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...but when the Rabbit actually took a watch out of its waistcoat-pocket, and
looked at it, and then hurried on, Alice started to her feet, for it flashed across
her mind that she had never before seen a rabbit with either a waistcoat-pocket,
or a watch to take out of it, and burning with curiosity, she ran across the field
after it, and fortunately was just in time to see it pop down a large rabbit-hole

under the hedge.

Alice's Adventures in Wonderland, by Lewis Carroll (1832-1898)



Ha sem duvida quem ame o infinito,

Ha sem duvida quem deseje o impossivel,

Héa sem duvida quem nao queira nada.

Trés tipos de idealistas, e eu nenhum deles:
Porgue eu amo infinitamente o finito,

Porque eu desejo impossivelmente o possivel,

Porque eu quero tudo, ou um pouco mais...

Alvaro de Campos (1890-1935):
heter6nimo de Fernando Pessoa



A fé ri das impossibilidades.

Salmos 37
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Resumo



Grosso, AF. Acbes anti-inflamatérias de pioglitazona e sinvastatina:
comparacao entre plasma e tecido adipose epicardico em pacientes com
doenca arterial coronariana e sindrome metabdlica [tese]. Sdo Paulo:
Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2012.

Na Sindrome Metabdlica, acdes lipotoxicas e glicotoxicas contribuem para a
aceleracdo do processo aterogénico cuja base é a inflamacdo. O tecido
adiposo epicardico vem sendo reconhecido como metabolicamente ativo e foi
relacionado a elevacdo da producédo de citocinas e adipocinas inflamatorias e
aumento de DAC. Pioglitazona e Sinvastatina comprovadamente atuam como
drogas pleiotropicas na reducdo do processo inflamatoério sistémico. O presente
estudo teve como objetivo principal avaliar possiveis correlacdes entre a
presenca de citocinas inflamatoérias plasmaticas versus teciduais e a resposta
de ambas a terapia medicamentosa. Para tanto, foram utilizadas monoterapia
com Sinvastatina ou Pioglitazona e terapia combinada
Pioglitazona+Sinvastatina e acompanhadas as variaveis lipidicas, glicémicas e
inflamatorias sistémicas, células e citocinas inflamatérias em TAE, um tipo de
tecido adiposo branco visceral instalado nas adjacéncias de focos
ateroscleroticos em artérias coronarias de pacientes portadores de DAC e
SMet. O estudo envolveu 73 pacientes com DAC multiarterial, avaliada pela
cinecoronariografia e SMet que foram submetidos a revascularizacdo e 20
pacientes submetidos a cirurgia valvar para substituicdo de valva mitral. Os
pacientes com DAC eram incluidos de forma ndo aleatéria a um dos 4
subgrupos: controle (n = 17), Simvastatina (20 mg / dia, n = 20), Pioglitazona
(15 mg ou 30 mg / dia, n = 18) e Simvastatina + Pioglitazona (20 mg / dia + 15
mg ou 30 mg / dia, respectivamente, n = 18). Amostras de tecido adiposo
epicardico foram obtidas durante a cirurgia. Infiltracdo de macrofagos, linfocitos
e secrecao adipocitocinas foram investigados por coloracdo imuno-
histoquimica e comparados aos biomarcadores inflamatérios plasmaticos.
Os resultados mostraram que a infiltracdo de macréfagos e a presenca de
citocinas pro-inflamatorias tais como TNF-a, IL-6, leptina and resistina foram
reduzidas em TAE de pacientes DAC/SMet apdés monoterapia com
Pioglitazona. Os pacientes tratados apenas com Sinvastatina apresentaram 0s
menores valores plasmaticos de leptina, resistina and MCP-1.
Pioglitazona+Sinvastatina foram associadas aos menores valores plasmaticos
de IL-6, TNF-a, resistina, ADMA, MMP-9 em comparagcdo ao grupo de
pacientes nao tratados. Além disso, a terapia combinada revelou a mais alta
concentracdo de adiponectina plasmatica concomitante ao menor valor de
PCRus. Esses achados refletiram ndo sé a condicdo plasmatica como se
correlacionaram positivamente a condi¢ao tecidual mostrada pela porcentagem
média de area ocupada por macrofagos no TAE e a quantidade de PCRus
presente no plasma apdés os tratamentos.



Houve correlagdo positiva também entre citocinas sistémicas e teciduais apos
os tratamentos, exceto para o TNF-a apds o tratamento com sinvastatina ( r = -
0,025, p = 0,33) e leptina apds o tratamento com pioglitazona (r = -0,877, p
<0,0001). Nos pacientes tratados com Sinvastatina, os fragmentos de TAE
apresentaram agregados de linfécitos T, B e macréfagos concentrados na
borda e ao redor de vasos sanguineos.

Descritores: Tecido Adiposo Epicardico, Inflamacdo, Doenca das
Coronérias, Sindrome X Metabdlica, Pioglitazona, Sinvastatina



Summary



Grosso, AF. Anti-inflammatory actions of pioglitazone and simvastatin:
comparison between plasma and epicardial adipose tissue in patients with
coronary artery disease and metabolic syndrome [thesis]. S&o Paulo:
Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2012.

In the Metabolic Syndrome, the concentration of free fatty acids and the
elevation of glycemia result in lipotoxic and glycotoxic actions, respectively,
which contribute to accelerate the atherogenic process. (MS). Inapropriate
secretion of adipocytokines plays a critical role in chronic inflammatory states
associated with obesity-linked diseases, such as type 2 diabetes and
atherosclerosis. The pleiotropic anti-inflammatory action of Simvastatin and/or
Pioglitazone may counteract such systemic effects but its influence upon human
epicardial adipose tissue is unknown. To assess the anti-inflammatory action of
Simvastatin, Pioglitazone or both in epicardial adipose tissue in patients with
coronary artery disease (CAD) and metabolic syndrome. The study comprised
73 patients with multivessel CAD, evaluated by cinecoronariography, and MS
who underwent bypass grafting and 20 valvar patients who underwent surgery
for mitral valve replacement. The 73 who underwent elective bypass grafting
were non-randomly allocated to one of 4 subgroups: control (n=17), Simvastatin
alone (20 mg/day, n=20), Pioglitazone alone (15 mg or 30 mg/day, n=18), or
Simvastatin+Pioglitazone (20 mg/day + 15 mg or 30 mg/day, respectively,
n=18). Epicardial adipose tissue sample was obtained during surgery.
Infiltration of macrophages, lymphocytes and adipocytokines secretion were
investigated by immunohistochemical staining and compared to plasma
inflammatory biomarkers. Among CAD/MS patients, treatment with Simvastatin
alone, Pioglitazone alone and Simvastatin+Pioglitazone significantly reduced
plasma CRP and cytokines compared with control group. Monotherapy with
Simvastatin significantly reduced plasma IL-6, leptin, resistin, MCP-1 (p<0.001
for all), whereas monotherapy with Pioglitazone reduced IL-6, TNF-a, resistin
and MMP-9 (p<0.001 for all) compared with control group.
Simvastatin+Pioglitazone treatment reduced more plasmatic variables (IL-6,
TNF-a, resistin, ADMA and MMP-9 vs. control group (p<0.001). All treatments
increased adiponectin plasma levels (p<0.001). In the combined treatment
group, higher concentration in plasma adiponectin and lower hsCRP, were
found simultaneously. There was positive correlation between mean percentage
macrophages area in EAT and plasma hsCRP; also between systemic and
tecidual citokynes after the treatments, except for TNF-o after treatment with
simvastatin (r = -0.025, p = 0.33) and leptin after treatment with pioglitazone (r =
-0.877, p <0.0001). In fat fragments of patients treated with Simvastatin, T- and
B-lymphocytes, and macrophages clusters concentrated near the edge or
around blood vessels were observed by first time. In patients with CAD and MS
treatment with Pioglitazone, Sinvastatin or combination can substantially reduce
both epicardial tissue and plasma inflammatory markers. Such tissue effects
may contribute to the control of coronary atherosclerosis progression.

Descriptors: Epicardial Adipose tissue, inflammation, Coronary Disease,
Metabolic Syndrome X, Pioglitazone, Simvastatin



Introducao



TECIDO ADIPOSO

Durante muito tempo, a ideia predominante sobre o tecido
adiposo era a de que representava uma estrutura ligada a capacidade de
armazenar grandes quantidades de gordura na forma de triacilgliceréis. Além
disso, atribuiam-se ao tecido adiposo apenas duas atividades basicas: a
lipogénese e a lipdlise, que possibilitavam o acumulo de reservas
energeéticas e o consequente suprimento de energia nos momentos de maior
demanda ou caréncia nutricional'. Na década de 1950, ndo se conhecia
outro aspecto funcional do tecido adiposo, até que Kennedy® propds uma
teoria metabdlica para explicar o controle do comportamento alimentar,
denominada teoria lipostatica, segundo a qual o tecido adiposo participava

do controle do peso corporeo e influenciava o consumo alimentar.

Nos anos 1990, com a identificacdo da leptina®, houve uma
releitura da teoria lipostatica, e o tecido adiposo comecgou a ser visto como
um oOrgdo enddcrino secretor de inUmeras citocinas e hormonios
fundamentais nas sinalizac6es do tecido adiposo com outros érgédos e com o

préprio tecido adiposo, e necessario a manutencdo da homeostase

metabdlica®.

Estuda-se atualmente a funcéo expansora e invasiva do tecido
adiposo em territérios como o interior ou as proximidades de visceras e

muasculos. Em parte, essa infiltracdo adiposa é possivel porque o tecido



acompanha o trajeto perivascular. Tal constatacdo conduz a ideia de que o
tecido adiposo ndo somente envia suas secrecdes a células distantes do
local de producdo, mas também, ao se infiltrar em outros territorios,

desencadeia miiltiplas interagées paracrinas™.

Com base na morfologia, na expressao de genes especificos e
no tipo predominante de adipécito, o tecido adiposo é classificado em duas
formas principais: tecido adiposo marrom (TAM) e tecido adiposo branco
(TAB). O TAM ¢é multilocular, repleto de mitocondrias e altamente
vascularizado; esta presente na regido interescapular de recém-nascidos e
em posicdo cervicossupraclavicular nos adultos, e tem como funcdo
promover a termogénese. O TAB possui coloragdo branco-amarelada,
contém adipécitos uniloculares e representa até 25% do peso corporal dos
adultos humanos. Quanto a localizacdo, o TAB pode ser classificado em
subcutéaneo — superficial ou profundo — e interno — visceral ou néo-visceral.
O TAB visceral pode ainda ser subdividido em gordura intratoracica
(depdsitos intra e extrapericardicos) e gordura abdominal-pélvica (depdésitos

intra, extra e retroperitoniais)®”’.

\

No que se refere a inervacdo, o TAB depende do controle
direto do sistema nervoso autbnomo por meio de seus componentes
simpético e parassimpatico. Por um lado, a inervacdo simpética relaciona-se
principalmente com as ag¢fes catabdlicas, como a lipolise mediada pelos
receptores B-adrenérgicos e dependente da atividade da enzima lipase

hormoniossensivel (LHS). Por outro lado, o sistema nervoso parassimpatico



estd envolvido na execucdo de efeitos anabodlicos sobre os depodsitos
adiposos, como a captacdo de glicose e de acidos graxos estimulada pela

insulina®.

A porgdo de gordura visceral tem correlagdo mais forte com
alteracdes metabodlicas e pressoricas do que a gordura retroperitoneal,
predispondo o individuo a complicacées metabdlicas e cardiovasculares”®.
Em ambos os sexos, o tecido adiposo visceral aumenta com a idade e o
ganho de peso, possuindo, contudo, adipdcitos metabolicamente mais ativos
e sensiveis a lipdlise e levando a maior reducdo dos estoques de gordura

com a perda de peso.

Por sua maior abrangéncia corporal, o TAB tem grande
influéncia no organismo como tecido participante da homeostase energética

por meio dos processos de lipdlise e lipogénese.

Dado que os adipécitos sdo um componente critico do controle
metabdlico sistémico, por secretarem uma variedade de citocinas, o tecido
adiposo influencia inUmeros processos patofisioldgicos. Na interface entre o
metabolismo energético e a inflamacdo, o tecido adiposo participa

ativamente do desenvolvimento da Sindrome Metabdlica'®!,



TECIDO ADIPOSO, ADIPOCINAS, CITOCINAS E QUIMOCINAS

Citocina é o termo genérico empregado para designar extenso
grupo de moléculas envolvidas na emissdo de sinais entre as células
durante o desencadeamento das respostas imunes’. Citocinas podem ser
produzidas por células da linhagem hematopoiética, incluindo macréfagos,
linfécitos T e B e mondcitos, mas igualmente por células néo-
hematopoiéticas, tais como hepatdcitos, células epiteliais e fibroblastos. As
quimocinas fazem parte de uma familia especializada de citocinas que
funcionam como potentes mediadores ou reguladores da inflamacéo, pela
habilidade de recrutar e ativar subpopulacdes especificas de leucdcitos
(funcdo quimiotatica). Constituem uma grande familia de citocinas
estruturalmente homélogas, que, além de estimularem a producdo de novas

citocinas, auxiliam em diferenciagdes celulares.

As quimocinas envolvidas em reacdes inflamatorias sao
produzidas por leucocitos ou células residentes no local da inflamacédo em
resposta a estimulos externos; ja as quimocinas que regulam o trafego
celular através dos tecidos sdo produzidas por diferentes células nesses
tecidos. Adipocinas (ou adipocitocinas) sdo os mediadores bioativos
sintetizados no tecido adiposo™®*3. Apesar de os adipécitos produzirem a
maioria das adipocinas conhecidas, pré-adipdcitos, macrofagos e células
endoteliais associadas ao tecido adiposo também contribuem para a sintese.
Existem, atualmente, mais de 50 diferentes adipocinas que agem segundo

efeitos paracrinos, autocrinos e endocrinos e que influenciam o metabolismo


http://pt.wikipedia.org/wiki/Mol%C3%A9cula
http://pt.wikipedia.org/wiki/C%C3%A9lula
http://pt.wikipedia.org/wiki/Sistema_imunit%C3%A1rio
http://pt.wikipedia.org/wiki/Mon%C3%B3cito
http://pt.wikipedia.org/wiki/Citocinas
http://pt.wikipedia.org/wiki/Inflama%C3%A7%C3%A3o
http://pt.wikipedia.org/wiki/Leuc%C3%B3citos

lipidico e a homeostase glicémica em fatores de risco cardiovasculares,
como hipertensdo, bem como em alguns processos trombaticos,
inflamatérios e ateroscleréticos’*.

