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RESUMO

Introducgdo. As doencas cardiovasculares sdo a maior causa de morbimortalidade nos
paises emergentes, consistindo em doenca arterial central, cerebral e periférica, em especial, a
corondria e a carotidea. Dentre os diversos fatores e marcadores de risco que atuam no
desenvolvimento e no agravo dessas doencas, encontram-se o0s relacionados com a
aterosclerose. Este estudo avaliou a concentracdo sérica e a atividade de metaloproteinases de
matriz (MMP-1, 2, 8, 9 e 12), a incorporacdo de colesterol livre na HDL, a atividade da
paraoxonase e associacdo com outros fatores em pacientes com doenca carotidea
aterosclerdtica. Métodos. Este estudo de corte transversal avaliou, em populacdo de 65
individuos portadores (32) e ndo (34) de DCA (doenca carotidea aterosclerdtica), determinada
por ecografia vascular com doppler, ambos os sexos, idade média de 51,1 (+ 6,7) anos, a
existéncia de diferencas entre de fatores associados a aterogénese, sua relacdo com o
remodelamento do endotélio vascular e transporte reverso do colesterol. Foram padronizados
e utilizados métodos com marcadores isotopicos, ELISA e zimografia por SDS-PAGE para
determinacdo, identificacdo e verificacdo da atividade proteolitica. Resultados. Foi
constatado que as amostras de soro dos pacientes portadores de DCA incorporaram menos
colesterol livre triciado (CL-*H) quando comparados aos pacientes NDCA (ndo portadores de
DCA) e, também, que os indices e demais parametros de avaliacdo do metabolismo lipidico
corroboram o fenémeno (HDL-C, r=-0,330; p=0,0606, Pearson), mostrando uma tendéncia
(HDL-C/apoA, r=0,511; p=0,0254) e relagdo positiva no grupo NDCA. Foram observadas
correlagdes positivas entre MMP-1 e HDL-C (r=0,6175; p=0,002, Pearson) e MMP-1 com
MMP-9 (r=0,5109; p=0,0215; Pearson) e MMP-1 com CMV-IgG (r=0,619; p=0,0012;
Pearson) e correlagdo negativa entre MMP-9 e apoB no grupo DCA. Por ELISA foram
evidenciadas, no grupo DCA, menores densidades Opticas (DO) de MMP-2 e MMP-9.
Contudo, essas mesmas MMP (2 e 9) apresentaram maior atividade proteolitica no zimograma
do grupo DCA. Conclusdo. A menor incorporagdo de CL-H no grupo DCA indica
deficiéncia no transporte reverso do colesterol, essa alteracdo prejudica os mecanismos de
protecdo contra a aterogénese. Aliado a isso, observou-se reducdo das mensuragdes séricas
das MMP no grupo DCA, a qual pressupde a participacdo dessas MMP no remodelamento
vascular, principalmente, nas placas e/ou lesdes ateroscleroticas. As MMP e outros
marcadores avaliados nos DCA mostraram que o evento ndo tem participagdo somente de
moléculas relacionadas ao transporte lipidico, mas também, aquelas relacionadas a infecgéo
por CMV (citomegalovirus), evidenciadas pela presenca de correlacdo positiva entre MMP-1
e CMV-IgG. A menor incorporagdo de CL-*H, baixa DO de MMP-2 e 9, maior atividade
proteolitica no zimograma e a MMP-1 associada a infeccdo por CMV sédo fatores a serem
avaliados para utilizacdo na predicdo de risco cardiovascular em pacientes com DCA. As
menores DO de MMP-2 e 9 nos DCA em contraposi¢cdo & maior atividade dessas proteinases
suscita a participacdo de fatores reguladores (e.g. TIMP) da atividade dessas proteinases,
atuando de forma distinta daquela dos NDCA.
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ABSTRACT

Matrix Metalloproteinase and Cholesterol Incorporation to High Dense Lipoprotein
(HDL) in Carotid Disease

Introduction. The cardiovascular diseases are the biggest cause of morbimortality in
evidence in the emerging countries; they consist into central, cerebral and peripheral arterial
diseases, mainly coronary and carotidal. Among the several risk factors and markers that
contribute to the development and severity of those diseases, there are that related to
atherosclerosis. This study evaluates the serum concentration and activity of matrix
metaloproteinases (MMP-1, 2, 8, 9 e 12), the paraoxonase activity and the association with
others factors in patients with carotidal atherosclerotic disease (DCA). Methods. It was done
a transversal study to evaluate, in a population of 65 individuals with (31) and without DCA
(34), indicated by vascular echography with doppler, both genders, average age 51.1 (£ 6.7)
years, the occurrence of differences between clinical laboratory markers and their relationship
with vascular endothelium remolding and reverse cholesterol transport. It was standardized
and executed methods with isotopic markers, ELISA and SDS-PAGE zymography to the
determination, identification and verification of proteolytic activity. Results. From the
incorporation, it was verified that the DCA patients’ serum samples assume little free
cholesterol when compares to NDCA (no DCA carrier patients). Also, regarding the data of
CL-*H incorporation, it was verified that the index and parameters of lipid metabolism
evaluation corroborate the event (HDL-C, r=-0.330; p=0.0606, Pearson), which shows a
tendency (HDL-C/apoA, r=0.511; p=0.0254) and positive relationship in the NDCA group.
Besides, positive correlations between MMP-1 and HDL-C (r=0.6175; p=0.002, Pearson) and
MMP-1 with MMP-9 (r=0.5109; p=0.0215; Pearson) and MMP-1 with CMV-IgG (r=0.619;
p=0.0012; Pearson) and negative correlation between MMP-9 and apoB in the DCA group
were observed. The ELISA demonstrates lower MMP-2 and MMP-9 optic density (DO) in
DCA group. Otherwise, these same MMP (2 and 9) shows bigger digestive activity at
zymogram assay in the DCA group when compared to NDCA. Conclusion. The lower
incorporation of CL-*H in the DCA group drives to reverse cholesterol transport deficiency,
these alterations disables the protection mechanisms against the atherosclerosis. Join to this, it
was observed the serum measures reduction of MMP in DCA group that presume the
participation of these MMP in the vascular remolding process, mainly on the plates or/and
atherosclerotic lesions. The MMP and others markers evaluated in DCA reveal that the event
does not have solely participation of molecules related to lipid transport, but also that ones
related with infection with CMV (cytomegalovirus) exposed by positive correlation between
MMP-1 and CMV-IgG marker. Thus, the small CL-*H incorporation, the lowest MMP-2 and
9 DO, biggest digestion of the polyacrylamide gel copolymerized with gelatin and MMP-1
when associated to CMV infection are markers that must be evaluated to predict the
cardiovascular risk in DCA patients. The lower DO of MMP-2 and 9 in DCA group in
opposition to the bigger activity of these proteinases give raise to participation of regulatory
factors (e.g. TIMP) that run in a distinct way from NDCA group.
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1 Apresentacéo

As doencas cardiovasculares representam a maior parte da morbidade e mortalidade
no mundo ocidental (LUSIS, 2000; REDDY, 2002; FERRAZ, 2008; ROVER et al., 2010),
tornando-se uma epidemia da qual destacam-se a aterosclerose e a doenca arterial coronaria
(DAC). Ha uma grande diversidade de fatores associados ao desenvolvimento e ao agravo
dessas doengas. Pesquisas que investigam exaustivamente essas doencgas contribuem para
adocdo de medidas remediadoras, bem como a determinagdo de novos indicadores de riscos
associados. Dessa forma, neste estudo pretendeu-se avaliar a concentracdo plasmaética de
metaloproteinases de matriz e a incorporacdo de colesterol nas lipoproteinas plasmaticas (in
vitro) como indicadores de risco cardiovasculares em pacientes com doenca carotidea
aterosclerdtica (DCA).

A relevancia desta pesquisa é jusfiticada pela possibilidade de confirmar a utilizacdo da
determinacdo das metaloproteinases, do perfil e incorporacdo de colesterol na HDL como
potenciais marcadores de risco, 0s quais poderiam ser utilizados na avaliacdo do processo
multifatorial da aterosclerose, bem como determinar a associacdo entre metaloproteinases de
matriz e a presenca de ateroma.

Marcadores inflamatérios como PCR (proteina C reativa), nitrito, nitrato, paraoxonase,
SAA (albumina amiloide sérica) e as metaloproteinases (MMP), podem refletir a presenca de
inflamacdo no processo aterogénico da parede vascular. Tais marcadores podem ser
considerados como medidas indiretas de doenca cardiovascular aterosclerdtica. As
metaloproteinases sdo biomarcadores que estdo intimamente relacionados direta ou
indiretamente a modificacdo/remodelamento da parede vascular e outros tecidos (OLIVEIRA
e SILVA, 2002; BORGES, 2006; LIMA e COUTO, 2006; COUTO et al., 2007, CORREA,
2009) e sdo o foco principal de pesquisa neste estudo. Para tanto, usou-se uma abordagem
distinta de outros estudos e foram analisadas as metaloproteinases 1, 2, 8, 9 e 12, por serem as
que apresentam maior destaque na literatura em relacdo as doencas cardiacas e aterosclerose,
além de serem expressas pela maioria das células envolvidas nessas doencas, tentando
estabelecer sua correlagdo com as condi¢es clinicas e laboratoriais de individuos com DCA
(Doenga Carotidea Aterosclerotica). Conjuntamente, foi analisada a incorporagdo de
moléculas lipidicas na HDL (lipoproteina de alta densidade) em pacientes cuja presenca de
aterosclerose, ou ndo, nas carotidas extracranianas foi determinada por exames de imagem —

ecografia vascular com doppler.
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2 Introducéo

2.1 Doencas cardiovasculares

As doencas cardiovasculares representam a principal causa de morte em nosso pais,
correspondendo cerca de 30% dos 6bitos (DATASUS, 2010; SANTOS, 2001; SOUZA, et al.,
2001; ROVER, 2010). Por sua vez, a aterosclerose € responsavel pelo maior indice de
mortalidade no Brasil (23% a 25% em todas as faixas etérias) (GUS, FISCHMANN e
MEDINA, 2002; CORREA-CAMACHO et al.,, 2007, FERRAZ, 2008). Segundo dados
obtidos a partir dos atestados de Obito, o acidente vascular cerebral (AVC) foi a primeira
causa de morte seguido da doenca isquémica do coracdo (DIC) (dados relativos as doencas
cardiovasculares no Brasil em 2010, [DATASUS, 2010]). Na maior parte dos casos, tanto o
AVC como a DIC tém etiologia conhecida e fatores de risco bem estabelecidos. Dados dos
estudos de Framingham, MRFIT e PROCAM demonstraram indiscutivelmente o papel das
dislipidemias, i.e., LDL-colesterol elevado e HDL-colesterol diminuido, hipertensdo arterial
sistémica (HAS), fumo, idade e diabetes mellitus (DM) como fatores de risco independentes
para a aterosclerose e, consequentemente, para a DIC (GRUNDY et al., 1999; VACCARINO
e KRUMHOLZ, 1999; REDDY, 2002; ROVER et al., 2010). Na etiologia do AVC, a HAS —
principalmente a hipertensdo sistolica — € o mais importante fator de risco. Além desses, uma
série de outros fatores de risco foram descritos e potencializam os fatores independentes;
esses sdo denominados fatores predisponentes. Dentre os fatores predisponentes temos:
histéria familiar precoce de DIC, obesidade — principalmente a do tipo central —,
sedentarismo, etnia e fatores psicossociais. Um terceiro grupo de fatores de risco, cujo papel
na aterogénese é provavel, contudo ainda ndo totalmente demonstrado, € denominado grupo
de fatores/biomarcadores condicionais. Nesse grupo encontram-se a concentracdo de
triglicérides, lipoproteina (a), homocisteina, LDL pequena e densa, fibrinogénio, fatores
inflamatorios e marcadores de infecgdo tanto viral quanto bacteriana. A idade avangada e
algumas variagdes metabolicas (fisioldgicas) estdo associadas ao aumento da quantidade de
placas aterosclerdticas estabelecidas (GRUNDY et al., 1999; GRUNDY, 1999;
VACCARINO e KRUMHOLZ, 1999; KALELA, 2002). Segundo Collins et al. (1990),
guanto maior a quantidade de placas maior o risco de DIC. O controle de alguns dos fatores

de risco independentes reduz significativamente a morbimortalidade secundaria a
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aterosclerose, como, por exemplo, o controle da HAS diminuiu o AVC cerca de 42% e a DIC
em 15%. A redugéo do LDL-colesterol em cerca de 30% diminuiu o risco de infarto do
miocardio em 33%, 0 AVC em 29% e a mortalidade cardiovascular em 28% (HEBERT et al.,
1997). A abstencdo do fumo pode diminuir o risco de mortalidade em até 70% em individuos
ja portadores de DIC (HERMANSON et al., 1988). Entretanto, apesar da disponibilidade de
meios para se identificar e controlar os fatores de risco independentes, dados norte americanos
mostram que nos ultimos 20 anos a queda da morbimortalidade por doencas cardiovasculares
nos EUA (AHA, 2011) vem diminuindo, ou seja, a mobimortalidade continua em queda, mas
em ritmo muito menor. Uma das explicaces para esse achado esta na diferenca entre teoria e
a préatica, ou seja, fatores e marcadores de risco apesar de conhecidos e da disponibilidade de

meios para controla-los, ndo sdo tratados de forma adequada.

2.2 Mecanismos da aterosclerose e fatores associados a formacéo do ateroma

Algumas patologias, assim como alguns estados fisiologicos, tipo cicatrizacdo,
crescimento tumoral, aumento da demanda de nutrientes e de oxigénio nos tecidos,
inflamacdo, neovascularizacdo e, inclusive, a formagdo do ateroma durante o processo de
aterosclerose sdo induzidos por fatores pro-angiogénicos e fatores reguladores das funcdes
celulares (van HINSBERGH e KOOLWIJK, 2008). A acdo desses fatores é acompanhada
pelo recrutamento de células inflamatdrias, que provem os fatores necessarios, como
citocinas, moléculas de adesdo, proteinases entre outras, para mediar esses processos, em
particular de arteriogénese, inflamacéo e aterosclerose (ROSS, 1999; PEREIRA e BORBA,
2008; PACKARD e LIBBY, 2008; GALKINA e LEY, 2009).

Até meados do século passado, achava-se que a aterosclerose era um simples problema
de obstrucdo das artérias, mas hoje se sabe que ha diversos complicadores envolvidos, como a
acao celular e humoral (anticorpos, citocinas, quimocinas) e atividade enzimatica que levam
ao estado de instabilidade da placa do ateroma, podendo resultar em trombose, além de altas
taxas de colesterol de LDL e da estenose que contribuem para eventos de isquemias e infartos
do miocérdio entre outros problemas (ROSS, 1999; PEREIRA e BORBA, 2008; PACKARD
e LIBBY, 2008).

A aterosclerose € uma doenga crbnico-degenerativa que evolui a partir do dano
endotelial das artérias (LIMA e COUTO, 2006; COUTO et al., 2007; CORREA-CAMACHO
et al., 2007, FERRAZ, 2008; GALKINA e LEY, 2009), (Figura 01). Vérios agentes podem



22

desencadear a lesdo endotelial, como as dislipidemias, produtos finais derivados da glicacéo
proteica avangada no diabetes, compostos quimicos do tabaco, aminas vasoativas circulantes,
complexos imunoldgicos (autoanticorpos e antigenos proprios complexados) e infeccdes.
Além disso, agentes fisicos como a hipertensao arterial intensificam as forcas de cisalhamento
do sangue, causando também deformacédo e lesdo endotelial (LEAL et al., 2002, FERRAZ,
2008). Nas dislipidemias, lipoproteinas de baixa densidade oxidadas (LDLoX) penetram
através do endotélio lesado ou disfuncional. As LDLoX, o estresse de cisalhamento e o fluxo
turbulento exercem papel inicial no recrutamento de mondcitos por inducdo da expressédo de
moléculas de adesdo celular (CAM) [molécula de adeséo intercelular-1- ICAM-1 e molécula
de adesdo celular vascular-1 - VCAM-1 (adesina), além de citocinas, selectinas (P-selectina),
integrinas, quimiocinas (CAF-1)] no endotélio vascular. No caso especifico da lesdo arterial,
incluindo a aterosclerose, o desencadeamento do processo normalmente é devido a captura de
LDL (lipoproteina de baixa densidade), em altas taxas na corrente sanguinea (130 mg/dL
segundo Packard e Libby [2008]), pela intima endotelial dos vasos, seguida pelo recrutamento
de neutrofilos, linfocitos e mondcitos pela liberacdo de fatores inflamatorios e outros
mediadores (TORZEWSKI et al., 2004, KALELA, 2002; GALKINA e LEY, 2009) (Figuras
01, 02 e 03).
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Figura 01 — Estrutura de uma artéria calibrosa normal, mostrando a intima revestida de células
endoteliais que cobrem a camada de fibras elasticas e colagenas (MEC), lamina elastica,
seguida da camada média de células musculares lisas e da camada adventicia. Fonte: Lusis
(2000, fig.1).
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Figura 02 — A — Pequena placa aterosclerotica assimétrica estavel com placa fibrosa e nucleo
necrotico de um homem de 32 anos. Fonte: Frink (2002, fig.5). * Asterisco preto corresponde
ao nucleo necrotico. * Asterisco branco indica a luz do vaso. Setas indicam a capa fibrosa. O
retdngulo corresponde a uma secéo destacada em maior aumento, mas nao é mostrada aqui.

