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RESUMO

DE SOUZA, Elaine Guimaraes. Alteragoes da fungao microvascular periférica e
da espessura médio-intimal carotidea em individuos com doencga arterial
coronaria de inicio precoce

Dissertacdo (Mestrado em Medicina-Cardiologia, Universidade Federal do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2013).

Fundamentos: A doenca aterosclerdtica € multifatorial e associada a fatores de risco
tanto inatos quanto ambientais. A doenga aterosclerética coronariana (DAC), quando
manifestada precocemente (em homens com menos de 45 anos e mulheres com
menos de 55 anos), possui importantes repercussdes socio-econbémicas. Assim, sua
identificacdo num estagio pré-clinico € de grande interesse. Tém sido pesquisados
meétodos ndo invasivos para essa avaliagdo, tanto em nivel anatémico ou estrutural
quanto funcional; dentre eles encontram-se, respectivamente, a medida da
espessura médio-intimal carotidea (EMI) e a avaliagdo da funcdo endotelial
microvascular sistémica. Objetivos: Avaliar a reatividade microvascular cutédnea e a
EMI carotidea em pacientes com DAC precoce. Métodos: Foram estudados
pacientes com DAC e individuos saudaveis, submetidos a avaliacdo da EMI
carotidea pelo duplex scan de carétidas (carétida comum, bulbo e ramo interno). A
concordancia entre a avaliacdo semiautomatizada e manual e interobservador
(observadores A e B) das medidas da EMI foi avaliada e para analise de
confiabilidade foi utilizado o coeficiente intraclasse. Foi feita também a avaliacdo do
desempenho diagnéstico das medidas pela area sob a curva ROC. Foi avaliada a
funcdo endotelial microvascular cutanea pelo sistema de imagem laser speckle de
contraste com testes de reatividade a acetilcolina (Ach, resposta vasodilatadora
dependente do endotélio), nitroprussiato de sédio (NPS, independente do endotélio),
e hiperemia reativa poés-oclusiva (HRPO). Resultados: Os valores maximos de
condutancia vascular cutdnea (CVC) durante a iontoforese com ACh foram 0,61+
0,04 e 0,48+0,03 UAP(unidades arbitrarias de perfusdo)/mmHg nos controles versus
DAC, respectivamente (p=0,012), e a area sob a curva foi 72581730 e 37231789
UAP/s, nos controles versus DAC, respectivamente (p=0,003). Os valores maximos
de CVC durante a iontoforese de NPS foram de 0,51(0,39-0,67) e 0,38(0,29-0,49)
UAP/s, de controles versus DAC, respectivamente (p=0,001). A EMI, avaliada nos

diversos segmentos, diferenciou de forma significativa os grupos DAC e controle.
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Também houve boa concordancia interobservador A x B (entre 0,73 e 0,91) e
concordancia razoavel (entre 0,62 e 0,64) nas medidas semiautomatizadas e nas
realizadas pelo observador A, avaliadas pelo coeficiente intraclasse. Nado houve
diferenga entre o desempenho da carétida comum, bulbo e ramo interno para
discriminagao de DAC, quando avaliados pela curva ROC. Conclusdo: Os pacientes
com DAC precoce apresentaram disfungédo microvascular e aumento da espessura
médio-intimal carotidea. Tais alteragées podem, isoladamente ou em associagao,
fazer parte da fisiopatologia da doenca aterosclerética nesse grupo, bem como

contribuir para o aumento do risco de eventos cardiovasculares.

Palavras-chave: Aterosclerose, doenga arterial coronaria precoce, fungao
endotelial, disfungdo endotelial, microcirculacdo cuténea, laser speckle de contraste,

espessura médio intimal carotidea, fatores de risco cardiovascular.
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ABSTRACT

DE SOUZA, Elaine Guimaraes. Changes in microvascular peripheral function
and carotid intima-media thickness in patients with early-onset coronary artery
disease. Thesis (Master of Medicine-Cardiology, Federal University of Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2013).

Background: Atherosclerotic disease is multifactorial and associated with both innate
and environmental risk factors. When expressed early (in men with less than 45 and
women with less than 55 years), atherosclerotic coronary artery disease (CAD) has
important socio-economic impacts. Thus, its identification in a preclinical stage is of
great interest. Noninvasive methods for the assessment of early-onset CAD have
been evaluated both in anatomic or structural as well as in functional levels; among
them are, respectively, the measurement of carotid intima-media thickness (IMT) by
carotid duplex scan and the evaluation of peripheral microvascular endothelial
function. Objectives: To assess microvascular endothelial function and carotid IMT in
patients with early-onset CAD. Methods: Patients with CAD and healthy subjects
underwent assessment of carotid IMT with carotid artery duplex scan (common
carotid, bulb and internal branch). Intraoperator and interoperator agreement
(observers A and B) of IMT measures were evaluated, and for reliability analysis the
intraclass coefficient was used. Evaluation of diagnostic performance of the
measures of IMT was evaluated with the area under the ROC curve. Cutaneous
microvascular endothelial function was evaluated with laser speckle contrast imaging
(LSCI), testing reactivity to acetylcholine (ACh), sodium nitroprusside (SNP), and
post-occlusive reactive hyperemia (PORH). Results: The peak cutaneous vascular
conductance (CVC) during iontophoresis with ACh was 0.61 + 0.04 and 0.48 + 0.03
APU / mmHg in controls versus CAD, respectively (p = 0.0119), and the area under
the curve was 7258 = 730 and 3723 * 789APU / s in controls versus CAD,
respectively (p = 0.003). The peak CVC during iontophoresis with SNP was 0.51
(0.39 to 0.67) and 0.38 (0.29 to 0.49) APU / s in controls versus CAD, respectively (p
= 0, 001). IMT was 0.8 (0.8 to 0.8), and 0.9 (0.8-1.0) mm in controls versus DAC,
respectively (p = 0.0003). IMT was able to significantly differentiate CAD and control
groups, except in the measure the anterior segment of the right carotid artery. There
was also good interoperator A x B concordance (between 0.73 and 0.91) and fair
agreement (between 0, 6 and 0.7) in the semiautomatic measures and in the

measures taken by observer A, assessed by intraclass coefficient. There was no



viil

differences between the performance of common carotid artery, bulb or internal
branch for the discrimination of CAD, when evaluated with the ROC curve.
Conclusion: Patients with early onset CAD showed microvascular dysfunction and
increased carotid intima-media thickness. Such changes may, alone or in
combination, be part of the pathophysiology of atherosclerotic disease in this group,

as well as contribute to the increased risk of cardiovascular events.

Key-words: Atherosclerosis, coronary artery disease early, endothelial function,
endothelial dysfunction, cutaneous microcirculation, laser speckle contrast, carotid

intimal-medial thickness, cardiovascular risk factors.
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Introducgao
1.1. A doenga aterosclerética

A aterosclerose € uma doenca sistémica caracterizada por inflamacéo,
disfuncdo endotelial e remodelamento vascular (Kenney et al., 2013), sendo assim
uma doenga complexa e multifatorial.

Além da associacdo entre a disfungcdo endotelial, fatores de risco
cardiovascular e a doenga aterosclerética (Reriani et al., 2010) existe uma interagéo
entre uma predisposi¢cao genética individual e condigdes ambientais (Bonetti et al.,
2003) que estimulam a liberagdo de substancias vasoativas e inflamatdrias pelo
endotélio (Chapman et al., 2003) e consequente desequilibrio da homeostase
vascular (Ando & Yamamoto, 2011).

No entanto, certos individuos ndo desenvolvem as manifestacées da doencga
aterosclerdtica apesar da presenca destes fatores de risco e inversamente, muitos
individuos com poucos fatores de risco apresentam disfungao endotelial que resulta
em eventos cardiovasculares desfavoraveis (Bonetti et al., 2003; Reriani et al.,
2010).

Apesar da doenga ser mais prevalente em individuos idosos, também afeta
adultos jovens (Rubin & Borden, 2012). Os individuos jovens que apresentam
sintomas podem indicar uma doenga de maior gravidade, quando é diagnosticada na
ocorréncia de um evento cardiovascular agudo (Klein & Nathan, 2003).

Estudo realizado em individuos jovens como o Young Finns Study (estudo de
risco cardiovascular em jovens finlandeses), que apresentavam fatores de risco
cardiovascular, mas sem quaisquer sinais clinicos de aterosclerose, mostraram que
estes também eram afetados pela disfungdo endotelial, como um indicador de piora
da resposta vasodilatadora (Juonala et al., 2004).

Através de estudos de necropsia, foi sugerida uma relagdo entre as
alteragdes encontradas na parede arterial, (Flammer et al., 2012) com a transi¢cao da
progressdo de estrias gordurosas para lesdo ateromatosa, em associagdo aos
fatores de risco que estdo presentes em adultos jovens e que essas lesdes se
iniciam na infancia (Deanfield et al., 2007). A lesdo ateromatosa progride
silenciosamente através de um longo periodo pré-clinico, geralmente vindo a se

manifestar na clinica durante a meia idade (Deanfield et al., 2007).



Atualmente tem se demonstrado que a disfuncdo endotelial ocorre no inicio do
processo aterosclerotico e contribui para a formagéo, progressao e complicagao da
placa (Juonala et al. 2004) estando portanto associada a eventos cardiovasculares,
cujas manifestagdes sistémicas estdo relacionadas com morbidade e mortalidade
significativas (Sitia et al. 2010).

Os principais agentes celulares responsaveis pela aterosclerose sdo células
endoteliais, leucécitos e a camada celular muscular intimal. A exposigao do endotélio
vascular resulta no estimulo da aterogénese e a um acumulo de lipidio extracelular o
qual leva ao recrutamento de monécitos que absorvem os lipideos e
consequentemente, originando as células espumosas (foam cells) (George &
Movahed, 2008).

Devido a forte correlacdo entre a hemodindmica vascular e a aterosclerose
(Sitia et al., 2010), o endotélio tem sido considerado como um regulador da
homeostase vascular, ndo sendo meramente uma barreira funcional (Deanfield et
al., 2007). O endotélio responde a sinais fisicos e quimicos pela produgao de uma
grande variedade de fatores que regulam o ténus vascular, adesao e proliferagéo
celular, antitromboticos e a proliferacdo de células musculares lisas e inflamatorias
(Dai G. et al., 2004 ; Reriani et al., 2010).

As medidas nao invasivas de investigacdo da circulagado periférica foram
propostas para servir como um método complementar para as investigagbes
invasivas das artérias coronarias (Anderson et al.,1995; Hansell et al., 2004). Existe
uma associagcao da resposta endotelial entre pequenos vasos periféricos e grandes
artérias em individuos saudaveis que podem ter implicag¢des clinicas (Hansell et al.,
2004), sugerindo que o endotélio possa ser observado em vasos sanguineos de
diferentes tamanhos e localizagcbes, porque a disfuncdo endotelial ndo esta
confinada somente nas artérias coronarias mas também esta presente nos vasos
saguineos da circulagao periférica (Hansell et al., 2004). Pelo fato da disfungéo
endotelial exibir uma caracteristica sistémica ela pode ser avaliada em diferentes
territorios vasculares periféricos de facil acesso (Debbabi et al., 2010).

A vasodilatagdo pode ser observada na microcirculagdo como um aumento do
fluxo sanguineo e nos condutos arteriais de maior calibre como um aumento do
didmetro do vaso (Debbabi et al., 2010). Durante a dultima década foram

desenvolvidas técnicas menos invasivas ou nao invasivas para a avaliagado da



funcdo endotelial, incluindo a vasodilatagdo mediada pelo fluxo da artéria braquial,
durante a hiperemia reativa (George & Movahed, 2008), a avaliagdo da fungéo
microvascular com a fluxometria laser Doppler (Debbabi et al., 2010; Agarwal et al.,
2012)

Nos ultimos anos, a funcdo endotelial microvascular também tem sido
avaliada por um novo método ndo invasivo, através da medida do fluxo sanguineo
cutaneo com um sistema de imagens que utiliza a tecnologia laser speckle de
contraste (LSCI; Mahé et al., 2012; Roustit et al., 2010; Humeau-Heurtier et al., 2012
1-2). Neste contexto, ja foi demonstrado que a LSCI, quando combinada com a
manobra de hiperemia reativa pods-oclusiva (HRPO), apresenta reprodutibilidade
bastante superior aquela observada com a utilizagao de fluxometria laser Doppler ou
com o sistema de imagens laser Doppler (Roustit et al., 2010).

Outro método ndo invasivo, validado desde meados de 1990, como substitutivo
de preditor de risco da doenga cardiovascular é a medida modo-B da ultrasonografia
da espessura médio-intimal carotidea (Finn et al., 2009), pois tem sido sugerido que
a medida do complexo médio-intimal possa ser uma representagdo mais precisa da
aterosclerose (Robertson et al., 2012; Neji & Nambi, 2012).

Existe, portanto, uma necessidade de identificar individuos com risco de
doenca cardiovascular, de forma que as medidas preventivas possam ser instituidas

antes que ocorra a doenga vascular oclusiva (Davis et al., 1999).



2. Fundamentos teodricos

2.1. Fungao endotelial

O endotélio é composto por uma monocamada de células (Ando &
Yamamoto, 2010) e exerce um importante papel no controle da fungdo vascular
mantendo a homeostase do sistema vascular (Szmitko et al.,, 2003-Parte 1), ndo
sendo uma barreira inerte e passiva como se pensava (Ando & Yamamoto, 2010).

O endotélio vascular regula a pressao arterial e o fluxo sanguineo tecidual
através da liberagdo de substancias vasodilatadoras e vasoconstrictoras, prevenindo
também a formacao de trombos através de mediadores antitrombaticos e fibrindlise
Também sao importantes na angiogénse e remodelamento vascular pela produgéo
de uma variedade de fatores de crescimento, e estdo envolvidos na resposta imune
e inflamatéria tecidual pela interagdo da adesao leucocitaria. Sabe-se que a fungao
endotelial é regulada por mediadores quimicos, tais como os horménios, citocinas e
neurotransmissores, mas € evidente que o estresse de cisalhamento (shear stress)
gerado pelo fluxo e pressdo sanguinea regula a fungdo endotelial (Ando &
Yamamoto, 2010).

O endotélio desempenha um papel fundamental no controle do ténus
vasomotor pela sintese de pelo menos trés diferentes agentes vasodilatadores. O
primeiro, a prostaciclina, € um derivado do metabolismo do acido araquiddnico,
tendo sua liberagdo estimulada pelo estresse de cisalhamento (shear stress) ou
através de mediadores enddgeno tais como: bradicinina, trombina, serotonina,
produzindo vasodilatagdao pela adenil ciclase, o qual aumenta os niveis de
monofosfato de adenosina nas células da camada muscular vascular (Deanfield et
al., 2007; Ando & Yamamoto, 2010).

A prostaciclina previne a agregagao plaquetaria na superficie do endotélio e é
um potente desagregador de grumos plaquetarios existentes. A cicloxigenase é
responsavel tanto pela sintese de prostaciclina como de tromboxano A, nas
plaquetas, causando posteriormente agregagao plaquetaria e vasoconstricao (Ando
e Yamamoto, 2010).