As adipocinas incluem o fator de necrose tumoral alfa,
interleucinas, inibidor do ativador de plasminogénio, leptina, resistina,
adiponectina, dentre outras®®.

O fator de necrose tumoral-a (TNF-o) é uma citocina
imunomodulatéria que age diretamente no adip6cito regulando a
homeostase glicmica e o metabolismo de lipidios®. Seu efeito mais intenso
€ a inibicdo da lipogénese, via inibicdo da expressao da lipase lipoproteica
(LLP), receptor de glicose (GLUT-4) e da acetil-CoA-sintetase, e aumento da
lipdlise. A expressdo e a secrecdo de TNF-a aparecem aumentadas em
animais e seres humanos obesos, correlacionando-se positivamente com
aumento do volume dos adipécitos. Em individuos obesos existe uma forte
correlacdo inversa entre TNF-a e metabolismo de glicose, devido a
supressao da sinalizagdo da insulina pelo TNF-«, que reduz a fosforilacdo
do substrato do receptor de insulina-1 (IRS-1) e da atividade da fosfatidil-
inositol-3-quinase (PI-3k), com reducédo da sintese e da translocacdo do
transportador de glicose (GLUT-4) para a membrana e consequente
diminuicdo na captacdao de glicose mediada pela insulina’®. Essa citocina
também esta envolvida no processo inflamatério indutor de aterogénese,

participando da migracdo de mondcitos e sua conversdo em macréfagos na



parede arterial por meio da transcricdo do fator nuclear kB (NF-xB), que
modula uma série de mudancas inflamatérias na parede vascular®®.

A resistina € uma proteina secretada por mondcitos e
adipdcitos. Apesar de expressa e secretada em individuos magros, seus
niveis sdo comumente mais elevados na obesidade. Efeitos da
administracdo e neutralizacdo da resistina na tolerancia a glicose nos tecidos
muscular, esquelético e adiposo indicam que a sua a¢do se da por meio da
modulagdo negativa de uma ou mais etapas da sinalizagdo insulinica
voltadas para o aumento na captacdo de glicose'’. Além disso, ela promove

b

resisténcia a insulina (RI) por meio de aumento da gliconeogénese

hepatica®?°

, € esta relacionada ao aumento de TNF-¢, IL-6 e supressores
de sinalizacdo de citocinas (SOCS), sugerindo um elo entre RI e
inflamacao™.

As interleucinas (IL) agem no metabolismo de carboidratos e
lipidios, tanto no tecido adiposo como no musculo. A IL-6 é uma citocina
multifuncional: diminui a secrecdo de adipocinas, a producédo da lipoproteina
lipase e a lipogénese; e ainda regula a producdo de triglicérides e de
proteina C reativa (PCR) pelo figado e do inibidor do ativador do
plasminogénio (PAI-1) no tecido adiposo?.

A leptina € um hormdnio de efeito central e periférico que
regula o balango energético e, em virtude do estresse oxidativo, vem sendo
relacionada & inflamacéo e calcificacdo vascular e & proliferacéo celular®’.

Os efeitos da leptina estendem-se ao metabolismo lipidico com aumento da

oxidacdo lipidica no musculo esquelético, e com reducdo da sintese de



triglicerideos no figado a partir de acidos graxos monoinsaturados. Além de
importante lipostato®, parece ser capaz de aumentar a producéo de citocinas
em macrofagos e de aumentar a adesdo e mediar o processo de fagocitose
a partir de uma suprarregulacdo dos receptores de macrofagos ou do
aumento da atividade fagocitaria®’. Leptina &€ um horménio sensibilizador da
insulina e sua deficiéncia favorece o diabetes. Elevacdes plasmaticas de
glicose e insulina estimulam a secrecdo de leptina pelo adipécito. A leptina
ainda limita a deposicdo ectdpica de gordura em tecidos hepatico e
muscular, reduzindo a lipotoxicidade e melhorando a RI?.

A adiponectina modula as ac¢des de TNF-«, bloqueando a
ativacdo do NF-xB. A acdo da adiponectina reduz os acidos graxos livres
(AGL) e a glicemia. A elevagdo das concentragdes plasméticas de TNF-¢,
de resistina e de IL e a reducdo do nivel de adiponectina ocorrem na
obesidade e se correlacionam com a resisténcia a insulina. Assim, essa
proteina age como um dos fatores protetores para doencas cardiovasculares
e aumenta a sensibilidade insulinica. E expressa exclusivamente em
adipdcitos diferenciados. Seus efeitos anti-inflamatérios e antiaterogénicos
sdo promovidos pela diminuicdo da expressao de moléculas de adesao (a
partir da reducdo da expressdo de TNF-« e da atividade da resistina) e pela
diminuicdo da quimiotaxia aos macrofagos, com reducdo da formacdo de
células espumosas e inibicdo da sinalizacdo inflamatéria no endotélio®*. A
correlacdo negativa entre o grau de obesidade e niveis circulantes de
adiponectina ja foi demonstrada, bem como o0 aumento em sua

concentracdo, com a reducdo de peso, e a associagdo entre baixos niveis



dessa proteina, a resisténcia a insulina e a hiperinsulinemia. O aumento na
sensibilidade a insulina se da por meio da elevacdo da oxidacdo de acidos
graxos, da captacéo e utilizacdo da glicose no tecido adiposo e no musculo
esquelético e da reducéo da producéo hepatica de glicose, o que leva a um
melhor controle dos niveis séricos de glicose, acidos graxos livres e de

triglicerideos?.

A MCP-1 é uma quimocina com capacidade de atrair monocitos
da circulacdo’ para a parede arterial, de modo a se transformarem em
macréfagos, que séo fontes de citocinas com atividade imunoinflamatérias.
Pré-adipdcitos e adipécitos produzem MCP-1 em resposta a estimulos como

oxido nitrico, TNF-¢, IL-1, IL-4 e interferon-gama.

TECIDO ADIPOSO, INFLAMACAO E RISCO CARDIOMETABOLICO

A inflamacao cronica é uma caracteristica da aterosclerose®®=°.

Estudos demonstraram que pacientes diabéticos apresentaram maior
infiltracdo de macré6fagos em placas de ateroma, em tecido coronariano, e
subsequente trombose, quando comparados a pacientes nao-diabéticos®..
Valores de PCR e citocinas como a IL-6 e o PAI-I aparecem aumentados no

plasma de pacientes portadores de diabetes mellitus do tipo 2 (DM2)343¢,

Yudkin et al.®*, trabalhando com uma populacdo de individuos

saudaveis, encontraram correlagcéo positiva entre as variaveis que compdem
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a SMet, incluindo RI, disfuncéo endotelial e inflamacgéo sistémica. Ha um elo
importante entre obesidade, SMet, DM2 e doenca cardiovascular (DCV) cuja
base é o processo inflamatério®. Estudos prévios destacam a importante
influéncia do tecido adiposo na patogénese das DCV ao descreverem a
expressdo e a secrecdo de citocinas e adipocinas pro-inflamatérias e
protetoras®’. Nos estados dismetabodlicos, o tecido adiposo apresenta
aumento no recrutamento de macrofagos, que passam a secretar adipocinas
patogénicas, elevando o risco cardiometabdlico. A distribuicdo do tecido
adiposo corporal tem impacto significativo sobre o risco da doenca — risco
que é atribuido as diferencas na expressdo das adipocinas®®%*. Até¢ o
momento, poucos estudos investigaram o perfil das adipocinas secretadas

pelo tecido adiposo epicérdico.

TECIDO ADIPOSO EPICARDICO

Os acumulos lipidicos associados ao coracgdo residem em trés
distintos depositos: o epicardico, o pericardico e o intracelular. Do ponto de
vista anatémico, o tecido adiposo epicardico (TAE) € uma das reservas de
TAB de localizacdo visceral intratoracica. A camada visceral ou epicardica
do pericardio tem origem no mesoderma esplancnico e evolui como TAM
durante a embriogénese. No coracdo adulto, o TAE torna-se TAB totalmente
diferenciado,  concentrando-se  nos  sulcos  atrioventriculares e

intraventriculares e acompanhando 0s maiores ramos arteriais coronarianos.
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Em menor proporcéo, o TAE pode ser encontrado ao redor dos atrios, acima
da parede livre do ventriculo direito e sobre o apice do ventriculo esquerdo.
O que distingue o TAE do depdsito pericardico € que este ultimo inclui, além
dos locais descritos para o TAE, o depdsito de gordura mediastinal. A
gordura epicéardica é também conhecida como folheto visceral pericardico

ou, ainda, pericardio seroso**.

O TAE cobre 80% (56—-100%) da area da superficie cardiaca,
constitui aproximadamente 15 a 20% do peso de um coragdo normal e,
segundo estudos com autdpsias e diferentes métodos radiolégicos, a maior

quantidade concentra-se na superficie ventricular direita lateral®

. A gordura
epicardica mantém intima relagdo anatdbmica e funcional com os
componentes musculares do coracao, pelo fato de ambos compartilharem o

mesmo suprimento sanguineo coronariano e ndo serem separados por

fascia.

Fisiologicamente, varias funcfes pontuais foram atribuidas ao
TAE, embora algumas resultem apenas de dados observacionais e/ou
especulacdes, jA que animais experimentais, que poderiam ser utilizados

para tais estudos, tém depésitos epicardicos naturalmente reduzidos*®+2.

40,42,4
EO, 43

Possiveis funcgdes do TA incluem:

= amortecimento das artérias coronarias contra tensdes ou tor¢coes induzidas
pelas ondas de pulso arterial e contracdes cardiacas, em razdo de as

artérias coronarias estarem sempre rodeadas por gordura epicardica;
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» reducdo da exposicdo miocardica aos niveis circulantes excessivamente
altos de acidos graxos (AGL), trazidos pela microcirculagdo coronaria,
compartilhada pela gordura epicardica e o miocardio. Devido a habilidade de

rapida incorporacdo dos AGL, o TAE evitaria cardiotoxicidade;

» fonte energética local para a musculatura cardiaca, especialmente nas

situacdes de demanda aumentada;

* remodelamento arterial coronariano positivo (alteracdes estruturais e
funcionais para adaptacdo hemodinamica, especialmente quando em
vigéncia de aterosclerose e que representa maior instabilidade de uma leséao

coronaria);

= a gordura epicardica poderia ser local de concentracdo de plexos
ganglionares e nervos do sistema nervoso cardiaco intrinseco, responsaveis
pela transmissé@o de sinais sensoriais (dor da angina pectoris e isquemia
miocardica), originarios das areas atriais e ventriculares, para o sistema

nervoso central.

» papel modulador da contratilidade cardiaca proposta para o TAE em
coracdes normais. O excesso de gordura epicardica poderia resultar em
contragcdo miocardica reduzida, seja pela cardiotoxicidade provocada pelos

AGL, seja pela facilidade de se alojar em uma parede miocardica mais fina.

Mediadores inflamatoérios originarios de adipécitos em sitios

extravasculares promovem lesdo coronariana e explicam o aumento de risco

cardiovascular em populagbes de pacientes resistentes a insulina®**,
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principalmente em individuos obesos*. Estudos demonstraram que
depositos de tecido adiposo pericardico metabolicamente ativos
apresentaram maior expressao de mediadores inflamatérios em comparacéo
ao tecido adiposo subcutaneo. Mudancas morfolégicas na camada intima
arterial ocorrem induzidas por mediadores inflamatorios originados em

R s - N - £ 38,39
adipdcitos préoximos a artéria corondéria® ~.

Em vista dessas multiplas funcbes, o TAE constitui-se em

potencial alvo terapéutico a ser explorado para prevencédo de DAC e SMet.

GLITAZONAS E RECEPTORES NUCLEARES

As Tiazolidinedionas (TZDs) ou Glitazonas diminuem a
lipotoxicidade e a glicotoxicidade por exercerem acao ativadora seletiva dos
receptores PPAR-a e, especialmente, PPAR-y*.

Os receptores ativadores do proliferador de peroxissoma
(PPARS) pertencem a superfamilia de receptores nucleares. Sao fatores de
transcricdo ativados por ligantes especificos e formam heterodimeros com
outros receptores, além de atuarem como verdadeiros sensores
moleculares, promovendo a transativacdo génica em resposta aos varios
ligantes enddgenos. O papel dos PPARs tem sido relacionado a homeostase

45,46

glicémica e lipidica, a modulacao do ténus vascular e & inflamac&o*’, por

inibir a progressao da aterosclerose.
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Meisner et al.*® observaram reduzido grau de inflamagéo em
placas aterogénicas de pacientes tratados com glitazona, em um periodo de
4 semanas.

A Pioglitazona, um derivado tiazolidinediénico, mostrou
potente efeito anti-inflamatério sérico, quando testada em pacientes
diabéticos, além de promover aumento do HDL-c e reduzir os niveis de
triglicérides*®. Estudos clinicos sobre seus efeitos antiaterogénicos e anti-
inflamatorios, utilizando Rosiglitazona e Pioglitazona, mostraram reducéo
dos niveis de PCR, MMP-9 e MCP-1, e aumento de adiponectina,

independentemente do controle glicémico™.

O estudo PROactive®™? em diabéticos tratados com
Pioglitazona demonstrou, em pacientes com infarto do miocéardio prévio,
reducdo de 28% de novo infarto e de 37% de angina instavel em trés anos
de observacdo. No estudo PERISCOPE®®, Pioglitazona e glimepiride foram
comparados quanto a habilidade de reduzir a progressdo da aterosclerose
coronariana em 543 pacientes portadores de DM2 e DAC. O tratamento com
pioglitazona resultou em uma taxa significativamente menor da progressao
da aterosclerose. No estudo PIOSTAT>, os efeitos anti-inflamatérios
plasmaticos de Pioglitazona, combinados ou ndo aos de Sinvastatina, foram
demonstrados em pacientes com alto risco de doenca cardiovascular e
elevados niveis de PCR. Apo0s 12 semanas de tratamento, a monoterapia

com Pioglitazona reduziu a PCR, e a terapia combinada mostrou efeitos
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aditivos anti-inflamatérios. PAI-1 e MMP-9 também foram reduzidos

significativamente no grupo tratado com Pioglitazona®.