B — Placa aterosclerética instavel na artéria coronaria proximal anterior esquerda de um
homem de 53 anos. Fonte: Frink (2002, fig.4). * Asterisco indica a mistura de corantes
vermelho e azul injetados para contraste na luz do vaso; setas pequenas e pretas indicam
material esbranquicado que compde a maior parte da placa consistindo no nucleo necrético;
setas longas indicam a capa fibrosa na por¢do mais espessa; seta pequena e aberta indica a
porcdo mais delgada da capa fibrosa com aparente degradacdo. Coloracdo por MSB
(martius/scarlet/blue) para tecidos conjuntivos.

Apo6s a aderéncia dos mondcitos, outras moléculas especificas, como a proteina
quimiotéatica monocitaria-1 (MCP-1) e o fator estimulante da colénia de macréfagos (M-
CSF), atraem e ativam os mondcitos no espaco subendotelial (LEAL et al., 2002; FUSTER,
2005; LIBBY et al., 2002, CORREA-CAMACHO et al., 2007), havendo a liberacdo de uma
série de metaloproteinases que atuam na modulacdo do processo de dissolucdo das fibras
conjuntivas e possibilita a diapedese celular (ROSS, 1999; RAJAVASHISTH et al., 1999;
TORZEWSKI et al., 2004; JONSSON-RYLANDER et al., 2007; HINSBERGH e
KOOLWUK, 2008; CHARRIER-HISAMUDDIN et al., 2008; VIRELLA e LOPES-
VIRELLA, 2008; GALKINA e LEY, 2009) (Figura 04).
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Figura 03 — Processo de desenvolvimento da aterosclerose. LDL — lipoproteina de baixa
densidade, VSMC — célula muscular lisa vascular. Fonte: Rodriguez et al. (2007).

Uma vez que os mondcitos tenham se diferenciado em macrofagos, estes iniciam a
conversdo de LDL levemente oxidadas em LDL altamente oxidadas que se ligam a receptores
scavengers dos macréfagos e penetram nas células, transformando-as em células espumosas
(LEAL et al., 2002; KALELA, 2002, FUSTER, 2005;). As células espumosas (macréfagos
modificados) sdo componentes importantes da placa aterosclerética. O endotélio lesado libera
fatores de relaxamento, como a prostaciclina e o 6xido nitrico (NO), e fatores de contracéo,
como a endotelina-1. Quando a célula endotelial desaparece como resultado do dano, a
superficie de-endotelizada fica exposta as plaquetas e fatores de coagulagéo, resultando em
trombose. As células espumosas mantém a producdo de citocinas prd-inflamatdrias (e.g.
interleucinas, VCAM-1) e promovem a migracdo, adesdo e o sequestro de linfocitos T, os
quais desencadeiam a resposta imune e secretam ainda mais citocinas adicionais (IL-1, TNF-
a), bem como fatores de crescimento, moléculas de adesdo e metaloproteinases de matriz que
desencadeiam a proliferacdo de células musculares lisas (SMC) da intima e reforcam o
recrutamento de células inflamatdrias. Nessas condicdes, as células musculares lisas e
plaquetas liberam indmeras citocinas, entre elas o fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGF), fator de crescimento de fibroblastos (FGF), fator de crescimento epidérmico (EGF),
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina-1 (IL-1), interleucina-6 (IL-6) e fator
transformador do crescimento beta (TGF-p) (LEAL et al.,, 2002; LIBBY et al., 2002;
CORREA-CAMACHO et al., 2007). As SMCs e as novas células inflamatdrias também
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auxiliam a progressdo do processo inflamatorio expressando (Sintetizando) enzimas que
degradaréo a elastina e a colaginina (lipoproteinase-lipases, esfingomielinase, fosfolipase-
A2), permitindo a migracdo dessas celulas na regido lesada e expandindo o ateroma. O
processo continua com a inibicdo da producdo da sintese de colagenos e desencadeando a
producdo de colagenases pelos macréfagos na intima. Isso enfraquece as paredes do
endotélio, pela perda de elasticidade das paredes do vaso, e aumenta o tamanho do ateroma
levando ao seu intumescimento. Ao mesmo tempo, os linfocitos T, entre outras células,
aumentam a producdo de fatores pro-coagulantes e, quando o ateroma rompe, fatores de
sinalizacdo inflamatoria desencadeiam uma trombose que ocasiona as complicacdes agudas
da aterosclerose (isquémicas) — sindrome coronéria aguda, infarto do miocardio, acidente
vascular cerebral (ROSS, 1999; OLIVEIRA e SILVA, 2002; KALELA, 2002; SCATENA,
LIAW e GACHELLI, 2007; PEREIRA e BORBA, 2008; PACKARD e LIBBY, 2008,
HINSBERGH e KOOLWIJK, 2008, GALKINA e LEY, 2009).

Aliada & acdo celular, hd diversos fatores plasmaticos e humorais associados a
aterosclerose além da LDL e PCR (proteina C-reativa), tais como proteinas do sistema
complemento, fibrinogénio, proteina amiléide-A (ALTMAN, 2003; PEREIRA e BORBA,
2008; MAAS e FURIE, 2009), metaloproteinases de matriz (MMP-1, MMP-3, MMP-2,
MMP-8, MMP-9, MMP-12, MMP-13) (TUOMAINEN et al., 2007; TORZEWSKI et al.,
2004; CREEMERS et al., 2001; MAAS e FURIE, 2009), ligante CD-40, adinopectina, MMP-
9, citocinas (IL-1a, IL-2, IL-6, IL-12, IL-15, IL-18, TFN-o) (RAJAVASHISTH et al., 1999,
ALTMAN, 2003; PEREIRA e BORBA, 2008, VIRELLA e LOPES-VIRELLA, 2008; MAAS
e FURIE, 2009), selectinas (P-selectina), molécula de adesdo vascular (VCAM-1), integrinas,
fatores quimioatraentes (CAF-1) (PACKARD & LIBBY, 2008), desintegrinas e
metaloproteinases de matriz (ADAM-1, ADAM-8, ADAM-15) (JONSSON-RYLANDER et
al., 2007; GOMEZ-GAVIRO et al., 2007; CHARRIER-HISAMUDDIN et al., 2008,
HINSBERGH & KOOLWUIK, 2008; MAAS e FURIE, 2009), osteopontina (OPN)
(SCATENA, LIAW, GACHELLI, 2007; MAAS e FURIE, 2009), proteina de choque-téermico
Hsp-60 e Hsp-65 (MAYR et al., 2000; PEREIRA & BORBA, 2008; MAAS e FURIE, 2009),
proteina associada a gravidez (PAPP-A) (PEREIRA & BORBA, 2008) (Figura 05).
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Figura 04 — Lesdo inicial na aterosclerose. Os locais preponderantes da lesdo sé&o
determinados pelas forcas hemodinamicas e delineamento vascular, que afetam a
permeabilidade endotelial, a expressdo génica, a sintese de déxido nitrico e promovendo a
retencdo de LDL e outras lipoproteinas carreadoras de apoB, dando inicio a inflamacdo da
intima por intermédio de espécies reativas de oxigénio e lipoxigenases que oxidam a LDL e
seus componentes. Esse processo oxidativo é inibido pela HDL que contém a paraoxonase.
Fonte: Lusis (2000, fig.3).

Desses, os fatores preditivos mais usados sdo LDL e PCR nos exames clinicos
(TORZEWSKI et al., 2004; PACKARD e LIBBY, 2008). Esses mesmos autores consideram
que sdo elegiveis como bons marcadores moleculares e possiveis fatores preditivos as
metaloproteinases (MMP-2 e MMP-9), as desintegrinas e metaloproteinases (ADAM-8 e
ADAM-15), proteina ligante de CD40, anticorpo anti-Hsp-60, proteina mieloide relacionada
(MRP), adipocinas, adinopectinas, fator de necrose tumoral (TNF), interleucinas (IL-1, IL-6,
IL18) entre outros.

Por outro lado, alguns patégenos como Chlamydia pneumonae, Helicobacter pylori e
citomegalovirus (MAYR et al., 2000) e doengas (diabetes, reumatite, hipertenséo, obesidade
morbida) igualmente estdo associados ao desenvolvimento da aterosclerose. Em relagdo ao

citomegalovirus, Straat et al. (2009) determinaram que ha correlacdo significativa entre a
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inibicdo da expressdo de MMP-9, bem como de sua atividade na medida em que esse virus
ativaria a expressao de TIMP-1, o que revelaria participacdo desse virus na aterosclerose, pois
a MMP-9 seria protetora segundo Straat et al. (ib.); Schwartz et al., 2007; Murrow et al.,
2010; Newby, 2005; Gaubatz et al.; 2010. Por sua vez, Prochnau et al. (2011) afirmaram que
a expressdo de MMP-1 e MMP-3 pelas células musculares lisas de doentes ateroscleréticos
seria aumentada pela infecgdo com citomegalovirus. Enquanto que Vlachopoulos et al. (2005)
determinaram que h& aumento da expressdéo de MMP-9 na inflamacdo induzida por

Salmonella typhi.

2.3 Dislipidemias

Junto daqueles fatores ja comentados, modificagdes no metabolismo dos lipidios estdo
associadas ao desenvolvimento da aterosclerose e outras doencgas vasculares.

As dislipidemias sdo essencialmente criticas e inerentes ao processo aterogénico,
sendo os fatores de risco mais importantes associados a aterosclerose e DAC. As
dislipidemias constituem-se em quaisquer distarbios metabdlicos das lipoproteinas,
decorrentes de alteracGes fisiologicas que resultem em valores séricos acima ou abaixo do
desejavel para CT (colesterol total), LDL-C (colesterol de LDL), TG (triglicérides), relacdes
CT/HDL-C e LDL-C/HDL-C e para a fracdo ndo-HDL-C (colesterol ndo-HDL), ou,
principalmente, abaixo do desejavel no caso do HDL-C (colesterol de HDL) (VACCARINO e
KRUMHOLZ, 1999; SANTQOS, 2001; REDDY, 2002; ROVER et al., 2010, GIULIANO et
al., 2005). Associados as dislipidemias, ha outros fatores envolvidos no desenvolvimento da
aterosclerose e DAC como obesidade, dieta aterogénica, sedentarismo, alcoolismo,
tabagismo, sindrome metabdlica, diabetes mellitus, hipertensdo arterial, desnutricdo do
neonato (SANTQOS, 2001; ROVER et al., 2010).

Em relacdo ao papel dessas moléculas como indicadores de risco cardiovascular,
Kawamoto et al. (2005) afirmaram que o colesterol ndo-HDL-C € um dos indicadores mais
promissores para determinar risco de aterosclerose carotidea. O estudo determinou que ha
aumento do risco com o crescimento de LDL-C, ndo-HDL-C, CT, e maior razdo CT/HDL-C
tem relacdo linear positiva com a aterosclerose carotidea, assim como LDL-C, em especial em
pacientes idosos. Por sua vez, Gardener et al. (2009) propuseram os mesmos indicadores de
Kawamoto et al. (ib.), incluindo os niveis de apoB e destacando a razdo CT/HDL-C. Também
determinaram que o aumento dos indices de CT, LDL-C, ndo-HDL-C, apoB, CT/HDL-C,
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LDL/HDL, e apoB/apoA-I estdo associados com a presenca de placa aterosclerética. Quanto a
HDL-C, Seon et al. (2011) afirmaram que o aumento dos niveis de HDL-C esta associado (p
= 0,045) com a diminuicdo do espessamento da intima media de carétidas em pacientes com
diabetes mellitus tipo 2 e aterosclerose. Kablak—Ziembicka et al. (2011) relataram que varios
fatores estdo associados com o espessamento de carétidas e aterosclerose, como diabetes,
hiperlipidemia, tabagismo, infarto prévio do miocardio e ou isquemia, bem como altos niveis
de IL6, TNF-a, de PCR, de creatinina e de glicose séricas, que também estariam relacionados
com o aumento da estenose segundo exames de utrassonografia com doppler, aliados a niveis
elevados de LDL-C, CT e baixos niveis de HDL, os quais também séo citados por Balanescu
et al. (2010). Situacdo semelhante é exposta por Maki et al. (2012) que expuseram a
associacdo do aumento de risco de doenca coronaria com o aumento do colesterol total e TG,
aumento da proporcédo de particulas de LDL pequena e densa e, reducdo dos niveis de HDL-
C. Para Bosevski et al. (2007) a andalise multivariada mostrou que o colesterol ndo-HDL-C
(OR 1,374; 1C95% 1,035 a 1,825) e a glicemia (OR 1,214; 1C95% 1,022 a 1,442) séo
indicadores preditivos independentes da presenca de placa carotidea. Ainda em relacdo ao
colesterol ndo-HDL-C, Bergmann (2012) reafirmou a utilidade do ndo-HDL-C como
marcador de risco de doenga cardiovascular, sendo que o ndo-HDL-C est4 mais relacionado
com a apoB do que com a LDL-C, tendo 0 mesmo valor preditivo que dessas moléculas.

Para avaliacdo do tamanho de particula de LDL, Vieira et al. (2011) consideram que o
uso da razdo TG/HDL-C (MARUYAMA et al. 2003) € mais significativo que outras razdes
(TC/HDL-C e LDL-C/HDL-C), ou seja, razdes TG/HDL-C > 1,0 seriam uma estimativa
confidvel para a determinacdo da presenca de particulas de LDL pequenas e densas, cujo
aumento de concentracdo representariam risco aumentado de eventos cardiovasculares. Por
sua vez, as razbes TC/HDL-C e LDL-C/HDL-C s&o indicativas do risco de evento
cardiovascular, sendo maior o risco quanto maior a razdo se distanciar positivamente de 1,0.
Ja as razbes HDL-C/apoA e LDL-C/apoB, estimam a concentragdo relativa de colesterol
incorporada respectivamente no core da particula de HDL e de LDL, sendo desejavel uma
maior incorpora¢do em HDL e uma menor em LDL. Por fim, a razéo apoA/apoB, estabelece a
proporcdo entre as concentracdes circulantes dessas apolipoproteinas, sendo desejavel uma
razdo positiva maior do que 1,0, pois significa uma maior incorporacao de colesterol na HDL,
todavia, apesar de estimar um risco similar ao obtido pela razdo TC/HDL-C, é inversamente

proporcional a esta razao.
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2.4 Transporte do colesterol

O transporte do colesterol e a incorporacdo de moléculas pelas particulas de
lipoproteicas tém impacto direto no desenvolvimento das dislipidemias.

O transporte reverso do colesterol (TRC) é a via pela qual o colesterol nos tecidos
periféricos é transferido através do plasma para o figado. Onde pode ser reciclado ou
excretado na bile e/ou utilizado como arcabouco para producdo de horménio (NOFER et al.,
2002; LIMA e COUTO, 2006). De acordo com Lima e Couto (ib.), para isso S0 necessarios:

1. A transferéncia de fosfolipidios e colesterol de membranas celulares para

particulas lipoproteicas ricas em proteinas e pobres em lipidios, através do espaco
extracelular por processo dependente de ABCA-1 que resulta na formacdo das
HDL discoidais;

2. A esterificacdo do colesterol mediada pela LCAT da HDL discoidal,

transformando-a em particula esférica;
3. A interacdo das HDL esféricas com a proteina transportadora de colesterol éster
(CETP), que transfere o contetdo de ésteres de colesterol (EC), ou parte dele, para
VLDL e seus remanescentes; e

4. A recircula¢do do EC para o figado, tanto pela remogao de B-VLDL por meio dos
receptores da lipoproteina de baixa densidade quanto pela remogdo de particulas
de HDL pelos receptores da familia SRB1, que removem seletivamente os EC das
particulas de HDL e também de LDL para os hepatdcitos e células produtoras de
hormonios esteroidais, sem internalizar as proteinas da HDL, os fosfolipidios e as
apolipoproteinas.

Embora 0s mecanismos nos quais ocorram dissociacdo de lipidios e lipoproteinas e
incorporacdo dos EC nas membranas plasmaticas ndo estejam ainda totalmente elucidados,
acredita-se que exista a formacgdo de um canal hidrofébico por onde o colesterol da HDL se
difunde para a membrana plasmatica. O processo realizado pelos receptores da familia do
receptor de LDL (LDL-r) ou scavengers classe A é diferente, ou seja, acontece a
internalizacdo das lipoproteinas via endossomos, seguida da fusdo com lisossomos para
degradacéo das particulas lipoproteicas. E importante enfatizar que o TRC ¢é realizado por um
conjunto de moléculas efetoras como apoproteinas, lipidios, proteinas de transferéncia,
enzimas, entre outras, associadas ou ndo a HDL e suas subclasses, sendo esse um grande

desafio para a lipidologia: entender como a relagdo influxo/efluxo do colesterol pode ser
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modulada para prevenir a aterosclerose (GINSBERG e GOLDBERG, 1998;
KWITEROVICH, 2000; LIMA e COUTO, 2006) (Figura 06).
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Figura 05 — Transporte reverso do colesterol. Fonte: Rader e Daugherty (2008).