O segundo agente vasodilatador produzido pelas células endoteliais € o 6xido

nitrico (NO). O NO é gerado pela conversao do aminoacido L-arginina em L-citrulina



pela enzima oxido nitrico sintetase (NOS) (Shireman & Pearce, 1996; Szmitko et al,
2003-Parte I; Deanfield et al., 2007). O NO se difunde pela camada de células
musculares vasculares onde estimula a guanilato ciclase o que leva a vasodilatagao
pelo GMPc (monofosfato ciclico de guanosina) (Deanfield et al., 2007; Reriani et al.,
2010). O oxido nitrico € sintetizado em resposta fisiolégica a tensdo de cisalhamento
(Furchgott & Zawadzki, 1980; Flammer & Luscher, 2010) e por muitas substancias
vasoativas incluindo, a acetilcolina, bradicinina e trombina, além do difosfato de
adenosina e a serotonina liberados pelas plaquetas que também estimulam o
endotélio a produzir NO (Ando & Yamamoto, 2010).

Os efeitos vasodilatadores do NO protegem contra o dano vascular,
inflamacao e trombose, inibem a adesao leucocitaria para o endotélio e mantém a
camada muscular em um estado nao proliferativo limitando a agregacao plaquetaria
(Szmitko et al., 2003- Parte I).

Em resposta aos fatores de risco cardiovasculares tradicionais como
hipertensao, diabetes e hipercolesterolemia ocorrem modificagdes nas defesas do
endotélio (Flammer & Luscher, 2010). Por exemplo, a hipercolesterolemia estimula a
adeséo leucocitaria endotelial, que esta aumentada na aterosclerose. A oxidagao da
lipoproteina de baixa densidade (LDL-ox) causa ativagdo endotelial e mudangas das
caracteristicas biolégicas em parte pela redugdo da biodisponibilidade de NO
(Smitko et al., 2003- Parte I).

O dano endotelial e a disfungdo causada pela oxidacdo do LDL na
patogénese da aterosclerose sdo exercidos pela ativagado do receptor LDL oxidada-1
(LOX-1) (Szmitko et al., 2003- Parte IlI; Sitia et al., 2010). O LOX-1 é um receptor
proteico de membrana do tipo Il (Li & Metha, 2009), o qual, em condigbes
fisiologicas, esta envolvido na defesa do hospedeiro para limpar debris celulares. Em
estados patologicos ha ligacdo com elementos pro-aterogénicos como a LDL-ox
(Smitko et al., 2003- Parte Il), que ativa o endotélio causando acumulo de lipideos e
resposta inflamatdria (Li & Metha, 2009).

A angiotensina Il, € um vasoconstrictor que age sinergicamente com o LDL-ox
no dano endotelial (Li & Metha, 2009) e se opde a agdo do NO, provocando a
producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), aumentando a expressdo de
citocinas pro-inflamatérias como a interleucina 6 (IL6) e a proteina quimioatrativa de
mondcitos-1 (MCP-1), estimulando o aumento da expresséo da molécula de adesao

celular vascular-1 (VCAM-1) e molécula de adesado intracelular (ICAM-1),



promovendo a adesdo de monocitos no endotelio (Szmitko et al., 2003- Parte 1).
Consequentemente causa acumulo de células e de deposicdo de LDL na matriz
extracelular (Tuttolomondo et al., 2012; Smitko et al., 2003- Parte II).

A proteina C reativa (PCR) em niveis elevados é considerada como um fator
de risco cardiovascular, porque pode promover a disfungdo endotelial, atenuar a
producao de NO e diminuir a sua biodisponibilidade. Estas modificagdes promovidas
pelo processo inflamatério no endotélio vascular sdo o estagio inicial da progressao
da lesao aterosclerética (Szmitko et al., 2003- Parte |).

O terceiro fator vasodilatador liberado pelas células endoteliais é o fator
hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF, Shireman-Pearce, 1996). A
hiperpolarizagcdo promovida pelo EDHF pode causar mudanga transitéria no
potencial de membrana da camada muscular vascular, por uma via independente de
NO, que aumenta a condugdo do potassio e a subsequente propagacédo da
despolarizacdo do musculo liso vascular para manter o tbnus vasodilatador
(Deanfield et al., 2007).

Dentre os agentes vasoconstritores, a endotelina € o mais potente
vasoconstritor de uma familia de trés isoformas. A endotelina 1 (ET1) é sintetizada
somente pelas células endoteliais, com uma capacidade pressora dez vezes maior
que a angiotensina Il e uma meia vida maior que a do fator relaxante derivado do
endotélio (Shireman & Pearce,1996). A ET 1 aumenta a expressdo da LOX-1
(Shireman & Pearce, 1996) e a captagcdo de LDLox no endotélio, reduzindo a
concentragdo intracelular de NO (Szmitko et al., 2003-Parte | e Parte II).



2.2. Disfungao endotelial

A aterosclerose € uma desordem inflamatdria crénica. Este conceito tem
estimulado a descobrir e utilizar biomarcadores inflamatérios para predigdo de risco
cardiovascular (Tuttolomondo et al., 2012).

A disfungdo endotelial € um termo amplo que implica na diminuicdo da
biodisponibilidade ou produgdo do 6xido nitrico (NO) e no desequilibrio entre a
contribuicao de fatores relaxantes derivado do entotélio e fatores de contracdo como
a endotelina 1 (ET 1), angiotensina e substancias oxidantes (Szmitko et al., 2003-
Parte 1).

A disfuncdo endotelial esta associada ao aumento do estresse oxidativo, que
€ um importante promotor do processo inflamatério (Davis P. F., 2009), sendo que o
NO pode reduzir o estimulo de varios mediadores inflamatorios. A adesao celular
aumenta a vulnerabilidade da placa aterosclerética por um inibidor da transcricao do
fator nuclear, fator (B (NF «kB) que € um regulador de varias proteinas inflamatérias
envolvidas na aterosclerose (Bonetti et al., 2003)

A inflamacédo é importante no processo da doencga aterosclerdtica podendo
ser considerada como modulador primario do risco da doenga (Shanker & Kakkar,
2010). Existe interesse crescente na avaliacdo de varios marcadores inflamatorios
para a doenga cardiovascular como: proteina C reativa (PCR), fator de necrose
tumoral a (TNFa), interleucina 6 (IL6), interleucina 8 (IL8), ligante soluvel CD40 e
metaloproteinase de matriz 9 (MMP-9)(Tuttolomondo et al., 2012; Shireman &
Pearce,1996).

Os mecanismos de resposta inflamatdria na aterosclerose estdo envolvidas
varias citocinas (Humphires et al., 2001). As citocinas agem através do recrutamento
de mondcitos/macréfagos na parede do vaso, aumentando o estimulo de adesao de
moléculas como a MCP-1 (proteina quimioatrativa de mondcitos-1) (Shanker &
Kakkar, 2010) figura 1. A sintese de fatores pré-trombdticos como o inibidor do
ativador do plasminogénio do tipo 1 (PAI-1) e fator von Willebrand (FVW), inclui o
fator de necrose tumoral a (TNFa) produzido pela ativacdo de macrofagos e a
interleucina 1 (IL1) também liberada pelos macréfagos, plaquetas e células
endoteliais lesadas (Shanker & Kakkar, 2010).
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Figura 1. Processo inflamatério cronico. Progressdo da lesdo e interagcdo entre
macrofagos/células espumosas, linfocitos Th1 e Th2, estabelece um processo
inflamatorio crénico. As citocinas secretadas pelos linfocitos e macréfagos exercem
agao, tanto pro-aterogénicas como aterogénica. As células do musculo liso migram
da camada média da parede arterial, proliferam e secretam matriz extracelular que

forma a placa fibrética (Paiva et al. 2006 — Adaptado de Glass e Witzum).

Devido as evidéncias de que a doenca aterosclerética € um processo
inflamatorio crénico tendo envolvimento do LDL ox no seu desenvolvimento, levando
ao acumulo de ésteres de colesterol, resultando na formagao de céluas espumosas
(Paiva et al., 2006), sendo considerado um importante estimulo proé-inflamatoério
(Sitia et al., 2010). Na aterosclerose, o LDL ox, através do LOX -1 (proteina de
membrana do tipo Il) que € um receptor do LDL ox aumentando , contribui para a
progressao da aterogénese induzindo a adesdo de mondcitos no endotélio,
aumenta, a expressao de selectinas, VCAM-1, ICAM -1,3 estimula, a expresséo da
proteina quimioatrativa de mondcitos (MCP-1) e a migracdo de mondcitos para a
intima. O LDL ox ligado ao LOX-1, aumenta a produgdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) intracelular, estimula o ligante CD 40/CD 40L, e aumenta a apoptose
das células musculares, o0 que resulta na expressao do fator tecidual e da
metaloproteinase (MMP), que € uma enzima com atividade proteolitica contra os
componentes da matriz extracelular como a elastina, proteoglicanos e o colageno

perpetuando a resposta inflamatoria (Szmitko et al., 2003-parte | e parte Il).



Vem sendo observado que a fungédo endotelial esta prejudicada n&o apenas
nas artérias coronarias como nas artérias periféricas que possuem aterosclerose,

provando o seu envolvimento sistémico (Flammer et al., 2012).

A interleucina 6 (IL6) é uma citocina pleiotropica que tem uma ampla
propriedade de imunidade celular e humoral, relacionada com o processo
inflamatdrio de lesdo tecidual e defesa do hospedeiro, que contribui para a evolugao
clinica da doencga cardiovascular, estimulando o processo aterosclerético (Shanker &
Kakkar, 2010).

A IL 6 esta envolvida na inflamagcdo, metabolismo 6ésseo, imunidade,
reproducdo, desenvolvimento neural e hematopoiese. E mediador central na sintese
de proteinas pelo figado na fase aguda do processo inflamatério (Humphires et al.,
2001) e determinante primario da producao hepatica da proteina C reativa (PCR)
(Shanker & Kakkar, 2010; Szmitko et al., 2003-parte II).

A liberagcdo de IL6 ocorre pela ativagdo de macrofagos por processo
infeccioso ou ativacado inflamatéria na parede do vaso com contribuicdo de
fibroblastos e células endoteliais (Humphries et al., 2001). A elevacdo da IL6 esta
associada ao aumento da espessura médio-intimal carotidea (Shanker & Kakkar,
2010).

No entanto, a producido de IL6 pode ocorrer na auséncia de infeccdo e seu
papel na doenga arterial coronaria € mais importante do que o PCR e o fibrinogénio,
porém, ambas apresentam niveis séricos elevados na doencga arterial coronaria
(Humphries et al., 2001; Mcglinchey et al., 2004).

Além disso, estudos genéticos em gémeos, evidenciaram que a histéria
familiar tem-se mostrado como fator de risco independente para a doenca isquémica
mesmo quando foram considerados os fatores ambientais (Mcglinchey et al., 2004).
Importante também €& sua relagao inversa entre a idade e o risco de DAC, pois a
forca do risco de doenca cardiovascular € maior quanto menor for a idade de inicio
da doencga (Bachmann et al., 2012; Otaki et al., 2013).

Outro importante fator envolvido na aterosclerose € a apoliporeoteina E (apo
E), uma proteina plasmatica envolvida no metabolismo do colesterol (Silva et al.,
2008) e que contribui na formagao de lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL)

e quilomicrons (Eichner et al., 2002).
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As varias isoformas da apo E interagem diferentemente com um receptor
lipoprotéico especifico nas células hepaticas, alterando os niveis circulantes de
colesterol (Eichner et al., 2002; Eifert et al., 2009).

A estrutura do gen da apo E é polimérfica, contendo trés alelos os quais
codifica as proteinas E2, E3 e E4, respectivamante (Anoop et al., 2010). A apo E a
partir de VLDL, quilomicrons e remanescentes de quilomicrons se ligam a células
receptoras hepaticas especificas. Uma lipoproteina envolvida na aterogénese e que
se liga a lipoproteina de baixa densidade (LDL) é apo E2, (que contém o alelo 2 ) é
menos eficiente em produzir e transferir VLDL e quilomicrons plasmaticos para o
figado devido as suas propriedades de ligacdo (Eichner et al., 2002; Eifert et al.,
2009).

A apo E 4 tem maior afinidade pelo receptor LDL do que a apo E 2 e, por esta
razao a lipoproteina, que € codificada pelo alelo 4, desaparece muito mais
rapidamente do plasma, consequentemente uma redugdo da resposta celular do
receptor hepatico do LDL resulta no seu aumento plasmatico (Eifert et al., 2009;
Anoop et al.,, 2010). Portanto a apo E4 pode ser considerada aterogénica e, em
recente metanalise foi associada com um alto risco de doencga arterial coronaria. A

apo E2 parece mostrar um efeito protetor (Silva et al., 2008).

2.3. Fatores de risco cardiovascular

A maioria, se ndo todos os fatores de risco, relacionados com a aterosclerose,
morbidade e mortalidade cardiovascular, incluindo os fatores de risco tradicionais e
nao tradicionais foram associados a disfuncdo endotelial (Bonetti et al.,2003;
Flammer et al., 2010).

Os algoritmos de avaliagcéo de risco, como o estudo de Framingham realizado
nos Estados Unidos, incluiram o acompanhamento dos fatores de risco tradicionais
como idade, sexo, colesterol total, HDL-c, pressao arterial sistélica, (ou tratamento
para hipertenséo), diabetes mellitus, tabagismo, idade e nao tradicional como a
obesidade (Greenland et al., 2007; Robertson et al., 2012).

Muitos destes fatores de risco como a dislipidemia, hipertensio, diabetes e
tabagismo, estdo associados com o aumento na produgdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) ou aumento do estresse oxidativo. O estresse oxidativo pode

diminuir a biodisponibilidade do NO e promover dano vascular. Sendo assim, o
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estresse oxidativo € considerado um dos principais mecanismos envolvidos na
disfuncdo endotelial (Bonetti et al., 2003, Granger et al., 2010).

O estudo PROCAM (Estudo Prospectivo Cardiovascular de Miuinster),
realizado em Mdunster na Alemanha, avaliou como variaveis: sexo, LDL-c, HDL-c,
triglicerideos, pressao arterial sistolica, tabagismo, historia familiar, e presenga ou
auséncia de diabetes (Greenland et al., 2007).

O escore de risco SCORE (avaliagao sistematica do risco cardiovascular),
realizado em paises europeus, € semelhante ao de Framingham, porém ajusta o
risco de acordo com a prevaléncia da doencga aterosclerética. Todos sao disponiveis
para estimativa de risco absoluto de eventos cardiovasculares em 10 anos.
(Greenland et al., 2007). No entanto, essa estimativa de curto ou médio prazo é
inadequada quando se busca prever a doencga aterosclerética em individuos jovens.
Alguns algoritmos ja estimam o risco em 30 anos ou em toda a vida, mas ainda
necessitam de validacdo (Greenland et al., 2007).

Estas projecdes de risco sdo amplamante utilizadas a fim de selecionar os
candidatos mais adequados para as terapias medicamentosas destinadas a reduzir
o risco cardiovascular. Diretrizes sobre o colesterol e hipertensdo arterial nos
Estados Unidos e em outros paises da Europa tém seguido o principio de que a
intensidade do tratamento deve ser associada com a gravidade do risco
cardiovascular (Grundy et al.,2002; Greenland et al., 2007).

