivessem
presentes de forma significativa em nossa casuistica. Entretanto, os
resultados, ndo demonstram para os 3 tipos de polimorfismos de o6xido
nitrico sintase endotelial avaliados (GLU298ASP, - T786C, intron-4) qualquer
diferenca significativa entre o grupo IAM e o grupo controle, ressalte o fato
que para o polimorfismo T786C houve um maior contingente do genétipo TT
(normal) no grupo IAM.

Na literatura, o polimorfismo GLU298ASP foi 0 que mais se associou
com a DAC, o IAM e a disfuncédo endotelial, muito embora sem resultados

s(%9) A substituicdo do residuo 298 de glutamato por aspartato no

conclusivo
exon 7 foi descrita como responsavel pela reducao da atividade da eNOS, e
pela reduzida geragao de o6xido nitrico vascular, uma vez que a eNOS é
mais suscetivel a clivagem em individuos homozigotos para essa variante.
Recentemente, meta—analise de 26 estudos envolvendo 23028 individuos
mostrou que os homozigotos para o alelo ASP 298 apresentavam risco
moderado para DAC (31%)'%?). Ademais, outros estudos, bem planejados
forneceram resultados opostos, confirmando nossos achados. No estudo

GENICA Rossi et al ndo encontraram associacdo entre o polimorfismo

GLU298ASP e a presenca de coronariopatia definida angiograficamente“g”.
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Os resultados negativos da associagao desse polimorfismo com a DAC
poderiam ser explicados por duas hipéteses: 1) a troca de glutamato por
aspartato é provavelmente conservadora; 2) os estudos que analisaram a
constante de Michaelis (KM) e a velocidade maxima limitante (V max) para
as enzimas recombinantes ASP298 e GLU298 nao mostraram diferencas
significantes®).

Em relagao a associagao do polimorfismo GLU298ASP com disfungao
endotelial, também existem resultados controversos. Neste estudo nao
encontramos, pela analise de subgrupos, diferencas em relagdo a
capacidade de vasodilatacdo da artéria braquial e os diferentes genétipos
avaliados do polimorfismo GLU298ASP. Colombo em 2002, demonstrou a
presenca de disfungao endotelial em individuos homozigéticos para o alelo
ASP298 (192 Entretanto, Leeson et al no mesmo ano, ndo encontraram
diferencas na vasodilatacdo fluxo mediada do antebrago entre todos os
gendtipos do polimorfismo GLU298ASP'%). Por outro lado, em homens, o
tabagismo associou-se com vasodilatacdo fluxo mediada atenuada, em
presenca dessa mutagdo, mas ndo em portadores do alelo normal'®®). Estes
dados sugerem que o polimorfismo GLU298ASP exerce influencia na fungao
endotelial em presenca de co-fatores ambientais, como valores aumentados
de espécies reativas de oxigénio.

Em nosso estudo, a analise de subgrupos ndao mostrou incidéncia
aumentada de homozigotos TT em pacientes tabagistas.

O alelo T do polimorfismo GLU298ASP mostrou correlacdo positiva

com niveis aumentados de glicose e com a presenga de diabetes. Esses
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resultados ndo tém similaridade na literatura e divergem dos resultados do
estudo ATTICA, que nao mostrou associagao do polimorfismo GLU298ASP
com diabetes, porém com fibrinogénio, leucocitose e LDL-c!"%*19%)
A explicagdo mais razoavel para este achado pode ser a interacdo do
polimorfismo GLU298ASP com fatores ambientais e habitos dietéticos
comprovada em outros estudos!'®?.

Nosso estudo também sugere que o polimorfismo GLU298ASP nao
deva exercer um efeito preponderante no controle pressorico, pois as
analises de regressao logistica multivariadas para avaliar a influéncia do
GLU298ASP sobre a hipertensao arterial mostrou que os portadores do alelo
G, e naodo alelo T, tém 6,6 vezes mais risco de apresentar hipertenséao.