Quanto ao papel da HDL como marcador de risco, um contraponto é apresentado por
Khera et al. (2011), que questionam a eficacia do uso de terapias de aumento do nivel de HDL
para tratamento de pacientes aterosclerdticos e afirmam que a capacidade de efluxo de
colesterol pelos macréfagos € um indicador preditivo inverso para a doenca arterial coronaria
e sua verificacdo é essencial para avaliar a melhora dos pacientes, na medida em que reflete
mais adequadamente o transporte reverso do colesterol do que outros fatores ou a simples

determinacéo do nivel de HDL ou de apoA, por exemplo.

2.5 A paraoxonase e sua acao anti-inflamatoria na aterosclerose

A paraoxonase (PON1) é uma enzima, presente na HDL, que confere propriedade
antioxidante a esse complexo molecular, resultando em efeito protetor contra a peroxidacao
da LDL. Essa enzima hidrolisa substratos organofosfatados e outros ésteres organicos como

os hidroperéxidos de fosfolipidios (e.g. fosfatidilcolina), que oxida LDL e, por consequéncia,
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igualmente protege contra a aterosclerose (STEIN e STEIN, 1999; DURRINGTON,
MACKNESS e MACKNESS, 2001; RADER, 2002; FERRETTI et al., 2004; CHARLTON-
MENYS, LIU e DURRINGTON, 2006; MACKNESS et al., 2006, LIMA e COUTO, 2006;
LOSCALZO, 2008, GALKINA e LEY, 2009). Conforme Lima e Couto, 2006, a PON1 age
catalisando a quebra de fosfolipidios oxidados na LDL, que estimulam a producdo de
citocinas que levam a adesdo de mondcitos no endotélio. Essa enzima também diminui o
conteudo de perdxidos lipidicos nas artérias coronarias, com reducéo de lesdes na carotida.

Ha baixa atividade de PON1 sérica em sindromes metabolicas (obesidade,
dislipidemias, hipertenséo, estresse oxidativo aumentado, aterosclerose) e doencas
cardiovasculares (e.g. DAC), tornando a atividade da PON1 um indicador de risco e de
condicdes clinicas para essas moléstias (DURRINGTON, MACKNESS e MACKNESS,
2001; FERRETTI et al., 2004; MACKNESS et al., 2006, LIMA e COUTO, 2006; GARIN,
MOREN e JAMES, 2006).

2.6 A matriz extracelular e as caracteristicas das metaloproteinases de matriz

A matriz extracelular (MEC) dos vasos sanguineos é composta principalmente por
colageno, elastina e outras glicoproteinas e proteoglicanos produzidos em maior quantidade
por fibroblastos e células musculares lisas, além disso, essas moléculas atuam na proliferacéo,
migracdo, adesdo celular, diferenciacdo e morfogénese (FERRAZ, 2008; LAXTON et al.,
2009; BORGES, 2006). Entre as proteinases responsaveis pela degradacdo e remodelagdo da
MEC estdo as metaloproteinases (MMP) e as serinoproteinases (BORGES, 2006).

As metaloproteinases (ou matrixinas) sdo endopeptidases dotadas de zinco e/ou célcio
no seu sitio ativo e capazes de degradar as proteinas da MEC. Sdo conhecidas 28
metaloproteinases agrupadas em: colagenases, gelatinases, estromelisinas, matrilisinas,
metaloproteinases de membrana e outras metaloproteinases; além de subgrupos denominados
ADAMS (“a desintegrin and metalloproteinase”) e ADAMTS (ADAMS que contém cadeias
polipeptidicas similares a trombospondina), serralinas e astacinas. As colagenases degradam
colageno dos tipos I, I, 111, VII, VIII e X, e dentre estas estdo as MMP-1 (produzidas por
células musculares lisas e endoteliais, queratindcitos) e MMP-8 (sintetizadas em neutrofilos).
As gelatinases desintegram colageno tipo 1V, fibronectina, proteoglicanos, laminina e
elastina, como, por exemplo, as MMP-2 e 9, sendo expressas por macrofagos, osteoblastos,

fibroblastos, células polimorfonucleares e vasculares. As estromelisinas desfazem
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proteoglicanos, fibronectina, laminina e coladgenos dos tipos 111 e IV. Neste grupo encontram-
se as MMP-3, 10 e 11. As matrilisinas degradam versican, elastina, fibronectina, colageno
tipo 1V e englobam as MMP-7 (expressas por células epiteliais glandulares) e MMP-26 (que
provem do mondcito em diferenciagdo). As metaloproteinases de membrana (MT-MMP)
desintegram colagenos tipos I, 11, e I1l e podem ativar outras MMP. Constituem as MMP-14,
15, 16, 17, 24 e 25 (expressas por leucocitos e outras células). Fora desses grupos, estdo
outras metaloproteinases como a MMP-12 (expressa por macrofagos) e que degrada elastina e
outras proteinas da matriz. Neste conjunto também estdo as MMP-19, 20, 22, 23 e 28. Todas
as metaloproteinases sdo secretadas na forma inativa, sendo ativadas por outras enzimas como
a plasmina e algumas MMP (1, 3, 7, 9, 13). A regulacdo e inibicdo das MMP sdo realizadas
principalmente pelos inibidores teciduais de metaloproteinases (TIMP 1, 2, 3, 4), alfa-2-
macroglobulina e pelo préprio controle da expressdo génica (BORGES, 2006; MIYAGI,
2008; RAFFETTO e KHALLIL, 2008; CORREA, 2009; KLEIN e BISCHOFF, 2011).

Ainda segundo Borges (2006), as principais alteracdes histopatoldgicas das aortas
envolvem componentes da MEC, sendo que a fragmentacdo da elastina e a degradacdo do
colageno é consequéncia da acdo das metaloproteinases, em especial as MMP-1, 2, 3, 7,9 e
12.

2.6.1 A acao das metaloproteinases na aterosclerose e no ateroma

As metaloproteinases desempenham um papel importante no desencadeamento e
desenvolvimento dos processos inflamatorios, em particular nos vasculares, embora de
maneira ainda ndo completamente conhecida.

Na aterosclerose, a acdo das metaloproteinases € desencadeada ap0s o inicio do
processo inflamatério de formacgdo da placa do ateroma, quando células que atuam na
infeccdo (em especial mondcitos e as células espumosas) ja se encontram no interior da
intima. Essas células passam a liberar citocinas e superoxidases que ativam metaloproteinases,
bem como produzem colagenases que afetam a integridade da placa. Entre as principais
metaloproteinases que medeiam esses processos, Sdo reconhecidamente atuantes as
metaloproteinases de matriz MMP-1, MMP-3, MMP-2, MMP-9, MMP-12, MMP-13
(TORZEWSKI et al., 2004; CREEMERS et al., 2001, KLEIN e BISCHOFF, 2011) e as
desintegrinas e metaloproteinases de matriz (ADAM-1, ADAM-8, ADAM-15) (JONSSON-
RYLANDER et al., 2007; GOMEZ-GAVIRO et al., 2007; CHARRIER-HISAMUDDIN et
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al., 2008, HINSBERGH & KOOLWIJK, 2008), juntamente com os inibidores teciduais de
metaloproteinases (TIMP-1 e TIMP-2) (TUOMAINEN et al., 2007; JONSSON-RYLANDER
et al., 2007; HINSBERGH & KOOLWIJK, 2008; CHARRIER-HISAMUDDIN et al., 2008).
Em resumo, além de estar envolvidas na invasdo celular e de promover a progressao da lesdo,
as metaloproteinases atuam maximizando os efeitos da inflamagéo, levando ao maior
recrutamento de células inflamatérias, migracdo de células musculares lisas e ao
intumescimento do ateroma e consequente instabilidade da placa (KALELA, 2002; XIN et al.,
2004, JONSSON-RYLANDER et al., 2007; GOMEZ-GAVIRO et al., 2007; CHARRIER-
HISAMUDDIN et al., 2008, HINSBERGH & KOOLWIJK, 2008) (Figura Q7).
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Figura 06 — Interacdo entre metaloproteinases (MMP) e seus reguladores (ativadores e
inibidores) durante a sintese e da degradacdo da matriz extracelular (MEC) no processo
aterogénico e vascularizacdo. TIMP — inibidores teciduais de metaloproteinases. AVC —
acidente vascular cerebral.

A MMP-1 é considerada uma das mais proeminentes metaloproteinases como
indicadora de risco cardiovascular, sendo induzida por fatores de crescimento (HGF),
trombina, VEGF e TNF-a e mediada e regulada por Erg-1 (fator de transcri¢cdo) e inibidores
teciduais de metaloproteinases (TIMP-1, TIMP-2). A MMP-1 auxilia a célula a desintegrar,

por acdo colagenosa, a matriz de fibras teciduais (normalmente colaginosas), facilitando a
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entrada da célula no tecido pela ativacdo de MMP-2, via inibicdo de TIMP-2, e de ativacdo
subsequente de MMP-9, MMP-13, MMP-3, MMP-12, MMP-15 e ADTMS-1, 0 que permite 0
deslocamento de celulas no tecido, aumentando a extensdo da degradacdo da matriz e da
invasdo (RAJAVASHISTH et al., 1999; TORZEWSKI et al., 2004; JONSSON-RYLANDER
et al., 2007; HINSBERGH & KOOLWIJK, 2008; CHARRIER-HISAMUDDIN et al., 2008).
Segundo Lehrke et al. (2009) a MMP-1 ¢é indicador de risco de ruptura de placas calcificadas
e ndo calcificadas, tendo correlagcdo significativa positiva com MMP-9, PCR de alta
sensibilidade, triglicérides séricas e indice de massa corpoOrea. Todavia, esses autores ndo
acharam correlagdo com LDL-C ou HDL-C nem com outros indicadores de risco.

Mallat (2009) e Laxton et al. (2009) discorreram sobre a acdo das MMP na
aterosclerose, que seria atribuida a uma grande diversidade de processos bioldgicos
concernentes a propria doenca, os quais seriam controlados em parte por essas enzimas além
de ter consequéncias divergentes sobre o desenvolvimento da lesdo e sobre a estabilidade da
capa fibrosa. Em relacdo a MMP-8, Mallat (2009) afirmou que esta MMP esta precocemente
envolvida no processo aterogénico, com elevacdo gradativa dos niveis séricos ao longo da
progressdo da doenca. Além da MMP-9, as MMP-12 e 15 estdo envolvidas na morfogénese e
remodelamento tecidual e na progressdo da instabilidade da placa, promovendo ruptura
vascular seguida de trombose pela ativagdo da cascata de coagulacdo (CREEMERS et al.,
2001; SCATENA, LIAW, GACHELLI, 2007; PACKARD & LIBBY, 2008; CHARRIER-
HISAMUDDIN et al., 2008). Laxton et al. (2009) também afirmaram que a MMP-8
apresenta-se em concentracdes elevadas associadas a presenca de aterosclerose e eventos
cardiovasculares desfavoraveis. Sendo que a inativacdo da MMP-8, em camundongos nocaute
(MMP8—/—/apoE—/-), leva a reducdo da extensdo da aterosclerose com diminuicdo da
guantidade de macréfagos e aumento da quantidade de colageno na lesdo aterosclerotica,
similar ao que ocorre com a inibicdo de MMP-1, 3, 13 e 14. Esses mesmos camundongos
apresentaram baixos niveis de angiotensina-2 (Ang Il) — molécula clivada pela MMP-8 e que
é indutora da expressdo de moléculas de adesdo como a VCAM-1 —, baixa pressao sanguinea,
diminuicdo da expressdo de moléculas de adesdo celular-1 (VCAM-1) e reducdo do
recrutamento vascular de leucdcitos. A andlise funcional do gene da MMP-8, em uma
populacdo de pacientes com DAC (estudo prospectivo de coorte com n=2000, Estudo de
Bruneck, Italia, 1990) demonstrou que ha associagédo entre a variacdo do gene e a extensao da
aterosclerose em DAC, bem como entre o nivel de VCAM-1 plasmaética e a progressao da

aterosclerose.
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Xin et al. (2004) disseram que a MMP-9 desempenha papel significante no progresso
da degradacao da matriz em placas ateroscleréticas. Comprovaram que a expressao de MMP-
9 em placas instaveis € muito maior do que nas estaveis, principalmente ao redor do nucleo
lipidico onde ha concentracdo de macrdfagos e células espumosas. Schwartz et al. (2007)
confirmaram que a MMP-9 tem participagdo critica no rompimento da placa aterosclerdtica e
exposicao do ndcleo (dirupgdo), porém a participacdo da MMP-9, assim como a da MMP-3 e
da 1, seria protetora, enquanto que a MMP-12 atuaria como desestabilizadora da placa. A
acao da MMP-9 é protetora em determinada concentracdo e até determinado estagio de
evolugdo do ateroma (embora os autores [XIN et al., ib.] ndo informem estes valores),
contudo, em um momento critico, a concentracdo tecidual da MMP-9 aumenta e passa a
promover a ruptura da placa. J& segundo Welsh et al. (2008) a lesdo aterosclerdtica induziria
producdo e ativacdo local da MMP-9 que, por sua vez, desencadearia a ruptura de placas
vulneraveis. Essa MMP também modificaria o a concentracao local da interleucina-8 (IL-8),
incentivando a infiltracdo celular e crescimento do nucleo necrético. Esses eventos
aumentariam as chances de uma isquemia trombotica devido a diminuicdo da forca mecénica
da capa fibrosa. O estudo Welsh et al. (ib.) determinou que os niveis séricos da MMP-9 estdo
associados ao maior risco de doenca coronaria (baixo risco de 70 a 555 ng/mL, médio de 358
a 872 ng/mL e alto risco de 873 a 3500 ng/mL). Yasmin et al. (2005) demonstraram que a
MMP-9 e a 2 apresentam niveis séricos aumentados em doentes com hipertensdo sistdlica
e/ou arteriosclerose arterial se comparado com individuos saudaveis. Concomitantemente,
varios autores consideraram a MMP-9 um fator preditivo de doenca cardiovascular provocada
por aterosclerose, incluindo infarto do miocérdio, junto com MMP-1 e 2, TIMP-1 e 2
(YASMIN et al. (ib.), ALTMAN, 2003; BLANKENBERG et al., 2003; LUBOS, et al., 2006;
CAVUSOGLU et al., 2006; GARVIN et al., 2008; LEHRKE et al., 2009; MAAS e FURIE,
2009; JEFFERISA et al., 2010; HANSSON et al., 2011; GUTTE et al., 2011; TANINDI et
al., 2011). Mas, Lubos et al. (2006) e Goldhammer et al. (2010) ndo foram capazes de
determinar se haveria correlagdo entre os niveis de MMP-9 circulante e doenga coronaria
obstrutiva ou morte por doenca cardiovascular. Romero et al. (2008), por sua vez,
estabeleceram que a elevacdo das taxas de MMP-9 circulante esti associada com a grande
prevaléncia de estenose de carétida (OR 1,71; p = 0,032), bem como a TIMP-1 em pacientes
do estudo “Framingham Offspring” (EUA) examinados com uso de ultrassonografia duplex
de cardtidas.