Os pacientes sao estratificados em risco alto, intermediario ou baixo, de
acordo com a estimativa do escore de Framingham em 10 anos, para recomendar
metas a serem alcangadas, como no National Cholesterol Education Program-Adult
Treatment Panel Ill (NCEP-ATP Ill) (Grundy et al.,2002; 2004). O NCEP-ATP Ill, em
2004, dividiu o risco cardiovascular intermediario em risco moderadamente alto e
risco moderado, empregando o risco absoluto em 10 anos para sugerir abordagem
terapéutica visando a reducao dos niveis séricos de colesterol (Grundy et al., 2004 e
2002; Greenland et al., 2007). Tabela 1.
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Tabela. 1 Categorias de risco absoluto de acordo com o National Cholesterol
Education Program (NCEP) (Grundy et al., 2004; Greenland et al., 2007)

Categoria de risco absoluto em 10 anos Definigao de categoria

DAC™, risco equivalente DACt incluindo + 2 fatores de risco
Alto Risco . . .
maiores I + risco DAC maior que 20% em 10 anos§.

I+ 2 fatores de risco maiores ¥ mais o risco de DAC 10% a
Risco moderadamente alto
0% em 10 anos

I+ 2 fatores de risco maior mais o risco de DAC menos que
10%

0 a 1 fator de risco maior (risco de DAC em 10 anos menor
que 10%) §

Risco moderado

Risco Baixo

'DAC inclui histéria de infarto do miocardio, angina instavel, angina estavel, angioplastia ou cirurgia de
revascularizagado, ou evidéncia de isquemia miocardica clinicamente significativa. T Risco equivalente
de DAC inclui manifestagdes clinicas de formas nao coronarianas de doencga aterosclerética (doenga
arterial periférica, aneurisma de aorta abdominal, doenca arterial carotidea: AIT ou AVE de origem
carotidea com obstrugao acima de 50%), DM e +2 fatores de risco em 10 anos para DAC menor que
20%. I Fatores de risco maior inclui tabagismo, HAS (PA = 140/90 mmHg ou medicagdo anti-
hipertensiva), HDL baixo (< 40mg/dl), histéria familiar de DAC precoce (DAC em homens com
parentesco de primeiro grau e menos de 55 anos; em mulheres com parentesco de primeiro grau com
menos de 65 anos) e idade (homens com idade maior ou igual a 45 anos; mulheres com idade maior
ou igual a 55 anos). § Quase todas as pessoas com fator de risco 0 a 1 apresentam menos de 10%
risco em 10 anos e a avaliagdo de risco em 10 anos ndo se faz necesaria. DAC = doenga arterial
coronaria; HAS = hipertenséo artrial sitémica; HDL = lipoproteina de alta densidade. (Adaptado de
Grundy et al., 2004; Greenland et al., 2007).

As diretizes atuais que levam em consideracdo escores como o de
Framingham e a Avaliagdo Sistematica de Risco Cardiovascular (SCORE),
consideram uma intervengcdo mais agressiva para aqueles com risco elevado.
Entretanto, muitos pacientes que apresentam infarto agudo do miocadio tém risco
intermediario ou baixo, o que demonstra uma limitagdo da predicdo de risco por
estes métodos de avaliagdo. Desse modo, novos métodos de avaliagdo de risco
estdo sendo desenvolvidos como a medida da espessura médio-intimal das
carotidas,(Darabian et al., 2013), biomarcadores como a microalbuminuria (klausen
et al., 2004; Weir MR, 2007), proteina C reativa (PCR) e a homocisteina (US
Preventive Service Task force, 2009) e o indice tornozeolo - braquial (Lin et al.,

2013) na detecgao do processo ateroscleratico.
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3.0. Avaliagao da fungao vascular como marcador de doenga aterosclerética

3.1. A fluxometria laser Doppler (LDF) e o sistema de imagens com laser

speckle de contraste

A técnica do LDF depende do efeito Doppler e baseia-se na reflexdo do feixe
de luz laser de baixa intensidade. Quando o feixe laser atinge particulas em
movimento, principalmente células sanguineas no tecido em estudo, a luz é
reemitida com uma mudanga no comprimento de onda. O tamanho, frequéncia e
distribuicdo destas mudangas no feixe reemitido atinge o fotodetector e s&o
relacionados ao numero e velocidade das células sanguineas. Diferentes sinais
podem ser registrados, porém o fluxo de hemacias resultante do produto da
velocidade e concentragdo das células circulantes para um dado volume é a mais
utilizada. A luz refletida €, portanto convertida em um sinal elétrico, sendo
proporcional a perfusao tecidual microvascular (efeito Doppler) (Cracowisk et al.,
2006; Mahé. et al.; 2012).

Inicialmente, os testes de LDF foram utilizados como marcadores para
doengas tais como a esclerose sistémica. Porém, pela auséncia de dados
padronizados foram abolidos na pratica clinica diaria. Nos dias atuais tem sido
utilizada na avaliagdo do fluxo sanguineo da pele e também na avaliagado da fungao
endotelial de individuos hipertensos, dislipidémicos e diabéticos. (Roustit, et al.,
2010)

O recente desenvolvimento da técnica do sistema de imagem laser speckle
de contraste (LSCI) para monitorar a fungédo microvascular cutdnea baseia-se no
fendmeno speckle obtendo assim um mapa da perfusao tecidual (Mahé et al.; 2012)

Desde a década de 1990, tem se observado o aumento do interesse pelo
LSCI acrescentando a técnica do LDF ja existente, exercendo uma vantagem sobre
o LDF e oferecendo uma imagem bidimensional da perfusdo (Humeau-Heurtier et
al., 2012-1).

Os speckles correspondem a areas escuras e brilhantes geradas pela luz
refletida coletada e projetada em uma tela. Quando a luz a laser incide em uma
superficie [regiao tecidual de interesse (ROI)] as particulas em movimento na regiao

tecidual iluminada leva a flutuagdes do speckle no detector (Mahé G. et al.; 2012),
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gerando uma imagem da perfusao microvascular (Humeau-Heurtier et al., 2012-2).

As células sanguineas dentro do vaso constituem a principal fonte de dispersor

movel no tecido biolégico (Senarathna et al., 2013) figura 2 e figura 3.

(a)

Células sanguineas dentro
dovaso

Parede do
microvaso

(b)Camara de L
abertura Difragdo

IZ‘:::'::?:: - Tela Padrdo registrado
na tela

Figura 2. Produgdo do laser speckles (a). A luz a laser incidindo nas células

sanguineas do microvaso (setas vermelhas) é refletida (setas pontilhadas). (b) A

onda de luz refletida é difratada através de uma camara de abertura para formar um

padrao de interferéncia na tela. A luz difratada resulta da combinacdo de ondas,

originada de cada célula sanguinea que age como um ponto de fonte de luz.

(Adaptado de Senarathna et al., 2013).
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A = Anodo Anodo
Estimulo Ne 1 Estimulo Ne 2
60s e 0,1 mA 60s e 0,1mA

Fluxo sanguineo cutaneo
LSPU

Tempo (min.)

Basal nicio do estimulo Vasodilatagéo
maxima
Figura 3. Sistema de imagem laser speckle associado a iontoforese. A. Registro das
mudangas do fluxo sanguineo induzido pela iontoforese (2 estimulos anodais por um
intervalo de 10 minutos). B. Imagem do fluxo sanguineo cutadneo induzido pela
iontoforese (Adaptado de Mahé et al.,2012).

Os dados podem ser expressos em unidade arbritaria de perfusdo (UAP), em
percentagem ou percentagem da vasodilatagdo maxima ou expressa como
condutancia vascular cutdnea a qual é o fluxo dividido pela pressao arterial média
(UAP/mmHg). Consequentemente levando em consideracdo as variagdes na
pressao arterial que podem afetar o fluxo sanguineo local (Mahé G. et al.; 2012).

A microcirculagao constitui-se de vasos com menos de 150um em diametro,
incluindo arteriolas, capilares e vénulas (Boer et al., 2012) que s&ao importantes na
determinacao da resisténcia vascular periférica e também um local onde iniciam as
manifestacbes da doenga cardiovascular, em particular o processo inflamatorio
(Levy et al, 2001).

A funcédo primaria da microcirculacdo € melhorar o suprimento de nutrientes e
oxigénio para os tecidos em resposta a uma variagdo de demanda. Uma perfuséo
adequada da rede microcirculatoria € essencial para a integridade da fungdo de
orgaos e tecidos. (Boer et al., 2012).
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A disfungdo microvascular tanto nos vasos de resisténcia como no leito
capilar de nutrigdo tecidual estda estabelecida na obesidade, hipertensdo e
resisténcia a insulina, levando a piora da perfusédo tecidual que afeta multiplos
orgaos e tecidos, envolvendo varios leitos vasculares. A disfungdo microvascular
tem demonstrando ser um indicador de um aumento da incidéncia de eventos
cardiovasculares (Boer et al, 2012). Tem sido relatada uma estreita relagdo entre a
disfungdo microvascular sistémica e a disfungdo da microcirculagdo cutdnea (Mahé
et al., 2012).

O escore de risco de Framingham (FRS) esta inversamente correlacionado
com o recrutamento da densidade maxima de capilares da pele e a reserva de fluxo
coronario. Dados epidemiolégicos e experimentais também sugerem que a
disfungdo microvascular relacionada com a obesidade contribui para o
desenvolvimento do risco cardiometabdlico tais como hipertensdo e resisténcia a

insulina (Boer et al, 2011).

Na doenca arterial coronaria estudos tém mostrado através da avaliagao da
microcirculagédo, que a resposta a vasodilatagado esta deprimida quando utilizados
estimulos farmacologico (Ach) e fisiologico (hiperemia reativa pos-oclusiva) (Agarwal
et al., 2012).

3.2. Analise da espessura média intimal carotidea

A utilizagdo da ultrasonografia das carétidas € um meétodo nado invasivo e
relativamente simples. E crescente o interesse, particularmente na avaliacdo da
espessura médio-intimal (EMI) como preditor de risco cardiovascular (Robertson et
al., 2012).

Esta técnica, utilizada e validada a partir da década de 1980, atualmente
utilizada em pesquisas, principalmente na avaliagdo das mudangas estruturais na
parede arterial, como um marcador substituto da doencga aterosclerética (Oren et al.,
2003). Estas avaliagbes tém sugerido que o aumento da EMI possa estar

relacionado a eventos cardiovasculares futuros, principalmente em adultos jovens
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para a detecgdo de doenga cardiovascular subclinica (Finn et al., 2010; Roman et
al., 2011; Inaba et al. 2012).

A relacéo entre o risco cardiovascular e a extensao da aterosclerose na meia
idade e nos individuos idosos esta bem estabelecida, porém estudos de necropsia
tém sugerido similar associacdo que pode estar presente na populagdo de adultos
jovens (Oren et al., 2003).

A medida da espessura médio-intimal (EMI) carotidea depende da idade e
sexo, sendo realizada pela distadncia entre a interface lumen-intima e a interface
médio-adventicia (Robertson et al.,, 2012). A camada média e a intima sao
indistinguiveis a ultrasonografia sendo entdo apropriado medir a espessura trés
vezes nos planos anterior, lateral e posterior em um total de 18 medidas (Darabian
et al.,, 2013) e de acordo com o ultimo consenso da Sociedade Americana de

Ecocardiografia (Stein et al., 2008).

Um estudo realizado por Polak et al. associou os riscos cardiovasculares em
individuos com média de idade de 45,2 + 3,63 anos e a EMI. Este estudo comparou
as medidas da EMI na carétida comum com as medidas realizadas no bulbo e ramo
interno. Foi entdo observado que as alteragcdes na EMI estavam relacionadas com a
idade, niveis mais elevados do LDL-c, tabagismo e hipertensdo em todos os

segmentos analisados (Polak et al., 2009).

O estudo de risco de atrosclerose em adultos jovens (ARYA) mostrou que a
idade, indice de massa corporea (IMC), pressao de pulso, niveis de LDL-c elevados
e sexo masculino eram fatores independentes para aumento da EMI (Oren et al.,
2003).

Foi também demosntrado que a EMI esta significativamente relacionada com
os eventos cardiovasculares nos estudos, Atherosclerosis Risk in Communities
(ARIC), Rotterdam Coronary Calcification Study, Cardiovascular Health Study (CHS)
e Carotid Atherosclerosis Progression Study (CAPS). No estudo de progresséo da
EMI para eventos cardiovasculares em uma populagdo européia de alto risco
(IMPROVE) a combinacdo da medida da EMI com os fatores de risco de
Framingham foi melhor em predizer eventos cardiovasculares futuros do que a

avaliac&o de risco classico de Framingham isoladamente (Doneen &. Bale, 2013).
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A espessura médio-intimal € um marcador de aterosclerose e pode ser usado
para detectar a doencga arterial coronariana (DAC) precoce em estadio subclinico.
Apresenta como vantagens o fato de ser um exame complementar ndo invasivo,
seguro e relativamente barato e pode ser realizado repetidamente sem efeitos
adversos (Cobble & Bale, 2010). Diretriz recente aponta para os métodos de
imagem, no qual a USC (ultrasonografia de carétidas) esta inserida, classe de
recomendacgao Il com nivel de evidéncia B, podendo ser considerado para a
avaliagao de risco tanto o aumento dos valores da EMI quanto a presenga de placa
aterosclerotica (Perk et al., 2012).

A EMI esta associada as doencgas cardiovasculares e é preditor independente
de acidente vascular cerebral e infarto do miocardio. Quando foi medida somente no
segmento da carétida comum, o risco absoluto anual de evento variou de 0,7% a
2,2% para o infarto do miocardio, de 0,4% a 1,8% para o acidente vascular cerebral
e de 1,8% a 3,2% para doenga cardiovascular total. Quando foi medida em varios
segmentos (carétida comum, bifurcagdao, bulbo e ramo interno), o risco absoluto
anual de infarto do miocardio para cada milimetro foi de 1,3% e 1,4% em homens e
mulheres, respectivamente, e para acidente vascular cerebral risco foi 0,5% em
ambos os sexos (Simon et al.,, 2010). Uma metanalise de 11 estudos de base
populacional (54.336 pacientes) mostrou que a placa de carétida, em comparagao
com a EMI, teve acuracia significativamente maior para a predigdo de eventos
futuros de infarto do miocardio fatal e n&o fatal (Inaba et al., 2011).

A afericdo da medida da EMI pelo USC apresenta varios desafios, incluindo
sua reprodutibilidade e dependéncia do operador. Ainda hoje existem importantes
diferengas nas medidas realizadas por diferentes laboratérios de imagem. Dentre
elas podemos citar o local da aquisicdo da imagem (segmento e/ou parede de
medida) e a determinacdo do limite de eco definindo as interfaces quando realizada
de forma automatica ou manual. Variabilidades intra e interobservador foram
encontradas tanto para medi¢des semiautomatizadas quanto manuais (Inci et al
2013).

Estudo realizado para avaliar a presenga de DAC precoce em pacientes com
doenca reumatica avaliou a medida da EMI manual e semiautomatizada, para
avaliar a concordancia das medidas interobservador empregando o coeficiente de
correlagao intraclasse (CCl) e a analise grafica de Bland-Altman. Foi observada boa

concordancia com CCI de 0,74 (0,69 e 0,77 para carotida comum direita e esquerda
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respectivamente), também demonstrada pelos graficos de Bland-Altman. Estas
analises sugeriram que o meétodo € reprodutivel (Di Geso et al., 2012) como
ferramenta para a detec¢cdo de doencga aterosclerética subclinica e avaliagao de

risco cardiovascular (Vanoli et al.,2013).

4. Importancia do estudo

Nas ultimas décadas cresceu o interesse no estudo da epidemiologia
cardiovascular, especialmente com foco na deteccdo precoce da aterosclerose
empregando meétodos ndo invasivos, na tentativa de interferir na historia natural
dessa patologia.