Como resultado expressivo encontramos associagcao do polimorfismo
GLU298ASP e T786C no grupo IAM e também no grupo controle (o genotipo
“GG” DO GLU298ASP associado ao gendtipo “TT” do T786C e os haplétipos
“GT/TT” associados a “CT/CC”). Esse resultado estda em concordancia com
os estudos de Rossi et al em 2003, que apontaram significante ligacao entre
esses dois polimorfismos e em desacordo com os estudos de Yoshimura em
2000 e de Granath et al em 2001, que evidenciaram auséncia de
associacdo entre os varios polimorfismos da eNOS e doenca coronaria
precoce na populacio australiana branca®*191:1%),

Em relagdo ao polimorfismo T786C ocorreram nesse estudo os
resultados mais contraditérios com a literatura, pois evidenciamos no grupo

IAM uma frequéncia maior de homozigotos TT em comparagdo com o grupo

controle (59,1% vs 40,4%; p = 0,02), ao passo que diversos estudos
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mostraram associagao entre o alelo C e a DAC. O polimorfismo T786C esta
localizado na regidao do promotor, a mais importante na regulagcdo da
transcricdo do gene da eNOS. Estudos genéticos demonstraram que esse
polimorfismo reduz em até 50% a taxa de transcricdo da eNOS, em
condigbes basais e em resposta a hipoxia e isto foi associado com a

1) Estes efeitos provavelmente se

diminuicdo dos niveis de nitrito/nitrato’
devam ao fato que o alelo mutante C pode ligar-se a proteina de replicagao
A1, que atua como uma proteina repressora do gene. Esse polimorfismo foi
relacionado com resposta vasomotora coronaria alterada, principalmente em
artérias coronarias sem estenose em pacientes com vasoespasmo(3°a). Além
disso, o polimorfismo T786C foi o que mais se associou com disfungao
endotelial, pois o elemento responsivo ao shear stress foi identificado em
uma regido proxima do promotor da Enos!'®”. Essas caracteristicas,
somadas ao expressivo contingente de pacientes com coronarias normais ou
com lesdes minimas (35,4%) presente em nosso estudo, indicavam a
primeira vista que o polimorfismo T786C poderia ser o responsavel pela
disfungdo endotelial com reduzida producdo de NO. Entretanto, os
resultados mostraram a presenca de disfungao endotelial no grupo IAM com
valores anormalmente altos de nitratos e falta de correlagdo com os
polimorfismos da eNOS, inclusive com incidéncia maior de homozigotos
normais “TT” no grupo IAM.

Estes resultados podem ser explicados por diversos fatores: 1) A

associacao do polimorfismo T786C com a producéo reduzida de NO e com a

indugao e perpetuagcado da DAC é inconsistente e biologicamente irrelevante,
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como demonstraram numerosos estudos. 2) As maiores proporgdes de
pacientes com o gendtipo TT no grupo |IAM dever-se-ia a maior proporgao de
negros e mulatos presentes nesse grupo. Haja vista que estudos que
avaliaram os efeitos da etnia sobre os polimorfismos da eNOS revelaram
que 0s negros e asiaticos apresentam menor freqliéncia de variantes
polimorficas do T786C, com incidéncia maior do genétipo TT(1%).
Associagoes conflitantes entre variante do intron 4 e atividade do NO
foram descritas. Alguns relatos apontaram que os portadores desta variante
apresentavam baixo nivel de NO plasmatico e expressao protéica diminuida,

s®33) Em pessoas saudaveis

0 que nao foi observado em outros estudo
portadoras do alelo 4a a concentragdo de NO é maior, indicando até um
fator protetor'®®. Como essa variante é intronica, ndo é provavel que seja
funcional, mas poderia agir como um marcador em desequilibrio com outras
variantes funcionais dentro de regides regulatérias do gene da eNOS. De
qualquer forma, também nao encontramos diferenca significante desse
polimorfismo entre o grupo IAM e o grupo controle.