Recentemente, Sacks et al.*®

investigaram possiveis mudancas
na expressao génica no TAE associadas com DAC e a influéncia da terapia
com pioglitazona sobre essas mudancas. Em pacientes diabéticos,
portadores de SMet e DAC, genes de marcadores pro e anti-inflamatérios

foram diferencialmente aumentados em TAE e seletivamente reduzidos com

a introducao de pioglitazona no tratamento.

ESTATINAS E EFEITOS PLEIOTROPICOS

As estatinas ou inibidores da HMG-CoA redutase
(hidroximetilglutaril coenzima-A redutase) sdo potentes farmacos redutores
de colesterol: ao provocarem a reducédo dos niveis de LDL-c do hepatécito,
estimulam a expressdo de receptores para esse composto e favorecem a
remocao das moléculas do LDL-c da circulacdo sistémica®’.

Além dos efeitos hipolipemiantes propriamente ditos, as
estatinas exercem efeitos “pleiotrépicos”. A redugdo dos niveis de
isoprenoides — derivados de compostos intermediarios da via de sintese do
colesterol, que desempenham papel fundamental nos mecanismos de
crescimento e replicacdo celulares — est4 associada a efeitos benéficos, tais

como: restauracdo da funcdo endotelial pelo aumento da disponibilidade do
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oxido nitrico e inibicdo da sintese de endotelina; estabilizacdo da placa de
ateroma pela modulacdo da atividade de componentes do sistema imune e
pelos efeitos antitromboéticos e antiplaquetarios; e supressdo da resposta
inflamatéria sistémica em diversas doencas®®. A importancia da inflamacao
no grau de vulnerabilidade da placa € confirmada por diversos estudos que
apontam para a relacdo direta entre os marcadores e mediadores
inflamatorios, PCR e citocinas, respectivamente, e a ocorréncia de eventos
cardiovasculares. As estatinas sdo potentes agentes na reducao de eventos
cardiovasculares, tanto na prevencdo primaria quanto na secundaria®®. A
terapéutica com estatinas € comprovadamente benéfica no periodo
perioperatorio®.

O estudo de Rezaie-Majd e colaboradores®® mostrou que o
tratamento com Sinvastatina (20 ou 40mg/d) reduz a expressdo de
moléculas de adesdo em mondcitos circulantes em  pacientes
hipercolesterolémicos. A inibicdo da expressdo do RNAm de CD54 e
CD18/CD1l1la, moléculas de adesdo leucocitaria, pela Sinvastatina,
contribuiu para um efeito anti-inflamatério. Ao compararem a acdo de
Pravastatina 40mg, Sinvastatina 20mg e Atorvastatina 10mg, durante 6
semanas, em pacientes hiperlipidémicos, Jialal e colaboradores®

observaram efeito redutor semelhante ao das trés estatinas nos niveis

plasmaticos de PCR.
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JUSTIFICATIVA DO ESTUDO E ESCOLHA DO MODELO

EXPERIMENTAL

Dado que alteragbes simultaneas no metabolismo lipidico e
glicémico sdo comuns em pacientes com DM2 e SMet, moléculas que
regulam a homeostase de lipideos e da glicose sdo importantes alvos
farmacoldgicos para o tratamento das doencas metabdlicas.

Até o momento, as evidéncias na literatura tém destacado as
acOes restauradoras sobre a homeostase lipidica e glicémica plasmaticas
além de efeitos anti-inflamatorios sistémicos; porém, ndo se sabe bem se
tais efeitos se estendem aos tecidos. Questiona-se, portanto, até que ponto
uma alteracéo plasmatica pode refletir mudancas teciduais. Quais influéncias
anti-inflamatérias teciduais poderiam ser verificadas quando da utilizacdo de
Sinvastatina ou Pioglitazona, ambas em monoterapia, sobre os tecidos?
Qual delas refletiria maior poder anti-inflamatério tecidual? Que influéncias
teria a associacdo dos medicamentos? Como seria o efeito anti-inflamatorio
de Pioglitazona e Sinvastatina especificamente sobre o TAE?

Diante dessas questdes, o presente estudo tratou de verificar a
secrecdo de adipocinas pelo TAE e analisar possiveis modificacdes
secretorias destas apds monoterapia com Sinvastatina e com Pioglitazona
comparada ao tratamento combinado.

O TAE foi escolhido como tecido-alvo do estudo por
acompanhar os principais ramos arteriais coronarianos e, possivelmente,

participar de um intercambio inflamatério com a placa aterosclerética em
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crescimento; por representar um 6rgdo enddécrino que influencia a DAC e a
SMet, cujo elo € o processo inflamatorio; e pela facilidade de obter
fragmentos de gordura epicardica durante as cirurgias de revascularizacao
miocardica realizadas no InCor/[HCFMUSP. O paciente portador de
DAC/SMet foi o eleito para o estudo pela possibilidade de utilizacdo de
ambas as drogas.

Farmacos com acdo anti-inflamatéria podem trazer beneficios
além do controle hipolipemiante e hipoglicemiante. Nas opcdes para
tratamento da DAC, pioglitazona ndo € ainda sugerida como parte
estabelecida do tratamento, mas, uma vez comprovada sua acéo
pleiotrépica, como ocorreu com Sinvastatina, o presente estudo pode
contribuir para o conhecimento das acdes anti-inflamatorias sobre o TAE,
representando apoio adicional para a recomendacéo de ambos os farmacos
na prevencao da DAC na SMet. Pode contribuir igualmente para a expanséo
do conhecimento sobre os efeitos biolégicos da Pioglitazona e da
Sinvastatina o que reforcaria sua indicacdo na prevencao e na terapéutica

da aterosclerose.



Objetivos
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OBJETIVOS

A contribuicdo do presente estudo diz respeito a relacdo que
hoje se faz entre gordura epicardica e aumento da producéo de citocinas e
adipocinas pro-inflamatoérias e da incidéncia de aterosclerose coronaria. Para

comprovar essa relacéo, estabeleceu-se como meta verificar:

(1) o perfil inflamatério do TAE em pacientes com DAC/SMet comparados
a pacientes valvopatas (sem DAC/sem SMet);

(2)a expressdo inflamatéria em TAE de pacientes DAC/SMet
correlacionando-a com a inflamacéo plasmatica;

(3) a acdo anti-inflamatoria de Pioglitazona e/ou de Sinvastatina sobre o
TAE e suas influéncias local (adipocitos epicardicos) e sistémica em

pacientes DAC/SMet.



Casuistica e métodos
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PACIENTES ESTUDADOS E CRITERIOS DE ELEGIBILIDADE

Integraram a casuistica deste estudo 73 pacientes portadores
de doenca arterial coronariana (DAC) e sindrome metabdlica (SMet),
candidatos a cirurgia de revascularizacdo miocardica (RM) no Instituto do
Coracdo do Hospital das Clinicas, da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo (InCor - HCFMUSP). Esses patrticipantes foram
comparados a um grupo de 20 pacientes ndo-portadores de doenca arterial
coronariana (sem DAC) e sem sindrome metabdlica (sem SMet), eleitos para
cirurgia valvar (valvopatas). Todos eram atendidos pelo Servico Unico de
Saude (SUS), tendo sido selecionados a partir da fila de espera para cirurgia
eletiva.

O diagnostico de DAC foi confirmado através de
cinecoronariografia, indicada pelo médico assistente para fins diagnosticos.

A escolha dos participantes levou em conta a histéria clinica
dos pacientes e o resultado da cinecoronariografia realizada no ano anterior,
respeitando os critérios de inclusdo e exclusédo indicados no estudo. Antes
da consulta médica, todos passaram por entrevista e avaliacdo quanto as
medidas antropométricas: peso corporal, pressdo sistélica e diastolica,
circunferéncia abdominal. Foram anotados também idade, sexo,
procedimentos cirdrgicos prévios, tabagismo, medicacdes de uso continuo,
aderéncia ao tratamento e pesquisa por doengas de etiopatogenia

inflamatoria. Valores recentes de indices plasmaticos (até 6 meses apds a
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realizacdo do exame) de CT, TG, HDL-c, LDL-c e glicemia de jejum foram
obtidos nos prontuarios. Havendo valores correspondentes a apoB, PCRus e
HbAlc disponiveis, estes foram igualmente anotados ou quantificados na
primeira coleta de sangue.

O peso foi obtido em balanca digital comercializada por Welmy
(capacidade méaxima de 200kg e precisao de 0,1kg). A coleta dos dados
antropomeétricos foi efetuada com o paciente vestindo roupa leve e sem
calcados. A técnica utilizada para afericdo da circunferéncia abdominal (cm)
consistiu de deteccdo do ponto médio entre o ultimo arco costal e a crista
iliaca e posterior afericdo, nesse ponto médio, com fita especifica de fibra de
vidro, flexivel, sem elasticidade®. Os dados antropométricos foram colhidos
sempre pelo mesmo pesquisador.

Os pacientes somente formalizaram sua adesdo a pesquisa
apos a compreensado de seus procedimentos e objetivos e mediante leitura e
assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE),
aprovado pelo Comité de Etica do InCor sob o nimero SDC 2884/06-129
(Anexo A).

Pacientes de ambos os sexos, na faixa etaria entre 40 e 75
anos, compuseram 0s cinco grupos de estudo. Tratou-se de um estudo
aberto, ndo-randomizado, em que a escolha dos grupos, vinculada ao uso
dos medicamentos, foi organizada segundo demonstrado na Tabela 1.

Manteve-se um tratamento & base de AAS (Acido

acetilsalicilico), inibidor da enzima conversora de angiotensina (iIECA),
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bloqueadores do receptor de angiotensina Il (BRA), diuréticos,

betabloqueadores e antagonistas dos canais de calcio.

Tabela 1 - Distribuicdo dos grupos de estudo segundo caracteristicas
clinicas e medicacao

GRUPOS DE ESTUDO PACIENTES E CARACTERISTICAS
Valvares 20 pacientes sem DAC, n&o-SMet, portadores
Sem DAC/sem SMet de valvopatia

17 pacientes com DAC e SMet em tratamento
DAC/SMet convencional, sem estatina ou pioglitazona

N&o tratado por, pelo menos, 90 dias antes da cirurgia

18 pacientes com DAC e SMet portadores de
DAC/SMet DM2;
Pioglitazona uso de Pioglitazona (ACTOS®) 15 ou 30mg/d

por, pelo menos, 90 dias antes da cirurgia

20 pacientes com DAC e SMet;
DAC/SMet uso de Sinvastatina 20 ou 40mg/d por, pelo

Sinvastatina menos, 90 dias antes da cirurgia

18 pacientes com DAC e SMet portadores de
DAC/SMet DM2;
Sinvastatina+Pioglitazona uso de Sinvastatina 20 ou 40mg/d mais
pioglitazona 15 ou 30mg/d por, pelo menos, 90

dias antes da cirurgia
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CRITERIOS DE INCLUSAO
Os critérios para diagnostico de SMet estipulados pelo NCEP-

. e modificados em Hanley et al.®®, foram

ATP-IIl, descritos em Grundy et a
utilizados considerando-se a presenca de trés ou mais dos seguintes fatores

de risco:

® Pressdo arterial: > 130/ > 85 mmHg.
® Obesidade abdominal: circunferéncia da cintura > 102 cm nos homens e >
88 cm nas mulheres.
® Concentracdo plasmatica de triglicerideos: > 150 mg/dL.
= Concentracdo de glicose sanguinea em jejum > 110 mg/dL.
» Concentracao plasmatica de HDL-c: < 40mg/dL nos homens e < 50mg/dL
nas mulheres.

Os niveis de colesterol plasmaticos (LDL-c) aceitos para
prevencao secundaria foram 70 mg/dL para pacientes portadores de doenca
aterosclerética®’, embora tal valor ndo fosse a meta a ser alcancada neste

estudo.

CRITERIOS DE EXCLUSAO

Foram excluidos os pacientes que apresentavam ao menos um
dos seguintes itens:
® insuficiéncia renal crbnica (dosagem sérica de creatinina superior a 2

mg/dl);
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m insuficiéncia cardiaca (classe funcional Il e IV ou fracdo de ejecdo menor
ou igual a 40%);

® angina instavel;

m insuficiéncia hepética (Child Pugh score > 7; sorologia positiva para
hepatites B e C);

= anemia (hemoglobina em 11lmg/dL e hematdcrito aproximadamente em
30%);

® doencas cronicas do tecido conectivo;

® doencas metabdlicas ndo incluidas na SMet;

m positividade para neoplasia;

= HIV;

® confirmacao de tabagismo nos ultimos 12 meses;

® qualquer intercorréncia intraoperatéria que inviabilizasse a coleta das

amostras automaticamente excluia o paciente do projeto.

DESENHO DO ESTUDO

Este foi um estudo clinico prospectivo, controlado, néo-
randomizado em que os pacientes foram selecionados de forma sequencial
segundo os critérios de inclusdo e exclusdo estabelecidos. As decisfes
médicas foram dadas pelos médicos assistentes da Unidade Clinica de
Aterosclerose do InCor/HCFMUSP. Os cirurgifes que retiraram a biopsia de

gordura epicardica durante o procedimento cirdrgico faziam parte das
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equipes das Unidades Clinicas de Aterosclerose e de Coronariopatia
Cronica do InCor.

Aproximadamente 118 mil prontuarios meédicos foram
analisados em um periodo de 36 meses e, apos retirada dos inelegiveis e/ou
desistentes, 93 pacientes efetivamente participaram da pesquisa.

Os itens a seguir descrevem a forma como os grupos foram
organizados:
= No grupo de pacientes valvares ndo foram incluidos aqueles com estenose
valvar adrtica, por estarem envolvidos mecanismos inflamatérios
influenciados por fatores de risco cardiovasculares semelhantes aos
observados no desenvolvimento da aterosclerose.

m Os pacientes do grupo com DAC/SMet ndo tratados foram selecionados a
partir da primeira consulta, tinham sido submetidos recentemente a
cinecoronariografia ou foram encaminhados via pronto socorro; além disso,
nao utilizavam drogas hipolipemiantes e tinham indicacdo cirdrgica. A
realizacdo da cirurgia tinha prioridade, e a estatina foi introduzida no periodo
pos-operatorio imediato.