Dentre os métodos nao invasivos para avaliagdo estrutural do vaso para a
predicdo de risco cardiovascular, destacam-se a angiotomografia coronaria e a
medida da espessura médio-intimal carotidea (EMI). A medida da EMI tem sido
pesquisada como uma ferramenta na identificacdo de individuos sob maior risco
cardiovascular.

Diversos estudos adotaram técnicas de medidas n&o invasivas para detectar
a disfuncdo vascular endotelial que estd envolvida precocemente no
desenvolvimento da aterosclerose (Flammer & Liusher, 2010). A avaliagdo do fluxo
da artéria braquial com testes de hiperemia reativa pds-oclusiva (Jounala et al.,
2004) e mais recentemente o sistema de imagem a laser de contraste tém sido
utilizados para avaliar a fungdo microvascular, sugerindo uma relagdo com o a

disfungao vascular sistémica (Mahé et al.;2012).

Vérias razdes podem ser apresentadas para um maior interesse nestes
indicadores de doenca vascular como potenciais substitutos dos marcadores de
risco cardiovascular, uma vez que os fatores de risco cardiovascular estabelecidos
sao insuficientes para identificar acuradamente aqueles individuos que poderéao vir a
sofrer a doenga no futuro. A viabilizagdo de métodos nao invasivos para avaliagéao
de doenga vascular subclinica pode melhorar o entendimento da patogénese,
progressao e prognoéstico da doenga aterosclerética (Rubin & Borden, 2012). Este
estudo podera acrescentar informagdes por métodos nao invasivos capazes de

contribuir para a predi¢ao de eventos cardiovasculares futuros.
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5. Objetivos:
5.1 Primarios
1. Comparar a fungdo microvascular de individuos com doenga arterial coronariana
precoce e de individuos saudaveis, empregando o sistema de imagem laser speckle

de contraste.

2. Investigar a associagdo das medidas da EMI realizadas em varios segmentos da

cardtida com a doenca arterial coronariana precoce.

5.2. Secundario

1. Avaliar a concordancia nas medi¢cdes manuais e semiautomatizadas realizadas

por um mesmo observador e interobservador na medi¢do manual da EMI.
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6. Materiais e métodos

6.1. Pacientes

Este foi um estudo transversal de pacientes com DAC precoce
acompanhados no Instituto Nacional de Cardiologia e individuos saudaveis,
voluntarios aleatorios (grupo controle), recrutados entre setembro de 2011 e maio de
2013.

Foram estudados 94 individuos, sendo 58 com DAC precoce, definida como
individuos que apresentaram angina estavel, angina instavel ou infarto agudo do
miocardio e 36 controles sem DAC. A partir destes, foram realizados dois estudos,
sendo o primeiro uma avaliagao da reatividade microvascular em pacientes com
DAC precoce e controles pareados por sexo e idade, e 0 segundo uma analise do
total de pacientes e controles quanto as medidas da espessura médio-intimal
carotidea.

6.2. Critérios de inclusao

DAC precoce foi considerada aquela manifestada em homens com menos de
45 anos e mulheres com menos de 55 anos, de acordo com a histdria clinica de
angina estavel ou instavel, coronariografia evidenciando estenose maior ou igual a
50% em pelo menos uma coronaria epicardica, histéria de infarto agudo do
miocardio confirmado pelo prontuario ou relatério médico, histéria de

revascularizagdo do micardio cirdrgica ou por angioplastia percutanea.
6.3. Critérios de exclusao:

Pacientes com doencgas autoimunes.

Pacientes com neoplasia.

Mulheres gravidas

DPOC e asma broénquica

1
2
3
4. Pacientes com insuficiéncia renal com creatinina >2,0 mg/dl.
5
6. Diabetes Mellitus tipo |

7

Pacientes com dados gravados por nao estarem disponiveis para analise.



22

6.4. Aspectos Eticos

A participacdo do estudo foi voluntaria. Todos os pacientes e controles foram
esclarecidos a respeito dos objetivos e métodos do trabalho e assinaram um termo
consentimento livre e esclarecido (Anexo IlI) O estudo teve aprovagao do Comité de
Etica em pesquisa pelo Instituto Nacional de Cardiologia, sob o numero
0332/1105211- CAAE e executado conforme suas determinagdes éticas. (ANEXO 1)

6.5. Variaveis analisadas (ANEXO Ill)

6.5.1. Variaveis clinicas:

Os pacientes foram submetidos a exame fisico e anamnese, responderam a um

questionario (Anexo llI).

—

. Tempo da doenca
2. Tempo de tabagismo e Carga tabagica (magos /ano)
3. Presséo arterial (mmHg) com esfignomandémetro de mercurio

4. Peso (Kg) com balanca digital antropométrica com capacidade maxima até
200 kg.

5. Altura (cm) régua antropométrica (balanga digital) com escala de 1,00 metro a
2,10 metros, divisdo de 0,5 cm.

6. Circunferéncia da cintura com trena antropométrica (cm com resolu¢gdo em

milimetros).

7. Circunferéncia do quadril (com trena antropométrica ao nivel da linha

acetabular, em cm)
8. indice de massa corpérea (IMC= kg/m?) calculado pela férmula peso/ altura®

Todos os sujeitos da pesquisa foram submetidos a anamnese e exame fisico
e realizaram testes de bioquimica sendo as amostras de sangue venoso obtidas de

manha apods 12 horas de jejum.
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6.5.2. Variaveis laboratoriais:

10.

11.

12.

Hemograma completo, hemacias, hemoglobina, hematdcrito, leucograma,

contagem de plaquetas.

Colesterol total, lipoproteina de baixa densidade (LDL-c), lipoproteina de alta

densidade (HDL-c) e triglicerideos (mg/dl)

Eletrdlitos: Sodio e Potassio (mg/dl)

Acido arico (mg/dl)

Glicemia de jejum (mg/dl) e hemoglobina glicada (mg%)

Dosagem de insulina sérica (mcUl/ml)

Uréia e creatinina (mg/dl)

Horménio estimulador da tiredide (TSH) e tiroxina livre (T4L) (MUI/L)
Apolipoproteina A - | (Apo A) e apolipoproteina B (Apo B) (mg/dl)
Proteina C reativa (mg/dl)

Aminotransferase glutdmico oxalacética (TGO/AST) e aminotransferase
glutédmico piravica (TGP/ALT) (mg/dl)

Homocisteina (umol/l)

6.6. Avaliagao Nao Invasiva

6.6.1. Ecocardiograma

Os exames foram realizados nos pacientes selecionados e agendados no

Instituto Nacional de Cardiologia (INC).

Foram realizados ecocardiogramas utilizando o aparelho Vivid S6

(Cardiovascular Ultrasound System-GE) com o transdutor 3Mhz Todos os exames

foram gravados e avaliados por dois observadores independentes.
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As dimensdes cardiacas foram medidas conforme as recomendagdes da
Sociedade Americana de Ecocardiografia pelo modo M (didmetro atrial esquedo,
didmetros diastdlico e sistdlico finais do VE). A avaliagdo da funcgdo sistdlica
ventricular esquerda pela fracdo de ejecdo foi determinada pelo método de
Teichholz no modo M e Simpson pelo modo B pelas janelas apicais 4 e 2 camaras
considerando insuficiéncia ventricular esquerda menos que 45%. Analise da fungao
segmentar para avaliar areas isquémicas.

A funcdo diastdlica foi determinada pelo fluxo mitral, obtido pelo cursor
posicionado na extremidade dos folhetos mitrais e pelo Doppler tecidual septal e
lateral na janela apical 4 camaras (Otto CM, 2007) sendo entdo, realizadas as

seguintes medidas:

¢ Velocidade da onda E e da onda A com Doppler pulsado do fluxo mitral;
e Relacéo entre as velocidades das ondas E/A >1 pelo fluxo transmitral;
e Doppler Tecidual com avaliagdo das ondas E' septal e lateral, relagao E/E'
e DT (tempo de desaceleragdo do enchimento inicial) com valor normal até 240
ms; (Otto C M, 2007)
Enchimento atrial esquerdo avaliado pelo fluxo da veia pulmonar superior
direita medida 1 cm a 2cm da veia, medindo o pico da velocidade sistdlica e
diastolica e pico do fluxo reverso atrial. (Otto C M, 2007)

6.6.2. Ultrassonografia das artérias carétidas

A espessura médio- intimal (EMI) foi avaliada de acordo com as diretrizes da
Sociedade Americana de Ecocardiografia (Stein et al., 2008) em aparelho de
ultrassom Vivid S6 com transdutor de 7,5 MHz (GE Healthcare, Wisconsin, EUA). A
EMI foi medida em varios segmentos (carétida comum, bulbo, e ramo interno) nas

carotidas direita e esquerda.

A imagem bidimensional foi focada na parede posterior da carétida comum

medindo da borda da interface luminal da intima até a borda da interface da media-
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adventicia a 1 cm da bifurcag&o na parede posterior da carétida comum (Stein et al.,
2008; Neji & Nambi, 2012), com a imagem congelada e sincronizada com a onda R
do eletrocardiograma no final da diastole (Stein et al., 2008; Roman et al., 2012) em
trés insonagdes de angulagdes diferentes, anterior, lateral e posterior em um total de
18 medidas com a medida automatizada (Stein et al., 2008; Darabian et al., 2013) e
apresentando uma média de valores da espessura médio-intimal (Darabian et al.,
2013). Foi também medido a espessura médio-intimal da bifurcagdo e ramo interno
(Finn et al., 2010;Inaba et al., 2011; Robertson et al., 2012; Peters & Bots , 2013).

A concordancia foi avaliada pelo observador A entre as medidas, manual e
semiautomatizadas, com intervalo minimo de 4 semanas . As afericdes manuais
foram realizadas de forma independente por dois observadores (A e B), um deles
com certificagcdo em ecocardiografia pela Sociedade Brasileira de Cardiologia, e que
realizam mais de 1200 exames/ano e, empregadas para calcular a concordancia

interobservador.

Como medidas normais foi considerado < 1,0 mm e acima de 1,5 mm foi

considerado como placa aterosclerética (Stein et al., 2008; Finn et al., 2010) figura 4.

Ef :

1 IMT Post Avg 0.65 mm
IMT Post Max 0.80 mm
IMT Post Min 0.56 mm|
IMT Post SD  0.06 mm|

IMT Post Pts 214

Figura 4. Duplex Scan de carétida com avaliagdo da espessura miointimal
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6.6.3. Fluxometria microcirculatoéria

O fluxo microcirculatorio cutdneo foi avaliado através de um sistema de
analise de imagens (figura 5) que utiliza tecnologia de luz laser (laser speckle
contrast analysis, Pericam PSI system, Perimed AB, Sweden). O sistema PSI
permite o registro continuo, em tempo real com alta resolugdo do fluxo
microcirculatério de maneira independente do operador. As imagens foram
analisadas através de software fornecido pelo fabricante.

Foram escolhidos aleatoreamente dois pontos na pele na face ventral do
antebrago com aproximadamente 5cm de distancia entre eles, evitando-se areas de
pelos, pigmentagcao alterada, escoriagdes e veias visiveis. Foram entéo instalados
dois eletrodos para a administragao de farmacos através de discos adesivos (L1611,
Perimed, Jarfalla, Suécia, figura 5) e determinadas trés areas de medida,
correspondendo a regides circulares de aproximadamente 80 mm?. Duas das areas
de medida se encontravam nos eletrodos (iontoforese) e a terceira (hiperemia
reativa) era adjacente aos eletrodos. Foi utilizado um sistema de coxins a vacuo (AB
Germa, Kristianstad, Sweden) para evitar os artefatos de medida que poderiam
resultar dos movimentos do brago.

A iontoforese cutanea de acetilcolina (Ach 2% peso/volume) ou nitroprussiato
de sodio (NPS 2% peso/volume, Sigma Chemical CO, USA), solugédo é administrada
em uma camara no eletrodo, c foi realizada através da utilizagdo de um sistema de
micro-farmacologico (PF 751 Perilont USB Power Supply, Perimed, Suécia) através
de correntes anddicas (Ach) e catddicas (NPS) de 30, 60, 80, 120, 152 e 180pA por
10 segundos com um intervalo de 1 minuto entre cada aplicagdo . As cargas totais
de corrente foram de 0.3; 0.6; 0.9; 1.2; 1.5; e 18 mC, respectivamente. O eletrodo de
disperséo da corrente foi instalado aproximadamente 15 cm abaixo das camaras de
eletroforese.

Para os testes da hiperemeia reativa pds-oclusiva (HRPO), foi realizada a
oclusao arterial através do manguito de esfignomandémetro aplicado no bragco com
pressdo supra-sistélica, definida como 50 mmHg acima da presséao arterial sistdlica,
durante 3 minutos. Imediatamente apos a liberagcdo do manguito o fluxo maximo foi

registrado.
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As medidas de fluxo microvascular cutédneo, em unidades arbitrarias de
perfusdo (UAP), foram divididas pela pressédo arterial média para gerar dados de
condutancia vascular cutédnea (CVC), expressas em unidades de UAP/mmHg.

A avaliagdo microcirculatoria foi realizada 20 minutos apds o repouso na
posicdo supina em uma temperatura ambiente controlada (23 + 1°C) e cerca de 1h
apdés uma refeicdo leve. Na manha dos testes, os pacientes receberam as
medicagbes habituais, exceto o mononitrato de isossorbida, que foi administrado
apo6s o término da avaliagédo da reatividade microvascular.

Imediatamente antes do registro do fluxo microcirculatorio, foram medidas a
presséao arterial (PAS) sistdlica e diastolica (PAD) duas vezes com um intervalo de 1
minuto entre elas, utilizando um esfignomandmetro de mercurio e os valores médios
regitrados, sendo a pressao arterial média (PAM) calculada como PAD + [(PAS-
PAD) /3] figura 5 e figura 6.

Figura 5. A - Fluxometria laser speckle com transdutor incidindo luz laser sobre a
pele. B-lontoforese com administracdo da droga (Ach ou NPS) para o teste de
reatividade na camara do eletrodo e esfignomandmetro para hiperemia reativa pos-

oclusiva (HRPO). Laboratorio do Intituto Nacional de Cardiologia (INC).

A figura 6 mostra a reatividade microvascular com LSCI com resposta normal.
Foram colocados dois eletrodos na face ventral do antebrago (apoiado em um coxim
a vacuo para evitar artefatos de movimentos) um eletrodo contendo agua (area

escura) e outro com acetilcolina (Ach) apresentando a vasodilatagdo maxima
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(mosaico de cores), demonstrando as flutuagdes dos speckles. Na figura 7

demonstra uma resposta deprimida com o estimulo da micro-intoforese de Ach.

baszal ach1 ach 2 ach 3 ach 4 ach s
100

lbasal lach 1 afh fach fachje ach §

-

T T T T T T
00:00:00 00:01:30 00:03:00 00:04:30 00:06:00 O0:07:30 00:05:00 00:10:30 o12:00

Figura 6. A fluxometria a laser e resposta normal da vasodilatagdo pelo estimulo
da acetilcolina (Ach). Imagens do Laboratorio do Instituto Nacional de Cardiogia
(INC).
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Figura 7. A fluxometria a laser e resposta deprimida da vasodilatacéo pelo etimulo
da iontoforese de acetilcolina (Ach). Imagens do laboratério do Instituto Nacional de
Cardiogia (INC).
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6.7. Analise Estatistica

Os resultados foram apresentados como média + DP ou mediana (percentis 25 -
75) para valores que nao seguiram distribuicdo normal (teste de normalidade
Shapiro-Wilk).