Visando esclarecer a atuacdo da MMP-9, Murrow et al. (2010) verificaram que 0s

niveis plasmaticos dessa MMP, em coortes com risco cardiovascular associado a
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aterosclerose, sdo menores (33,5+17,6 ng/mL, p<0,001) do que em individuos saudaveis
(82,4+40,6 ng/mL, p<0,001), independente da idade, provavelmente porque esta MMP estaria
envolvida na preservacao das condicdes arteriais e manutencdo da saude vascular. J& em casos
de cancer da mama, os valores do ponto de corte para MMP-9 e TIMP-1 sdo respectivamente
>50 e >230 ng/mL (WU et al., 2008). Comentarios similares foram feitos por Wilson et
al.(2003), segundo os quais 0s niveis séricos de metaloproteinases circulantes seriam menores
em doentes do que nos controles normais e precedem a formacao de lesGes em ratos, em
particular no caso de aterosclerose, mas também em casos de doencas como hiperinsulinemia
e resisténcia a insulina em ratos. E, dessa forma, concluiram que os niveis reduzidos de MMP
levariam ao aumento do acimulo de proteinas extracelulares de matriz e, entdo, contribuir
para a formacao de lesdes vasculares precoces. Esses achados sdo condizentes com Gaubatz et
al. (2010) que constataram que niveis de MMP especificas (MMP-1, 2, 3, 7, 8 e 9) e TIMP
(TIMP 1, 2 e 4) estdo associados com o remodelamento das paredes das car6tidas e mudangas
estruturais relacionadas a ruptura da placa em idosos. Assim como sdo consonantes com 0S
estudos de Newby (2005), o qual afirma que as MMP-9 e 2 seriam protetoras por atuarem no
remodelamento vascular, enquanto que as 1, 3, 7, 8 e 13 seriam danosas por atuarem na
degradacédo da capa fibrosa e inducdo da ruptura da placa. Por sua vez, Inoue et al. (2003)
relataram que a ruptura da placa e a trombose sdo a principal causa de sindrome coronéria
aguda e infarto do miocéardio. As metaloproteinases estdo envolvidas no processo e
contribuiriam para a instabilidade da placa aterosclerdtica e sua vulnerabilidade. Dentre as
metaloproteinases, as MMP-1 e 3 e TIMP-1 teriam especial desempenho nessas doencas e
atuariam de forma independente do grau de severidade da doenca arterial coronéria.
Analisando os niveis séricos dessas enzimas, obtiveram 0s seguintes resultados para amostras
de sangue do sino coronéario de 60 portadores de doenca arterial coronaria: MMP-1: 3,74 +
3,49 ng/mL (um vaso), 4,06 £ 3,36 ng/mL (dois vasos), 2,78 £ 2,06 ng/mL (trés vasos);
MMP-3: 39,2 + 11,3 ng/mL (um vaso), 36,8 £ 21,6 ng/mL (dois vasos), 37,2 £ 21,9 ng/mL
(trés vasos). Os dados demonstraram também que houve correlagdo significativa positiva
entre os valores aferidos para TIMP-1 as MMP-1 e 3. Para essas mesmas MMP e também as 2
e 9, Karapanagiotidis et al. (2009) determinaram que 0s niveis séricos das metaloproteinases
sdo indicadores uteis para doencas de aorta toracica e isquemia miocardica, através de rapidos
exames laboratoriais combinados com exames de imagem. Eles encontraram niveis
significativos altos de MMP-3 em pacientes com isquemia aguda do miocardio comparada a
disseccédo aguda da aorta (17,33 £ 2,03 ng/mL versus 12,92 + 1,01 ng/ml, p < 0,05), enquanto
que em controles saudaveis havia baixos niveis de MMP-1 (1,1 + 0,38 ng/mL versus 2,97
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0,68 em disseccdo aguda da aorta, 3,09 £ 0,98 em disseccdo cronica, 3,16 = 0,51 em
aneurisma da aorta toracica e 4,58 + 1,04 em isquemia aguda do miocérdio, p < 0,05). Para a
MMP-2, verificaram aumentos significativos dos niveis séricos (dissec¢do aguda da aorta,
151,62 + 6,82; disseccdo crbnica da aorta, 172,12 + 11,79; aneurisma, 156,64 + 9,16;
isquemia do miocardio, 180,94 + 15,49; individuos saudaveis, 171,37 + 11,39), bem como
para a MMP-9 (disseccdo aguda da aorta, 412,93 + 89,85; disseccdo crbnica da aorta, 469,86
+ 56,57; aneurisma, 342,97 + 74,66; isquemia do miocéardio, 409,74 + 83,35; individuos
saudaveis, 400,13 + 77,90).

Ainda sobre a acdo da MMP-9 em especial, Kalela (2002) mencionou que ha indicios
de que essa metaloproteinase participa do processo inflamatério da aterosclerose, lesbes
arteriais e doencas coronarias do coracdo, bem como de outras doencas como artrite, asma e
cancer, com aumento consideravel de suas taxas. No caso da DAC, haveria altas taxas de
MMP-9 tanto no caso de placas estaveis como instaveis. No estudo de Kalela (ib.), com 80
pacientes (61 DAC e 19 controles), foram encontrados os seguintes indices de MMP-9: DAC
Il - 54,2 + 29,9 ug/L; DAC Il - 50,6 £ 23,1 ug/L (NS), porém, em pacientes com agravo da
doenca (DAC em 3 ou mais artérias) os niveis de MMP-9 se mostraram significativos (57,3 +
39,1 ug/L, p = 0,001) em relacdo aos controles (32,2 + 16,1 ug/L, p = 0,007). Kalela (ib.)
concluiu que a concentracdo sérica de MMP-9 pode derivar da vasculatura e refletir a
inflamacdo arterial, aventando a possibilidade de os indices de MMP-9 serem usados para
aferir a extensdo da inflamacdo arterial e da aterosclerose. Por seu lado, o estudo de
Vlachopoulos et al. (2005) com uma populacdo de individuos saudaveis (n=100) usou MMP-
9 como marcador de inflamacdo induzida por vacinacdo com polissacarideo capsular de
Salmonella typhi e verificou (por ELISA) que houve aumento significativo na producdo dessa
metaloproteinase (135 ng/mL; p < 0,01, ap6s 8h da vacinacdo) em relacdo ao grupo controle
(vacinado com salina, 64 ng/mL; p < 0,05, ap6s 8h).

Todavia, ndo ha consenso entre diversos autores, sobre a validade ou ndo dos dados
obtidos através de mensuracdes dos niveis de metaloproteinases obtidas de amostras de soro
ou de plasma. Tanus-Santos e Gerlach (2005) disseram que, em estudos sobre arteriosclerose
adrtica, ndo ha correlacdo entre os niveis sericos e plasmaticos de MMP-9, e, embora as
analises dos niveis plasmaticos dessa metaloproteinase, apds a separacdo do plasma tratado
com diferentes anticoagulantes e do soro, mostrem resultados significativos, isso seria devido
a concentragOes artificialmente aumentadas. Van der Watt e Berman (2005) verificaram que
as condicBes pré-analiticas afetam a mensuragdo das concentragdes (plasmaticas e séricas) de

MMP-2 e MMP-9 circulantes, sendo que normalmente os anticoagulantes (EDTA, heparina e
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citrato) aumentariam os niveis plasmaticos de MMP-9 e reduziriam os niveis de MMP-2.
Apos avaliagdes por ELISA, concluiram que o melhor anticoagulante a ser usado na coleta de
plasma seria o citrato, pois evita a liberacéo de colagenages pelas células sanguineas e reduz o
efeito do tempo, mesma conclusé@o de Mannello (2008). Ferretti et al. (2006), em estudos
sobre cancer, reforcam o paradigma de que ndo h& correlacdo entre os niveis séricos e
plasméticos de MMP-9, além disso, esta metaloproteinase seria instavel, grandemente
variavel na populacdo e refletiria a liberacdo de proteinases pelos leucécitos durante a coleta
do sangue. Ao mesmo tempo, consideram que mesmo que haja alguma correlacdo entre os
valores séricos e plasmaticos de MMP-9, isso ndo implicaria necessariamente numa
correlagdo com a atividade tecidual dessa colagenase.

Por outro lado, Nikkola et al. (2005) afirmaram que as MMP-1, 9 e 13 desempenham
importantes papéis no desenvolvimento de diferentes fases do cancer de mama, e que 0s
niveis séricos de MMP-9, em especial, teria alto valor clinico para identificar pacientes com
alto risco de progressdao. Também afirmam que ha dezenas de publica¢des que confirmam que
ha correlacdo segura e significativa entre os niveis séricos e plasmaticos das MMP. Quanto as
concentracdes de MMP-9 que poderiam estar artificialmente aumentadas, o autor considera
que o uso clinico dos valores sericos da MMP-9 seria muito Gtil para o acompanhamento
clinico e individual do desenvolvimento da doenca (cancer), apoiado em outros exames.

Vihinen (2005) respondeu as criticas feitas por Tanus-Santos e Gerlach (2005) e
reafirmaram as conclusdes de Nikkola et al. (2005). Porém, Gerlach et al. (2007) rebateram
novamente e confirmaram que o nivel sérico de MMP-9 é artificialmente maior nas amostras
independentemente do tipo de anticoagulante que foi utilizado (EDTA, citrato ou heparina),
embora haveria um aumento consideravelmente maior com o uso de EDTA. Esse aumento
nos niveis de MMP-9 seria devido a sua liberacdo por parte de leucdcitos e plaquetas durante
a obtencdo das amostras. Ao mesmo tempo, a avaliacdo dos niveis de MMP-9 por meio de
zimografia realmente refletiria a agdo da MMP-9 circulante. Por outro lado, recomendam que
a mensuracdo dos niveis de MMP-9 seja feita com uso de plasma com heparina ou citrato e
ndo recomendam o uso de soro porque 0s niveis dessa metaloproteinase seriam artificialmente
maiores e ndo haveria correlacdo com as taxas plasmaticas, independente de quéo répida seja
feita a separagéo entre soro e plasma. Essas conclusfes corroboram Tanus-Santos e Gerlach
(2005) e contradizem Nikkola et al. (2005) e Vihinen (2005).

Outras contraposi¢cdes de ideias sdo apresentadas por Aharinejad et al. (2007)
consideraram que no caso de transplantados cardiacos apresentam niveis séricos aumentados

de MMP-8, MMP-9 e TIMP-1 apds duas semanas decorridos do transplante, enquanto que o
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aumento da MMP-1 é observado apos trés semanas. Dessa forma, concluem que essas
metaloproteinases estdo envolvidas nas reagdes ao transplante ou no processo imunoldgico de
adaptacdo do receptor, mas que novos estudos sao necessarios para avaliar a relacao entre os
niveis séricos das MMP e TIMP e as condi¢Oes clinicas pds-transplante. De encontro a essas
postulacdes, Jung (2008) criticou o trabalho de Aharinejad (2007) e informou que as
condicBes pré-analiticas interferem na mensuragdo das concentraces verdadeiras de MMP e
TIMP circulantes no sangue periférico. No caso de amostras de coletas sem o uso de
anticoagulantes adequados, normalmente ha concentracfes aumentadas para MMP-1, 8 e 9 e
TIMP-1, se comparadas com aquelas tomadas com o uso de heparina e citrato adicionados ao
plasma. Bem como o tempo entre a coleta e a centrifugacdo da amostra, também afetaria a
mensuracdo, aumentando os valores das concentra¢fes. Jung (2008), afirmou ainda que a
liberacdo dessas enzimas por parte de leucdcitos e plaquetas, sem o uso de anticoagulantes,
resulta em niveis séricos aumentados das MMP e suas concentracGes ndo corresponderiam a
verdade. Respondendo as criticas de Jung (2008), Aharinejad (2008) assegurou que 0 método
padrdo usado para coleta da amostra (coletar o sangue e antes de 30min proceder a
centrifugacdo do sangue por 15 min a 1000 G e estocagem das amostras de soro a -80° C),
evita o aumento artificial da concentragdo sérica de MMP, bem como contesta a informacéo
de que ndo haveria correlagdo entre 0s niveis sérico e plasmatico de MMP porque outros
autores (NIKKOLA et al., 2005; SUZUKI et al., 2008) asseguraram que essa correlacdo
existe. Da mesma forma, Wu et al. (2008) acharam que ha correlacdo significativa entre 0s
niveis séricos e teciduais de MMP-9 e TIMP-1.

Fatas et al. (2008) também investigaram o impacto dos procedimentos pré-analiticos
(em especial 0 método de coleta) na mensuracdo dos niveis séricos das MMP (1, 2, 3, 7, 8, 9,
12 e 13) conjugados e ndo conjugados com TIMP-1, com amostras preparadas e nao
preparadas com citrato, EDTA e heparina. Os autores concluiram que o uso de soro deve ser
evitado para a avaliacdo de MMP-1, 8 e 9, mas é valido para MMP-2, 3 e 7, que apresentam
valores similares com aqueles achados nas amostras de plasma com heparina ou citrato, sendo

este Ultimo anticoagulante o mais indicado para o procedimento.

2.7. Justificativa

As doencas arteriais do coracdo, incluindo a doenca carotidea aterosclerética (DCA),
apresentam evidente importancia relacionada ao risco de AVC, outras isquemias e tromboses

como o acidente isquémico transitorio e infarto agudo do miocéardio, bem como associa¢ao
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com a aterosclerose coronaria e de outras artérias, o que pode ser agravado pela presenca de
lipoproteinas aterogénicas provenientes de dislipidemias e modificagbes moleculares como
acetilacdo, glicacdo, nitracdo e oxidacdo de componentes estruturais das particulas
lipoproteicas. Essas alteracdes interferem no processo de remocédo do colesterol dos tecidos,
bem como do plasma, e nas vias de transferéncia e incorporacdo de colesterol nas
lipoproteinas. Isso resulta no acumulo de lipoproteinas modificadas no plasma, iniciadoras da
aterosclerose por agressdo endotelial, captura dessas moléculas e de complexos moleculares
por diversos receptores (e.g. scavengers, CD36) relacionados ao processo aterogénico. As
metaloproteinases desempenham papel importante no desenvolvimento desses processos
inflamatorios vasculares, incluindo invasdo celular no endotélio e a formacgdo da placa do
ateroma ao estimular a liberacdo de citocinas por células inflamatérias (macrofagos, linfocitos
T), afetando a integridade da placa e sua estabilidade, promovendo sua ruptura em alguns
casos.

Com base nisso, este estudo visou avaliar a concentragédo (relacdo com a absorbancia)
plasmatica de metaloproteinases de matriz e a incorporacdo de colesterol nas lipoproteinas
plasmaticas como indicadores de risco cardiovasculares em pacientes com e sem DCA
determinada por exames de ecografia com doppler, relacionando os dados a outros fatores de

risco tradicionalmente usados.



41

3 Metodologia

3.1 Desenho do Estudo e Casuistica

A pesquisa baseou-se em estudo de corte transversal desenvolvido em cooperagéo
entre o Hospital Naval de Salvador, os Laboratdrios Especializado em Pesquisa da Faculdade
de Farmacia e o Laboratdrio Central do Hospital Universitario Professor Edgar Santos da
UFBA. A amostra populacional foi selecionada por conveniéncia no Hospital Naval de
Salvador, composta inicialmente de 171 pessoas, moradores de Salvador, entre 18 e 80 anos.
Destes, 65 pacientes iniciaram no estudo, sendo que o protocolo completo com realizacéo de
testes de ELISA e zimografia foi realizado em apenas 39 participantes devido a falta de
amostras para concluir os experimentos. Todos os participantes foram informados e

concordaram com o estudo, assinando o Termo de Consentimento Livre e Pré-Esclarecido.

3.2 Protocolo Inicial

Para identificacdo da presenca de placa carotidea nos pacientes, foram realizados
exames por imagem no servico de Bio-imagem e ecografia vascular do Hospital Naval de
Salvador, ainda com o intuito de classificar as placas e irregularidades ateroscleroticas. Os
exames laboratoriais de rotina e especializados foram realizados nos Laboratérios de
Bioguimica Clinica, SIDI e DILDA do Departamento de Andlises Clinicas e Toxicoldgicas da
Faculdade de Farmécia e no Laboratorio Central do Complexo HUPES — UFBA.

Para a selecéo dos individuos atribuiu-se 0s seguintes critérios:

3.2.1 Critérios de incluséo

e Ambos 0s sexos;

e Pacientes do ambulatério do Hospital Naval de Salvador e néo internados;
e Termo de consentimento assinado, apos informagao, em realizar o estudo;

e Realizacdo do doppler de carétidas apos determinacdo do perfil lipidico;
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e Perfis lipidicos independentes dos valores normais de referéncia, mesmo em
portadores de diabetes mellitus, hipertensdo arterial, hipotireoidismo ou

dislipidemia, em uso ou n&o de medicamentos.

3.2.2 Critérios de exclusdo
e Pacientes hospitalizados por qualquer motivo;
e Presenca de patologias de temporalidade aguda;
e Na&o consentimento em participar da pesquisa;
e Individuos portadores de disfuncéo renal (creatinina sérica > 2,0 mg/dl) e ou
sindrome nefrética (proteindria > 3,0 g/l e albumina sérica < 3,0 g/l).
e Aqueles que por qualquer motivo ndo realizaram doppler vascular.
e Evidéncia clinica ou laboratorial de qualquer doenca crénica como hepatopatia

doencas do tecido conjuntivo e neoplasias.

3.3 Avaliacéo clinica e de imagem

3.3.1 Anamnese

A equipe médica do servico de Bio-imagem e ecografia do Hospital Naval de Salvador
realizou a anamnese por exame clinico padrao, registro e tempo decorrido das gqueixas, bem
como avaliacdo da evolucdo da doenca. Os pacientes foram questionados sobre doenca
coronéria isquémica, diabetes mellitus, acidentes vasculares cerebrais (AVC) e ataque
isquémico transitério (AIT), hipertensdo arterial sistémica, hipotireoidismo, insuficiéncia
renal, dislipidemia, etilismo, tabagismo e atividade fisica, e ainda sobre quaisquer
medicamentos de uso regular para uma das causas citadas. As informac6es foram dadas pelo

préprio paciente ou pelo seu responsavel direto.