® Os pacientes do grupo com DAC/SMet Pioglitazona foram selecionados a
partir da fila cirargica e, uma vez participantes da pesquisa, realizou-se uma
coleta de sangue em jejum previamente ao tratamento com Pioglitazona e
outra logo antes de iniciado o procedimento cirirgico. Pacientes em uso de
estatina tiveram a prescricdo suspensa até a cirurgia e reintroduzida no

periodo pds-cirurgico imediato.
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® Os pacientes do grupo com DAC/SMet Sinvastatina utilizavam inicialmente
Sinvastatina ou Atorvastatina. Para os que utilizaram Sinvastatina 20 ou 40
mg/dia, realizou-se uma Unica coleta de sangue, momentos antes de iniciada
a cirurgia; para o0s que utilizaram Atorvastatina, houve suspensdo da
medicacdo por 30 dias, seguida da introducdo de Sinvastatina, com
utilizacao por trés meses, e coleta de amostras sanguineas ao final.

m (Os pacientes selecionados para o grupo com DAC/SMet
Pioglitazona+Sinvastatina iniciaram o tratamento conforme a seguinte
indicagcdo: o0s que ja utilizavam Sinvastatina tiveram a Pioglitazona
introduzida, enquanto os que haviam utilizado Atorvastatina aguardaram 30
dias sem a medicacéao para, sé entao, introduzir-se
Sinvastatina+Pioglitazona. Para este grupo foram realizadas coletas de
sangue antes e apo6s o tratamento.

Dentre os pacientes com DAC/SMet nédo tratados, parte deles
nunca tinha utilizado drogas hipolipemiantes, enquanto outros ja tinham
utilizado algum tipo de estatina e, por razdes diversas, descontinuaram a
medicacao.

A composicdo dos demais grupos DAC/SMet exigiu a
suspensao da estatina em uso por, pelo menos, 30 dias. Ressalve-se que a
interrupcdo da terapia com estatina por um periodo curto ndo leva ao
aumento de riscos clinicamente importantes em Sindromes Coronarianas

67,68

Agudas em pacientes estaveis Os efeitos hipolipemiantes da

Sinvastatina podiam ser confirmados nos primeiros 30 dias de uso regular da

medicacdo®® .
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Nos pacientes em tratamento com Pioglitazona ou com

Pioglitazona+Sinvastatina, colheu-se sangue em jejum a cada 30 dias, para

acompanhamento dos indices glicémicos e lipidicos e realizacdo de ajustes

necessarios nas doses das medicacdes.

Todos os voluntarios que utilizaram Pioglitazona eram

diabéticos e alguns deles acabaram utilizando outros hipoglicemiantes

(metformina e/ou insulina) por necessidade de melhor controle glicémico.

O valor de fracdo de ejecdo ventricular esquerda confirmada

através de angiografia foi acima de 45% em todos os pacientes com

DAC/SMet.

A seguir é apresentado o desenho experimental do protocolo.

ETAPA 1
Consulta a fila cirdrgica
Triagem dos prontuarios
médicos
Selecdo dos pacientes

ETAPA 2

Certificacédo dos
critérios de inclusédo e
exclusao

ETAPA 3

Assinatura do TCLE

Figura 1. Diagrama experimental do estudo: A. Recrutamento dos pacientes.

Continua...
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ETAPA 4

Composicéo dos grupos de estudo

Pacientes Valvares/sem DAC e sem SMet (n=20)

Exames sg
@ rrrrrnnns [
<30dias Cirurgia
Biopsia
Pacientes com DAC/SMet nao tratados (n=17)
Exames sg
Virgens de @ rrrnnnnn 9
tratamento , _
<30 dias Cirurgia
Biopsia

Pacientes com DAC/SMet tratados com Sinvastatina (n=20)

Exames sg
S @ r s EsE R NN R R R RSN EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEREEEE 9
: 90 dias Cirurgia

Biopsia
Pacientes com DAC/SMet tratados com Pioglitazona (n=18)
Exames sg Exames sg
iniciais finais
@ rrrrrnnnnnnnnnnnnas ) @ r R EEEEE R R R EEEEAEEEEERE R RRERREEEEEE )

30 dias 90 dias Cirurgia
Biopsia

Pacientes com DAC/SMet tratados com Pioglitazona+Sinvastatina (n=18)

Exames sg Exames sg

iniciais finais
S [ STTTTTITTITTIITIIIIT @ @ rrrerrsirssnrrsssssrssssrEsssssEEssssEEsssssEssssssEass Y
:: @ 30 dias S+P 90 dias Cirurgia

Biopsia

Figura 1. Diagrama experimental do estudo: B. Composi¢édo dos grupos de
estudo. Simbolos: S:Sinvastatina; E:Outras Estatinas; P:Pioglitazona.

iy Suspender 1T Introduzir [> Uso ininterrupto
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COLETA DE AMOSTRA DE SANGUE, COLETA DE FRAGMENTOS DO

TECIDO ADIPOSO EPICARDICO E ANALISES LABORATORIAIS

COLETA E ANALISE DE AMOSTRAS SANGUINEAS

Antes de iniciada a cirurgia (periodo pré-operatorio imediato),
amostras de sangue periférico de portadores de DAC e ndo-DAC foram
coletadas por puncao venosa em tubos comuns (sem anticoagulante) ou em
tubos com heparina ou EDTA, e o soro foi separado das células e
processado nos laboratorios de Analises Clinicas e Biologia Vascular, ambos
do InCor HCFMUSP.

De uma amostra de plasma sanguineo de cada paciente,
varias aliguotas foram separadas e congeladas para andlise posterior.

Avaliaram-se citocinas e outras proteinas séricas: adiponectina,
IL-6, TNF-a, insulina e PCR-us, além de glicose, HbAlc, MCP-1,
metaloproteinase-9 (MMP-9), dimetilarginina assimétrica (ADMA) e
concentracao de lipidios plasmaticos, como descrito a seguir. Utilizou-se Kit
ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay) para quantificar as citocinas
adiponectina, leptina e resistina, bem como MCP-1, MMP-9 e ADMA do soro
humano, conforme protocolos especificos sugeridos pelo fabricante (R&D
Systems). Foram quantificadas, ainda, as citocinas IL-6 e TNF-alfa e a
concentragdo de insulina em soro humano, utlizando ensaio tipo

enzimaimunometrico quimioluminescente Immulite 2000. A quantificacéo
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sérica de HbAlc foi realizada por meio do uso de ensaio Tinaquant
Hemoglobin Alc Il Roche/Hitachi system.

Avaliou-se a concentracdo de glicose por meio de técnicas
espectrofotomeétricas (Glucose Flex Reagent Cartridge, Dade Behring), com
0 paciente em jejum por 12 horas.

Avaliaram-se 0s niveis lipidicos pelos respectivos métodos: (1)
colesterol total, pelo método enzimatico colorimétrico (CHOD/PAP)"*: (2)
fracdo HDL colesterol, pela separacdo da fracdo HDL colesterol com CIMg e
acido fosfotengsténio e determinagéo colorimétrica enzimatica’?; (3) fracéo
triglicérides, pelo método colorimétrico enzimatico (GPO/PAP) com fosfato
de glicerol oxidado e 4-aminoantipirina’; (4) fracdo lipoproteinas de baixa
densidade (LDL-c), calculada pela formula de Friedwald: LDL colesterol =
(colesterol total - HDL colesterol) menos o valor de triglicérides divididos por
5, somente aplicAvel para valores de triglicérides até 400 mg/dL™®; (6)
apolipoproteinas B (Apo B), pelo método imunoturbidimétrico” .

Foi realizada dosagem de peptideo natriurético tipo B (BNP) no
plasma dos pacientes valvopatas a fim de averiguar as condicfes
morfofuncionais miocéardicas e afastar possivel presenca de insuficiéncia
cardiaca. Os resultados foram obtidos utilizando-se imunoensaio por

quimioluminescéncia.
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COLETA E ANALISE DAS BIOPSIAS DE TAE

IMUNO-HISTOQUIMICA (IMH)
Obteve-se, durante a cirurgia, uma biopsia de tecido adiposo
epicardico de aproximadamente 0,5 a 1,0 grama cada, proveniente da

proximidade da artéria coronaria direita (figura 2).

Figura 2. Posicéo da retirada dos fragmentos de TAE (setas claras) na proximidade

da artéria coronaria direita (seta escura). G: Gordura pericardica.

A amostra do tecido foi retirada antes da heparinizagdo e da

circulacdo extracorpOrea, e imediatamente fixada em formol a 10% e



34

submetida a processamento para emblocamento em parafina e analise
histolégica. Cortes de 0,5 um de espessura foram obtidos e corados pela
técnica de hematoxilina-eosina (HE) e analisados em microscopia optica.
Cortes histologicos subsequentes foram submetidos a reagdo de
imunoperoxidase, a fim de detectar a positividade para os antigenos
humanos relacionados com linfécito B, linfécito T, macrofago, TNF-alfa, IL-6,
adiponectina, leptina e resistina.

O processo iniciou-se com a desparafinizacdo a temperatura
ambiente, com 3 banhos de xilol (10 min. cada), seguida de hidratacdo com
passagem em alcodis em concentracdes decrescentes (alcool 100°, 95°,
70°, até a lavagem em &gua). Dependendo do anticorpo, foi realizada a
recuperacdo antigénica, utilizando-se a panela de pressao Pascal (DAKO)
em tampao citrato pH 6,0 ou TRIS/EDTA, pH 9,0, por 2 min. sob presséo. O
blogueio da peroxidase enddgena foi realizado com quatro incubacfes de 5
minutos cada, a temperatura ambiente, com peroxido de hidrogénio a 3% em
tampdo PBS, pH 7,4. Em seguida, as laminas foram lavadas em agua
corrente e banhadas em tampé&o PBS com Tween 20.

As laminas foram incubadas a 37°C, por 1 hora, com Protein
Block, para bloqueio de proteinas inespecificas; e depois a 4°C, por 18
horas, com 200ul dos respectivos anticorpos primarios nas diluicdes
correspondentes, padronizadas de acordo com as orientacdes de cada

fabricante:
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Linfocito B (CD 20 - Clone L26/Dako — diluicdo 1:1000) Tris
Linfocito T (CD45 RO - Clone UCHL/Dako — diluicdo 1:50) Tris
Macrofago (CD68 - Clone KP1/Dako — diluicdo 1:3200) Tris
TNF-alpha (Clone 28401/R&D System — diluicdo 1:20) Citrato
IL-6 (Clone 1936/R&D System — diluicdo 1:10) Citrato
Adiponectina (Clone 6D/US Biological — diluicdo 1:2000) Tris
Leptina (1:10, clone AF 398, R&D System) Tris

Resistina (1:50, clone LSB 2879, Lifespan) Tris

Para amplificacdo do sinal foi utilizado o kit PicTure MAX
(Invitrogen, CA USA, ref 87-8983), conforme as orientacdes do fabricante. O
agente cromoégeno utilizado para a revelacdo dos cortes histolégicos foi a
solucdo de 3,3-diaminobenzidina (DAB) no tempo de 1 a 5 min., em
temperatura ambiente. Os cortes foram contracorados com hematoxilina de
Harris por 30s, e a lavagem das laminas seguida de rapido mergulho em
agua de Scott. Por fim, as laminas passaram por desidratacdo em banhos de
alcool 70°, 95° e 100° e diafanizacdo com banhos de xilol e montagem com
laminulas e resina sintética Entellan (Merck, Alemanha).

Utilizou-se o sistema de analise de imagem (Leica Cambridge
Quantimet Image Analysis System Ltda, Cambridge, Reino Unido) com
aumento de 200x para analise de fragBes de areas com positividade para os

anticorpos em questao.
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Para a realizacdo da quantificacdo das células, citocinas e
adipocinas inflamatorias foram avaliados os seguintes campos na amostra
de tecido:

(A) Toda a borda do corte;
(B) 10 regiBes centrais aleatorias

(C) 5 regides aleatdrias de vasos sanguineos (arteriolas e capilares)

As guantificagbes dos campos foram dadas em porcentagem
média de area e realizadas por 2 pesquisadores, sendo o segundo,

independente e desconhecedor do protocolo de pesquisa.



Analise Estatistica
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Calculo do tamanho amostral

Valores comparativos da expressdo de diferentes citocinas
inflamatérias direcionaram o célculo da amostra de pacientes**3, no
entanto, como a expressao da proteina adiponectina no tecido se mostrou
significativamente menor em pacientes com DAC comparados aos nao
portadores de DAC (1,42+0,77 vs 2,36+0,84; p=0,02, 95% IC 0,64-1,74),
seus valores nortearam o célculo do tamanho amostral. A andlise de
variancia (ANOVA) foi utilizada para o calculo. A diferenca minima
detectavel das médias utilizada foi de 1,5 com desvio padrédo de 1,0 em
relacdo a média da adiponectina. O valor de alfa, nivel de significancia
para detectar a diferenca das médias foi de 0,01. O valor p de beta
oferece um poder de 0,80 com perda esperada de 10%. Os dados foram
inseridos no programa Primer Biostatistics ANOVA. Dessa forma, em
cada grupo temos aproximadamente 20 pacientes. Sdo 5 diferentes
grupos de tratamento e, portanto, uma casuistica de 90 a 100 pacientes.

Estatisticamente, a amostra € suficiente para o objetivo proposto.

Anélise estatistica dos dados

Os dados obtidos das amostras de sangue e bidpsia de
gordura epicardica foram analisados usando os softwares PRIMER OF
BIOSTATISTICS versdo 5.0 e SPSS for Windows versdo 19. Variaveis

continuas estdo resumidas como meédia + desvio padrdo. Comparacdes
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entre variaveis independentes foram realizadas através de test-t de Student.
A anadlise de variancia ANOVA para medidas repetidas foi utilizado para
verificacdo das diferencas na quantificacdo dos parametros plasmaticos
antes e apos o tratamento dentro de cada grupo de pacientes DAC/SMet dos
grupos Pioglitazona e Pioglitazona+Sinvastatina. Para a analise de variancia
foi aplicado ANOVA “one way” seguido por teste de Bonferroni com intuito de
comparar valores médios de variaveis continuas entre grupos de tratamento
com andlise post hoc. Utilizou-se o coeficiente de correlacdo de Pearson
para andlise da medida da relacdo entre as variaveis plasmaticas e
teciduais.