Para a comparagéo das caracteristicas clinicas entre os grupos, foram utilizados
os testes, qui quadrado e exato de Fisher para as variaveis dicotdmicas e o da soma
dos postos de Wilcoxon para as continuas. Empregaram-se também os testes t
bicaudal de Student ou teste de Mann Whitney, respectivamente para a analise das

variaveis relacionadas com a microcirculacio.

Para a analise da concordancia entre as medidas, foram utilizados o coeficiente
de correlacgéao intraclasse e o grafico de Bland-Altman (Altman DG, 1991). Analise de
regressao linear multipla das medidas da EMI em varios segmentos na medida

semiautomatizada e manuais interobservadores.

Para a avaliagdo do desempenho diagndstico da EMI nos diversos segmentos
utilizamos as medidas do examinador mais experiente. Foram analisadas as areas
sob as curvas ROC, além da sensibilidade, especificidade e razbes de

verossimilhanga usando 1 mm como ponto de corte.

A significancia estatistica foi estipulada em 5%. Os dados foram tabulados com a
planilha eletrénica Excel versao. A analise estatistica foi realizada com os programas

R versao e Stata versao 12. (Stata Corp., 2011).

7. Resultados:

7.1. Avaliagao da fungao microvascular periférica

Na avaliacdo da fungdo microvascular periférica, um estudo transversal, foram
incluidos 30 pacientes com diagnodstico DAC precoce e 30 individuos saudaveis
pareados por sexo e idade. A Tabela 2 descreve as caracteristicas dos individuos

saudaveis e com doencga arterial de inicio precoce. Os pacientes com DAC
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apresentaram fatores de risco (hipertens&o, diabetes e dislipidemia, tabagismo)
obesidade e maior circunferéncia da cintura, tiveram infarto agudo do miocardio
prévio e foram submetidos a uma revascularizagdo (cirargica ou por angioplastia)
eram tabagistas ou ex-tabagistas. Os controles ndao apresentaram diferengas
significativas em relagdo a presséo arterial, mas, com niveis de LDL-c maior que os
pacientes com DAC precoce que estavam em uso regular de estatinas e anti-
hipertensivos, hipoglicemiantes orais ou insulina (INPH) para aqueles que eram
também diabéticos. No grupo DAC 20% apresentaram presenga de placa
aterosclerdtica. Também n&o houve diferenga em relagao a atividade fisica.

Os pacientes com DAC apresentaram niveis de triglicerideos mais elevados e
lipoproteina de alta densidade (HDL-c) mais baixa do que os controles, tendo
significancia estatistica (p=0.0003). Porém, a lipoproteina de baixa densidade (LDL-
c) se apresentou mais elevada nos controles uma vez que os pacientes com DAC
estavam em uso diario de estatinas. Ressalte-se que 30% dos pacientes com DAC
eram diabéticos, e a maioria apresentava sobrepeso e aumento da circunferéncia
abdominal quando comparados com os controles. Nao foram observadas diferengas
em relagdo aos niveis tensionais devido ao uso concomitante de medicamentos anti-
hipertensivos nos portadores de DAC precoce.

As frequéncias observadas do uso de medicagdes no grupo de DAC precoce
foram de 90% para os que estavam em uso de anti-hipertensivos, 33% em uso de
hipoglicemiantes (oral ou Insulina NPH), 87% em uso de estatinas e 50% em uso de
nitratos.

A CVC maxima durante iontoforese da Ach foram de 0,61 + 0,04 € 0,48 £ 0,03
UAP / mmHg nos controles e pacientes com DAC, respectivamente (p = 0,012,
Figura 8). A area sob a curva da vasodilatacédo induzida pela ACh foi de 7258 + 730
e 3723 £ 789 AP /s, de controles versus DAC, respectivamente (p = 0,003, Figura 7).
O aumento de CVC, resultante da vasodilatagdo induzida pela HRPO, foi de 0,48 +
0,03 e 0,39 + 0,02 UAP / mmHg controles vs DAC, respectivamente (p = 0,024,
Tabela 3).
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Tabela 2. Caracteristicas dos individuos saudaveis e com doenca arterial
coronariana de inicio precoce na avaliagdo da fungao microvascular cutanea

o Grupo Controle Grupo DAC
Variaveis p(n=30) (:=30) P
Idade (anos) 421+0.6 426 +0.5 0.417
Género-Homens n (%) 15 (50) 18 (60) 0.436
Cor da pele-Brancos n (%) 25(81) 21(70) 0,229
Escolaridade-Até 12 anos estudados n (%) 11(36) 15(50) 0,125
Renda - 1-2 salarios minimos n (%) 13(42) 19(63) 0,203
Hipertensao arterial sistémica n (%) 01(3,2) 27(90) <0.001
Diabetes Mellitus n (%) 0(0) 9(33) <0,001
Peso (kg) 738129 89.0+4.3 0.003
Altura (cm) 168.1 £ 2.1 164.2+1.9 0.181
Historia Familiar DAC n (%) 01(3,2) 24(80) <0.001
Histéria Familiar DAC precoce n(%) 0(0) 19(63) <0.001
IMC (kg/m?3) n (%) 26.1+£0.7 32.7+1.1 <0.001
Circunferéncia abdominal (cm) 89.4 +2.1 105.5+3.2 <0.001
Dislipidemia n(%) 3(9,7) 26(87) <0.001
Tabagismo n (%) 6(20) 9(30) 0.552
Ex tabagismo 4(13) 11(37) 0,037
Sedentarismo n (%) 18(58) 16(53) 0,610
IAM prévio n (%) 0(0) 26(87) <0.001
Drogas ilicitas 2(6,5) 6(20) 0,133
Angioplastia n (%) 0(0) 20(67) <0.001
CRVM n (%) 0(0) 8(27) <0.001
PAS (mmHg) 130.0+ 3.4 131.7+5.0 0.784
PAD (mmHg) 85.1+22 84.6+3.4 0.903
PAM (mmHg) 995+ 2.6 101.0+ 3.7 0.801
Creatinina (mg/dl) 0.81 +0.03 0.85+0.04 0.331
Uréia (mg/dl) 28.3+24 31.1+1.7 0.346
Colesterol total (mg/dl) 201.0+ 7.1 202.3 + 11 0.526
Triglicerideos(mg/dl) 76.5 (62-117) 157 (110-265) <0.001
HDL-C (mg/dl) 482+25 36.8+1.3 0.003
LDL-C (mg/dl) 142.5 (102-152) 114 (90-140) 0.155
Glicose (mg/dl) 92.5 (88-97) 105 (96-128) 0.004
Uso de estainas n(%) 0(0) 26(87) <0.001
Uso de nitratos n(%) 0(0) 15(50) <0.001
IL:\ISF?Hd: (r:z;ogllcemlantes orais ou 0(0) 9(33) <0.001
Presencga de placa carotidea (0) 6(20) <0.001

Média * dp, e mediana (p25-p75), IMC = indice de massa corpérea, PAS = pressao arterial sistdlica,
PAD = pressao arterial diastélica, PAM = pressdo arterial média, HDL= lipoproteina de alta
densidade, LDL = lipoproteina de baixa densidade, CRVM = cirurgia de revascularizagao miocardica,

IAM = infarto agudo do miocardio, DAC = doenga arterial coronaria.
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Os pacientes com DAC apresentaram niveis de triglicerideos mais elevados e
lipoproteina da alta densidade (HDL-c) mais baixa do que os controles, tendo
significancia estatistica (p=0.0003). Porém, a lipoproteina de baixa densidade (LDL-
C) se apresentou mais elevada nos controles uma vez que os pacientes com DAC
estavam em uso diario de estatinas. Ressalte-se que 30% dos pacientes com DAC
eram diabéticos, e a maioria apresentava sobrepeso e aumento da circunferéncia
abdominal quando comparados com os controles. Nao foram observadas diferengas
em relagao aos niveis tensionais devido ao uso concomitante de medicamentos anti-

hipertensivos nos portadores de DAC precoce.

As frequéncias observadas do uso de medicagdes no grupo de DAC precoce
foram de 90% para os que estavam em uso de anti-hipertensivos, 33% em uso de
hipoglicemiantes (oral ou Insulina NPH), 87% em uso de estatinas e 50% em uso de
nitratos.

A CVC maxima durante iontoforese da Ach foram de 0,61 + 0,04 € 0,48 £ 0,03
UAP / mmHg nos controles e pacientes com DAC, respectivamente (p = 0,012,
Figura 8). A area sob a curva da vasodilatag&o induzida pela ACh foi de 7258 + 730
e 3723 £ 789 AP /s, de controles versus DAC, respectivamente (p = 0,003, Figura 7).
O aumento de CVC, resultante da vasodilatacao induzida pela HRPO, foi de 0,48 %
0,03 e 0,39 + 0,02 UAP / mmHg controles vs DAC, respectivamente (p = 0,024,
Tabela 3).
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Figura.8 Condutancia vascular cutdnea (CVC) maxima pelo estimulo da iontoforese

da acetilcolina (Ach) nos individuos controles (CONT) e com DAC de inicio precoce.

ASC = area sob a curva e hiperemia reativa pos- oclusiva (HRPO).
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Figura 9. Condutéancia vascular cutédnea (CVC) maxima pelo estimulo da iontofores
com nitroprussiato de sédio (NPS). Area sob a curva (ASC) da CVC. Espessura
médio-intimal carotidea (EMI) em individuos controles(CONT) e com DAC de inicio

precoce.
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Tabela. 3. Area sob a curva da condutancia vascular cutanea (CVC) pelos estimulos
de acetilcolina, nitroprussiato de sédio e hiperemia reativa pos-oclusiva (HRPO) em

individuos controles e com DAC de inicio precoce.

AREA SOB A CURVA GRUPO CONTROLE ~ GRUPO  VALOR

DAC DE p
Ach (UAP/s) 7258+730 3723+789 0,003
NPS (UAP/s) 3225(1549-6933)  0(0-2058) 0,006
- GRUPO __ VALOR
VASODILATAGAO MAXIMA GRUPO CONTROLE  DAC DE p
HRPO (UAP/mmHg) 0,48+0,03 0,39:0,02 0,024

Média + Dp, mediana (p25-p75), Ach = acetilcolina; NPS= nitroprussiato de sddio; AUP=

unidade de arbitraria de perfusdo; DAC= doenga arterial coronariana.

A CVC maxima durante a iontoforese de NPS foram de 0,51 (0,39-0,67) e
0,38 (0,29-0,49) UAP/mmHg em controles versus DAC, respectivamente (p =
0,0159, Figura 9). A area sob a curva de vasodilatagdo induzida por NPS foi de 3225
(1549-6933), 0(0-2058) UAP/s, de controles versus DAC, respectivamente (p =
0,0006, Figura 2). Observou-se aumento significativo na EMI em individuos com
DAC; a EMI foi de 0,8 (0,8-0,8) e 0,9 (0,8-1,0) mm em controles versus com DAC,
respectivamente, p = 0,003, Figura 8. O aumento da EMI foi associado com as
alteracdes encontradas na resposta do estimulo com o NPS no grupo DAC podendo
estar relacionado a disfungcédo endotelial na vasodilatacdo independente do endotélio.
Na figura 10 o grafico mostra a relacdo da vasodilatagdo maxima e a espessura

médio-intimal carotidea.
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Figura 10. Demonstragcdo grafica da relagdo entre a vasodilatagdo maxima da
iontoforese da Ach e NPS medida da EMI entre os grupos DAC e controle. Quanto
maior a EMI pior foi a resposta vasodilatadora. Condutancia vascular cutanea (CVC)

= APU/mmHg em média £ Dp; espessura médio -intimal (EMI) = mediana (p25-p75).

Tabela 4. Vasodilatagdo maxima pelo estimulo da iontoforese com a acetilcolina
(Ach), nitroprussiato de soédio (NPS) e hiperemia reativa pds-oclusiva (HRPO) na

condutancia vascular cutanea. EMI (espessura médio-intimal) e a presenga de placa

carotidea.
Variaveis Grupo Controle Grupo DAC Valorde P
CVC-Ach (UAP/mmHg) 0,61 +0,04 0,48 + 0,03 0,0119
CVC-NPS (UAP/mmHg) 0,51(0,39-0,67) 0,38(0,29-0,49) 0,0159
CVC-HRPO (UAP/mmHg) 0,48 £ 0,03 0,39 £ 0,02 0,0239
EMI (mm) 0,8(0,8-0,8) 0,9(0,8-1,0) 0,0003

Média + Dp, mediana (p23-p75), CVC= condutancia vascular cutanea, NPS=nitroprussiato de
soédio, Ach= acetilcolina, HRPO= hiperemia reativa pods-oclusiva, EMI=espessura médio intimal,

DAC=doenca arterial coronariana.
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7.2. A avaliagao da espessura médio-intimal carotidea

A Tabela 5 descreve as caracteristicas clinicas dos pacientes portadores de
DAC precoce e dos controles. Foram realizadas 2112 medidas em 89 individuos do
estudo. Cinco individuos ndao foram avaliados por ndo terem os seus dados
disponiveis para a analise das medidas da EMI (trés do grupo DAC e dois do grupo
controle). Os fatores de risco foram mais prevalentes nos portadores de DAC
precoce, bem como a presenga de eventos como o infarto agudo do miocardio e os
procedimentos de revascularizagdo do miocardio, percutdneo e cirurgico. Os
portadores de DAC precoce apresentaram idade discretamente superior ao do grupo
controle. Observou-se que nao houve diferenga entre os grupos no que tange a
atividade fisica e que a maioria dos portadores de DAC precoce abandonou o habito
de fumar. Nao houve diferenga entre o grupo controle e o grupo DAC em relagéo a
presséao arterial, porém tiveram LDL-c maior no grupo controle, uma vez que o grupo
DAC estava em uso regular de estatinas, nitratos, hipoglicemiantes orais ou INPH
para aqueles que eram também diabéticos. Na avaliacdo da presenca de placa

foram encontrados 40% no grupo DAC e 6,7% no grupo controle.