3.3.2 Metodologia de ultrassonografia de carotidas

A equipe médica realizou o exame de ecografia vascular das artérias carotidas

dispondo os pacientes deitados (posi¢do supina), com a cabeca flexionada em 45° para o lado

a ser examinado, junto ao aparelho. As artérias carotidas foram avaliadas bilateralmente, por
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um Unico examinador, através de um aparelho de ultrassonografia de alta resolu¢cdo no modo
B (aparelho de ultrassom Envisor C serie M2540A, PHILLIPS Medical Systems) conectado a
um transdutor linear de 7,5 Mhz, preferencialmente a profundidade padréo de 4 cm. O registro
longitudinal das imagens foi obtido no nivel da artéria carétida comum, sincronizada a

diéstole, especificamente na onda R do eletrocardiograma.

3.3.3 Classificacao das lesbes estenoticas

Adotaram-se as normas North American Symptomatic Carotid Endarterectomy Trial

(NASCET) (RANDOUX et a.l, 2001, LEPORE et a.l, 2001) para determinacdo do grau de

estenose desenvolvido pelas placas de ateroma nas artérias carétidas, que se resumem em:

o Grau | (normal);

o Grau Il ou estenose leve (entre 1% e 29%);

o Estenose moderada, nos graus 11 (entre 30% e 49%) e IV (entre 50% e 69%);
o Estenose grave, no grau V (entre 70% e 99%);

. Ocluséo, no grau VI (100%).

3.4 Determinacdes Laboratoriais

3.4.1 Laboratoério Clinico

No Laboratério de Bioquimica Clinica da Faculdade de Farméacia da UFBA foram
determinadas, antes dos estudos de incorporacdo de CL-*H in vitro, as concentracbes de
colesterol total (CT), suas fracdes e triglicérides (TG), em amostras de soro obtidas apos 12
horas de jejum, em tudo seco para soro e EDTA para o plasma apos centrifugacdo em até 30
min apos a coleta, por métodos enzimaticos (Labtest, Brasil). O HDL colesterol (HDL-C) foi
determinado por método direto homogéneo (HDL-C Direto Labtest®, em equipamento
automatizado LabMax 240, Labtest, Brasil.). As concentragdes do colesterol de VLDL e LDL
foram calculadas pela formula de Friedewald (1972) (LDL-C= CT-(VLDL-C+HDL-C), em
mg/dL para valores de TG até 150 mg/dL. Amostras com TG superior a 150 mg/dL tiveram
suas determinacdes de LDL-C realizadas por método homogéneo. Os resultados foram

validados através da utilizacdo, durante cada determinacdo, de amostra controle fornecida
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pelo Programa Nacional de Controle de Qualidade (PNCQ), da Sociedade Brasileira de

Andlises Clinicas.

3.4.2 Laboratdrio de Pesquisa
3.4.2.1 Incorporacao de Colesterol Livre (CL) na HDL

A incorporacdo de CL foi realizada utilizando-se o método de substrato exogeno
(STENDER e HIEIMS, 1988; STOKKE e NORURN, 1971; FEITOSA-FILHO et al., 2009),
in house modificado. Biomoléculas marcadas radioativamente com colesterol livre (CL-H),
cerca de 5uL foram adicionadas a 500uL de plasma por 4 horas sob incubacdo a 37° C,
gerando atividade isotopica final de 0,7 microCi/mL. Decorrido o tempo, as lipoproteinas
contendo apoB foram precipitadas (sulfato de dextran 0,2%/ MgCl, 3M, v/v), seguido de
centrifugacdo por 10 minutos a 3.000 rpm em centrifuga refrigerada (Sirius 4000, Sieger,
Brasil) e, depois, foi feita a coleta do sobrenadante para determinacdo da radioatividade por
cintilacdo liquida, utilizando aliquotas de 250uL do sobrenadante acrescida da solucao
cintiladora Ultima Golg, no aparelno Multilabel Detectiton Plataform (Hidex Chamaleon),
para contagem de cintilacdo nas amostras. As incorporagdes de CL foram expressas como
percentagem de CL-*H incorporados por hora na HDL, expresso em percentual CPM (%)

incorporado/h em relacédo a radioatividade total adicionada.

3.4.2.2 Determinacéo da Atividade de Paraoxonase

Para determinacdo da atividade da PONL1 foi utilizado o método descrito por Mackness
et al. (1998) e Senti et al. (2003), que utiliza paraoxon, com algumas adaptacoes
(CHARLTON-MENYS, LIU e DURRINGTON et al., 2001). Adicionou-se 140uL de tampéo
Tris-HCI 0,1M, pH 8,05 contendo 2mMol/L de CaCl, e 1,1mMol/L de paraoxon (Sigma
Chemical Co.) a 7uL de soro de cada amostra, distribuida em placa de 96 pocos de fundo
chato em duplicata. A leitura foi feita em comprimento de onda de 405nm e temperatura de
37°C utilizando leitora de microplacas (Microplate Reader, Benchmark, BioRad). Para
calculo da atividade, foram feitas seis leituras em intervalo de 1,0 minuto cada, sendo o
resultado obtido multiplicando-se a média da varia¢do das absorbancias pelo fator.

Fator = VTR (mL)/ €405 x VA (mL) x E (cm) , onde:
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e VIR - Volume total da reacéo
e VA - Volume da amostra

e E - Espessura da cubeta

o £405 - 1805 L M™ cm™

Logo, atividade da Paraoxonase € igual a: Fator x Aabs/min

3.4.2.3 Determinacéo da concentracéo de apoA e apoB

As concentracdes de apoA e apoB foram determinadas por nefelometria cinética
(WEINSTOCK et al., 1981). Neste método determina-se a taxa de aumento da dispersdo da
luz causada por particulas em suspensdo (numa solucdo) provenientes dos complexos
formados durante uma reacdo antigeno-anticorpo. Utilizou-se 0 equipamento automatizado

Beckman Coulter — Immage (Beckman, EUA).

3.4.2.4 Zimografia (Eletroforese em gel de acrilamida copolimerizado com

gelatina)

A capacidade proteolitica das enzimas séricas foi avaliada e caracterizada por SDS-
PAGE, em gel a 10% (LAEMMLI, 1970) copolimerizados com gelatina a 0,1% (HEUSSEN e
DOWDLE, 1980). A separacdo eletroforética dos soros dos pacientes foi executada pelo
método de Laemmli (1970) com adaptacdes (SNOEK-van BEURDEN e Von den HOFF,
2005; LA ROCCA et al., 2004), utilizando cubas verticais (Electrophoresis Mini-Protean
Tetra Cell System — BioRad) e fonte (PowerPac Universal HP Power Suply — BioRad). Apds
a eletroforese, o gel foi lavado duas vezes com Triton X-100 a 2,5% em Tris—HCI 50 mM
contendo CaCl, 5mM, ZnCl, 1uM em pH 7,6 por 1h a temperatura ambiente, para eliminar o
SDS e renaturar as proteinas. Depois, 0 gel foi incubado em Tris-HCL contendo CaCl, 5mM,
ZnCly 1uM em pH 7,6 overnight (x12h) a 37°C em estufa, para permitir a digestdo enzimatica
da gelatina. Em seguida, o gel foi corado com Coomassie blue G-2500 a 0,5% em metanol:
acido acetico (30:10, v/v) por 1h30min e descorado com o mesmo solvente (overnight) sem o
corante. A atividade proteésica foi visualizada como uma zona clara onde foi incorporado o

substrato (e.g. gelatina) que indica digestdo da proteina. O peso molecular foi estimado
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usando padrdes entre 180-6 kDa (Invitrogen — 10748-010, BenchMark Pre-Stained Protein
Ladder) e entre 220-10 kDa (Invitrogen — 10747-012, BenchMark Protein Ladder).

3.4.2.4.1 Estimativa da area digerida por zimografia

Os géis foram fotografados digitalmente a partir do equipamento Lumix (Panasonic®
DMC-FS3, Coreia) e analisados com o programa ImagJ 1.410 (Wayne Rasband, National
Institutes of Health, USA), conforme procedimento segundo Fiotti et al. (2008), para calculo
da &rea digerida, por densiometria, no gel de zimografia para cada um dos pacientes

estudados.

3.4.2.5 ELISA (Ensaio de ligacdo imunoenzimatico)

Por meio de ELISA, avaliou-se a presenca de metaloproteinases de matriz no soro dos
pacientes. Analisaram-se as metaloproteinases 1, 2, 8, 9 e 12. As MMP-2 e MMP-9 foram
usadas para o experimento porque sdo aquelas mais citadas na literatura; as MMP-1, 8 e 12,
por causa da hipdtese de participarem da acdo remodeladora dos vasos ou de progressdo da
lesdo aterosclerotica.

O método de ELISA tipo sanduiche foi adaptado de Prakobwong et al., (2009) da
seguinte forma: o anticorpo anti-MMP foi diluido em tampao TCB pH 9,6, aplicado em placa
com 96 pocos e mantido a 4°C overnight, em seguida, foi realizada a lavagem da placa com
PBS-Tween (0,05%), aplicou-se 200uL de PBS+BSA (1%) por pogco e incubou-se a
temperatura ambiente por 2h, para entdo distribuir as amostras na placa para incubacgdo por 2h
a 37°.C, lavou-se novamente com PBS-T e aplicou-se outra vez o anticorpo diluido em
PBS+BSA 0,5%, com nova incubagdo por 1h a 37° C e lavagem com PBS-T. Apds essas
etapas, adicionou-se o0 anticorpo secundario Biotinilated Link Universal (DAKO) (IgG anti-
mouse + enzima marcadora HRP - LSAB+System+HRP DAKO, antimouse, peroxidase),
mantendo-se por 15 a 30min em temperatura ambiente, finalizando essa etapa, lavou-se com
PBS-T e adicionou o conjugado Streptamindin-HRP (DAKO), apos lavagem, acrescentou-se
o substrato revelador DAB (Liquid DAB [diaminobenzidina] e substrato — Chromogen System,
DAKO) na concentracdo 20pL/mL. Ap6s 15min e a reacdo foi interrompida com solugdo
acida (H.SO4 2N). A leitura da placa foi feita por espectrofotometria em absorbancia a 450

nm na leitora de microplacas (TP-Reader - ThermoPlate).
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3.5 Anélise estatistica

A analise descritiva dos dados foi realizada a partir da determinacéo das estimativas de
centralidade e dispersdo para obtencdo de medidas resumo, seguida do teste de normalidade
de Kolmogorov-Smirnov. Para inicio das analises estatisticas inferenciais foi realizado o teste
de Grubbs para a deteccdo de outliers. A estatistica inferencial foi seguida de testes
paramétricos e/ou ndo paramétricos em funcgéo do tipo de distribui¢cdes dos dados em torno da
média. Para todos os dados foram considerados significantes as diferengas com nivel critico
(p) <0,05 (5%) para intervalo de confianga de 95%.

Os pontos de corte (cut off), quando necessarios, foram utilizados para estabelecer os
parametros de sensibilidade, especificidade, valores preditivos positivo e negativo, a partir da
area sob as curvas ROC (Receiver Operating Characteristic). O risco relativo (RR) foi
calculado a partir de tabelas de contingéncia, teste de Fisher com aproximacdo de Katz.
Anélises de variancia, correlacdo linear e associagdo também foram realizadas, quando
necessario.

Para a analise dos dados foram utilizados os Softwares GraphPad Instat v.3.05 e
GraphPad Prism 5.01 (GraphPad Software, Inc., CA, USA).
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4 Resultados

Apresentam-se, a seguir, os dados referentes a caracterizacao, historico social e
patoldgico, analise laboratorial clinica e de imagem, incorporacédo de particulas lipoproteicas,
andlise por ELISA e de zimografia em termos percentuais e absolutos, acompanhados das
respectivas ilustragdes.

Os dados de caracterizacdo e historico (social e patoldgico) séo apresentados nas
Tabelas 01.

TABELA 01 — CARACTERISTICAS E HISTORICO PATOLOGICO PREGRESSO

Caracteristica DCA n/N(%) NDCA n/N(%) Total n/N(%)

Sexo F 14/31(45) F 27/34(79) F 41/65(63)

M 17/31(55) M 7/34(21) M 24/65(37)
Dislipidemia 25/31(81) 20/34(59) 45/65(69)
Hipotireoidismo 6/31(19) 6/34(26) 15/65(23)
Diabetes 20/31(64) 6/34(18) 26/65(40)
Hipertensao 27/31(87) 15/34(44) 42/65(65)
Fumante 12/31(39) 8/34(23) 20/65(31)
Sedentario 19/31(61) 19/34(56) 38/65(58)
Etilismo 29/31(93) 4/34(12) 33/65(51)

DCA - Doenca Carotidea Aterosclerdtica (individuos doentes); n — nimero.

Os resultados de imagem por doppler dos 65 individuos analisados no estudo
(Apéndices: Quadros 1 e 2) constituem 24 (36,9%) pessoas do sexo masculino e 41 (63,1%)
do sexo feminino. Nestes, constata-se a prevaléncia de 31 (47,7%) individuos com doenca
carotidea (DCA), dos quais 17 (54,8%) sdo homens e 14 (45,2%) mulheres.

A composicao da amostra por faixa etaria, sexo e (Tabela 02) apresenta a maior
concentracdo de individuos na faixa etéria de 66 a 75 anos, sendo 15 (23%) do sexo feminino
e nove do masculino (14%).

Houve maior prevaléncia de DCA (15 individuos) na faixa etaria acima dos entre 66 e
75 anos (48%), sendo oito do sexo masculino. Observa-se maior prevaléncia de DCA nas
faixas etarias mais elevadas, entre 45 e 75 anos (26 individuos, 84%), mas ndo houve
qualquer individuo com DCA na faixa entre 18 e 35 anos. Entre 0s homens, a prevaléncia é

ligeiramente maior 17 (55%), contra 14 (45%) mulheres, dentre os 31 doentes.
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TABELA 02 - DISTRIBUIGAO DE PACIENTES SEGUNDO FAIXA ETARIA E SEXO

FAIXA ETARIA (anos) M n (%) Fn (%) TOTAL n (%)

18 - 35 3(5) 6 (9) 9 (14)

36 - 45 4 (6) 4 (6) 8(12,3)

46 - 55 3(5) 9 (14) 12 (19)

56 - 65 3(5) 5 (8) 8 (12)

66 - 75 9 (14) 15 (23) 24 (37)
80< 3(5) 1(2) 4 (6)

TOTAL 24 (37) 41 (63) 65 (100)

n — nimero de individuos; M - masculino; F — feminino.

O perfil clinico da populacédo estudada apresenta os dados das caracteristicas dos
grupos DCA e NDCA quanto ao género, doencas preexistentes e habitos sociais (Tabela 03
nos apéndices).

Dentre os 65 pacientes incluidos no estudo, seguindo os critérios 111 e IV das
Diretrizes da Sociedade Brasileira de Dislipidemias e Aterosclerose (SANTOS, 2001: 111
DBSD/DPA; SPOSITO, 2007: IV DBSDPA) e o resultado do doppler de artérias cardtidas, ha
45 (69%) dislipidémicos no total, dos quais 25 (81%) apresentam evidéncia com DCA
(Tabela 05). Sendo que 26 (40%) tinham diabetes, dos quais 20 (65%) eram portadores de
DCA. Quanto a hipertensdo ha 42 (65%), constituindo 27 (87%) dos individuos DCA. O
exame com doppler também mostrou que entre 0s 65 pacientes, 15 (23%) apresentavam
hipotireoidismo, sendo que 6 (19%) desses também apresentavam DCA.

Nesse estudo ndo foi evidenciada ocorréncia de individuos com o grau V e/ou

portadores de ocluséo (grau V1), segundo o grau de estenose conforme NASCET (1991).

TABELA 04 - GRAU DE ESTENOSE SEGUNDO CLASSIFICAGAO DE NASCET

GRAU DE ESTENOSE n %
GRAU I (normal); 34 52
GRAU II (entre 1% e 29%); 16 25
GRAU 1III (entre 30% e 49%) 8 12
GRAU 1V (entre 50% e 69%); 7 11
GRAU V (entre 70% e 99%); 0 0,0
GRAU VI (OCLUSAO) 0 0,0

Total 65 100
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Ao comparar a concentragao de colesterol (HDL-C) e a classificagdo de estenose de
carétidas segundo NASCET (Tabela 05), 48 (74%) dos pacientes participantes desta pesquisa
tinham HDL-C no intervalo considerado protetor sendo que 34 (52%) estao incluidos no
GRAU I (NDCA). Do total, 17 (26%) apresentavam HDL-C < 40mg/dl, dos quais 6 (35%)
tinham DCA com prevaléncia no GRAU I1. O GRAU llI foi o que apresentou maior
prevaléncia (75%) em todos os subgrupos de niveis de HDL-C. Todavia, ndo foi possivel
verificar se havia diferencas significativas para as concentracdes de HDL-C em relacdo a grau

de estenose devido a perda de seguimento.