Para a andlise comparativa entre os grupos DAC/SMet sob
diferentes tratamentos, considerou-se o grupo nao tratado como controle.

Os valores das médias e proporcbes foram considerados
significativamente diferentes quando p<0,05.

Os resultados apresentados em figuras e tabelas
correspondem aos valores apds tratamento, exceto para aqueles citados

como valor inicial (anterior ao tratamento).



Resultados
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CARACTERIZAGAO DOS PACIENTES VALVOPATAS

iINDICES ANTROPOMETRICOS, LIPIDICOS E GLICEMICOS

O grupo de valvopatas foi composto por 20 pacientes, a maioria
mulheres (70 %; p= 0,005), com os menores valores médios de idade
(52,3+8,0 anos; p<0,001, pressao sistolica (PAS) (113x10,0 mmHg;
p<0,001), pressdo diastélica (PAD) (72+11,5 mmHg; p=0,006),
circunferéncia da cintura (circcint) (78,4+11,9 cm; p<0,001), peso inicial
(peso i) (58,9+12,4 Kg; p<0,001) e peso final (peso f) (57,2+11,9 Kg;
p<0,001) em relagdo aos pacientes portadores de DAC/SMet, com maioria
homens (65,8 %), valores médios de idade de 60,5+6,7 anos, PAS de
146,5£19,3 mmHg, PAD de 80,6£12,4 mmHg, circcint de 104+8,0 cm, peso i
de 81,61£12,4 Kg e peso f de 80,3112,2 Kg, conforme detalhado nas figuras

3a9.

Porcentagem cumulativa

Figura 3. Proporcgéo de

pacientes valvopatas

(n=20) dos sexos

masculino (M) e

0% feminino (F) comparada
Valvopatas DAC/SMet a do grupo com

Grupo DAC/SMet (n=73).
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Figura 4. Distribuicdo da
idade dos pacientes
valvopatas (n=20)
comparada a do grupo
com DAC/SMet (n=73).

Figura 5. Valores de
circunferéncia da cintura
dos pacientes valvopatas

(n=20) comparados aos do

grupo com DAC/SMet
(n=73).

Figura 6. Valores de
pressao arterial sistdlica
dos pacientes
valvopatas (n=20)
comparados aos do
grupo com DAC/SMet
(n=73) no inicio da
pesquisa.
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Figura 7. Valores de
pressao arterial diastolica
dos pacientes valvopatas
(n=20) comparados aos do
grupo com DAC/SMet
(n=73) no inicio da
pesquisa.

Figura 8. Valores do
peso dos pacientes
valvopatas (n=20)
comparados aos do
grupo com DAC/SMet
(n=73) no inicio da
pesquisa.

Figura 9. Peso dos
pacientes valvopatas
(n=20) comparado ao do
grupo com DAC/SMet
(n=73) ao final da
pesquisa.
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Através da dosagem de peptideo natriurético plasmatico (BNP),
cujo valor médio foi de 16,4+9,0 pg/ml, verificou-se que o0s pacientes
valvopatas nao apresentavam alteragbes miocardicas compativeis com
disfungao ventricular.

Esses pacientes se diferenciaram do grupo DAC/SMet por
apresentarem valores plasmaticos finais significativamente mais baixos para
triglicérides (103,1+40,5 mg/dl vs 148,2+58,7 mg/dl; p=0,002), apo B
(0,80+0,24 g/dl vs 1,02+0,35 g/dl; p=0,008), glicose em jejum (82,9+11,8
mg/dl vs 114,4+29,8 mg/dl; p<0,001) e HbA1c (5,63+0,41 % vs 6,11+£1,1 %;
p=0,003) (figuras 10 a 13).

Quanto aos valores finais de colesterol total, nao se registrou
diferenca significativa (164,2+35,5 mg/dl vs 176,4+50,1 mg/dl; p=0,312),
LDL-c (103,5+29,7 mg/dl vs 111,1+35,5 mg/dl; p=0,381) e HDL-c (44,1£13,9

mg/dl vs 39,6+7,3 mg/dl; p=0,168) entre paciente valvopatas e DAC/SMet.
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Figura 11. Valores de
apolipoproteina B
plasmatica dos pacientes
valvopatas (n=20)
comparados aos do grupo
com DAC/SMet (n=73) ao
final da pesquisa.

Figura 12. Valores de
glicemia de jejum dos
pacientes valvopatas (n=20)
comparados aos do grupo
com DAC/SMet (n=73) ao
final da pesquisa.

Figura 13. Valores de
hemoglobina glicada dos
pacientes valvopatas
(n=20) comparada a do
grupo com DAC/SMet
(n=73) ao final da
pesquisa.
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BIOMARCADORES INFLAMATORIOS PLASMATICOS E TECIDUAIS

Os pacientes do grupo valvar apresentaram baixos valores
plasmaticos finais de MCP-1 (73,0£6,2 pg/ml vs 272,3+140,2 pg/ml;
p<0,001), superiores apenas aos do grupo DAC/SMet apds tratamento com
Sinvastatina (66,5£11,2 pg/ml; p<0,05). Os niveis de PCRus (3,89%1,5 mg/I;
p=0,466), ADMA (0,47+0,13 umol/l; p=0,595) e MMP-9 (553,3+157,4 ng/ml;
p=0,146) daqueles pacientes ao final da pesquisa eram semelhantes aos
dos portadores de DAC/SMet, respectivamente, 3,4+2,5 mg/l, 0,44+0,20
pmol/l, 461,5+266,7 ng/ml.

Com relagcdo as citocinas proé-inflamatérias séricas, as
dosagens finais mais baixas no grupo de pacientes valvares foram
encontradas para leptina (3,52+1,9 pg/ml vs 19,3+15,0 pg/ml) e resistina
(4,3x1,1 ng/ml vs 7,7£2,8 ng/ml) (p<0,001 para ambas). O valor médio
obtido para adiponectina sérica foi o mais elevado (15,214,3 ug/ml vs
4,912 .4 ug/ml; p<0,001).

Em TAE dos valvopatas, as células inflamatérias como
macrofagos e linfocitos T e B, assim como as citocinas pro-inflamatoérias
TNFa, IL6, leptina e resistina raramente foram observadas. Quando
presentes, ficavam entre os adipdcitos, espalhadas por todo o fragmento de
tecido, com leve predominancia nas bordas e ao redor dos vasos
sanguineos.

A quantidade média de adiponectina no tecido (25,7+3,3 %
média de area) encontrada naqueles pacientes foi maior que a somatéria

das médias das citocinas pro-inflamatérias TNFa, IL6, leptina mais resistina
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(14,7£3.8 % média de area). J& a quantidade de linfocitos B foi
significativamente menor em relacdo ao TAE dos pacientes DAC/SMet
tratados com Sinvastatina (0,10+0,1% vs 1,6%1,1%; p<0,001). A
quantificacéo de IL6 foi igual (4,83+1,05 %; p<0,001) a encontrada em TAE
dos pacientes DAC/SMet ap6s monoterapia com Pioglitazona (4,5+0,9 %) e
terapia combinada (4,03+1,0 %).

As representagdes graficas comparando a quantidade de
células inflamatdrias e citocinas em TAE de valvopatas com a dos pacientes

DAC/SMet podem ser visualizadas nas figuras 30 a 37.
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CARACTERIZACAO DOS PACIENTES PORTADORES DE DOENCA

ARTERIAL CORONARIANA E SINDROME METABOLICA

iNDICES ANTROPOMETRICOS, LIPIDICOS E GLICEMICOS

Todos os voluntarios com DAC/SMet eram hipertensos, 10%
haviam sofrido infarto agudo do miocardio prévio, 2 % haviam sido
submetidos a angioplastia coronaria anteriormente e 2 % estavam sendo
submetidos a cirurgia de revascularizagao pela segunda vez.

Dentre os pacientes com DAC/SMet diabéticos alocados no
grupo em uso de Pioglitazona, sete (40 %) dos dezoito integrantes usaram
Metformina e quatro (22,2 %) utilizaram Insulina e Metformina
concomitantemente a fim de otimizar o controle glicémico durante a
participacdo no protocolo de pesquisa. Os pacientes de dificil controle
glicémico apresentaram edema de membros inferiores em grau leve a
moderado, durante o periodo de tratamento. Nenhuma outra ocorréncia
envolvendo efeitos colaterais descritos para Sinvastatina ou Pioglitazona foi
observada.

Como mostra a tabela 2, havia predominancia de homens
dentre os grupos DAC/SMet, embora os valores nao apresentassem
significancia estatistica (p=0,314). Os voluntarios do grupo Pioglitazona se
diferenciavam dos demais por apresentarem menor idade (57 anos; p=0,02)

e maior PAS (162 mmHg; p<0,02). Os pacientes do grupo
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Pioglitazona+Sinvastatina iniciaram o protocolo com menor valor de PAD (70
mmHg; p<0,015) comparativamente aos pacientes nao tratados.

Os menores pesos corporais no inicio (76 Kg) e ao final da
pesquisa (74 Kg) foram apresentados pelos pacientes do grupo Sinvastatina,
em relagdo ao grupo nao tratado (respectivamente, 85 kg e 82 kg) (p<0,05).
Apds aplicagdo do teste post hoc, todos os grupos de pacientes com

DAC/SMet se mostraram homogéneos entre si quanto a circint.

Tabela 2. Parametros antropométricos de pacientes com DAC/SMet.

PACIENTES DAC/SMET

NAO TRATADO PIO SINVA PIO+SINVA =
N=17 N=18 N=20 N=18
Parametros
Sexo (%)
M 12(70,6 %) 10 (55,6 %) 16 (80,0 %) 10 (55,6 %) 0,314
F 5 (29,4 %) 8 (44,4 %) 4 (20,0 %) 8 (44,4 %)
Idade (anos) 64,3+6,01 57,6+5,89 60,1+6,38 60,1+7,08 < 0,001
PAS (mmHg) 14517 ,1 162+20,3 134+15,1 145+13,8 < 0,001
PAD (mmHg) 87+11,8 85+£12,0 78+10,3 73+11,2 0,006
Circint (cm) 103,6+6,4 103,7+8,09 103,2+8,62 105,2+9,06 < 0,001
Peso i (Kg) 85,8+13,7 80,6+£13,7 76,7+10,8 83,9+10,2 < 0,001
Peso f (Kg) 82,5+12,9 81,4114,6 74,6x10,5 83,3+9,3 < 0,001

M=masculino; F=feminino; PAS=pressao sistolica; PAD=pressdo diastélica; circint=circunferéncia da cintura;
peso i=peso inicial; peso f=peso final. Valores: sexo: numero (%) e demais pardmetros: médiat+desvio padréo.

p = nivel de significAncia obtido através de ANOVA (exceto para a variavel sexo). A comparagéo entre 0s
tratamentos foi realizada através da aplicagéo de teste de Bonferroni e é detalhada no texto.

A tabela 3 e as figuras 14 a 16 mostram que, dentre os
portadores de DAC/SMet, os que utlizaram Sinvastatina e

Pioglitazona+Sinvastatina revelaram, ao final do tratamento, as menores
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concentragbes plasmaticas para LDL-c (p<0,008); os que utilizaram
Pioglitazona e Pioglitazona+Sinvastatina obtiveram aumento na
concentragdo plasmatica de HDL-c (p<0,02), enquanto o indice médio de
triglicérides dos pacientes com tratamento combinado foi o menor (p=0,03),

sempre em comparagao ao grupo nao tratado.

Tabela 3. Pardmetros lipidicos e glicémicos plasmaticos ao final do tratamento de pacientes
com DAC/SMet.

PACIENTES DAC/SMET

NAO TRATADO PIO SINVA PIO+SINVA
P
N=17 N=18 N=20 N=18
Parametros
CT (mg/dI) 190,2+26,1 234,6+29.4 156,2+41,02 127,5421,7 < 0,001
LDL-c (mg/dl) 123,7419,1 142,0+31,1 92,4+33,6 89,1425.6 < 0,001
HDL-c (mg/dI) 36,8+4,8 40,5+8,9 40,3+7,5 42,616,3 0,006
Trigl (mg/dl) 162,9+55,9 167,9+61,3 152,0+68,6 110,4£22,1 0,011
apoB (g/dI) 1,240,12 1,240,42 0,90,29 0,7+0,16 < 0,001
Glic (mg/dI) 101,2412,3= 120,424 93,2+17,1= 1450+31,00 <0001
Insulina 10,3+1,3 15,145,4 7,9+3.14 8,8+1.2 < 0,001
(wUlmI)
HbA1c (%) 5,8+0,50e 6,7+1,50 5,6£0,6= 6,41+1,168 0,004

CT=colesterol total; LDL-c=lipoproteina de baixa densidade; HDL-c=lipoproteina de alta densidade;
Trigl=triglicérides; apoB=apolipoproteina B; Glic=glicose; HbA1c=hemoglobina glicada.

Valores: média+desvio padréo.

p = nivel de significAncia obtido através de ANOVA. A comparagao entre os tratamentos foi realizada através da
aplicacéo de teste de Bonferroni e é detalhada no texto.

=Os valores iniciais diferiram entre os grupos; pacientes com DM2 iniciaram pioglitazona a partir de valores
glicémicos mais elevados (detalhes na tabela 9).
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Figura 14. Valores finais
de LDL-c dos pacientes do
grupo com DAC/SMet
(n=73). *p<0,008 em
relacdo ao grupo nao
tratado.

Figura 15. Valores finais de
triglicérides dos pacientes do
grupo com DAC/SMet (n=73).
*p=0,03 em relagdo ao grupo
nao tratado.
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Os valores iniciais dos parametros glicémicos foram diferentes
entre os grupos DAC/SMet, sendo que os pacientes que receberam a
Glitazona iniciaram a pesquisa apresentando os indices de glicemia de jejum
mais elevados, o que confirma a presenca de DM2 franco e, portanto,
justifica a indicacao do hipoglicemiante (tabela 5).

A (glicemia de jejum foi reduzida apdés a utilizacdo de
Pioglitazona em monoterapia (p=0,002 em comparagado a Sinvastatina) ou
em terapia combinada (p<0,001 em relagdo ao grupo néo tratado). O valor
de HbA1c variou, mostrando-se menor com o uso de Pioglitazona em

relacdo ao grupo Sinvastatina (p=0,007).