As Tabelas 6 e 7 descrevem as medianas e os percentis 25 e 75 dos diversos
segmentos avaliados na EMI pelo aparelho (medida semiautomatizada) e pelos
observadores A e B nos portadores de DAC precoce e controle, respectivamente.
Nas Figuras 9 e 10 pode-se observar a demonstragdo grafica da distribuicdo das
diversas medidas realizadas. Foi observada maior dispersao nas medidas realizadas

no grupo DAC precoce do que no grupo controle.
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Tabela 5. Caracteristicas clinicas dos portadores de doenca arterial coronariana
precoce e os controles na avaliacdo da espessura medio-intimal

Variaveis Controle DAC precoce P
(n=36) (n=58)

Idade 40,6 £ 4,7 454 +34 <0,001
Género- Homens n(%) 19(52,8) 34(58,6) 0,579
Cor da pele — Brancos n(%) 30(83,3) 39(67,2) 0,057
Escolaridade — Até 12 anos estudados n(%) 22(61,1) 30(51,7) 0,062
Renda —1 -2 salarios minimos n(%) 12(33,3) 38(65,5) 0,002
Hipertensao Arterial Sistémica n(%) 1(3) 55(95) <0,001
Diabetes Mellitus n(%) 0(0) 18(31) <0,001
Peso (kg) 73+2,9 85+2,7 0,002
Altura (cm) 168 + 11 164 +1,3 0,162
Histéria Familiar DAC n(%) 1(3) 44(76) <0,001
Histéria Familiar DAC precoce n(%) 0(0) 31 <0,001
IMC (kg/m?) n (%) 26 + 3,6 32+6,2 0,003
Circunferéncia abdominal (cm) 89+ 11 106 £ 17 0,133
Dislipidemia n(%) 3(8,3) 52(90) <0,001
Tabagismo n(%) 6(17) 11(19) 0,778
Ex Tabagismo n(%) 5(14) 31(53) 1

Sedentarismo n(%) 23(64) 33(57) 0,502
IAM prévio n(%) 0(0) 48(83) <0,001
Drogas ilicitas n(%) 2(6) 8(14) 0,308
Angioplastia n(%) 0(0) 38(66) <0,001
CRVM n(%) 0(0) 22(38) <0,001
PAS( mmHg) 129+24 134 +£3,3 0,469
PAD (mmHg) 82+1,5 87121 0,083
PAM (mmHg) 97 +1,7 103+2,8 0,124
Creatinina (mg/dl) 0,8+0,14 0,23+0,43 0,511
Uréia (mg/dl) 28+11,5 27,4+ 243 0,004
Colesterol total (mg/dl) 200 £ 33 200 £ 59 0,053
Triglicerideos (mg/dl) 77(63-113)  178(110-249) <0,001
HDL-C (mg/dl) 44(36-55) 35(30-43) 0,001
LDL-C (mg/dl) 140(104-151)  112(81-138) <0,001
Glicose (mg/dl) 94(88-99) 102(96-122) 0,001
Uso de estainas n(%) 0(0) 52(89,7) <0,001
Uso de nitratos n(%) 0(0) 29(50) <0,001
Uso de hipoglicemiantes orais ou INPH n (%) 0(0) 18(31) <0,001
Presenca de placa carotidea n(%) (0) 24(40) <0,001

IAM (infarto agudo do miocardio), CRVM (cirurgia de revascularizagdo miocardica), média *
Dp, mediana (p25-p75), PAS = pressao artrial sistélica, PAD = pressdo arterial diastolica, PAM =
pressao arterial média, CRVM = cirurgia de revascularizagdo miocardica, IAM = infarto agudo do
miocéardio, DAC=doenca artrial coronariana, HDL = lipoproteina de alta densidade, LDL = lipoproteina de

baixa densidade.
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Tabela 6. Mediana e percentis 25 e 75 dos diversos segmentos avaliados na EMI
pelo aparelho (medida semiautomatizadas) e pelos observadores A e B nos
portadores de doenga arterial coronariana precoce.

Variaveis Aparelho A B
CC Anterior Direito 0,84(0,75-1,0) 0(0,9-1,1) ,0(0,9-1,1)
CC Lateral Direito 0,9(0,8-0,98) 0(0,9-1,1) ,0(0,9-1,1)
CC Posterior Direito 0,89(0,76-1,05) 1(0,9-1,2) ,0(1,0-1,1)
Bulbo Direito — 1,2(1,1-1,3) ,2(1,1-1,3)
Ramo interno Direito — 0(0,8-1,1) ,0(0,9-1,1)
CC Anterior Esquerdo 0,94(0,8-1,04) 1,0(0,9-1,1) ,0(0,9-1,1)
CC Lateral Esquerdo 0,9(0,76-1,09) 1(0,9-1,2) 1 1(0 9-1,2)
CC Posterior Esquerdo 0,9(0,76-1,1) 1,1(1,0-1,2) 1,1(0,95-1,15)
Bulbo Esquerdo — 1,3(1,1-1,30) 1,2(1,1-1,3)
Ramo interno Esquerdo — 1,0(0,85-1,1) 1,0(0,9-1,1)

CC = carotida comum, mediana (p25-p75).

Tabela 7. Mediana e percentis 25 e 75 dos diversos segmentos avaliados na EMI
pelo aparelho (medida semiautomatizadas) e pelos observadores A e B nos
controles.

Variaveis Aparelho A B
CC Anterior Direito 0,8(0,68-0,88) 0,8(0,8-1,0) 9(0,8-1,0)
CC Lateral Direito 0,8(0,7-0,86) 0,9(0,8-1,0) 9(0,8-1,0)
CC Posterior Direito 0,8(0,68-0,9) 0,9(0,8-1,0) 8(0,8-0,9)
Bulbo Direito - 1,1(1,0-1,2) 1(1,0-1,2)
Ramo interno Direito - 0,8(0,7-0,9) 0,8(0,8-0,9)
CC Anterior Esquerdo 0,77(0,7-0,88) 0,8(0,8-1,0) 0,8(0,8-0,9)
CC Lateral Esquerdo 0,75(0,76-1,09) 0,9(0,8-1,0) 9(0,8-0,9)
CC Posterior Esquerdo 0,8(0,68-0,88) 0,9(0,8-1,0) 8(0,8-0,9)
Bulbo Esquerdo — 1,1(1,0-1,2) 1(1,0-1,2)
Ramo interno Esquerdo - 0,8(0,7-0,9) 8(0,8-0,9)

CC = carotida comum, mediana (p25-p75).

Comparagbes entre as medidas semiautomatizadas (aparelho = primeiro) e as
realizadas pelos observadores A (segundo) e B (terceiro) nos diversos segmentos
(carétida comum direita e esquerda anterior, lateral e posterior; bulbo direito e
esquerdo, ramo interno direito e esquerdo) realizadas no grupo Controle como nas
Figuras 10 A, 10 B e 10 C respectivamente e no grupo DAC Figuras 11 A, 11 B e 11
C respectivamente.
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Na analise de regressdo linear multipla, pelos valores dos coeficientes,
percebe-se que na presenca de DAC aumenta a EMI, em média, em 0,15 mm. As
medidas do bulbo sdo 0,12 mm maiores do que as da carétida comum; as do ramo
interno sdo 0,11 mm menores do que as da carétida comum. As medidas manuais
foram maiores dos que as semiautomatizadas (observador A em 0,072 mm e
observador B em 0,063 mm). As duas examinadoras ndao apresentaram diferenga
apreciavel entre si e, ndo houve diferenga apreciavel entre as medidas do lado
direito e esquerdo. Foram dados como referéncia para analise os controles, a

carotida comum e o lado esquerdo (Tabela 8).

Tabela 8. Analise de regresséo linear multipla das medidas semiautomatizadas e

interobservadores da EMI carotidea nos varios segmentos.

Variavel Coeficiente Erro padrao IC 95% p

Controle* - - - -
DAC 0,15 mm 0.010 0,132a 0,169 <0,001
Carétida comum* - - - -

Bulbo 0,122 mm 0,0123 0,010 20,147 <0,001
Ramo interno -0,111 mm 0,0123 -0,135a-0,087 <0,001
Semiautomatizadas* - - - -

Examinador A 0,072 mm 0,016 0,041 20,103 <0,001
Examinador B 0,063 mm 0,016 0,032 20,093 <0,001
Lado esquerdo* - - - -

Lado direito -0,013 mm 0,009 -0,031a 0,005 0.164

Constante 0,883 0,014 0,856 a 0,911 <0,001

*valores de referéncia, IC= intervalo de confianca.

Houve boa concordancia interobservador A x B (entre 0,73 e 0,91) e

concordancia razoavel (entre 0,62 e 0,64) nas medidas semiautomatizadas e nas
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realizadas pelo observador A, avaliadas pelo coeficiente de correlagéo intraclasse
(Tabela 9).

Tabela 9- Concordancia da medida semiatomatizada (aparelho) X observador A e
interobservador (observador A x B) avaliada pelo coeficiente de correlagao
intraclasse.

Variavel SAx A AxB
CClI IC 95% P CCl IC 95% p
CC Direito 0,64 0,49-0,74 <0,001 0,89 0,84-0,92  <0,001
Bulbo Direito * * * 0,85 0,78-0,90  <0,001
Ramo interno Direito * * * 0,73 0,61-0,81 <0,001
CC Esquerdo 0,62 0,48-0,74 <0,001 0,90 0,86-0,93  <0,001
Bulbo Esquerdo * * * 0,79 0,70-0,92  <0,001
Ramo interno Esquerdo * * * 0,91 0,87-0,94  <0,001

A = Observador A, B= Observador B, SA = semiautomatica, CC = carétida comum, IC = intervalo de

confianga, CCI = coeficiente de correlagao intraclasse.

Pelos graficos de Bland-Altman percebe-se uma diferenca sistematica entre
as medidas semiautomaticas e do observador A (semiautomatica maior) a partir de

aproximadamente 1,25 mm, sendo concordantes até esse valor (Figura 12).

Figura 13- Graficos de Bland e Altman para avaliagdo da concordancia
interobservador da EMI na Carétida Comum Direita, Esquerda e na maior medida
entre as duas.
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N&o houve diferenca entre o desempenho da carétida comum, bulbo e ramo
interno quando avaliados pela curva ROC (Figura 13).

Figura 14- Curvas ROC das medidas da EMI para os segmentos da cardtida
comum, bulbo e ramo interno.
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O desempenho das medidas (Figura 13) dos varios segmentos da caroétida
(carétida comum, bulbo e ramo interno) nao foi diferente quando analisada a area
sob a curva ROC que foi aproximadamente de 0,8. Porém, foi melhor o desempenho
da carétida comum e ramo interno para identificar os pacientes com DAC precoce
com uma razao de verossimilhanga positiva de 4,4 e 3,8, respectivamente (Tabela
10).

Tabela. 10. Avaliacdo da acuracia da medida da EMI pela ultrasonografia da artéria

carotida.
Variavel Sensibilidade (%) Especificidade (%) AUC (CurvaROC) RVP RVN
IC 95% IC 95% IC 95%
Carotida comum 78(0,66-0,87) 82(0,67-0,92) 0,82 (0,74-0,91) 4,4 0,3
Bulbo 93(0,83-0,97) 19(0,19-0,49) 0,77 (0,67-0,86) 1,4 0,2
Ramo Interno 56(0,43-0,69) 85(0,70-0,94) 0,80 (0,70-0,89) 3,8 0,5

ASC = area sob a curva ROC; RVP = razdo de verossimilhanga positiva; RVN = razido de
verossimilhanga negativa.
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8. Discussao

No Brasil, até o presente estudo, ainda ndo havia sido documentado o uso da
reatividade microvascular cutdnea como ferramenta para a avaliagdo da presenga
de doencga aterosclerética em jovens, bem como sua associagdo com O

espessamento miointimal carotidea.

8.1. Fungao microvascular cutanea

A piora da vasodilatacdo dependente do endotélio, observada na disfungao
endotelial, € causada por diferentes disturbios, podendo ser observada na circulagéo
cutanea, sugerindo que possa refletir a disfungéo vascular sistémica em magnitude e

mecanismos subjacentes (Mahé et al., 2012).

Existem varias técnicas ndo invasivas para a avaliagdo da fungdo e estrutura
vascular e o grau de rigidez do vaso, que apresentam uma associagao com a
doenca cardiovascular, incluindo a vasodilatacdo mediada pelo fluxo da artéria
braquial, velocidade da onda de pulso e a espessura médio-intimal carotidea
(Holowatz et al., 2008).

O recente desenvolvimento da técnica de laser speckle de contraste que avalia a
funcdo microvascular cutanea, permitiu, em tempo real, a observacdo das mudangas
do fluxo sanguineo cutdneo mediante de estimulos fisioldégicos ou farmacologicos
(Mahé et al 2012), sendo mais uma técnica nao invasiva de avaliagdo da fungao

vascular.

Normalmente o éxido nitrico é liberado das células endoteliais em resposta a
diferentes receptores, especialmente as forgas de cisalhamento causadas pelo fluxo
sanguineo. Estes estimulos, liberam 6xido nitrico que tém uma meia-vida muito curta
e facilmente atravessam as barreiras bioldgicas, e entdo se difundem do endotélio
para a camada de musculo liso, ativando a guanilato ciclase, aumentando a

concentragdo do GMPc e induzindo a vasodilatagdo (Flammer & Luscher, 2010).
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O grupo de pacientes com DAC apresentou maior indice de massa corporea
(IMC) e circunferéncia da cintura, niveis mais elevados de triglicérides e niveis mais
baixos de HDL-c do que os controles, e cerca de 30% tinham diabetes tipo 2. Essas
caracteristicas clinicas apontam para a presenga de sindrome metabdlica, que é

conhecida por alterar a fungcao endotelial microvascular (Serne et al., 2006).

Estudos anteriores ja haviam demonstrado alteragdes estruturais (artéria
carétida) e funcionais (artéria braquial) da fungdo macrovascular sistémica em
individuos jovens com histéria de infarto do miocardio (Coppola et al., 2009). No
presente trabalho, demonstrou-se que, de maneira similar, a fungdo endotelial
microvascular sistémica também se encontra bastante alterada em individuos com

doenca arterial coronaria de inicio precoce.

Além disso, foi observada uma resposta da vasodilatagdo deprimida com o
estimulo do NPS (vasodilatacdo independente do endotélio) no grupo DAC em
relagdo aos controles. Esta alteragcdo da vasodilatagcdo independente do endotélio
sugere que os pacientes podem ter uma diminuigdo da sensibilidade da camada de
musculo liso vascular ao 6xido nitrico ou, de maneira alternativa e mais provavel,
alteragdes estruturais da parede arterial microvascular (Deanfield et al., 2007;
Reriani et al., 2011).

Além das alteragbes da fungdo microvascular no grupo de pacientes com DAC,
foi observada uma diferenca significativa da espessura médio-intimal carotidea,
entre os grupos. A medida da EMI estabelecida pela Sociedade Americana de
Ecocardiografia de 2008 na parede posterior da carotida comum foi validada como
marcador de doenga subclinica e de aumento de risco cardiovascular (Polak et al.,
2010). A EMI estd associada ao inicio do processo aterosclerético e capaz de

predizer eventos cardiovasculares futuros (Darabian et al., 2013).

O processo aterosclerotico é também infamatério, podendo alterar a homeostase
vascular com liberagdo componentes que estimulam a proliferacao e espessamento
do musculo liso vascular, causando um ciclo que perpetua o dano endotelial
(Szmitko et al.; 2003 Parte-1l) e, poderiam explicar as alteragdes da resposta

vasodilatadora encontradas neste grupo.
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Estes dados encontrados no desenvolvimento da doenga atrosclerética, foram
reforcados pelos estudos de necrdpsias os quais, demonstraram que a doencga se
inicia na infancia e progride na vida adulta associada a exposi¢cdo aos fatores de
risco, que nos individuos jovens esta associada com uma ocorréncia de 80% de

infarto agudo do miocardio (Rubin et al., 2012).

Um estudo realizado em 19 pacientes com hipercolesterolemia que estavam em
uso de estatinas, quando aplicado o teste de HRPO, provou que a vasodilatagado na

microcirculagéo pode ser melhorada pela terapia com estatinas (Bingelli et al. 2003).

8.2. Espessura médio-intimal carotidea

A utilizagdo da ultrassonografia das carétidas € um método ndo invasivo e
relativamente simples, validado desde a década de 1980 (Oren et al., 2003).E
crescente o interesse, particularmente na avaliagdo da espessura médio-intimal
(EMI) como preditor de risco cardiovascular (Polak et al. 2009; Robertson et al.,

2012).