A analise dos resultados dos polimorfismos -455 G/A (fibr hae Ill) e
-148 C/T (fibr hind) ndo evidenciaram diferengas significantes em relagao
aos dois grupos estudados; entretanto, a concentragdo plasmatica de
fibrinogénio foi maior no grupo IAM. Alguns estudos correlacionaram o
polimorfismo -455 G/A (fibor hae) e -148 C/T (fibr hind) com o nivel
plasmatico de fibrinogénio, porém é controversa a associacdo destes

polimorfismos com a DAC®?%2°) Recente meta-analise mostrou associagdo

positiva entre a freqiéncia do polimorfismo -455 G/A (fibr hae) e IAM®?%?). No
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estudo ECTIM, por outro lado, nenhuma associacdo entre eles foi
encontrada®®. A significancia da mutagdo -148 C/T na determinacdo do
risco cardiovascular também permanece nao esclarecida. A presenga do
alelo T tem sido associada com a magnitude das lesdes ateroscleréticas na
angiografia de pacientes ap6s IAM. Por outro lado, um grande estudo na
Dinamarca falhou em demonstrar associacdo entre esse gendtipo do
promotor do beta-fibrinogénio e risco de coronariopatia, 0 mesmo ocorrendo
com o estudo ECTIM, e mais recentemente com o grupo Leiden ©388:203)

As comparagdes entre as variaveis numéricas e os genotipos do
polimorfismo -455 G/A (fibor hae) mostraram valores mais altos de
triglicérides (211 mg/dl vs 170,9 mg/dl) nos pacientes do grupo IAM com os
gendtipos GA + AA. Estes resultados foram também reproduzidos por IZAR
et al em 2003, que mostraram associagao entre o alelo A e o aumento de
triglicérides®®. Kain et al em 2002, ndo encontraram diferencas entre a
associacgao de fatores de risco convencionais e niveis de fibrinogénio, exceto
para triglicérides, com associagao positiva em individuos brancos, e negativa
em asiaticos®%.

Existem relatos de associacao entre fibrinogénio e tabagismo. Em
nossa casuistica, os pacientes tabagistas do grupo IAM apresentaram
valores mais altos de fibrinogénio do que os néo tabagistas. Houve, além
disso, associagao significante entre os gendtipos do polimorfismo —148 C/T
(fibr hind) e os gendtipos do -455 G/A (fibr hae), em ambos os grupos. Esse
resultado €& corroborado pelos estudos de ‘linkage desequilibrium”, que

demonstraram existir linkage para os cinco polimorfismos do fibrinogénio nos
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trés genes codificantes dos trés pares de cadeias polipeptidicas (alfa, beta,
gama). Varios artigos confirmaram que o polimorfismo —148 C/T encontra-se
em completa ligacdo com o —455 G/A. A associagao neste estudo do
gendtipo do —148 C/T (CC) e do gendtipo do —455 G/A (GG), tanto no grupo
IAM como no controle, pode significar que esta associacdao nao tenha
relagdo direta com o IAM, mas talvez possa estar vinculada a outras
condicdes ou fatores de risco'?®®.

A aparente falta de correlacao desses polimorfismos (—455 G/A e
—148 C/T) com os valores plasmaticos aumentados de fibrinogénio pode ser
explicada pelo fato de que tais polimorfismos ndo tenham atuagao direta,
sendo meramente marcadores funcionais. Estima-se que somente 50% da
variagdo dos valores de fibrinogénio sejam decorrentes de polimorfismos
genéticos, enquanto 25% da variagao individual do nivel de fibrinogénio séo
atribuiveis aos fatores de risco classicos da DAC (1®%. Desde que a sintese da
proteina do beta-fibrinogénio nos hepatdcitos parece ser a etapa limitante na
producdo, mesmo pequenas mudangas na taxa de transcricdo do beta-gene
e, portanto, na velocidade de sintese da beta proteina, provavelmente afetaria
os valores plasmaticos de fibrinogénio. Outra possibilidade € que horménios,
ou outros fatores género especificos, modulem o aumento do fibrinogénio
decorrente do gendtipo, por estimulo da sintese hepatica, ou por diminui¢cao
de sua depuracao . Encontra-se hoje bem estabelecida a forte associagéo do
tabagismo com a concentragdo plasmatica de fibrinogénio, associagcao esta