BIOMARCADORES INFLAMATORIOS PLASMATICOS

A PCRus apresentou-se elevada nos pacientes do grupo nao
tratado (7,4+1,5 mg/L). Comparadas a esse grupo, todas as terapias foram
efetivas ao reduzir os indices plasmaticos de PCRus (p<0,001) (tabela 4,
figura 17).

A proteina MCP-1 foi significativamente reduzida no grupo
tratado com Sinvastatina (p<0,001) (tabela 4, figura 18). Os niveis de ADMA
obtidos para cada grupo de tratamento ndo permitiram a realizagdo de teste
post hoc devido a auséncia de significaAncia quando da aplicacédo de ANOVA.

Os niveis plasmaticos de MMP-9 foram os mais baixos apds
monoterapia com Pioglitazona (p<0,001) ou apds terapia combinada

(p=0,013) (tabela 4, figura 19).
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Tabela 4. Biomarcadores inflamatdrios plasméaticos ao final do tratamento de pacientes com

DAC/SMet.
PACIENTES DAC/SMET
NAO TRATADO PIO SINVA PIO+SINVA
P
N=17 N=18 N=20 N=18
Parametros

PCRus

(mgll) 7,4%1,45 2,9+1,21 1,9+1,6 1,9+0,6 <0,001
ADMA

(Hmol/l) 0,5+0,14 0,4+0,33 0,5+0,12 0,3+0,1 0,056
MCP-1

(pg/ml) 341,9+66,2 381,5+69,3 66,5+11,2 325,9+62,1 <0,001
MMP-9

(ng/mi) 577,1+147,0 216,5+32.6 672,6+340,4 362,7+103,6 <0,001

IL-6

(pg/ml) 5,3+1,06 3,15+1,15 3,2%1,15 2,68+0,7 <0,001
TNFa

(pg/ml) 16,7+2,4 7,92+1,03 18,3+10,9 8,65+2,1 <0,001
Adipon

(Mg/ml) 1,5+£0,43 6,1+1,2 4,6+1,04 7,4+1,2 <0,001
Leptina

(pg/ml) 17,0£2,07 42,9+9,01 4.8+1.3 13,9+1,6 <0,001

Resistina
(ng/ml) 12,1+1,4 5,41+1,32 6,41+1,0 7,41+1,0 <0,001

PCRus=proteina C reativa ultrassensivel. ADMA = dimetilarginina assimétrica; MCP-1 = proteina atrativa de
mondcitos; MMP-9 = metaloproteinase 9. IL-6=interleucina-6; TNF-a=fator de necrose tumoral alfa;

adipon=adiponectina.

Valores: média+desvio padrao.
p = nivel de significAncia obtido através de ANOVA. A comparagao entre os tratamentos foi realizada através da
aplicacéo de teste de Bonferroni e é detalhada no texto.
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Dentre as citocinas pro-inflamatérias, a IL-6 e a resistina
mostraram-se significativamente reduzidas apds os tratamentos (p<0,001
para ambas); TNF-o foi reduzido apés o uso de Pioglitazona e
Pioglitazona+Sinvastatina; a leptina foi reduzida com o uso de Sinvastatina e
aumentou mesmo apos monoterapia com Pioglitazona em comparagao ao
grupo nao tratado. Em geral, o grupo né&o tratado apresentou as mais altas
concentragdes de citocinas pro-inflamatorias (exceto para TNF-a e leptina) e

a menor quantidade de adiponectina plasmatica (tabela 5, figuras 20 a 24).
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Figura 22. Valores
finais de resistina
plasmatica dos
pacientes do grupo
com DAC/SMet.
*p<0,001 em relagéo
ao grupo néo tratado.

Figura 23. Valores
finais de leptina
plasmatica dos
pacientes do grupo
com DAC/SMet.
*p<0,001 em relagao
ao grupo néo tratado.

Figura 24. Valores
finais de adiponectina
plasmatica dos
pacientes do grupo
com DAC/SMet.
*p<0,001 em relagao
ao grupo néo tratado.



of

A concentragcdo plasmatica de adiponectina mostrou-se
significativamente menor no grupo portador de DAC/SMet nao tratado em
comparagao aos grupos que receberam tratamento. Ainda no grupo nao
tratado, os niveis séricos de TNF-a, ADMA, MCP-1 e IL-6 apresentaram-se
maiores. Nos pacientes dos grupos com DAC/SMet Pioglitazona e
Pioglitazona+Sinvastatina  observou-se = aumento  significativo  na
concentragéo plasmatica de adiponectina concomitantemente a redugéo dos
indices de TNFa, resistina, IL-6 e MMP-9 em comparagdo ao grupo nao

tratado.

iNDICES LIPIDICOS, GLICEMICOS E BIOMARCADOR INFLAMATORIO
PLASMATICO ANTES E APOS TRATAMENTO COM PIOGLITAZONA e

PIOGLITAZONA+SINVASTATINA

Nos pacientes tratados por 90 dias com Pioglitazona, o CT nao
foi reduzido em relagdo ao inicio do tratamento, assim como a apo B e o
LDL-c. Os valores para HDL-c aumentaram, embora sem significancia
estatistica; apenas os triglicérides diminuiram, passando de 196 mg/dL para
167 mg/dL (p=0,019; tabela 5). Ao verificar-se a distribuicdo dos mesmos
indices lipidicos antes e apds tratamento com Pioglitazona+Sinvastatina,
confirma-se a redugéao significativa do LDL-c em 9 % e dos triglicérides em

22 %, simultaneamente ao aumento de HDL-c em 16 % (figuras 25 a 27).
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Tabela 5. Pardmetros lipidicos e glicémicos plasmaticos de pacientes com DAC/SMet antes
e apos tratamento com Pioglitazona e Pioglitazona+Sinvastatina.

PACIENTES DAC/SMET

PIOGLITAZONA

PIOGLITAZONA+SINVASTATINA

Inicial Final p Inicial Final p

CT 224,7+38,3 234,6+29,4 0,194 161,6+£39,13 127,5+21,76 <0,001
(mg/dL)
Apo B 1,2110,3 1,26+0,4 0,326 1,03+0,3 0,70+0,16 <0,001
(g/dL)
LDL-c 134,3+34,7 1424311 0,115 100,7+£37,33 89,1+25,6 0,009
(mg/dL)
HDL-c 38,5+5,5 41,4+8,36 0,05 36,7+7,44 41,946,3 <0,001
(mg/dL)

Trigl 196,2+71,26 167,9+61,3 0,019 140,8+34,4 110,3+22,1 <0,001
(mg/dL)

Glic 146,8+47,0 120,4+24 0,001 200,1+60,2 144,4+31,8 <0,001
(mg/dl)
HbA1c 7,5+1,8 6,715 0,023 7,912,08 6,4+1,16 <0,001

(%)

CT=colesterol total; LDL-c=lipoproteina de baixa densidade; HDL-c=lipoproteina de alta densidade;
Trigl=triglicérides; apoB=apolipoproteina B; Glic=glicose; HbA1c=hemoglobina glicada.

Valores: média+desvio padréo.
p = nivel de significancia entre antes e apds tratamento com Pioglitazona obtido no teste ANOVA de medidas

repetidas;

p* = nivel de significancia entre antes e apds tratamento com Pioglitazona+Sinvastatina no teste ANOVA de
medidas repetidas.

Os pacientes tratados com Pioglitazona, tanto em monoterapia

como combinada a Sinvastatina, tiveram os valores de glicose e HbA1c

significativamente reduzidos apds tratamento, como mostra a tabela 5.

Somente com Pioglitazona, a concentragdo de glicose plasmatica foi

reduzida em 20 % (figura 28) e a HbA1c em 12,3 %. Ao reunir-se
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Sinvastatina+Pioglitazona, a glicose e a HbA1c mostraram redugéo de 26 %
(figura 28) e 21 %, respectivamente.

As variagbes dos indices de LDL-c, HDL-c, triglicérides e
glicose de jejum antes e apds terapia com Pioglitazona e com

Pioglitazona+Sinvastatina sdo representadas nos graficos a seguir.

LDL-c (mg/dI)

200~ A Grupo
I DAC/SMet Pio
I DAC/SMet Pio e
Sinva
150 - T T 20 +8’7 % B
L ———————] S
o 8
—_— % 10
e}
100 \_— _g
]
— lg o
% i
- 0 =
) §
50 Q
- -10-
=)
-
9%
(1] T I -20 T —
Inicial Final Pio Pio+Sinva

Figura 25. Variagbes do LDL-c dos pacientes tratados com Pioglitazona e
Pioglitazona+Sinvastatina. (A) LDL-c no inicio da pesquisa e apds tratamento. (B) Variagéo do
LDL-c a partir do basal.
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Figura 26. Variagbes dos triglicérides dos pacientes tratados com Pioglitazona e
Pioglitazona+Sinvastatina. (A) Triglicérides no inicio da pesquisa e apdés tratamento. (B) Variagéao
dos triglicérides a partir do basal.
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Figura 28. Variagdbes da glicose plasmatica dos pacientes
Pioglitazona+Sinvastatina. (A) Glicemia no inicio da pesquisa e apoés tratamento. (B) Variagdo da glicose

plasmatica a partir do basal.
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Figura 27. Variagdes do HDL-c dos pacientes tratados com Pioglitazona e Pioglitazona+Sinvastatina. (A)
HDL-c no inicio da pesquisa e apés tratamento. (B) Variagdo do HDL-c a partir do basal.
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Como se pode observar, quanto aos parametros lipidicos e
glicémicos plasmaticos, houve reducédo de glicemia de jejum, HbA1c e
triglicérides apds tratamento com Pioglitazona por 90 dias. No entanto,
pacientes com DAC/SMet tratados com Pioglitazona+Sinvastatina
apresentaram nao so os parametros plasmaticos anteriores reduzidos, mas
também CT, LDL-c e apo B, acompanhados pelo aumento do HDL-c (tabela
5).

Considerando um dos indices plasmaticos inflamatdrios, a
PCRus, a reducgao desta apds o uso de Pioglitazona foi de 12 %, enquanto a
redugdo apos tratamento com Pioglitazona+Sinvastatina foi de 65 % em

relacdo ao valor inicial (tabela 6; figura 29).

Tabela 6. Parametros lipidicos e glicémicos plasmaticos de pacientes com DAC/SMet antes
e apos tratamento com Pioglitazona e Pioglitazona+Sinvastatina.

PACIENTES DAC/SMET

PIOGLITAZONA PIOGLITAZONA+SINVASTATINA
Inicial Final p Inicial Final p*
PCRus (mg/l) 530:35 2,97+1,21 0008 | 562240 192065  <0,001

»
<

do basal (%)
<

iagao

-257

-50

PCRus - Vari

-12 %
75+ -65 %
T T
Pio Pio+Sinva
Grupo

Figura 29. Variagdo basal de PCRus plasmatica dos
pacientes tratados com Pioglitazona e
Pioglitazona+Sinvastatina.
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CELULAS E BIOMARCADORES INFLAMATORIOS TECIDUAIS

As porcentagens médias de area positiva para as células e as
citocinas quantificadas a partir da técnica de imuno-histoquimica sao
apresentadas nas préximas figuras. Valores encontrados para o grupo de
valvopatas foram incluidos nos graficos para comparagdo. Na tabela 7, a
seguir, sdo apresentadas as porcentagens médias de células inflamatorias

encontradas nas amostras de TAE dos grupos estudados.

Tabela 7. Células inflamatérias em TAE de valvopatas e portadores de DAC/SMet.

PACIENTES DAC/SMET
NAO PIO SINVA PIO+SINVA
VALVAR TRATADO P
N=18 N=20 N=18

Parametros (% N=20 N=17

média de area)

Macroéfagos 2,4+0,97 7,521 1,411,01 0,67+0,64 0,04+0,05 <0,001
Linfocitos B 0,10+0,13 0,43+0,29 0,01+0,02 1,56+1,11 0,01+0,02 <0,001
Linfocitos T 4,242 2 7,5+2,65 0,3510,26 9,07+£1,75 0,02+0,01 <0,001

Valores: média+desvio padréo.

p = nivel de significAncia obtido da comparago entre os pacientes DAC/SMet através de ANOVA. A
comparagdo entre os tratamentos foi realizada através da aplicagdo de teste de Bonferroni e é detalhada no
texto.

A quantidade de macrdéfagos foi significativamente reduzida no
TAE apdés os tratamentos com Sinvastatina, Pioglitazona e
Pioglitazona+Sinvastatina em relagdo ao grupo nao tratado (p<0,001),

especialmente no centro das amostras analisadas (figura 30). A
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porcentagem de macrofagos em TAE apds monoterapia com Pioglitazona foi
semelhante aos valores encontrados nos valvares (p=0,05).

Os linfécitos B mostraram-se reduzidos nas amostras dos
pacientes tratados com Pioglitazona e Pioglitazona+Sinvastatina, embora
nesses grupos nao se tenha alcangado significancia estatistica (figura 31). A
quantidade de linfécitos T foi significativamente reduzida no tecido apds uso
de Pioglitazona e Pioglitazona+Sinvastatina (p<0,001) (figura 32). Nos
valvares, a porcentagem de linfocitos B e T em TAE diferenciou-se dos
pacientes DAC/SMet, independente do tratamento (p<0,001).

Observa-se reducao de linfocitos T ou B no centro das
amostras de tecido apds tratamento com Sinvastatina e um grande volume
dos mesmos linfécitos concentrado nas bordas das amostras, formando
verdadeiros aglomerados inflamatérios restritos aquele local (figuras 31, 32 e
38). O tratamento combinado foi o que se mostrou mais efetivo, em relagéo

aos demais, nas redugoes das células inflamatérias em TAE.
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Figura 30. Porcentagem de
macréfagos em TAE. p<0,001 para
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Figura 31. Porcentagem
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Figura 32. Porcentagem de
linfécitos T em TAE. p<0,001
para todos os grupos em
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Na tabela 8, a seguir, sdo apresentadas as porcentagens
médias de biomarcadores inflamatdérios encontrados nas amostras de TAE

dos grupos estudados.

Tabela 8. Biomarcadores inflamatérios em TAE de valvopatas e portadores de DAC/SMet.