TABELA 05- RELACAO DE GRAU DE ESTENOSE E NIVEL DE HDL-C

GRAU DE ESTENOSE NIVEL DE HDL COLESTEROL TOTAL
<40 >40 N = 65
n (%) n (%) n (%)
GRAU I 6/34 18 28/34 82 34 52
GRAU II 6/16 38 10/16 62 16 25
GRAU III 2/8 25 6/8 75 8 12
GRAU 1V 3/7 43 a4/7 57 7 11
GRAU V 0 0 0 0 0 0,0
GRAU VI (OCLUIDO) 0 0 0 0 0 0,0

A anélise dos dados de incorporacdo de CL->H na HDL (Figura 07) apresentou
diferencas entre os grupos com desenvolvimento de DCA e NDCA indicado por dopller (p =
0,0208, teste T ndo pareado).
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Figura 07 — Incorporacdo de CL na HDL

O resultado dos exames de doppler, avaliados junto a concentracdo de HDL-C, mostra
que a concentracdo de HDL tem papel importante na DCA (Tabela 05). Dentre os 65
pacientes (100%), 31 (48%) apresentam DCA, dos quais 20 (65%) tinham indices de HDL-C
considerados protetores enquanto que 11 (35%) tinham DCA com baixos niveis de HDL-C.
Dentre os NDCA, 28 (82%) tinham indices protetores de HDL-C e seis (18%), néo.

A andlise de correlacdo linear foi significativa apenas para os dados de contagem por
minuto (CPM) de incorporacéo de CL-*H, HDL-C e a razdo HDL-C/apoA no grupo NDCA
(Tabelas 06 e 07 e Apéndices: Tabela 14).

TABELA 06 - DADOS DA ANALISE DE CORRELACAO LINEAR ENTRE A CONTAGEM
POR MINUTO (CPM) DE INCORPORACAO DE CL-3H, PERFIL LIPIiDICO,
APOPROTEINAS DE RISCO CARDIOVASCULAR E INDICES CALCULADOS NO
GRUPO NDCA.

CL-3H apo A apo B HDL-C TG TG/HDL-C
(n) 19 19 34 34 34
r -0,014 0,06 -0,330 0,09 0,022
P NS NS 0,0606%* NS NS

* Correlagao linear de Pearson; dados com distribuigdo paramétrica; foi realizado teste de outlier
(teste de Grubbs) para os dados de CL-3H.
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TABELA 07 - DADOS DA ANALISE DE CORRELACAO LINEAR ENTRE A CONTAGEM
POR MINUTO (CPM) DE INCORPORACAO DE CL-3H, PERFIL LIPIDICO,
APOPROTEINAS DE RISCO CARDIOVASCULAR E INDICES CALCULADOS NO
GRUPO NDCA.

CL-3H LDL-C LDL-C/apoB HDL-C/apoA apoA/apoB N&o-HDL-C LDL-C
(n) 34 18 19 19 28 34
r 0,157 -0,040 0,511 -0,3161 -0,204 0,157
P NS NS 0,0254%* NS NS NS

* Correlagdo linear de Pearson; dados com distribuicdo paramétrica; foi realizado teste de outlier
(teste de Grubbs) para os dados de CL-3H.

A anélise de correlagéo linear entre os dados de incorporagdo de CL-*H, PON1 e
MMP néo foi significante (Tabela 08).

TABELA 08 - DADOS DA ANALISE DE CNORRELACAO LINEAR ENTRE A CONTAGEM
POR MINUTO (CPM) DE INCORPORAGAO DE CL-*H, PON1 E MMP NO GRUPO
NDCA.

CL-°H PON1 MMP1  MMP2 MMP8 MMP9 MMP12
(n) 18 17 17 17 17 17
r* -0,262  -0,048 0,021 0,100 0,129  -0,176
P NS NS NS NS NS NS

* Correlacdo linear de Pearson; dados com distribuicdo paramétrica; foi realizado teste de outlier
(teste de Grubbs) para os dados de CL-3H.

A andlise de correlacdo linear ndo foi significativa entre os dados de contagem por
minuto (CPM) de incorporacdo de CL-H e os parametros de avaliagdo de risco
cardiovascular no grupo DCA. Por outro lado a analise de correlagdo linear foi positiva entre
a MMP1 e HDL-C (n=22; r=0,6175; p=0,002, Pearson) e entre MMP9 (n=20; r=0,5104;
p=0,0215, Pearson). Houve também correlacéo linear negativa entre MMP9 e apoB (n=20;
r=-0,4574; p=0,0426, Pearson), e positiva com MMP1 (n=20; r=0,5104; p=0,0215, Pearson) e
CMV-IgG (n=24; r=0,6196; p=0,0012, Pearson). Por outro lado ndo foram observados
resultados de correlacdo linear significativa com os demais parametros de avaliacéo de risco
cardiovascular estudados no grupo DCA.

No grupo NDCA, a andlise de correlacdo linear foi significativamente negativa entre a
MMP1 e TG (n=19; r=-0,4782; p=0,0383, Pearson). N&o houve correlacdo linear entre a
MMPL1 e os pardmetros de avaliagé@o de risco cardiovascular nesse grupo. Em relacao a



53

MMP12 no grupo NDCA, foi observada correlacdo linear positiva com a MMP1 (n=19;
r=0,5193; p=0,0227, Pearson).

A andlise de variancia seguida do teste de Tukey-Kramer foi utilizada para a
comparacdo de parametros de avaliacdo de risco cardiovascular utilizados neste estudo para
os grupos DCA e NDCA, conforme Tabela 09, ap0s realizacdo de analise descritiva, teste de

normalidade e outlier (teste de Grubbs).

TABELA 09 - DADOS DA AI"\U:\LISE DE VARIANCIANE TESTE DE COMPARACAO
MULTIPLA ENTRE OS PARAMETROS DE AVALIACAO DE RISCO CARDIOVASCULAR
UTILIZADOS NESSE ESTUDO PARA OS GRUPOS DCA E NDCA.

CL-*H DCA apoADCA  apoB DCA HDL-C DCA TG DCA TG/HDL-C DCA
5 Vs VS vS VS A\ Vs
CL-°HNDCA  3p0A NDCA apoB NDCA HDL-CNDCA TG NDCA TG/HDL-C NDCA

*0,0549 *¥*0,001 **0,001 NS NS NS

LDL-C DCA LDL-C/apoB HDL-C/apoA DCA apoA/apoB DCA ndao-HDL-C DCA
VS VS VS Vs vsS
LDL-C NDCA LDL-C/apoB HDL-C/apoA NDCA apoA/apoB NDCA nao-HDL-C NDCA

NS NS NS NS *0,0632

* Valor exato do nivel descritivo (p) e ** valor aproximado. Intervalo de confianca de 95%.

Para a estimativa de tamanho de particulas de LDL foi utilizada a razdo TG/HDL-C
(MARUYAMA et al. 2003). A analise mostrou diferenca significativa entre os grupos (Figura
08) (p = 0,0366; teste T ndo pareado), todavia, a razdo LDL-C/apoB (Figura 09) ndo mostrou
diferenca, assim como as raz6es HDL-C/apoA (Figura 10) e apoA/apoB (Figura 11 nos

Apéndices).
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Figura 08 — Razdo TG/HDL-C: estima que quanto maior o valor da razdo, menor é o

LDL-C/apoB

tamanho da particula de LDL.
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Figura 09 — Razéo LDL-C/apoB
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Figura 10 — Razdo HDL-C/apoA

Avaliacdo da atividade da Paraoxonase

A comparagéo entre os dados obtidos da determinagéo da atividade da PON1 entre os
grupos DCA (n=20) e NDCA (n=19) ndo diferiu (p=0,7927, teste t de Student) (Figura 12 nos
Apéndices).

Analise das metaloproteinases de matriz por ELISA

Os dados da comparacdo multipla entre as densidades Opticas (ABS) obtidas dos testes
de ELISA das metaloproteinases sdo apresentados na Tabela 10.

TABELA 10 - DADOS DA ANALISE DE VARIANCIA E TESTE DE COMPARAGAO
MULTIPLA ENTRE AS DENSIDADES 6pticAS (ABS) OBTIDAS DOS TESTES DE
ELISA DAS METALOPROTEINASES PARA OS GRUPOS DCA E NDCA.

MMP1 MMP2 MMP8 MMP9 MMP12

NS <0,01%* NS <0,05* NS

* Valor exato do nivel descritivo (p). Intervalo de confianga de 95%. ABS - absorbéncia.
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Os testes de ELISA mostraram que somente as MMP-2 e MMP-9 séo significativas
para a DCA, na casuistica deste estudo. Os valores da densidade dptica (DO), mensurada pela
absorbancia (ABS), de MMP-2 (p = 0,0246 teste de Mann-Withney) e MMP-9 (p < 0,0001
teste de Mann-Withney) na amostra dos DCA sdo maiores do que nos NDCA (Figuras 13 e
14). N&o houve diferencas significativas entre os grupos DCA e NDCA para as DO das
MMP-1, 8 e 12 (Figuras 15, 16 e 17).

0.8— s
o 0-6-
o
% 0.4—
0 - 1
*%
< 0.2- —t—
i
0.0 : T T
DCA NDCA corte
*n =0,0246

** ponto de corte: 0,2245

Figura 13 — Comparacdo da ABS por ELISA para MMP-2 entre os grupos DCA e NDCA em

funcdo do ponto de corte.
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Figura 14 — Comparagédo da ABS por ELISA para MMP-9 entre os grupos DCA e NDCA em

funcdo do ponto de corte.
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Figura 15 — Comparacgédo da ABS por ELISA para MMP-1 entre os grupos DCA e NDCA em
funcdo do ponto de corte.
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Figura 16 — Comparagéo da ABS por ELISA para MMP-8 entre os grupos DCA e NDCA em

funcdo do ponto de corte.
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Figura 17 — Comparacgéo da ABS por ELISA para MMP-12 entre os grupos DCA e NDCA

em funcédo do ponto de corte.
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Os pontos de corte (cut off) utilizados para a sele¢do dos pacientes entre verdadeiros
positivos, verdadeiros negativos, falsos positivos e falsos negativos, a partir dos resultados de
ELISA (Tabela 11 em Apéndices) e dos grupos estratificados em DCA e NDCA, foram
estabelecidos por meio de Receiver Operating Characteristic (curvas ROC), considerando
como diagnostico confirmatorio de DCA a presenca de placas ateroscler6ticas por doppler.

Somado aos dados da curva ROC, foi utilizada uma tabela de contingéncia para o
calculo dos parametros diagndsticos [sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo
(VPP), valor preditivo negativo (VPN) e razéo das chances (likelihood ratio - LR)] conforme
Tabela 12 (em apéndices).

As diferencas entre os resultados dos parametros diagndsticos calculados por ROC e
por tabela de contingéncia ndo foram significativas (p>0,05, two-way ANOVA). Os
resultados dos parametros diagndésticos (curvas ROC) sdao mostrados nas Figuras 18, 19, 20,
21e22.

1507

100+ r
4’_/_’_ Area 0.5855

Std. Error 0.09327
95% confidence interval 0.4027 to 0.7684

r‘ P value 0.3612

0 r r ' r '
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1- Especificidade

Sensibilidade

1
Q

Figura 18 — Curva ROC entre DCA e NDCA para MMP-1
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Figura 19 — Curva ROC entre DCA e NDCA para MMP-2
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Figura 20 — Curva ROC entre DCA e NDCA para MMP-8

60



Sensibilidade

Sensibilidade

61

150
1OOIF—--—---.-----'—----—--_'-.
Area 1.000
507 Std. Error 0.0
95% confidence interval 1.000 to 1.000
P value < 0.0001
0 r r r r .
0 20 40 60 80 100
1 - Especificidade
Figura 21 — Curva ROC entre DCA e NDCA para MMP-9
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Figura 22 — Curva ROC entre DCA e NDCA para MMP-12

A Tabela 13 mostra o risco relativo (RR) entre a determinacéo das metaloproteinases e

grau de estenose por doppler, calculado a partir de tabela de contingéncia. A sele¢do dos

resultados de ELISA para cada MMP se deu em fungéo dos cortes estabelecidos na curva

ROC.



TABELA 13 - RISCO RELATIVO ENTRE METALOPROTEINASES E GRAU DE
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ESTENOSE.
MMP1 MMP2 MMPS MM12
GRAU RR IC95% RR IC95% RR IC95% RR  IC95%
ESTENOSE
0,462 a 1,226 a 0,168 a 0,716 a
II 1,267 3,469 3,000 7 341 0,471 1314 1,900 5 037
0,094 a ] ] 0,163 a ] ]
111 0,762 4’1 1313 J5eoe
0,448 a 1,111 a 0,142 a 0,802 a
v 1,778 5 040 3667 {540 0962 5558 3956 5 ooy

MMP - metaloproteinase, RR - risco relativo

Os riscos relativos foram importantes para MMP1 em graus de estenose Il e 1V,

MMP2, graus Il e IV; MMPS8 e grau Il e, MMP12 graus Il e IV.

Andlise da atividade enzimética por zimografia

Os zimogramas resultantes do SDS-PAGE com gel de poliacrilamida copolimerizado

com gelatina (Figuras 23, 24 e 25) mostraram que 0s soros do grupo DCA apresentaram

maior atividade proteolitica (da gelatina) em relacdo ao grupo NDCA, evidenciado pela

analise densiométrica da area de digestao (Figura 26), em milimetros quadrados, usando o

programa ImagJ (p < 0,0001; teste T ndo pareado). Alguns pacientes do grupo NDCA

apresentaram atividade proteolitica muito reduzida nos géis avaliados.



MMP
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Figura 23 — Zimografia em gel de poliacrilamida 10% copolimerizado com gelatina 0,1%
comparando pacientes NDCA e DCA. MMP = metaloproteinases, soros 1, 2 e 3 = NDCA,
soros 4,5 e 6 = DCA, BC — Branco; PM — Marcador de peso molecular.
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Figura 24 — Zimografia em gel de poliacrilamida 10% copolimerizado com gelatina 0,1% do
grupo DCA. MMP = metaloproteinases, 1 a 18 = individuos DAC; PM = marcador de peso

molecular.
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Figura 25 — Zimografia em gel de poliacrilamida 10% copolimerizado com gelatina 0,1% do
grupo NDCA. MMP = metaloproteinases, 1 a 18 = individuos NDCA; PM = marcador de

peso molecular.

1504
(\’l-\
=
3 100+
© *
9 ——
<C
504 ———
0 T —
DCA NDCA
Grupos
*p < 0,0001

Figura 26 — Analise da area digerida por zimografia.
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5 Discussao

A casuistica apresentou caracteristicas que sdo similares as de outros estudos, com
maior prevaléncia de DCA nos individuos mais idosos, todavia, neste caso, houve uma maior
prevaléncia no sexo feminino. Entre as doengas de base associadas ao risco de aterosclerose,
as dislipidemias, a hipertensdo e a diabetes sdo aquelas que apresentaram maior prevaléncia
em relacdo a DCA. Esses dados sdo consistentes com 0s comentarios de diversos autores
(GRUNDY et al., 1999; GRUNDY, 1999; VACCARINO e KRUMHOLZ, 1999; KALELA,
2002) que consideram que a aterosclerose estd associada ao desenvolvimento de
desequilibrios metabdlicos, em especial as dislipidemias e idade avancada.

O resultado dos exames de ecografia vascular com doppler ndo identificou, entre os
pacientes DCA, ocorréncia de grau de estenose V ou VI (oclusdo) (NASCET, 1991 segundo
RANDOUX et a.l, 2001, LEPORE et a.l, 2001), havendo maior concentracdo de individuos
de ambos os sexos nos graus Il e 1ll. Em relacdo a HDL-C < 40, houve maior prevaléncia no
grau Il (75%) entre os individuos com DCA. Dos 65 individuos amostrados, 17 (26%)
apresentavam HDL-C baixo, dos quais 11 eram DAC (35%), portanto, 48 apresentavam
HDL-C em niveis protetores, dos quais 20 (65%) eram DAC. Os baixos niveis de HDL-C
contribuem para a progressdao da aterosclerose (VACCARINO e KRUMHOLZ, 1999;
SANTOS, 2001; REDDY, 2002; ROVER et al., 2010, GIULIANO et al., 2005), associados a
outros fatores e habitos sociais de risco (SANTOS, 2001; ROVER et al., 2010), contudo,
neste estudo ndo foi possivel verificar se havia diferencas significativas entre os subgrupos de
graus de estenose em rela¢do a HDL-C devido & perda de segmento.