maior que a encontrada para qualquer um dos polimorfismos("".
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Uma das explicagcdes possiveis para o aumento do fibrinogénio
observado em nosso estudo, sem alteragdes genotipicas polimoérficas, seria
o fato de que o gene do fibrinogénio se situa proximo a sequéncia da
interleucina-6. O tabagismo induziria uma injuria inflamatéria com aumento
da interleucina-6, que por sua vez aumentaria a transcri¢cao do fibrinogénio.
Sendo assim, o fibrinogénio apenas refletiria a inflamagao que ocorre na
aterosclerose ao invés de ser um fator causal. Neste modelo, a
concentragao plasmatica de fibrinogénio seria resultante da interagcao entre
variagao genética, fatores demograficos e fatores ambientais, como o
habito de fumar.

Os resultados deste estudo mostraram concentragdes plasmaticas de
PAI-1 elevadas no grupo IAM, sem correlagdo com o polimorfismo do PAI-1,
4G/5G, que nao mostrou distribuicdo genotipicas diferentes entre os dois
grupos. O padrao 4G (delegao) relacionou-se a maior atividade de
transcricdo (PAI-1 RNAm) quando comparado ao padrao 5G (insercao),
indicando nivel plasmatico da proteina PAI-1 e de sua atividade mais
elevados em individuos homozigotos para o alelo 4G (delegado), quando
comparados a individuos homozigotos para o alelo 5G (inser¢ao). Outros
estudos nao confirmaram esta associagao, sugerindo que esse polimorfismo
nao seja de importancia funcional na regulagdo do gene do PAI-1 %7,

A associacao do polimorfismo 4G/5G com doencga coronaria também
é controversa. Meta-analise envolvendo a maioria dos estudos nessa area
favorece uma relagao fraca, porém significante, entre o gendtipo do PAI-1 e

IAM @9 Os estudos com associagdo mais forte vincularam esse
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polimorfismo com o IAM em jovens, com coronariopatas tabagistas e com
os portadores de DAC de alto risco®®. Em nosso estudo, duas dessas
condigdes estiveram presentes: IAM em jovens e tabagismo Entretanto, a
maioria dos pacientes apresentava lesdes uniarteriais (46,4%) e nao
haviam lesbes de tronco. Nosso estudo, portanto, ndo contribuiu para

elucidacao dessa controvérsia.

5.6 Dosagem de nitrato

As dosagens de nitrato nos grupos IAM e controle revelaram os
resultados mais intrigantes e surpreendentes desta pesquisa. Esperava-se
que a reducdo da vasodilatagdo evidenciada no grupo IAM estivesse
linearmente associada com menores valores de nitrato, como ocorreu no
grupo controle. A primeira vista parece l6gico que, & medida que ndo
encontramos diferengas entre os polimorfismos da Oxido nitrico sintase
endotelial, refletindo provavelmente expressdao e atividade normal desta
enzima, a producdo basal de O6xido nitrico e, em ultima analise, a
concentracao de nitrato estivesse normal e ndo aumentada, em relagao ao
grupo controle. Além disso, como admitir produ¢do aumentada de nitrato nos
pacientes com IAM deste estudo, que exibiram um perfil amplo de fatores de
risco sabidamente causadores de disfuncdo endotelial ? As possiveis

explicacdes para este resultado sao:
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1) Outros fatores geradores. E possivel que os pacientes com |IAM
que exibem multiplos fatores de risco apresentem uma atividade inflamatéria
aumentada. Um provavel mecanismo pelo qual a inflamacgao piora a fungao
endotelial é através das citocinas que induzem a expressao da iINOS na
parede do vaso, com grande liberagdo de NO, geracado do anion superoéxido
e dano endotelial®'?. A ativagdo da iINOS esta associada com uma producéo
102 a 10° maior de NO que a da eNOS?'. Um alto fluxo de 6xido nitrico
proveniente da iINOS pode favorecer a formacao de peroxinitrito, um
poderoso oxidante gerado pela reagdo do Ooxido nitrico com o anion
superoxido, e a prodcédo de nitrotirosina, que esta associada e presente na
placa de ateroma®'?.