O ultimo consenso da Sociedade Americana de Ecocardiografia em 2008,
elaborou um padrao de avaliagdo da EMI, com o intuito de identificar os pacientes
assintomaticos de maior risco (Stein et al 2008). Estabeleceu a avaliagdo do
espessamento da parede posterior da carétida comum em 3 angulagdes de
insonacgao (anterior, lateral e posterior), em um total de 18 medidas (Stein et al 2008;
Darabian et al., 2013). Observou que a presenga de placa ou EMI maior ou igual ao
percentil 75 para género, idade e etnia era indicativa de aumento de risco para

doenca cardiovascular (Stein et al 2008).

Estudos recentes tém avaliado a medida da EMI nos diversos segmentos
(carétida comum, bifurcagdo e ramo interno) com o intuito de aumentar a acuracia
da predicdo do risco cardiovascular em associagdo aos escores existentes. Os
escores de risco foram limitados em predizer infarto agudo do miocardio (IAM)
quando avaliaram pacientes que apresentavam risco intermediario ou baixo
(Darabian et al. 2013, Stein et al., 2012; Inaba et al., 2012).
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Foi demonstrado em metanalise que a sensibilidade, a especificidade e a
raz&o de chances diagndstica da EMI para o diagnostico de DAC foi de 68%, 61,5%
e 3,2 quando medida na carétida comum e de 79%, 74,4% e 7,9 quando medida no
ramo interno. A baixa especificidade da EMI da carétida comum estava relacionada
ao espessamento que ocorre antes do desenvolvimento da doenca aterosclerotica
(Darabian et al., 2013). Os resultados da avaliagdo das medidas da EMI mostraram
que a acuracia da predicdo de eventos futuros era maior quando as medidas do

bulbo e ramo interno foram associadas com a carétida comum (Inaba et al., 2012).

Um estudo realizado em 3254 individuos para a avaliagdo da EMI de
segmento especifico da carotida demonstrou que a EMI em todos os segmentos
(carétida comum, bulbo e ramo interno) tive uma associagao significativa como os
fatores de risco para doenga cardiovascular. (Polak et al. 2009) e os autores
sugeriram que esse achado poderia se relacionar ao desenvolvimento de DAC no

futuro.

No presente estudo todas as medidas isoladamente se associaram a DAC
precoce, porém empregando-se o ponto de corte tradicional (1,0 mm) a medida no

bulbo ndo demonstrou bom desempenho como teste diagndstico.

Um estudo realizado em 2456 individuos com idade inferior a 50 anos,
empregando o coeficiente de correlagdo intraclasse (CCl), para avaliar a
concordéancia interobservador e intraobservador da medida da EMI na carétida
comum, observou CCI de 0,97(95% de IC, 0,96 a 0,98; p<0,0001) e 0,93 (95% de
IC, 0,91 a 0,94; p< 0,0001) respectivamente (Lorenz et al. 2006). No presente estudo
foi observada boa concordancia interobservador nas medidas da EMI nos trés
segmentos (carétida comum, bulbo e ramo interno), e razoavel nas medidas

realizadas pelo observador A empregando os métodos semiautomatizado e manual.

Um estudo que avaliou a concordancia da medida da EMI em 50 individuos
utilizou as medidas semiautomatizadas e manuais realizados por dois observadores
cegados. Obteve pela analise do CCl uma variabilidade interobservador de 0,95 de
0,94 para as medidas semiautomatizadas e manuais respectivamente. As medidas

manuais intraobservador apresentaram CCI de 0,96 para o operador A e 0,91 para o
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observador B. Os autores concluiram que as medidas semiautomatizadas e manuais

foram equivalentes (Vanoli et al., 2013).

Neste estudo, as medidas da EMI nos diversos segmentos apresentaram
acuracia semelhante. Possivelmente, com o emprego de populagdes maiores e
protocolos padronizados sera possivel aumentar a acuracia diagnéstica das medidas
associadas especialmente na populagao de individuos jovens com escores de risco
intermediario. Desse modo, a definicdo de novos pontos de cortes para o segmentos
do bulbo e ramo interno poderao ser definidos e testados quanto a sua sensibilidade

e especificidade, além de reprodutibilidade.

8.3. Limitagoes

O pequeno numero de individuos da amostra ndo permite conclusdes
definitivas sobre os marcadores de risco cardiovascular em pacientes com DAC
precoce, em geral; todavia, gera hipoteses para estudos maiores futuros. Também
nao é possivel a inferéncia de causalidade entre disfungdo endotelial, anormalidade
estrutural (espessamento miointimal) e DAC devido as diferentes formas de medida
da espessura médio-intimal, no que se refere a uma normatizagdo das medidas dos

segmentos do bulbo e ramo interno.

9. Resultados Gerais

Neste estudo, em que se procurou avaliar a fungdo microvascular sistémica e a
espessura médio-intimal carotidea (EMI) em individuos com doenca arterial

coronariana precoce e em individuos controle, comprovou-se que:

1- Os pacientes com doenga aterosclerdtica coronariana de inicio precoce
apresentaram alteragbes significativas da reatividade microvascular sistémica, em
relacdo ao grupo controle. A disfungdo endotelial microvascular se acompanhou de
marcada reducao da funcdo do musculo liso vascular, esta ultima associada com

maior espessura medio-intimal carotidea.
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2- A afericdo da espessura meédio-intimal realizada nos diversos segmentos da
cardtida se associou de forma significativa com a presengca de doenca
aterosclerética precoce. Nao houve diferenca entre o desempenho das medidas na
carétida comum, bulbo e ramo interno quando avaliados pela curva ROC

(aproximadamente 0,8).

3- Houve boa concordancia interobservador A x B (entre 0,73 e 0,91) e concordancia
razoavel (entre 0,62 e 0,64) nas medidas semiautomatizadas e nas realizadas pelo

observador A, avaliadas pelo coeficiente de correlagdo intraclasse.

4-Pelos graficos de Bland-Altman percebe-se uma diferenca sistematica entre as
medidas semiautomaticas e do observador A (semiautomatica maior) a partir de

aproximadamente 1,25 mm, sendo concordantes até esse valor.

5-A analise de regressao linear multipla demonstrou que:

a. Individuos com DAC apresentaram uma medida de EMI em média maior nos
segmentos da carétida comum e no bulbo foram maiores do que a carotida
comum, sendo estatisticamente significativos.

b. Também demosntrou que as medidas da EMI no ramo interno foram 0,11 mm
menores que nos segmentos da carétida comum.

c. As medidas da EMI manuais interobservadores foram maiores que as
medidas semiautomatizadas e ndo houve diferenga apreciavel

interobservadores, assim como entre o lado direito e esquerdo das carétidas.

10. Conclusoes:

O LSCI discriminuo de forma significativa os individuos com DAC dos individuos sem
doencga (controles), demosntrando nitida diferenca da vasodilatacdo (resposta
deprimida) através dos diferentes estimulos. Apesar do grupo DAC estar em uso de
varias medicagdes, ndo teve influéncia significativa na resposta a vasodilatagdo. Na
analise da espessura meédio-intimal foi também significativamente aumentada no
grupo com DAC.
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11. Perspectivas futuras

As novas técnicas de avaliagdo das alteragcdes da funcdo endotelial sdo
promissoras, podendo vir a ter uma maior utilizagdo identificando os individuos com
doenca cardiovascular de inicio precoce. Devido a associagdo da EMI com a doenga
arterial coronaria, as alteragdes nos varios segmentos da carétida também poderéo
ser uteis na identificacdo de individuos com maior risco de eventos cardiovasculares,
e o0 conhecimento do melhor ponto de corte para as medidas pode oferecer

informacgdes adicionais as medidas padronizadas.
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Aprovacgao do CEP

MINISTERIO DA SAUDE ;
SECRETARIA DE ASSISTENCIA A SAUDE
INSTITUTO NACIONAL DE CARDIOLOGIA

COMITE DE ETICA EM PESQUISA

CARTA DE APROVACAO

Prezados Senhores,

O Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do Instituto Nacional de Cardiologia reuniu-se em
07 de junho de 2011 e aprovou por unanimidade:

1- Protocolo “Doenca Arterial Coronariana de inicio precoce: estudo de marcadores
clinicos, genéticos e de imagem”.
2- Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Pesquisa registrada neste CEP sob o n°.0332/11-05-2011 e de responsabilidade da
Investigadora Principal Andréa Rocha de Lorenzo.

Relatérios parciais deverdo ser apresentados em 09 de dezembro de 2011 e 09 de junho de
2012.

Rio de Janeiro, 13 de junho de 2011.

Polesiegn //m //

" Mobnica Moura de Vasconcellos
Coordenadora do CEP do INC

Dra. Ménisa Maua de Vaseoncelios
Inslituto Nacional de Cardiologia
Coordenadora do Gomité de élica em Pesquisa
Ministerio da Saude
Matr. 6229686 - CRM n° 52375399
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SECRETARIA DE ASSISTENCIA A SAUDE
INSTITUTO NACIONAL DE CARDIOLOGIA
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

CARTA DE APROVACAO

Prezados Senhores:

O Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do Instituto
Nacional de Cardiologia reuniu-se em 12 de Fevereiro de 2008 ¢ aprovou
por unanimidade o Projeto “Investigacio de marcadores genéticos e
novos fatores de risco em pacientes com doenga arterial coronariana
precoce”, sob responsabilidade da investigadora principal Dra. Andréa
Rocha de Lorenzo, sendo registrado neste CEP sob o n. "0182/12.12.07.

Rio de Janeiro, 12 de Fevereiro de 2008.
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Ivan Luiz L'ull.!s.l‘-||-_d:ru|l¥t|l:! ;
Coordenador do CEP
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13.2. Anexo Il

Termo de consentimento livre e esclarecido

Pesquisa: Alteragoes da fungcao microvascular cutidnea e da espessura médio-
intimal carotidea em individuos com doencga arterial coronaria de inicio
precoce.

(A) senhor (a) esta sendo convidado (a) a participar de uma pesquisa sobre fatores
que podem aumentar o risco de doenca aterosclerdtica das artérias em pessoas
jovens. A doencga aterosclerodtica das artérias ocorre pelo entupimento desses vasos
por placas de gordura. O risco de isso ocorrer depende de uma predisposicdo da
prépria pessoa (chamada de predisposi¢cdo genética) e do estilo de vida da pessoa,
ou seja, se ela fuma, se tem niveis elevados de gordura no sangue, muitas vezes
ocasionados por uma alimentagdo inadequada, etc. Os fatores genéticos que
facilitam o aparecimento de doenga nas artérias se relacionam ao cédigo genético
presente em todas as células que compde o corpo. Esse codigo determina todas as
caracteristicas da pessoa (cor dos olhos, tipo de sangue, por exemplo), inclusive a
predisposicdo a ter determinadas doencgas. Esta pesquisa utilizara modernas
técnicas de Genética e Biologia Molecular que permitem verificar se o codigo
genético esta “normal” ou “correto” ou se existe alguma troca (mutagao). Algumas
trocas n&o causam problemas, mas outras aumentam o risco para o
desenvolvimento de doengas. No caso da doencga aterosclerdtica das artérias, ja
foram descobertas varias mutagcbes que podem aumentar o risco da doencga. Por
isso € importante pesquisar se existem estas mutagbes e quais alteragcdes estas
mutagdes podem causar na pessoa que as tem. Caso concorde em participar, vocé
sera solicitado a comparecer a este hospital para se submeter a diversos exames
clinicos e laboratoriais. Serdo realizados exames de sangue (colhido em veia do
braco). A coleta de sangue implica em uma dor leve durante a introdu¢do da agulha
na pele e na veia do brago. Pode surgir uma vermelhiddo no local da picada
imediatamente apds a coleta ou mesmo se mantendo até trés dias apds. O sangue
sera usado para dosagens bioquimicas e extragdo do DNA (material genético) que
sera armazenado para analise de marcadores genéticos relacionados a doengas

cardiovasculares. Sera feito também uma tomografia computadorizada das
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coronarias (artérias do coragédo), exame que nao necessita de contraste, mas que
emite uma pequena quantidade de radiacdo, que néo afeta a sua saude, mas nao
deve ser feito por gestantes; um ecocardiograma (exame do coragao através de
ultrassom, que nao necessita de contraste e ndo emite radiacdo) e Doppler de
cardtida (exame das artérias do pescogo através de ultrassom, que também n&o
necessita de contraste e ndo emite radiagéo), além de exame de reatividade capilar
com acetil-colina e nitroglicerina sem a introdugcdo dessas substancias por via
intramuscular ou venosa, mas por via dérmica, através do Laser Doppler fluxometria
sem dano ou perigo ao paciente e videocapilaroscopia com visualizagao do capilar
através de microscopio de fibra Optica.

Todos os exames sao gratuitos. Os resultados serdo encaminhados ao seu médico
por vocé. Durante o estudo vocé sera informado de qualquer nova descoberta
significante sobre os resultados de exames, que possa alterar sua vontade de
continuar participante deste estudo.

Sera feito um acompanhamento através de consultas por telefone, a cada ano,
durante 10 anos, com o objetivo de saber seu estado de saude, podendo
eventualmente ser necessaria sua presenca no INC e /ou Hospital Universitario
Clementino Fraga Filho para realizagdo de novos exames, o0 que lhe sera
comunicado e explicado.

Todas das as informacdes sao confidenciais, e seu nome ou qualquer identificagao
nao serao divulgados os resultados desta pesquisa poderdo servir para publicagbes
em revistas, jornais e/ou congressos médicos.

Este estudo permitird o conhecimento melhor das doencas do coragdo. Este fato
pode beneficiar seu tratamento atual e futuro e de outras pessoas portadoras desta
doenca. E possivel, entretanto, que nenhum beneficio a sua satde ocorra durante
ou apos este estudo ser completado. N&o havera recompensa financeira pela
participagcédo nesta pesquisa. A qualquer momento vocé podera desistir de participar,
sem que haja prejuizos para vocé. A ndo concordancia com a inclusdo no estudo
aqui proposto também n&o acarretara nenhum prejuizo para o tratamento que
recebe habitualmente. Caso vocé decida sair da pesquisa apds seu inicio, vocé
devera comunicar ao médico do estudo com a Dra. Elaine Guimardes de Souza
CRM 5258126-0 Tel. Cel.: 99186623 e orientadores Dra. Andrea Rocha de Lorenzo
Tel.: 9531 6994, Dra. Glaucia Maria Moraes de Oliveira Tel.: 9603 5580.
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Em virtude de considerar claras e satisfatorias as informagdes acima expostas, e
ficando estabelecido que minhas duvidas sejam esclarecidas sempre que solicitar,

Eu

, de RG: aceito, voluntariamente, ser

incluido neste estudo na presente data:

Rio de Janeiro, de de 20 )

Testemunha 1: RG:

Testemunha 2 : RG:
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13.3. Anexo lll
l. Ficha para a coleta de dados dos pacientes.
Projeto: Alteragoes da funcao microvascular cutanea e da espessura médio-
intimal carotidea em individuos com doencga arterial coronaria de inicio

precoce.