PACIENTES DAC/SMET
NAO PIO SINVA PIO+SINVA
VALVAR TRATADO P
N=18 N=20 N=18
Parametros (% N=20 N=17
média de area)
IL6 4,8+1,05 15,73+2,26 4,56+0,96 13,74£1,65 4,03+1,01 <0,001
TNFa 5,3+0,7 21,57+3,6 3,563+0,7 9,2+1,9 2,61,57 <0,001
Leptina 2,8+0,8 10,4+1,41 1,73,0+0,7 4,241,7 0,3+0,30 <0,001
Resistina 1,64+1,1 8,48+1,9 0,33+0,3 4,2+1,06 1,2+0,87 <0,001
Adiponectina 25,7+3,3 10,89+0,5 16,01+0,45 14,54+0,39 14,37+2,27 <0,001

IL6 = interleucina 6; TNFa. = fator de necrose tumoral alfa.

Valores: média+desvio padréo.

p = nivel de significancia obtido da comparagao dos pacientes DAC/SMet através de ANOVA. A comparagéo
entre os tratamentos foi realizada através da aplicagdo de teste de Bonferroni e é detalhada no texto.

As citocinas pro-inflamatodrias IL-6, TNF-a, leptina, resistina
tiveram seus indices diminuidos no tecido adiposo independente do
tratamento (p<0,001), concomitantemente ao aumento da citocina anti-
inflamatoria adiponectina (p<0,001), em relagdo ao grupo nao tratado.

A porcentagem de IL6 em TAE dos pacientes DAC/SMet néo
tratados e apds o uso de Sinvastatina diferenciou-se daquela encontrada
nos pacientes valvares (p<0,001 para ambos); a quantidade de TNFa,
leptina e adiponectina em tecido adiposo de todos os pacientes DAC/SMet

foi diferente em comparagdo a dos valvares (respectivamente p<0,04;
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p<0,03 e p<0,001). A porcentagem média de area com resistina nos

pacientes com DAC/SMet tratados com terapia combinada se assemelhou

aos valores encontrados para os pacientes valvares (p=1,00).
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Figura 33. Porcentagem
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Figura 34. Porcentagem
de TNF-a. em TAE.
p<0,001 para todos os
grupos em relagdo ao nao
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O uso de Sinvastatina diminuiu a presenca de citocinas no
centro das amostras de gordura, tendendo a maior concentragdo nas
proximidades dos vasos sanguineos (figura 38).

Nas bidpsias de TAE de pacientes alocados no grupo nao
tratado, as células inflamatérias encontraram-se esparsas entre as células
adiposas em toda a amostra de tecido, enquanto os adipdcitos apresentaram
morfologia irregular, tendo sido identificadas areas positivas para fibrose,
como se observa em imagem de imuno-histoquimica (figura 39). Nessas
mesmas bidpsias, a porcentagem de area marcada com o anticorpo
antiadiponectina foi menor. Inversamente, a porcentagem de area com a

presenca de macrofagos foi mais expressiva nesse grupo.

Figura 38. Foto de fragmento de TAE de paciente tratado
com Sinvastatina ap6s IMH. Note-se o foco de linfocitos T
marcados (B=borda do corte) em contraste com os
arredores (C=centro do corte) (200X).
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Figura 39. Foto de fragmento de TAE de paciente do
grupo nao tratado apds IMH. Note-se a area de fibrose e
a irregularidade nas dimensdes e na morfologia dos
adindcitos (200X).

CORRELAGOES PLASMA-TECIDO

Foram encontradas correlagdes positivas entre as quantidades
das citocinas plasmaticas IL-6, TNF-a, adiponectina, leptina e resistina e
suas correspondentes em TAE sob tratamentos, exceto para o TNF-a apos
tratamento com Sinvastatina (r= -0,025; p=0,33) e a leptina apos tratamento
com Pioglitazona (r= -0,877; p<0,0001). Também foi encontrada correlagao
positiva entre os valores de PCRus plasmaticos e a porcentagem média de
area com macrofagos em TAE de pacientes DAC/SMet tratados em relagao

ao grupo nao tratado (figuras 40 a 45).
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Pioglitazona e terapia combinada de Sinvastatina+Pioglitazona.
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As figuras 46 e 47 a seguir sao fotos das preparagdes de
imuno-histoquimica das células e citocinas inflamatdrias nas amostras de
TAE em pacientes nao tratados e apods os tratamentos com Sinvastatina,

Pioglitazona e na combinagcdo de ambos.
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Figura 47. Presenca de citocinas em amostras de TAE submetidas a IMH de pacientes DAC/SMet

apos diferentes tratamentos comparadas ao grupo nao tratado (200X).
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DISCUSSAO

O presente estudo teve como objetivo principal avaliar
possiveis correlacbes entre a presenca de citocinas inflamatérias
plasmaticas versus teciduais e a resposta de ambas a terapia
medicamentosa. Para tanto, procedeu-se a uma monoterapia com
Sinvastatina ou Pioglitazona e a uma terapia combinada
Pioglitazona+Sinvastatina, com acompanhamento das variaveis lipidicas,
glicémicas e inflamatérias sistémicas, células e citocinas inflamatérias em
TAE de pacientes portadores de DAC e SMet. Os resultados mostraram que
a infiltracdo de macrofagos e a presenca de citocinas pro-inflamatorias, tais
como TNF-qa, IL-6, leptina e resistina, foram reduzidas em TAE de pacientes
DAC/SMet apés monoterapia com Pioglitazona. Os pacientes tratados
apenas com Sinvastatina apresentaram 0os menores valores plasmaticos de
leptina, resistina e MCP-1, e aqueles tratados com Pioglitazona+Sinvastatina
apresentaram os menores valores plasméaticos de IL-6, TNF-q, resistina,
ADMA e MMP-9 em comparacao com o grupo de pacientes nao tratados. A
terapia combinada revelou ainda a mais alta concentracdo de adiponectina
plasmética concomitante ao menor valor de PCRus. Esses achados nédo s6
revelaram a condicdo plasmatica como se correlacionaram positivamente
com a condicéao tecidual mostrada pela porcentagem média de area ocupada
por macrofagos no TAE e pela quantidade de PCRus presente no plasma

apo0s os tratamentos. Nos pacientes tratados com Sinvastatina, o0s
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fragmentos de TAE apresentaram agregados de linfécitos T, B e macrofagos
concentrados na borda e ao redor de vasos sanguineos.

Por se tratar de um desenho nao-randomizado, procurou-se
obedecer estritamente aos critérios de inclusdo e exclusédo propostos, o que
se refletiu nos resultados obtidos. Ficaram patentes as diferencas entre a
amostra de pacientes portadores de DAC e SMet e a de individuos
valvopatas quanto a sexo, idade, PAS, PAD, circunferéncia da cintura e peso
no inicio e ao final da participacdo no protocolo de pesquisa. Com relacéo as
variaveis plasmaticas, observou-se uma diferenca significativa entre os dois
grupos quando as dosagens médias finais de triglicérides, apo B, glicemia de
jejum e HbAlc. Apenas quanto aos valores finais de colesterol total, LDL-c e
HDL-c ndo se encontrou uma diferencga relevante. Valores de IL-6 e TNF-a
plasméticos apresentaram-se elevados nos pacientes DAC/SMet né&o
tratados em relagcdo aos valvopatas, mas nao chegaram a alcancar
significancia estatistica.

Um resultado importante deste estudo foi a comprovacédo da
presenca de maiores quantidades de citocinas plasmaticas pré-inflamatérias,
sobretudo resistina e leptina, nos pacientes com DAC/SMet em comparacéo

com os valvopatas. Estudos anteriores’®’’

mostraram que a leptina
potencializa a secrecdo de TNF-a e IL-2 e -6, aumenta a geracdo e o
acumulo de espécies reativas de oxigénio e aumenta a expressao de MCP-1
em plasma. Demonstraram ainda que a leptina estimula a producdo de

citocinas pro-inflamatorias e pré-aterogénicas derivadas de macréfagos que

se acumulam em tecido adiposo, e que concentracdes fisiologicas de leptina
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estimulam a expressao de PCRus nos hepatdcitos. Os autores observaram
correlagcdo entre os niveis de leptina e PCR plasmaticas. Qatanani e
colaboradores?, trabalhando com camundongos modificados para geracao
de resistina a partir de macrofagos (“humanized resistin mice”), verificaram
que, apoés dieta rica em gordura, os animais rapidamente desenvolveram
alteracdo de parametros metabolicos (niveis alterados de TG, acidos graxos,
glicerol, glicose e insulina), inflamacédo em tecido adiposo branco (infiltrac&o
de macréfagos e expressdo aumentada de TNF-a, IL-6, 1I-13, MCP-1)
acompanhada de aumento na secrecéo de resistina e exacerbacao da RI.
Resultados semelhantes foram encontrados em TAE e plasma de portadores
de Sindrome Coronariana Aguda comparados com pacientes com DAC”. A
leptina revelou-se um importante modulador da funcdo de células T
encontradas em tecido adiposo’”® e placas aterosclerdticas® de
camundongos obesos com RI.

Os pacientes DAC/SMet, neste estudo, apresentaram
quantidades mais elevadas de citocinas plasmaticas pré-inflamatorias, como
ja citado, acompanhadas de reduzida expressdo de adiponectina, uma
citocina anti-inflamatéria. Para Kumada® e Pischon®, é clara a associacéo
entre hipoadiponectinemia e DAC. Nesse caso, a adipocina seria um
importante preditor de alto risco para a doencga, ja que, no plasma, ela se
acumula em espaco subendotelial de artérias humanas injuriadas e atua
como modulador enddégeno antiaterosclerético do remodelamento e reparo

vascular®®®,
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Outro resultado importante deste estudo foi a constatacdo da
presenca significativamente aumentada de MCP-1 no plasma, parametro
diretamente ligado a existéncia de inflamagdo nos estagios iniciais do
processo aterosclerético. Os achados para citocinas inflamatorias, além de
MCP-1 corroboram os dados encontrados em outras publicacdes®®208588
Quanto aos niveis de PCRus, ADMA e MMP-9, ndo se verificaram
diferencas entre os pacientes com DAC/SMet e os valvopatas.

Ainda neste estudo, quantidades significativamente elevadas
de resistina, leptina, TNF-a, IL-6, além da populacdo de macrofagos e
linfécitos B e T, foram quantificadas nas amostras de TAE de pacientes
portadores de DAC/SMet néo tratados.

E de amplo conhecimento que o tecido adiposo é um 6rgéo
com multiplos papéis metabdlicos e que os adipécitos deixaram de ser
meros agentes da lipogénese e da lipdlise. O tecido adiposo é fundamental
na manutencdo da homeostase metabdlica, visto que, na obesidade, os
adipdcitos hipertréficos e hiperplasicos sofrem alteragbes moleculares e,
com isso, afetam o metabolismo sistémico®. O tecido adiposo em individuos
obesos revela-se altamente rico em proteinas pro-inflamatérias e facilita a
infiltracdo de macr6fagos que, por sua vez, contribuem para a expressao de
genes relacionados a inflamacéo, perpetuando o ambiente protagonista de
complicagbes relacionadas a obesidade: Rl, DM2 e outras doengas de risco
cardiovascular®.

Ha uma série de estudos que consideram a influéncia local

atraves da secrecdo de citocinas e mediadores inflamatérios do TAE e
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células infiltradas a verdadeira influéncia sobre a aterogénese coronariana,

|42:56.9296  Estydos

especialmente acompanhada de obesidade viscera
clinicos tém indicado forte correlacdo entre o TAE, gordura abdominal
central e riscos associados a SMet e DM2%#%  Segundo Teijeira-
Fernandes®®, pacientes com o menor quartil de expressdo de RNAm de
adiponectina em TAE e niveis de adiponectina plasmatica apresentaram
niimero médio maior de caracteristicas da SMet. Qatanani’®, de sua parte,
mostrou que a secrecdo de resistina por macréfagos infiltrados em tecido
adiposo humano exacerba a inflamacao local e contribui para o fenétipo de
RI.

Dois outros importantes estudos chamaram a atencdo para a
importancia da resposta inflamatéria em TAE através da expressdo de
citocinas e de outras proteinas em individuos com doencga coronariana. Na
tentativa de compreender os papéis biolégicos do TAE, um estudo realizado
por Mazurek e colaboradores® comparou a expressdo de fatores
patogénicos entre o TAE e o tecido adiposo subcutaneo da regido da coxa
de pacientes com DAC submetidos a cirurgia de revascularizacéo
miocardica. Esses autores confirmaram a expressdo génica de niveis
significativamente altos de IL-1, IL-6, MCP-1 e TNF-a em amostras de TAE,
e verificaram que as propriedades proé-inflamatérias teciduais independem de
variaveis clinicas como a presenca de DM2, indice de massa corpoérea, uso
cronico de estatinas e anti-hipertensivos ou biomarcadores plasmaticos.
Baker e colaboradores®, por sua vez, compararam a expressdo de

adipocinas em TAE de pacientes portadores de DAC com a expressao em
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depdsitos de tecido adiposo subcutaneo abdominal, omental e da coxa em
pacientes sem DAC e sem DM2. Eles constataram que depdsitos de gordura
epicardica apresentam alta expressdo de RNAmM para resistina e intensa
infiltracdo macrofagica. As citocinas IL-6 e adiponectina, nas observacdes
desses autores, tiveram expressao génica significativamente mais baixa em
TAE comparada aos demais locais na populacao de coronarianos.

Nesta pesquisa, observaram-se tanto macrofagos como
linfécitos posicionados ao redor de adipdcitos, acompanhados de aumento
no volume de matriz extracelular, especialmente na borda dos fragmentos de
TAE de pacientes DAC/SMet nao tratados. As amostras de TAE
caracterizaram-se nao apenas pelo grau de infiltracdo macrofagica como
também pela presenca de focos com fibrose, jA descritos por Sun e
Scherer®. Um estudo posterior mostrou que o remodelamento é um
processo Unico e continuo do tecido adiposo no qual se observa resposta
inflamatoria orquestrada por macrofagos coexistindo com RI acelerada pelo
estado obeso®®. Outros descreveram macréfagos formando agregados
celulares ao redor de adipdcitos necroéticos (“crown-like structures: CLSs”)

em condicdo de obesidade!®%

Demonstrou-se que estimulos
provenientes do microambiente onde se encontram os macrofagos dirigem o
fendtipo dessas células a um determinado estado pré- ou anti-inflamatorio,
fenbmeno denominado “polarizacdo de macréfagos”. Mais recentemente,
Hirata e colaboradores'® mostraram que a aterosclerose coronariana esta

associada a polarizacdo macrofagica em TAE. Os autores correlacionaram a

severidade da DAC a existéncia de macréfagos proé-inflamatérios
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(conhecidos como “classicamente ativados”) no TAE perivascular. Esses
macrofagos seriam 0s responsaveis pela producdo de citocinas pro-
inflamatorias como IL-6, TNF-a e a proteina MCP-1.