O estudo Xi-Lin Niui forneceu evidéncias que a influéncia da iINOS na
progressao da aterosclerose € pequena, porém pode levar a instabilidade da
placa, devido a acentuado decréscimo no conteudo do colageno extra-
celular, observado nas lesdes induzidas pela iNOS?'?,

Outra fonte geradora de NO poderiam ser as plaquetas. Esta provado
que as plaquetas geram NO®™). No grupo IAM é grande a participagdo de
fatores de risco trombogénicos acarretando de forma circunstancial graus
variaveis de ativagao plaquetaria.

As células mononucleares também produzem o6xido nitrico por uma
oxido nitrico sintase tipo eNOS-simile, sugerindo que altera¢des na expressao
da eNOS possam induzir producdo aumentada de NO por estas células®'.

Uma outra possibilidade é a geragcao néo enzimica de NO. Em pH

fisiologico, o NO é oxidado espontaneamente a nitrito e nitrato de modo
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irreversivel. Em pH acido, entretanto, pode ocorrer redugcdo do nitrito,
gerando NO por via ndo enzimica. Uma das condicdes em que esse
processo pode ocorrer € em presenga de isquemia celular, situagao
compativel com a da coleta de NO em nosso experimento®®'®).

2) Desacoplamento da 6xido nitrico sintase. Por questdes ambientais
ou genéticas ainda nao esclarecidas pacientes com IAM podem ter
deficiéncias ou perdas importantes de co—fatores essenciais para a sintese
de oxido nitrico, como a tetrahidrobiopterina, BH4, acarretando um aumento
da captacao de elétrons pelo oxigénio e formacao do radical superoxido. O
préprio radical superéxido pode destruir o oxido nitrico formado, aumentando
a concentracdo de seus metabdlitos no plasma, principalmente o nitrato. As
especies reativas de oxigénio, como o superédxido, podem ativar o sistema
renina-angiotensina vascular, liberar fatores de crescimento, citocinas proé-
inflamatdrias, substancias ligadas a quimiotaxia e moléculas de adesao.
Recentes estudos demonstraram aumento da producdo de superoxido no
sangue em associagao com disfungcdo endotelial e fatores de risco para

DAC®'®). O radical superéxido pode propiciar a formagéo do peroxinitrito e,

conforme a equacéao, pode gerar nitrato conforme a equacgao:

Nan
+ | - —
NO + O, > NO, (NITRITO)
O, -
l v
ONOO™ —- NO;~ (NITRATO)

(PEROXINITRITO)
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Além disso, a formagao de peroxinitrito pode acarretar alteragoes
sustentadas e tardias no programa genético, com modificagées estruturais e
funcionais do vaso e prejuizo de sua capacidade vasodilatadora.
Finalmente, estudos de intervengcdo que ultilizaram a vitamina C,
demonstraram melhora da capacidade vasodilatadora em pacientes que
apresentaram evento cardiovascular, sugerindo que o estresse oxidativo
possa ser importante mecanismo gerador de disfungao endotelial®'”,

3) Hiper-resposta compensatéria a resposta vasodilatadora deficiente
observada no grupo IAM, causada por disfungdo endotelial devida aos fatores
de risco presentes, talvez possa estimular as células endoteliais remanescentes
e integras a aumentarem a expressao génica da éxido nitrico sintase endotelial,
com consequente aumento do NO, como forma de compensar a resposta
deficiente de um determinado numero de células lesadas.

4) Resposta celular deficiente a acdo do NO. E provavel que falhas
em receptores e ou defeitos de sinalizagao do NO, acarretem deficiéncia de
responsividade dos tecidos, devido a falta de sensibilidade das células-alvo
ao oxido nitrico, impedindo uma vasodilatagao eficaz. Estudos recentes em
voluntarios sadios tém documentado que, mesmo em breves periodos, a
exposicdo a endotoxinas ou outros produtos compromete o relaxamento
endotélio dependente por alguns dias, fendbmeno este chamado de
“stunning” endotelial ®'®219),

5) A determinagdo de nitrato pode nao refletir a producéo de o6xido

nitrico.
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5.7 Limitagoes

O numero pequeno de pacientes pode ter influenciado a auséncia de
correlagcado entre polimorfismos genéticos e DAC. Diversos trabalhos com
casuistica pequena ndo mostraram correlagdo significante entre
polimorfismos genéticos e DAC, ao contrario de estudos que utilizaram o
mesmo protocolo, porém envolvendo casuisticas maiores.