Ficha de coleta de dados - Instituto Nacional de Cardiologia, INC

A - Identificagao do coletor de dados:

Data da coleta de dados: I Coleta realizada por:

B — Identificagao:

Nome completo: Prontuario:

Diagnéstico no Pront.:

Data de adm.: / / (dd/ mm /aaaa) 99/99/9999 .NI

Idade do 1° Evento: anos

Data de Nascimento: ___ /| |/ (dd/mm /aaaa) 99/99/9999.NI Idade: anos

Cor da pele: 1.branca 2.negra 3.mestica 4.outra 9.NI Sexo: 1.M 2.F Nac.:

Trabalhava: 1.Sim 2.Ndo 3.Aposentado 4.Dolar 5.Estudante 9.NI Procedente:
Renda familiar em SM: 1. <2 2. 2-5 3.

Profissao: 5-10 4.>10

Grau de instrugdo: 1. 1° grau incompleto 2. 1° grau completo 3. 2° grau incompleto 4. 2° grau
completo 5. 3° grau incompleto 6. 3° grau completo 7. analfabeto 9.NI

Endereco: CEP: -
Bairro: Municipio: Estado:
Tel.: (__) - Tel.: (__) -

C - Historia da Doencga Atual:

Queixa principal: 1.dor toracica 2.dispnéia 3.palpitagédo 4.outra* 9.NI

*Qual?
DatadaQP: _ / |/ (dd / mm / aaaa) 99/99/9999 .NI
Relato de dor ? 1.Sim 2.Ndo 9.NI

Localizagao: 1.retroesternal 2.precordial 3.toracica 4.dorso 5.outra 9.NlI

Irradiagdo: 1.MSE 2.mandibula 3.epigastrio 4.MSD 5.outra 9.NI
Intensidade: 1.leve 2.moderada 3.forte 9.NI
Classificagao: 1.Angina pectoris tipica 2.Angina pectoris atipica 3.Dor ndo-anginosa 9.NI

Episodio anterior ha: 1.<48h 2.>48h e <2meses 3.>2meses 4.Nao houve 9.NI

N° de episodios nos ultimos 7 dias: Mesmas caracteristicas? 1.Sim 2.Nao 9.NI
Outros sinais e

sintomas:

Dispnéia: 1.Sim 2.Ndo 9.NI  Sudorese: 1.Sim 2.Ndo 9.NI
Palpitagao: 1.Sim 2.Ndo 9.NI Nausea/vomitos: 1.Sim 2.Ndo 9.NI

Lipotimia: 1.Sim 2.Nao 9.NI Outros:
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D — Antecedentes e fatores de risco:
Diagnésticos de base e comorbidades (Consideramos recente evento com <6 meses):

Sedentarismo
Estresse

Tabagismo atual
Ex-tabagista

HAS (PA>140x90 ou tto)
Em TTO?

DM tipo 1
DM tipo 2

Dislipidemia

AVE hemorragico
AVE isquémico

AVE nao especificado
Hist. familiar de DAC

Hist fam. DAC precoce
(H<55a, M<65)

Angina instavel

Insuf. coronar. crénica
Dg¢. Vascular periférica
IAM prévio

PTCA prévio

CRVM prévia

IVE (FE< 40%)

IVD

Aneurisma de aorta?
Arritimias / Disturbios
de condugao?

D¢s valvares?

DPOC
Outras doengas:

1.Sim 2.Nao 9.NI  Obesidade (IMC> 30) 1.Sim 2.Nao 9.NI
1.Sim 2.Ndo 9.NI  Etilismo 1.Sim 2.Nado 9.NI
Carga tabagica: magos X ano (ativo ou
1.Sim 2.Nao 9.NI  nao)
Ha quanto tempo? ___ 1.dias 2.meses 3.anos
1.Sim 2.Nao 9.NI  9.NI
Ha quanto tempo? ___ 1.dias 2.meses 3.anos
1.Sim 2.Nao 9.NI  9.NI
1.Sim 2.Nao 9.NI  Regular? 1.Sim 2.Ndo 9.NI
1.Sim 2.Ndo 9.NI Ha quanto tempo?___ 1.dias 2.meses 3.anos
1.Sim 2.Nao 9.NI | 9.NI
1.Sim 2.Nao 9.NI
1.Sim 2.Ndo 9.NI Data: 1 I (dd/ mm / aaaa).NI
1.8im 2.Ndo 9.N|  Data: | 1 (dd/ mm/ aaaa).NI
1.8im 2.Ndo 9.N|  Data: __|__I___(dd/ mm/ aaaa).NI
1.Sim 2.Ndo 9.NI H. Fam de Morte subita? ;| 1.Sim 2.Ndo 9.NI
1.Sim 2.Nao 9.NI
1.Sim 2.Nado 9.NI
1.Sim 2.Ndo 9.NI
1.Sim 2.Ndo 9.NI
1.Sim 2.Ndo 9.NI Data: | I (dd/mm/aaaa).NI
1.8im 2.Ndo 9.N|  Data: 1| (dd/mm/aaaa).NI
1.8im 2.Ndo 9.N|  Data: 1| (dd/mm/aaaa).NI
1.Sim 2.Nao 9.NI  Class. NYHA: 1.1 2.1I 3.lll 4.1V 9.NI
Critério:
1.Sim 2.Nao 9.NI
1.Sim 2.N3do 9.NI Critério: Diam aorta no Eco: _____
1.Sim 2.Nao 9.NI  Quais?
1./Ac 2. EAo0 3.IM Grave? 1.Sim  2.N&o 9. NI
4.EM, 5. 1T  6.Nao 9.NI . Moderada? 1. Sim 2. Ndo 9. NI

1.Sim 2.Nado 9.NI

Hipotireoidismo 1.Sim 2.Nao 9.NI

Uso de drogas ilicitas 1.Cocaina 2.0utras* 3.Ndo 9.NI *Outras:
Uso de
anticoncepcional: 1. Sim 2. N30 9. NI Nome/dose:
1. Sim 2. Néo 1. Sim 2. Nao
G_P C__A DM gestacional: 9. NI HA na gravidez: 9. NI
Menopausa: 1. Sim 2. N30 9. NI Idade menopausa:
Medicagoes atuais Nome Dose Medicagoes atuais Nome Dose
B-bloqueador: Fibrato:
AAS: Hipoglicemiante:
Diurético: Insulina:
IECA: Amiodarona:
Estatina: Digoxina:
Nitrato: Clopidogrel:
Antagonista de Ca“" Cumarinico:
ARA II: Ticlopidina:

Outras:
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E — Exame Fisico:

PA: X mmHg (999 X 999.NI) FR: irpom ( 99.NI)

FC: bpm (999. NI) Tax.: »— (99,9.NI)

Peso (Kg): Altura (m): IMC:

Cintura: Quadril: RCQ:

Dispnéico 1.Sim 2.Nao 9.NI Palidez de mucosas 1.Sim 2.Nao 9.NI
Edema 1.Sim 2.Nao 9.NI

Aparelho Cardiovascular:

Bulhas? 1. Norm 2. Hipo 3. Hiper 9.NI B3? 1. Sim 2.N&o 9.NI
Ritmo regular? 1. Sim 2. N&o 9.NI B4? 1. Sim 2.Nao 9.NI
Sopro? 1.Sistolico 2.Diastolico 3.Nao 9.NI

Foco? 1. adrtico 2.mitral 3.tricuspide 4.pulmonar 5.adrtico acessorio
6.pancardiaco 9.NlI
Quantas cruzes em 6? 1. (1) 2. (2) 3.(3) 4.(4) 5.(5)6.(6) 9.NI

Turgéncia jugular

patoloégica? 1. Sim 2. N30 9. NI

Pulsos periféricos? 1. Amplo/Normal 2.Reduzido/Alterado* 9.NI
*Que regidao?

Sopro carotideo? 1. Sim 2. Nao 9. NI

Aparelho Respiratério:
Estertores? 1. Sim 2. Nao 9.NI Sibilos? 1. Sim 2. Nao 9.NI

F - ECG:

Cédigo da parede: 1.anterior 2.lateral 3.inferior 4.posterior/dorsal 5.nenhuma 9.NI

ECG: 1.normal 2.anormal 3.nao fez 9.NI Data: __ | | (dd / mm / aaaa)

Suprade ST:_ Parede: _ Isquemia:__ __ _  Parede: __
Infrade ST:_ Parede: _ _ _ _  Infarto: __ __ _ Parede: __
Inversao de onda T: Parede: __ HVE: 1.Sim 2. N&0 9. NI

Arritimias/Distarbios de condugéao? 1. Sim 2. Ndo 9. NI

Quais?

Outros diagnésticos?
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| — Exames laboratoriais:

Séries branca e vermelha:

Valor: Data (dd / mm/ aaaa): Valor: Data (dd/mm aaa):
Hematécrito (%): Hemoglobina:
Leucoécitos: Bastoes:
Bioquimica:
Colesterol total: Uréia:
HDL.: Creatinina:
LDL: Na+:
Triglicerideos: K"
Glicose: Acido Urico:
Bilirrubina
CK: direta:
Bilirrubina
CK-MB: indireta:
Hemog
TGO: glicosilada
TGP: VHS
PCR-
Gama-GT: ultrassensivel
Fostatase
alcalina: Apo A
TSH Apo B
Insulina Fibrinogenio
Beta-HCG
Cateterismo 1.Sim 2.Ndo Data: | (dd / mm / aaaa) 99/99/9999 .NI

Cédigo do segmento: 1.anterior 2.lateral 3.inferior 4.posterior/dorsal 9.NlI

Indicagao: 1. Primaria 2. Tardia 3. Resgate 4. Estratificacdo 9. NI
Grau de lesao: Cédigo de coleta:

Tronco:___ M1:_ 1.0 a 49% (normal, leve)

ACDA:___ M2:_ 2.50 a 69% (moderada)

D1:___ ACD:_____ 3.70 a 99% (grave)

D2: DP:_____ 4.100% (oclusao)

ACx:___ VP 9.NI

Hipocinesia? 1. Sim 2. Nao Segmentos: __

Acinesia? 1. Sim 2. Nao Segmentos: __

Discinesia 1. Sim 2. Nao Segmentos: __

Funcgédo ventricular: 1.normal 2.disf. leve 3.disf. leve-mod 4.disf. mod 5.disf. mod-grave 6.disf. grave
9.NI
Fracao de ejegao: % 99 NI
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ECO (mais recente):

Fez?

1.Sim 2.N&o 9.NI

Codigo do segmento:

1.anterior 2.septo anterior 3.septo inferior 4.inferior 5.infero-lateral 6. antero-lateral

7.apical 9.NI
Data: ) / (dd/mm/aaaa) 99/99/9999.NI
AO: mm 9.NlI VED: mm 99.NI
AE: mm 9.NlI VES: mm 99.NI
SIV: mm  9.Nl PP: mm 99.NI : VD mm 99.NI
FE Teicholz (%): 99.NI
FE Simpsom (%): 99.NI
Funcao diastolica 1.Normal 2.déficit de relaxamento | 3.Pseudo-normal | 4.Restritivo | 9.NI

Funcao Sistdlica de VE:

1. normal 2.disf. leve 3.disf. moderada. 4. disf. grave 9.NI

Hipocinesia difusa: 1. Sim 2. Nao
Hipocinesia: 1. Sim 2. Nao Segmentos:
Acinesia: 1. Sim 2. Nao Segmentos:
Discinesia: 1. Sim 2. Nao Segmentos:
1.Insuficiéncia . - N
Doppler: 1. mitral 2.adrtica 3. tricuspide 4.pulmonar 9.NlI
2. Estenose 1. minima 2. leve 3. moderada 4. severa 9. NI
Derrame 1. Sim 2.Nao
pericardico 9' NI ’ VCI: 1. normal 2. congesta 1. Sim 2.N&o 9. NI
moderado/grave: )

Outros diagnésticos?

1. Sim 2. N&o 9. NI

Quais?
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Teste de esforgo:

Cintilografia:

ECO de estresse:

Laudo:

Data: _ / |/ (dd/mm/aaaa) 99/99/9999.NI

Fez? 1.Sim, c/ isquemia 2.Sim, s/ isquemia 3.Sim, s/ informagdo 4.Ndo 9.NI

METS alcangados: ____ 99.NI

Data: __ / |/ (dd/mm/aaaa) 99/99/9999.NI

Fez? 1.Sim, c/ isquemia 2.Sim, s/ isquemia 3.Sim, s/ informagdo 4.Ndo 9.NlI

Segmentos isquémicos: 99.NI

Data: _/ |/ (dd/mm/aaaa) 99/99/9999.NI

Fez? 1.Sim, c/ isquemia 2.Sim, s/ isquemia 3.Sim, s/ informagcdo 4.Ndo 9.NlI
Segmentos isquémicos: 99.NI
Outro exame: 1.Sim 2.Ndo 9.NI Qual? 0.Nao fez

Data: _ / |/ (dd/mm/aaaa) 99/99/9999.NI

0.Ndo fez

Duplex Scan de cardétidas

1.Sim 2.Nao Data: 1 (dd/mm/aaaa) 99/99/9999.NI

EMI (mm): Ant. D: ___ Lat. D: Post D:____ Ant. E: Lat. E: Post. E:

BI D: RID:

BIE: RIE:

Presenca de placa: 1. Sim

2. Nao 9.NI

Tipo de placa: 1. Lipidica 2. Calcica 3. Mista 9. NI

Superficie: 1. Regular 2. Irregular 3. Mista 4. Erosao 9. NI

Esquerdo: Direito: 1.0 2 49% (normal, leve)
parotida comum:_/__ [ Carétida comum: __ /| 2.50 a 69% (moderada)
IBulbo: / / Bulbo: / / 3.70 a 99% (grave)
Ramo interno: ___ /| Ramo interno: I 4.100% (oclus&o)
Ramo externo: / / Ramo externo: 1 9NI

Obs: preenchimento: cod placa / cod superficie / cod % obstrugao
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J — Tratamentos realizados:

PTCA 1.Primaria  2.Tardia 3.Resgate  4.Apds estratificacédo 5. Nao Fez

Data: 1 (dd / mm / aaaa) 99/99/9999 .NI

Stent? 1.Farmacoldgico 2.Nao revestido 3.Nao fez 9.NlI

Com sucesso? 1.Sim 2.N&o 9.NI
Vasos abordados:
Tronco: 1.Sim, stent 2.Sim, s/ stent 3.N&o M1: 1.Sim, stent 2.Sim, s/ stent 3.N&o
ACDA: 1.Sim, stent 2.Sim, s/ stent 3.Nao M2: 1.Sim, stent 2.Sim, s/ stent 3.Nao
D1: 1.Sim, stent 2.Sim, s/ stent 3.N&o ACD: 1.Sim, stent 2.Sim, s/ stent 3.N&o
D2: 1.Sim, stent 2.Sim, s/ stent 3.Nao DP: 1.Sim, stent 2.Sim, s/ stent 3.Nao
ACXx: 1.Sim, stent 2.Sim, s/ stent 3.N&o VP: 1.Sim, stent 2.Sim, s/ stent 3.N&o
CRVM:

1.Sim 2.Nao Data: __/ |  (dd/mm/aaaa) 99/99/9999 .NI

Vasos abordados:
Tronco:

ACDA:

D1:

D2:

ACx:

Safena: 1.uma 2.duas 3.trés 4.quatro 5.cinco 9.NI

Mamaria: 1.uma 2.duas 9.NI

Completa? 1.Sim 2.Nao 9.NI

1.Sim 2.Nao M1: 1.Sim 2.Néo
1.Sim 2.N3o M2: 1.Sim 2.No
1.Sim 2.Néo ACD: 1.Sim 2.Nao
1.Sim 2.N3o DP: 1.Sim 2.No
1.Sim 2.Ndo VP: 1.Sim 2.N&o