Por outro lado, ao comparar os niveis de incorporacdo de CL-*H na HDL-C e os
indices de HDL-C entre os grupos DCA e NDCA, houve diferenca significativa (p = 0,0208),
0 que indica a importante acdo protetora da HDL na aterosclerose, o que também é indicado
pela razdo HDL-C/apoA (p = 0,0254), sendo notével a maior incorporacéo de CL-*H no grupo
NDCA, mostrando, dessa forma, a deficiéncia do transporte reverso do colesterol nos
pacientes DCA (Figura 08). Além disso, os dados da analise de correlacdo linear entre
incorporacéo de CL-*H e HLD-C (r = — 0,330; p = 0,0606; Pearson) no grupo NDCA podem
representar significancia em fungdo do aumento da amostra. Observa-se que a correlacéo
linear foi negativa, ou seja, quanto menor a concentracdo de colesterol na particula de HDL
maior a capacidade de incorporacdo de colesterol livre, que serd esterificado para o core da

lipoproteina, onde sera armazenado. Essa correlagdo negativa entre HDL-C e CL-3H pode ser
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melhor interpretada das seguintes maneiras: (1) Quando ha menor incorporagdo in vitro, o
transporte reverso é menos eficiente, ou seja, menor incorporacdo significa remover menos
colesterol dos tecidos periféricos para a particula de HDL, conduzindo, assim, menos
colesterol de volta ao figado para recirculacédo e eliminagdo. (2) A menor incorporagdo in
vitro poderia indicar, também, que a HDL estaria repleta de colesterol e o transporte reverso
estaria funcionando bem, porém isso ndo ocorre exatamente dessa forma, pois, em condi¢Ges
ideais, ou seja, perfeitas condicGes estruturais e metabdlicas da lipoproteina, existem
particulas de HDL de diversos tamanhos (determinados a partir da concentracdo de colesterol
esterificado no core da particula). Sendo assim, menos colesterol facilita a captacdo/remocéo
tanto in vivo quanto in vitro. (3) A menor incorporagéo in vitro representaria HDL com menor
concentracdo de colesterol, o que poderia refletir menor LDL circulante, todavia isso ndo é
regra, pois além do descrito na situacdo 2 anterior, € necessario levar em conta todas as
variaveis, inclusive genéticas, que podem afetar diretamente esse processo de TRC
(Transporte Reverso de Colesterol).

Houve, também, correlacdo linear positiva entre incorporacdo de CL-*H e a razdo
HDL-C/apoA (marcador de remodelamento de particula de HDL) (r = 0,511, p = 0,0254;
Pearson). Esses achados mostram claramente que a incorporacdo € dependente do
remodelamento e da concentracdo de colesterol na particula, o que deve determinar as
caracteristicas biofisicas necessarias, assim como a acdo de proteinas de transferéncia de
colesterol (STANHOPE et al., 2009). No grupo DCA, em relacdo aos mesmos marcadores
avaliados, a incorporacdo de CL->H ndo apresentou correlagdes lineares significativas. Apesar
dos comentarios de Khera et al. (2011), questionando a eficicia de tratamentos na
aterosclerose que aumentem a concentracdo de colesterol da HDL e inferindo que a avaliagdo
do influxo/efluxo de colesterol seria mais eficaz para avaliar a doenca aterosclerotica, o HDL-
C em si continua sendo um marcador confiavel para avaliacdo do risco cardiovascular, o que é
mostrado neste estudo quando se comparou os grupos DCA e NDCA (Figura 8), assim como
é evidenciado pela tendéncia de menor risco cardiovascular nos individuos com maior indice
de HDL-C (Tabela 7) e pela correlacdo linear positiva significativa entre HDL-C/apoA
(Tabela 8), ainda que a relagéo influxo/efluxo do colesterol ndo esteja completamente
entendida (GINSBERG e GOLDBERG, 1998; KWITEROVICH, 2000; LIMA e COUTO,
2006). Essa inferéncia é apoiada por Seon et al. (2011), que afirmam que o aumento do HDL-
C esta relacionado com o ndo espessamento (ou menor espessamento) da intima média da
carétida em pacientes com diabetes tipo 2 e aterosclerose, quando comparado ao maior

espessamento observado em pacientes com HDL-C baixo.
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N&o houve correlagdes lineares significativas em relacdo aos parametros avaliados no
grupo NDCA para incorporacdo de CL-*H, embora ndo seja possivel afirmar a auséncia de
outros tipos de correlacdo e ou associacdes entre esses parametros, aqui ndo explorados
(Tabela 09).

A andlise de variéncia para comparacdo dos fatores de risco entre os grupos DCA e
NDCA (Tabela 10) apresentou tendéncias para CL-*H (p = 0,0549) e nédo-HDL-C (p =
0,0632) e, significancia para apoA (p <0,001) e apoB (p <0,001), inferindo-se que tenham
papel preponderante no desenvolvimento da aterosclerose, como é relatado por Maki et al.
(2012), Kawamoto et al. (2005), Gardner et al. (2009) e Bosevski et al. (2007) que comentam
estar o LDL-C e 0 ndo-HDL-C diretamente associados ao aumento do risco de aterosclerose
carotidea e aumento do espessamento da intima-média das carétidas.

A estimativa de tamanho de particula de LDL (razdo TG/HDL-C, MARUYAMA et al.
2003) revelou diferencas significativas entre os grupos DCA e NDCA (Figura 09, p =
0,0366), sendo notadvel o menor tamanho de LDL em DCA, mesmo que as demais razbes
(LDL/apoB; HDL/apoA, apoA/apoB) ndo tenham mostrado diferencas significativas
(VIEIRA et al., 2011). Os dados de LDL-C sdo compativeis com as diferencas significativas
dos niveis de apoA e apoB entre DCA e NDCA e com as asser¢fes de Maki et al. (2012) e
Kablak—Ziembicka et al. (2011) acerca do papel desses fatores associados ao
desenvolvimento da aterosclerose e aumento da estenose e do espessamento da intima-média
de cardtidas.

A atividade de paraoxonase, também ndo apresentou diferenca significativa entre os
grupos DCA e NDCA. A despeito de muitos autores citarem a fungdo protetora da acdo da
paraoxonase (STEIN e STEIN, 1999; DURRINGTON, MACKNESS e MACKNESS, 2001,
RADER, 2002; FERRETTI et al., 2004; CHARLTON-MENYS, LIU e DURRINGTON,
2006; MACKNESS et al., 2006, LIMA e COUTO, 2006; LOSCALZO, 2008, GALKINA e
LEY, 2009), o fato desta enzima ndo mostrar diferencas significativas entre os grupos DCA e
NDCA provavelmente decorre da reducdo do nimero de amostras ao final deste estudo, haja
vista que a paraoxonase é essencial para proteger a LDL da oxidac&o.

No grupo DCA, dentre os marcadores de risco avaliados, houve correlagdes positivas
entre MMP-1 e HDL-C, apoB e CMV-IgG, assim como entre MMP9 e HDL-C. J& entre
MMP-9 e apoB, a correlacédo foi negativa.

Chama a atencgéo, a correlagdo positiva entre MMP-1 e presenca de CMV-IgG no
grupo DCA, pois conforme mostrado por Prochnau et al. (2011) a infeccdo por CMV em

doentes ateroscleroticos, induz o aumento da expressao de MMP-1 pelas células musculares
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lisas, sugerindo a participacdo do virus no processo inflamatorio e de formacdo da placa na
aterosclerose. Entretanto ndo foi observada correlagcdo linear entre CMV-IgG e MMP-9,
embora Vlachopoulos et al. (2005) tenham mostrado a participacao significativa de MMP-9 em
processos inflamatorios causados por bactéria (Salmonella typhi), ou seja, MMP-9 est4
relacionada com processos infecciosos causados por outros patdgenos e, eventualmente, pode
apresentar correlacdo com CMV (STRAAT et al. (2009), ainda que ndo seja 0 caso encontrado
nesta casuistica. Ao mesmo tempo, Straat et al. (ib.) afirmaram que ha correlacéo significativa
entre a inibicdo da expressdo de MMP-9, bem como de sua atividade na medida em que o
virus CMV ativaria a expressdo de TIMP-1, o que revelaria sua participacdo na aterosclerose.
Embora ndo haja correlacdo linear entre CMV-IgG e MMP-9 neste estudo, como ja foi dito,
essas situaces poderiam decorrer do momento da coleta das amostras em relacdo ao estado
de desenvolvimento da doenca em funcgéo de instabilidade de placa, em relacéo aos resultados
de Straat (ib.).

Da mesma forma, as correlacdes lineares positivas entre MMP-1 e apoB nos DCA,
poderiam ser explicadas pela participacdo dessa MMP no processo inflamatorio na
aterosclerose (RAJAVASHISTH et al., 1999; TORZEWSKI et al., 2004; JONSSON-
RYLANDER et al., 2007; HINSBERGH & KOOLWIJK, 2008; CHARRIER-HISAMUDDIN
et al., 2008; PACKARD e LIBBY, 2008; LEHRKE et al., 2009). Ainda que a MMP-1,
isoladamente, ndo tenha mostrado relacdo significativa com o grupo DCA neste estudo,
contraditoriamente, houve correlacdo linear positiva entre MMP-1 e HDL-C, tornando mais
complexas possiveis inferéncias, na medida em que a maior concentracdo de HDL-C deveria
inibir a expressdo de MMP-1 pelos macréfagos (PACKARD e LIBBY, 2008; LIBBY e
AIKAWA, 2003), como foi demonstrado por Monteiro et al. (2006) que encontraram
proporcdo significativa inversa entre o nivel de HDL-C e de MMP-1 em doentes
aterosclerdticos. Cabe observar que mutacdes do gene da CTP (fosfocolina citidiltransferase
alfa) — importante regulador hepatico do nivel de HDL —, causam elevacdo de HDL-C
(LUOMA, 2010), caso similar ao apontado por Wang et al. (2002) para individuos com
mutacao no gene CETP (proteina de transferéncia de ésteres de colesterol) e por Vergeer et al.
(2010) e Chirinos et al. (2005) para pacientes com doenca arterial coronaria que apresentam
niveis elevados de HDL, pelo que se conjectura que possam ocorrer tambem em individuos
aterosclerdticos, elevando HDL-C.

Dentre esses dados, outra possivel inferéncia poderia ser feita sobre fato de que a
MMP-9 possui uma acdo protetora segundo alguns autores (SCHWARTZ et al., 2007;
MURROW et al., 2010; NEWBY, 2005; GAUBATZ et al.; 2010), apresentando, portanto,
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niveis mais reduzidos em doentes aterosclerdticos, o que explicaria sua correlacdo linear
negativa com a apoB e positiva com HDL-C nos DCA. Contudo, diversos outros autores
mostraram que niveis aumentados da MMP-9 estariam correlacionados com a inflamacao,
intumescimento, agravo e ruptura da placa de ateroma em doentes (YASMIN et al. (ib.),
ALTMAN, 2003; BLANKENBERG et al., 2003; LUBQOS, et al., 2006; CAVUSOGLU et al.,
2006; GARVIN et al., 2008; LEHRKE et al., 2009; MAAS e FURIE, 2009; JEFFERISA et
al., 2010; HANSSON et al., 2011; GUTTE et al., 2011; TANINDI et al., 2011; WELSH et
al., 2008; IAN et al., 2004; ROMERO et al. (2008).

No grupo NDCA, a correlacdo linear foi positiva entre MMP-1 e MMP-12, mas
negativa com TG. A correlagdo positiva entre MMP-1 e MMP-12, no grupo NDCA, pode ser
explicado pelo fato deste estudo ndo ter excluido pacientes com outros tipos de aterosclerose,
ou seja, central e periférica, como observado na doenca aterosclerética em funcdo da
capacidade ativadora que a MMP-1 apresenta em relacdo a outras MMP (incluindo a MMP-
12) (RAJAVASHISTH et al., 1999; TORZEWSKI et al., 2004; JONSSON-RYLANDER et
al., 2007; HINSBERGH & KOOLWIWK, 2008; CHARRIER-HISAMUDDIN et al., 2008).
Lehrke et al. (2009), por exemplo, encontraram que a MMP-1 tem correlacdo significativa
positiva com a MMP-9, PCR de alta sensibilidade e TG durante o processo de ruptura de
placas, mas ndo acharam correlacdo com outros fatores associados a aterosclerose e doenca
carotidea.

A correlacdo linear negativa entre MMP-1 e TG no grupo NDCA, nesse caso, se da
em funcdo dos valores médios observados de TG na populacio NDCA serem muito
superiores aos valores de MMP-1, ou seja, avaliados em funcdo da ABS refletindo sua DO.

Os testes de ELISA para MMP mostraram que somente a MMP-9 e a 2 tém
participacdo significativa no decurso da DCA nesta casuistica, (p = 0,0246 e p = 0,0001; teste
de Mann-Withney) respectivamente (Tabela 11, Figuras 14 e 15) entre os grupos DCA e
NDCA. As demais MMP (1, 8 e 12) ndo apresentaram niveis significativos por ELISA, cujos
pontos de corte foram calculados de acordo com a area sob a curva ROC, ponderando-se a
maior especificidade possivel dentro do intervalo de confianga e com sensibilidade minima de
50%. Reforcando o que fora comentado anteriormente, a maioria dos autores considera que as
metaloproteinases estdo aumentadas nas DAC (CREEMERS et al., 2001; KALELA, 2002;
SCATENA, LIAW, GACHELLI, 2007; PACKARD & LIBBY, 2008, CHARRIER-
HISAMUDDIN et al., 2008; MALLAT, 2009; LAXTON et al., 2009; WELSH et al., 2008;
YASMIN et al., 2005; ALTMAN, 2003; BLANKENBERG et al., 2003; LUBOS, et al.,
2006; CAVUSOGLU et al., 2006; GARVIN et al., 2008; LEHRKE et al., 2009; MAAS e
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FURIE, 2009; JEFFERISA et al., 2010; HANSSON et al., 2011; GUTTE et al., 2011;
TANINDI et al., 2011), sendo que as MMP seriam indicadores de risco de agravo da doenga
ou de ruptura da placa aterosclerotica. Em relacdo ao grau de estenose, Romero et al. (2008),
por exemplo, comentaram que a acdo da MMP-9 e da TIMP-1 esta diretamente relacionada
com o espessamento das carétidas.

No entanto, divergindo da maioria daqueles autores, neste estudo as MMP-9 e 2
apresentaram maior atividade nos individuos NDCA do que nos doentes (DCA), o que foi
confirmado pela zimografia, de tal forma que a MMP-2 apresentou o maior VPN (0,833)
(Tabela 13) em relagdo as MMP-1, 8 e 12 e os altos niveis de MMP-9 ndo representam risco
de desenvolvimento de DCA. Desse modo, os baixos niveis de MMP-2 significam risco
aumentado de cerca de 3 a 3,7 vezes maior de desenvolvimento da DCA (Tabela 14), em
especial para os graus de estenose Il e 1V, bem como a reducdo de MMP-9 significa risco de
100% para DCA (Figura 22). Esses achados sdo consistentes com os argumentos de Murrow
et al. (2010), David et al. (2003), Gaubatz et al. (2010) e Newby (2005) e Straat et al. (2009),
segundo os quais MMP como a 2 e 9, em especial, teriam acdo protetora, tendo niveis
aumentados em individuos ndo doentes e atuando no remodelamento vascular, enquanto que
outras (MMP-1, 3, 7, 8) agravariam a lesdo da placa aterosclerética nos doentes. Essa acao
protetora da MMP-9 e 2 estaria evidenciada neste estudo na medida em que ha maior
atividade de MMP-9 e 2 em NDCA do que em DCA, apesar de haver maior nivel de MMP-9
e 2 (maior DO) nos DCA. As razdes para isso sdo especuladas no paragrafo que segue.

Os ensaios de zimografia demonstraram que ha atividade de digestdo na faixa de 60 a
90 kDa, cujos pesos moleculares correspondem ao das MMP-2 (72kDa — gelatinase A) e
MMP-9 (92kDa - gelatinase B). Curiosamente, essa atividade de digestdo &
significativamente maior nos individuos DCA do que nos NDCA, apesar de os DCA
possuirem menores niveis de MMP-2 e 9 indicados por ELISA. Dessa forma, a maior
atividade pode ser devida a maior regulagdo supressora nos NDCA (e.g. pela acéo de TIMP,
Romero et al., 2008), ou entdo, por outro lado, haveria maior ativacdo e acdo local de MMP
na lesdo ateromatosa em DCA do que nos NDCA. Esses dados parecem ser contraditorios ao
fato de que menores niveis de MMP representariam maior risco do desenvolvimento de DCA,
levando a crer que a atividade das MMP néo é diretamente proporcional, nem ¢é dependente
dos niveis séricos de MMP, havendo, muito provavelmente, uma dependéncia muito maior da
presenca de outros fatores como citocinas (e.g. IL6, TNFa), PCR, (KABLAK—-ZIEMBICKA
etal., 2011, BALANESCU et al., 2010), bem como da propria TIMP (ROMERO et al., 2008)
e outras MMP (e.g. ADAMS, ADAMTYS) e controle da expressdo génica (BORGES, 2006;
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MIYAGI, 2008; RAFFETTO e KHALIL, 2008; CORREA, 2009; KLEIN e BISCHOFF,
2011), tamanho de particula de LDL, incorporagdo de CL na HDL (MAKI et al., 2012) e
aumento de dislipidemias e presenca de doencas associadas a aterosclerose como a
hipertensao e diabetes.