Outra limitacdo foi a grande diferenga existente entre os grupos IAM e
controle do ponto de vista clinico e de habitos de vida, principalmente em
relacdo ao exercicio fisico. O exercicio fisico promove aumento da
expressdo do gene da eNOS, que influencia positivamente a fungao
endotelial, podendo ser fator determinante nos resultados®?.

A presenca de disfuncao endotelial evidente pelo ultra-som de artéria
braquial pode n&o refletir adequadamente a presenca de disfungéo
endotelial coronaria. Estudos como o de Herooka demonstraram divergéncia
de efeitos da L-arginina sobre os leitos da artéria braquial e coronaria,
sugerindo que mecanismos diferentes contribuiriam para a disfungao
endotelial®?".

Nao foi possivel em nosso estudo avaliar a participagao racial nos
resultados. Pacientes da ragca negra possuem um risco aumentado de
desenvolver hipertensdo e doencga vascular quando comparados com
pacientes brancos, e a propria disfuncdo endotelial pode ser o responsavel

por esse risco aumentado. Isto fica evidente quando consideramos que

independente do sexo, jovens negros saudaveis apresentam reducao
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significante da capacidade vasodilatadora da artéria braquial comparada
com a de jovens brancos saudaveis. Apesar dessas influéncias e a
possivel formacao de viés, incluimos jovens negros em ambos 0s grupos,
pois acreditamos que isto refletiia melhor o perfil miscigenado da

populagéo brasileira.
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Os resultados desse estudo permitem concluir que:

1) Pacientes jovens cm |AM prévio, apresentaram disfungao
endotelial avaliada pelo ultra-som da artéria braquial, sem

correlagdo com os niveis de nitrato sanguineo.

2) Dos fatores de risco presentes no grupo IAM, os unicos que se
correlacionaram com disfungdo endotelial foram tabagismo e

elevacédo do PAI-1.

3) Fatores genéticos, avaliados pelos polimorfismos da 6xido nitrico
sintase endotelial, fibrinogénio e PAI-1, ndo se correlacionaram

com disfuncao endotelial.
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	          O ultra-som de artéria braquial foi o método escolhido para a avaliação não invasiva da função endotelial. Este método encontra-se estabelecido e padronizado de acordo com Guidelines for the ultra sound assesment of endothelial dependent flow mediated vasodilatation of the braquial artery(98). 
	  
	 
	 
	LD = lesão discreta  LM = lesão moderada  LG = lesão grave 
	 
	 
	 A análise da topografia das lesões moderadas e graves mostrou que 91% tinham  localização proximal. 
	Lesão Discreta
	Lesão  > 30%
	p
	Colesterol Total (mg/dl)
	195,8 ± 43,8
	219,2 ± 53,7
	0,007
	LDL-c (mg/dl)
	120,1 ± 42,8
	136,7 ± 40,2
	0,02
	apo B (mg/dl)
	96,9 ± 25,3
	111,9 ± 25,8
	0,002
	Fibrinogênio (mg/dl)
	294,9 ± 81,5
	330,9 ± 88,0
	0,02
	 
	Vasodilatação fluxo mediada
	 VARIÁVEL 
	< 10%
	> 10%
	p
	Tabagismo
	64,7%
	35,3%
	< 0,001
	< 0,001
	 
	 
	A análise de subgrupos em relação aos valores de nitrato demonstrou não haver diferença significativa entre as concentrações de nitrato e a magnitude da vasodilatação no grupo IAM, ou seja, os valores de nitrato estavam elevados no grupo IAM independente da presença ou não de vasodilatação. Em relação aos indivíduos do grupo controle, os resultados menores de vasodilatação foram observados nos que apresentavam valores mais baixos de nitrato. (Tabela 12) 


	 
	 
	 
	 
	  
	5) A determinação de nitrato pode não refletir a produção de óxido nítrico. 
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