Partindo-se assim da constatacdo de que o elo patofisiolégico
entre aterosclerose, obesidade e desordens metabdlicas relacionadas com a
deposicdo de gordura visceral € o processo inflamatorio, intervencdes
terapéuticas com potencial anti-inflamatério, tanto em plasma como em
tecido adiposo, foram investigadas e correlacionadas no presente trabalho.

Verificou-se que os portadores de DAC/SMet que utilizaram
Sinvastatina, Pioglitazona ou Pioglitazona+Sinvastatina apresentaram boa
tolerancia as medicacdes e, portanto, adesao aos tratamentos. Ao final dos
noventa dias de uso, observaram-se ndo apenas melhoras no perfil lipidico
e/ou glicémico como também mudancas significativas no perfil inflamatério.
A magnitude das respostas obtidas revelou a extensdo do beneficio das
medicacbes, ja que ndo havia interferéncia de dieta e exercicios. A
associacdo medicamentosa mostrou beneficios além da monoterapia.

Os pacientes que utilizaram Sinvastatina e
Pioglitazona+Sinvastatina apresentaram, ao final do tratamento, as menores
concentracbes plasmaticas para LDL-c e apoB. Ja& os que utilizaram
Pioglitazona e Pioglitazonat+Sinvastatina  obtiveram aumento na
concentracdo plasmatica de HDL-c e adiponectina, reducdo de MMP-9 e
TNF-a. O menor indice médio de triglicérides foi encontrado nos pacientes
com tratamento combinado. Os valores plasmaticos de PCRus, IL-6 e

resistina foram reduzidos para qualquer terapia empregada. MCP-1 e leptina
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foram reduzidas de forma significativa no grupo que utilizou Sinvastatina.
Quanto a reducao na concentracdo de linfocitos B, T e macréfagos em TAE,
o tratamento combinado foi 0 que se mostrou mais efetivo. A quantidade de
citocinas pro-inflamatorias (IL-6, TNF-a, resistina, leptina) em TAE foi
reduzida independentemente do tratamento, com concomitante aumento de
adiponectina, a adipocina anti-inflamatoria.

As estatinas ou inibidores da hidroximetil glutaril coenzima A
redutase sdo conhecidas como uma das mais importantes classes de
agentes redutores do colesterol. Além de prevenirem as consequéncias
aterogénicas do LDL-c, apresentam efeitos pleiotropicos amplos
independentes da reducdo da LDL-c, incluidas propriedades

imunomodulatérias e anti-inflamatoérias®%’.

Estatinas possivelmente
influenciam um padréo anti-inflamatorio via regulacdo de células T helper
anti- e pré-aterogénicas'® envolvendo atenuacéo da sinalizacdo do fator de
transcri¢cao nuclear kappa B (NF-«xB).

Estudos in vitro'® e in vivo™® mostraram aumento da
expressdo de receptores e da atividade transcricional de PPARa na
presenca de estatina, o que caracteriza efeito anti-inflamatério desta. Em

pacientes com hiperlipidemia combinada™*

(LDL e TG elevados), os valores
plasmaticos de PCRus foram significativamente reduzidos, em relacdo aos
valores basais apo0s terapia por seis semanas com Sinvastatina (20mg/d).

Os autores citados encontraram correlacao significativa entre a

reducdo dos niveis de PCRus e triglicérides plasmaticos, mas nao

observaram relacdo entre PCRus e 0s niveis de LDL-c séricos apos a
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terapia. Nao foi encontrado efeito significativo da estatina sobre os niveis
plasmaticos de IL-6. Em um estudo realizado em tecido adiposo de
camundongos FVB/selvagem tratados com 40mg de Sinvastatina, niveis de
RNAm de TNF-a e IL-6 foram reduzidos pela terapia'*? .

As Tiazolidinedionas, através da ativacdo dos receptores
PPARy, regulam genes relacionados a diferenciagdo dos adipdcitos,
metabolismo lipidico e captacdo de glicose, contribuindo para efeitos
metabdlicos benéficos. No entanto, o conhecimento sobre a acao supressora
de inflamacdo dos agonistas PPARy em seres humanos € ainda limitada,
especialmente em tecidos.

Uma pesquisa constatou que niveis plasméticos de PCR-us
foram reduzidos em pacientes DAC nao-diabéticos sob acdo de
Rosiglitazona® . Em outro estudo clinico controlado™* , pacientes
diabéticos utilizando Pioglitazona foram comparados com aqueles em uso de
Glimepiride. Marcadores inflamatérios foram quantificados no plasma apés
um periodo de 6 meses. No braco Pioglitazona, verificaram-se reducdes da
PCRus, de MMP-9 e MCP-1 concomitantes ao aumento de adiponectina
sérica.

Outros dois trabalhos'>*1®

sugeriram que 0s mecanismos de
acao do PPARy independem de ligacdes diretas com as regides responsivas
do DNA, e que promovem repressdo de NF-kb e consequente reducdo da
transcricdio de citocinas inflamatorias, moléculas de adesdo,

metaloproteinases e outras proteinas envolvidas na patogénese da

aterosclerose. No estudo PIOSTAT>* | 125 pacientes ndo-diabéticos de alto
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risco cardiovascular, com e sem SMet e niveis elevados de PCRus foram
randomizados para monoterapia com Sinvastatina ou Pioglitazona e terapia
combinada com ambas as drogas. Segundo os autores, Pioglitazona
apresentou efeitos anti-inflamatoérios aditivos a Sinvastatina ao reduzir
significativamente a PCRus. MMP-9 foi reduzida com a monoterapia de
Pioglitazona. Resultados do estudo PROactive-14 demonstraram que o
tratamento com Pioglitazona também complementa as acfes das estatinas
no controle dos triglicerideos e das HDL-c*’.

Na presente pesquisa, verificou-se ganho de peso em torno de
1,5 Kg por paciente em trés meses ap0Os tratamento com Pioglitazona e
somente quatro pacientes de dificil controle glicémico, que utilizaram
Metformina e Insulina, apresentaram edema. Nesto e colaboradores™'®
confirmam que o edema € mais pronunciado em pacientes que fazem
associacdo medicamentosa para melhor controle glicémico.

Ainda é discutivel se 0 aumento do peso em pacientes em uso
de Glitazonas se deve ao edema ou ao aumento de tecido adiposo. Efeitos
colaterais das Glitazonas incluem ganho de peso, um efeito dose-
dependente, com ganho ponderal de 3,5 a 4 Kg apés uso de Pioglitazona na
dose de 30 a 45 mg/dia e edema verificado geralmente em 3 a 5 % dos
casos, devido ao aumento de volume plasméatico. Neste estudo ndo foram
verificados outros efeitos colaterais, seja para Sinvastatina ou para

Pioglitazona. E possivel que as doses utilizadas ou o tempo de uso nio

tenham sido suficientes para induzir tais efeitos.
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Na literatura recente, determinados agentes anti-hipertensivos
sdo citados por atuarem no controle de marcadores inflamatérios em
pacientes DAC com e sem SMet*'**?3. Como no atual trabalho os pacientes
com DAC/SMet mantiveram terapéutica anti-hipertensiva, convém ressaltar
gue tais agentes podem ter influenciado os resultados deste protocolo.
Contudo, a melhora dos indices inflamatérios plasmaticos quanto teciduais
foi obtida nos pacientes com DAC/SMet do grupo sob tratamento com
Sinvastatina e/ou Pioglitazona em relacédo ao grupo que permaneceu apenas
com medicacédo anti-hipertensiva (grupo néo-tratado).

Um resultado digno de destaque obtido neste estudo foi a
correlagcdo entre biomarcadores inflamatérios plasmaticos e em TAE de
pacientes DAC/SMet sob terapias com Sinvastatina, Pioglitazona e
Pioglitazona+Sinvastatina comparadas a auséncia dos tratamentos. Foram
encontradas correlacdes positivas entre as quantidades das citocinas
plasmaticas IL-6, TNF-a, adiponectina, leptina e resistina e as suas
correspondentes em TAE sob os trés tratamentos. Somente TNF-a apés
tratamento com Sinvastatina e leptina apos tratamento com Pioglitazona néo
mostraram correlacdo significativa entre plasma e TAE. A secrecdo de
determinadas citocinas, incluindo a leptina, e suas respostas a acdo de
Pioglitazona € tecido adiposo dependente. Diferencas nos depoésitos de
gordura foram observadas, assim como a responsividade dos depdésitos ao
tratameno com tiazolidinedionas*®**?°. Além disso, ha evidéncias de que as
glitazonas induziram alteragBes traducionais e poés-traducionais que

elevaram os niveis proteicos sem aumentar os niveis de RNAm*?®. Dessa
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forma, o aumento nos niveis plasmaticos de leptina podem ser explicados
pela secrecdo realizada através de adipdcitos do tecido adiposo subcutaneo,
como mostrado por Phillips e colaboradores®? .

Também foi encontrada correlagdo positiva entre os valores de
PCRus plasmaticos e a porcentagem média de area com macrofagos em
TAE. Associacdes entre aumento de PCRus e correspondente elevacéo de
citocinas inflamatérias em plasma e tecido adiposo de individuos obesos ha
muito tempo sdo sugeridas em estudos como ATTICA'? e AVENA®,
porém, sem que correlacdes tenham sido verificadas apés terapéutica.

Aspecto intrigante foi observado nos fragmentos de TAE dos
pacientes DAC/SMet tratados com Sinvastatina em que linfécitos B, T e
macrofagos se acumularam especialmente na borda e ao redor de vasos
sanguineos, formando verdadeiros agrupamentos ou acumulos dessas
células, enquanto o centro da amostra permanecia livre delas. Verificou-se o
oposto na amostra de gordura retirada de pacientes néo tratados, na qual
foram encontradas células e citocinas inflamatérias espalhadas por toda a
area tecidual ao redor dos adipdcitos semelhante a descricao “crown-like
structures”. Sugere-se que tais acimulos sejam 6rgaos linfoides terciarios e
gue tenham sido organizados a partir de acumulos de células linfoides em
situacdo de inflamacé&o crbnica. A producgéo de citocinas inflamatorias e/ou a
expressdo de quimocinas estimula a neogénese celular linfoide, além dos
ndédulos linfoides durante a inflamagéo, a aumentar o fluxo sanguineo local e

a viabilizar a migracdo de linfocitos T e B. Alguns autores enfatizam que
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terapias clinicas podem reverter o0s agrupamentos de células
inflamatérias™?* 32,
A aterosclerose, inicialmente caracterizada como uma doenca
de retencéo lipidica envolve, na verdade, uma resposta inflamatoéria crénica
subclinica. As novas descobertas da ciéncia basica evidenciaram o papel
fundamental da inflamacéo nas diferentes fases do processo aterosclerotico.
Os recentes avancos fornecem importantes elos entre a biologia da
inflamacdo, os mecanismos aterogénicos e 0s riscos cardiometabdlicos
relacionados a doenca. A elevacdo dos niveis de marcadores inflamatorios
sistémicos tem alto valor preditivo para pacientes portadores de Sindromes
Coronarianas independentemente dos danos miocardicos, além de fortalecer
a informac&o progndstica fornecida por fatores de risco tradicionais. E nesse
contexto que determinados tratamentos reduzem o risco coronariano por
limitarem a progressao da inflamacao®®.

Assim, 0s novos conceitos sobre a inflamacdo na
Aterosclerose, especialmente associada a Sindrome Metabdlica, nao
somente ajudam a compreender melhor a patofisiologia da doenca, como

também tém aplicacdes praticas clinicas na estratificacdo de risco e na

selecéo de terapia para essa doenca de importancia mundial.
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LIMITACOES DO ESTUDO

O presente estudo tem limitacdes que devem ser enfatizadas:

1. N&o foram realizadas coletas de sangue antes do inicio do tratamento

3.

com Sinvastatina, o que impossibilitou a comparacdo com os valores
pos-tratamento dos mesmos pacientes. A grande maioria dos
pacientes com DAC em tratamento no InCor HCFMUSP foi
selecionada a partir da fila cirargica e ja utilizava alguma estatina para
controle da dislipidemia.

N&o foi estabelecida uma dosagem unica do medicamento utilizado
em cada grupo de estudo: para o0s pacientes que utilizaram
Sinvastatina em monoterapia, as dosagens podiam ser de 10 ou 20
mg/d, e para os que utilizaram Pioglitazona, podiam ser de 15 ou 30
mg/d. A composicdo dos grupos de estudo considerou as
necessidades clinicas de cada paciente.

Os valores iniciais de glicemia (antes do tratamento) entre o0s
pacientes com DAC/SMet dos diferentes grupos variaram. Os
pacientes diabéticos (alocados nos grupos com pioglitazona)
iniciaram o estudo com altos niveis glicEmicos, diferentemente dos
demais, alocados no grupo controle ou Sinvastatina, que

apresentaram Rl ou valores normais para a glicose plasmatica.
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CONCLUSOES

Em conclusdo, os resultados deste estudo, tomados em
conjunto demonstraram que, em pacientes com DAC e SMet, os tratamentos
com Sinvastatina, Pioglitazona ou ambos podem reduzir substancialmente
os marcadores pro-inflamatorios plasmaticos e teciduais. Em especial, a
terapia combinada Pioglitazona + Sinvastatina apresentou efeitos
pleiotrépicos mais abrangentes, pois, além de reduzir citocinas proé-
inflamatorias, concomitantemente e de forma expressiva em plasma e em
tecido adiposo epicardico, aumentou adiponectina, uma citocina anti-
inflamatoria. Considerando que o elo patofisiol6gico entre aterosclerose e as
desordens metabodlicas relacionadas com a deposi¢do de gordura visceral €
o processo inflamatdrio, intervencbes terapéuticas com potencial anti-
inflamatorio tanto em plasma como em tecido adiposo sdo capazes de

modificar a patogénese da aterosclerose e diminuir o risco cardiovascular.
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HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE
DE SAO PAULO-HCFMUSP
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