E, ainda, possivel fazer mais inferéncias sobre a relacdo das MMP e TIMP com o
agravamento da aterosclerose e/ou sua acdo eventualmente protetora (Schwartz et al., 2007,
entre outros), ou agravante (Romero et al., 2008, entre outros). De tal forma que se pode
pensar que na avaliacdo do risco em longo prazo (pacientes jovens, lesdes iniciais), a
aterosclerose provocaria espessamento fibroso da intima arterial ao longo do tempo, uma vez
que o processo de fibrose envolveria a inibicdo da acdo de MMP por consequente maior
expressao de TIMP. Num segundo cenario, na avaliagdo em curto prazo (pacientes graves
com placas vulneraveis e lesdes aterosclerdticas avancadas) haveria maior expressdao de MMP
e menor de TIMP. A casuistica estudada aqui se aproxima do primeiro cendrio, pois ndo ha
pacientes graves ou lesBes ateroscleréticas avangadas, o que corroboraria as afirmacGes de
Romero et al. (ib), porém, os dados ndo sdo suficientes para uma definicdo. Ao mesmo tempo,
é preciso levar em conta que o panorama investigado ndo € in situ (no local da lesdo) e nédo
reflete, necessariamente, o comportamento das MMP circulantes. Ou seja, é necessario
investigar qual é a relacdo entre a expressdo/liberacdo in situ e a concentracdo
plasmaética/sérica das MMP e das TIMP.

O uso de amostras de soro para afericdo de MMP é desaconselhado por alguns autores
(TANUS-SANTOS e GERLACH, 2005; Van der WATT e BERMAN, 2005; MANELLO,
2008; FERRETTI et al., 2006; JUNG, 2008; FATAS et al., 2008) que argumentaram n3o
haver correlagéo entre os niveis séricos das MMP e seus niveis plasméticos, além disso, 0 uso
de anticoagulantes ao coletar o plasma, em particular EDTA, alteraria esses niveis
aumentando-os e recomendam o uso de citrato (FATAS et al., 2008). Sendo assim, contestam
as avaliagOes feitas com soro e ou com o uso de EDTA como anticoagulante. Ao mesmo
tempo, outros autores (VIHINEN et al., 2005; VIHINEN, 2005; AHARINEJAD et al., 2007,
AHARINEJAD, 2008; SUZUKI et al., 2008) defendem o uso do soro parar aferir o nivel de
MMP, desde que a coleta seja feita seguida de imediata centrifugagédo e congelamento, e
afirmam que os niveis séricos sao representativos do quadro clinico do individuo, bem como
do estado da doenca. De parte desta pesquisa, 0 uso do soro para avaliar os niveis de MMP
por ELISA e Zimografia (além dos demais exames laboratoriais) apresentou resultados

significativos que refletem o quadro clinico da DCA em relacdo ao grupo NDCA e, portanto,
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sdo considerados validos para fins comparativos e estimativa do risco associado ao

desenvolvimento da DCA.

5.1 Limitacdes do estudo

As limitacgdes deste estudo consistem na perda de seguimento e falta de amostras para
concluir o protocolo do estudo. Além disso, a populacdo estudada ndo apresenta casos graves,
ndo foi possivel avaliar a instabilidade de placa, nem o estado atual dessas placas. Bem como
ha limitacdes inerentes ao desenho de estudo por corte transversal, como: eventuais erros na
diagnose dos doentes; viés de prevaléncia ou na determinacdo do risco e dos casos de
verdadeiramente positivos, falsos negativos, verdadeiramente negativos e falsos negativos;
problemas decorrentes do tempo de acompanhamento e de exposicdo a doenca;

impossibilidade de determinar o risco absoluto da doenca e de testar as hipdteses.
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6 Conclusoes

Neste estudo, verificou-se que as dislipidemias sdo bastante prevalentes nos individuos
com DCA e, em decorréncia disso, as analises evidenciaram a diminuicdo da incorporacao de
colesterol livre na HDL, menor tamanho estimado de particula de LDL e maior concentracao
de apoB conferindo assim, maior risco para aterosclerose no grupo DCA em comparagdo ao
grupo NDCA. A maior incorporagdo de *H-CL no grupo NDCA, aponta para a deficiéncia no
transporte reverso do colesterol no grupo DCA, pois, a deficiéncia de incorporacdo neste
grupo implica diretamente na incapacidade de remover colesterol, aceitar e transportar essa
molécula, dos tecidos periféricos para o figado, onde sera eliminado. Esse quadro de risco
cardiovascular inabilita os mecanismos de protecdo onde € mostrada a participacdo de
enzimas do remodelamento vascular (MMP) atuando, principalmente, nas placas e/ou lesdes
ateroscleroticas, por se mostrarem reduzidas nas determinacdes séricas no grupo DCA. As
MMP e demais marcadores relevantes nesse grupo mostraram que o evento ndo tem apenas
participagdo de moléculas relacionadas ao transporte lipidico, mas tambeém, aquelas
relacionadas a infeccdo por virus como, o marcador CMV-IgG, esse evidenciado pela
presenca de correlacdo positiva entre o marcador e a MMP-1, enzima essa relacionada a
degradacdo de colageno tipo I e Ill. Sendo assim, a menor incorporacdo de *H-CL, baixa
densidade 6ptica das MMP-2 e 9, maior digestdo do gel poliacrilamida-copolimerizado com
gelatina e 8 MMP-1 quando associada & infec¢do por CMV, sdo marcadores a serem avaliados

para utilizacdo na predicao de risco cardiovascular em pacientes com DCA.
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7 Perspectivas Futuras

Considerar, para 0os novos estudos, aumento da casuistica para verificar a agdo das
metaloproteinases e seus inibidores (TIMP) na doenca aterosclerética, determinando sua acéo
local em comparacdo com o nivel circulante, tanto por ELISA e imunoistoquimica, como por
testes de imunodifuséo e ou western-imunoblotting, assim como uso de padrdes puros de
MMP e TIMP, para melhor estabelecer suas relacdes entre indicadores de remodelamento de
particulas lipoproteicas e seus valores preditivos calculados para avaliagdo do risco

cardiovascular.
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QUADRO 01 - CARACTERIZAGCAO DO GRUPO DCA POR SEXO E IDADE

PACIENTE NOME SEXO IDADE PACIENTE NOME SEXO IDADE
1 ASS F 70 16 JSC M 70
2 AMMO F 56 17 JWP M 41
3 ASS M 69 18 JV M 41
4 ACSJ F 65 19 JEJS M 74
5 CsC M 68 20 JHF M 70
6 CP M 65 21 JMSSR F 54
7 DCS F 76 22 LJE M 72
8 EC F 70 23 MR F 67
9 EAG M 71 24 MLAES F 53

10 EM F 62 25 NNB M 69
11 EMC F 73 26 SNN F 72
12 FCSF M 54 27 WFEN M 59
13 FCL M 52 28 WFS M 77
14 HPS M 77 29 CLL M 64
15 JPS F 72 30 RSS F 57

31 ORC F 66
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QUADRO 02 - CARACTERIZAGCAO DO GRUPO NDCA POR SEXO E IDADE

PACIENTE NOME SEXO IDADE PACIENTE NOME SEXO IDADE
32 AMS F 67 49 ACPS F 34
33 ACCA F 36 50 AC F 26
34 ASP F 66 51 EIF M 40
35 ARPV M 32 52 EFA F 46
36 CAL F 18 53 EVD F 74
37 ENA F 69 54 GFSJ F 41
38 EAS F 49 55 JER F 25
39 ESS F 73 56 JINS M 34
40 JHF M 70 57 JPFA F 46
41 JMSR F 54 58 LMSR F 53
42 MJBJ F 66 59 NRRCM F 68
43 MCGS F 52 60 PRM F 37
44 MHS F 66 61 PMS M 43
45 MJSS F 62 62 RAR F 20
46 MASS M 51 63 TIPF F 36
47 NSN F 50 64 VMSC F 39
48 UFC M 77 65 VCMG F 22

TABELA 03 - PERFIL CLINICO DOS GRUPOS DCA E NDCA

CARACTERISTICA DCA n (%) NDCA n (%) Total n (%)
Sexo F 14(45) F 27 (79) F 41 (63)
M 17 (55) M7 (21) M 24(37)
Dislipidemia 25 (81) 20 (59) 45 (69)
Hipotireoidismo 6 (19) 9 (27) 15 (23)
Diabetes 20 (65) 6 (18) 26 (40)
Hipertensao 27 (87) 15 (44) 42 (65)
Fumante 12 (39) 8 (24) 20 (31)
Sedentario 19 (61) 19 (56) 38 (59)
Etilismo 29 (94) 4 (12) 33 (51)
Total de individuos 31 (48) 34 (52) 65 (100)

DCA - Individuos doentes; NDCA - Individuos ndo doentes, F - Feminino; M- Masculino;
n - nimero.
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TABELA 11 — ESTIMATIVA DE CENTRALIDADE E DISPERSAO DO ELISA PARA
MMP (LEITURA DE ABSORBANCIA A 450 nm) DE DCA E NDCA.

Grupos MEDIA SD EPM Valor Minimo e Maximo (n)
MMP1 DCA 0,3010  0,09380 0,02098 0.2571 - 0,3449 31
MMP1 NDCA 0,3374 0,1221  0,02800 0,2786 - 0,3963 34
MMP2 DCA 0,2548 0,08300 0,01856 0,2160 - 0,2936 31
MMP2 NDCA 0,3673 0,1654  0,03794 0,2876 - 0,4470 34
MMPS DCA 0,2739 02739  0,2739 0,2387 - 0,3091 31
MMPS8 NDCA 0.2604 02604  0,2604 0,2279 - 0,2928 34
MMP9 DCA 0,1362 01362  0,1362 0,1310 - 0,1413 31
MMP9 NDCA 0.2304 02304  0,2304 0,2170 - 0,2438 34
MMP12 DCA 0,3179 03179  0,3179 0,2845 - 0,3513 31
MMP12 NDCA 0,3407 03407  0,3407 0,3071 - 0,3743 34

DCA - doenga carotidea aterosclerotica; NDCA - sem doenca carotidea; MMP - metaloproteinase;

SD - desvio padrdo; EPM - erro padrdo da média.

TABELA 12 - PARAMETROS DIAGNOSTICOS DE SENSIBILIDADE, ESPECIFICIDADE,
VALOR PREDITIVO POSITIVO, VALOR PREDITIVO NEGATIVO E RAZAO DE CHANCES.

MMP1 MMP2 MMPS8 MM12

PARAMETROS VALOR IC95% VALOR 1IC95% VALOR IC 95% VALOR IC95%

SENS 0684 °0%.° 0947 U7 0315 G707 UL
ESPF 0400  %8%" 0250 i’ 0,500 %or28” 0,450 °5ge’
VPP 0520  %575° 0545 PR 0375 “o6as 0,560  ‘ghas’
LR 1,140 - 1,263 - 0,631 - 1,340 _

SENS - sensibilidade; ESPF - especificidade; VPP - valor preditivo positivo; VPN - valor preditivo negativo; LR
- linkhood ratio.

TABELA 14 - ESTIMATIVA DE CENTRALIDADE E DISPERSAO DAS CONTAGENS DE

FOTONS POR MINUTO ENTRE DCA e NDCA.

Parametros Mediana Minimo Maximo n
3H-CL (CPM) DCA 132100 2345 446600 31
3H-CL (CPM) NDCA 191200 24330 596700 34

CPM - contagem por minuto, CL - colesterol livre, 3H-CL - colesterol triciado, DCA - grupo com
Doenca Carotidea Aterosclerética; NDCA - grupo sem DCA (sadio)
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TERMO DE CONSENTIMENTO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E PRE-ESCLARECIDO
(Instrugbes para preenchimento no final deste)

| - DADOS DE IDENTIFICAGAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

1. NOME DO PACIENTE. .....citiiititiii ittt e e e e e e e e nenaes

DOCUMENTO DE IDENTIDADE NO: ... SEXO: .M (...) F (..)
DATA NASCIMENTO: ........ o [......

ENDEREGCO ..ottt NO .. APTO...........
BAIRRO: ..., CIDADE:......cccoiiiiiineis
CEP: v, TELEFONE: DDD (............ ) et

NATUREZA (grau de parentesco, tutor, CUradOr E1C.)......coiuuirieiiiiieeeriiieeeeesiiiee e sirieeee e
DOCUMENTO DE IDENTIDADE:...........cccceveureeeeirerennn SEXO: M (...) F (..)

(0= T TELEFONE: DDD
o Y eeeere e et

Il - DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTIFICA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA:

METALOPROTEINASES DE MATRIZ E INCORPORACAO DE COLESTEROL PELA
LIPOPROTEINA DE ALTA DENSIDADE (HDL) NA DOENCA CAROTIDEA COMO MARCADORES
DE RISCO CARDIOVASCULAR

PESQUISADOR RESPONSAVEL: PROF. DR. RICARDO DAVID COUTO

CARGO/FUNCAO: PROFESSOR ADJUNTO | DO DEPARTAMENTO DE ANALISES CLINICAS E
TOXICOLOGICAS DA FACULDADE DE FARMACIA DA UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA
INSCRICAO CONSELHO REGIONAL DE FARMACIA — BA N° 2884

UNIDADE: LABORATORIO DE ANALISES CLINICAS DA FACULDADE DE FARMACIA DA
UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA

PESQUISADOR EXECUTANTE: ALVARO LUIS MULLER DA FONSECA
CARGO/FUNCAO: POS-GRADUANDO DA FIOCRUZ (CPgGM) , PROFESSOR ASSISTENTE DA
UNIVERSIDADE DO ESTADO DA BAHIA, MAT. 74.357565-1

3. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA: '
SEMRISCO (.) RISCOMINIMO(..) RISCO MEDIO (...)
RISCO BAIXO (..)  RISCO MAIOR (...)
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(probabilidade de que o individuo sofra algum dano como conseqiiéncia imediata ou tardia do estudo)

4. DURACAO DA PESQUISA: 02 ANOS (ABRIL 2010 - ABRIL 2012)
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Il - REGISTRO DAS EXPLICACOES DO PESQUISADOR AO PACIENTE OU SEU
REPRESENTANTE LEGAL SOBRE A PESQUISA, CONSIGNANDO:

1. Justificativa e os objetivos da pesquisa; 2. Procedimentos que seréo utilizados e propésitos,
incluindo a identificacao dos procedimentos que sdo experimentais; 3. Desconfortos e riscos
esperados; 4. Beneficios que poderao ser obtidos; 5. Procedimentos alternativos que possam ser
vantajosos para o individuo.

IV - ESCLARECIMENTOS DADOS PELO PESQUISADOR SOBRE GARANTIAS DO SUJEITO DA
PESQUISA:

1. Acesso, a qualquer tempo, as informacdes sobre procedimentos, riscos e beneficios relacionados a
pesquisa, inclusive para dirimir eventuais ddvidas. Sim

2. Liberdade de retirar seu consentimento a qualquer momento e de deixar de participar do estudo,
sem que isto traga prejuizo a continuidade da assisténcia. Sim

3. Salvaguarda da confidencialidade, sigilo e privacidade. Sim

4. Disponibilidade de assisténcia no Laboratério de Andlises Clinicas — FAR-UFBA, determinacfes
Bioquimicas e exames de rotina e pesquisa relacionados ao metabolismo de lipideos e suas fracdes.
Sim

V. INFORMACOES DE NOME, E TELEFONES DO RESPONSAVEL PELO ACOMPANHAMENTO
DA PESQUISA, PARA CONTATO EM CASO DE INTERCORRENCIAS CLINICAS E REA(;C)ES
ADVERSAS.

- Prof. Dr. Ricardo David Couto.

Coordenador - Contatos: Tel.xx71-3283-6952, Cel. xx71-9963-8131

- Alvaro Luis Miiller da Fonseca

P6s Graduando — Contatos: Tel. -3022-4446, Cel. 71-9993-3837

(Professor Assistente da UNEB e aluno da FIOCRUZ-CPqGM)

VI. OBSERVACOES COMPLEMENTARES:

VIl - CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO
Declaro que, apés convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter entendido o que me foi
explicado, consinto em patrticipar do presente Protocolo de Pesquisa

Salvador,  de de 2010.

Assinatura do pesquisador (carimbo ou nome legivel)

INSTRUCOES PARA PREENCHIMENTO
(Resolucéo Conselho Nacional de Saude 196, de 10 outubro 1996)

1. Este termo conterd o registro das informac¢des que o pesquisador fornecera ao sujeito da
pesquisa, em linguagem clara e acessivel, evitando-se vocabulos técnicos nao compativeis com o
grau de conhecimento do interlocutor.

2. A avaliacdo do grau de risco deve ser minuciosa, levando em conta qualquer possibilidade
de intervencéo e de dano a integridade fisica do sujeito da pesquisa.

3. O formulério podera ser preenchido em letra de forma legivel, datilografia ou meios
eletrdnicos.
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4. Este termo devera ser elaborado em duas vias, ficando uma via em poder do paciente ou
seu representante legal e outra devera ser juntada ao prontuario de pesquisa do paciente.

5. A via do Termo de Consentimento Pds-Informacéo submetida a analise da Comissao de
Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa — CEP devera ser idéntica aquela que sera fornecida ao
sujeito da pesquisa.



