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RESUMO

Objetivo: Avaliar o valor progndstico de marcadores relacionados a ativacdo de macrofagos
(CCL-2, IL-1p e netrina-1) em pacientes com Sindrome Coronariana Aguda (SCA) incluidos no

estudo Estratégia de Registro de Insuficiéncia Coronariana (ERICO).

Métodos: Determinou-se a concentragdo de CCL-2, IL-1p e Netrina-1 por ELISA, em amostras
de soro de 803 pacientes. Realizou-se coleta de dados sobre fatores de risco cardiovascular,
antecedentes de insuficiéncia cardiaca e exames bioquimicos. A populacdo foi caracterizada e o
valor progndstico dos marcadores foi avaliado no acompanhamento de um ano e dois anos. As
andlises foram conduzidas considerando a mediana de concentracio de cada marcador na
admissao para obtencdo dos grupos CCL-2 baixa e alta, IL-1 baixa e alta e netrina-1 baixa e

alta.

Resultados: A mediana de idade observada foi de 63 anos, sendo 58,5% dos pacientes do sexo
masculino e IAMSST o subtipo de SCA predominante (41,5%). HAS, dislipidemias, Diabetes
Mellitus, tabagismo atual e ICO prévia apresentaram frequéncias de 75,5%, 47,1%, 37,9%,
28,1% e 24,4%, respectivamente. A mediana de IMC foi de 26,8 kg/m’. Os pacientes
apresentaram elevada glicemia (124,5 mg/dL), além de baixos niveis de HDL (37,0 mg/dL) e
altos niveis de LDL (101,0 mg/dL). Os valores medianos dos niveis de CCL-2, IL-1f e netrina-1
na admissao foram 100,9 pg/mL, 14,3 pg/mL e 44,8 pg/mL, respectivamente. O tempo médio de
acompanhamento dos pacientes foi de 2,6 anos. Os niveis de CCL-2 nao foram associados ao
progndstico em um ano, no entanto pacientes com niveis mais baixos da quimiocina
apresentaram pior progndstico em dois anos, com aumento do risco de 6bito por IJAM ou novo
IAM nao-fatal mesmo apds ajuste por fatores de risco cardiovascular e medicamentos. Os niveis

de IL-1B ndo foram associados ao progndstico em um ano e dois anos. O nivel de netrina-1
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acima da mediana foi associado a pior progndstico em um ano e dois anos (6bito por todas as

causas), no entanto a associa¢ao nao foi observada apds ajuste do modelo.

Conclusao: Niveis reduzidos de CCL-2 e niveis elevados de netrina-1 foram associados a pior
prognéstico. Acredita-se que a menor concentracdo de CCL-2 possa promover recrutamento
insuficiente de mondcitos para a cicatrizacdo do infarto. Esse € o primeiro estudo a avaliar o

valor progndstico de netrina-1 em pacientes com SCA.

Palavras-chave: Sindrome Coronariana Aguda. Prognéstico. Marcadores inflamatérios. CCL-2.

IL-1p. Netrina-1.
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ABSTRACT

Objective: Evaluate the prognostic value of some markers related to activation of macrophages
(CCL-2, IL-1p and netrin-1) in patients with Acute Coronary Syndrome (ACS) included in the

Strategy of Registry of Acute Coronary Syndrome study (ERICO).

Methods: We determined the concentration of CCL-2, IL-1p and netrin-1 by ELISA in serum
samples of 803 patients. Data collection was conducted on cardiovascular risk factors, heart
failure history and biochemical tests. The population was characterized and the prognostic value
of markers was assessed at one-year and two-year follow-up. Analysis was conducted
considering the median concentration of each marker to obtain the low and high CCL-2 groups,

low and high IL-1p and low and high netrin-1.

Results: The median age was 63 years. 58.5% of patients were men and 41.5% had NSTEMI.
Hypertension, dyslipidemia, diabetes mellitus, current smoking, and previous heart failure
presented frequencies of 75.5%, 47.1%, 37.9%, 28.1% and 24.4%, respectively. The median
BMI was 26.8 kg/mz. We observed high blood glucose (124.5 mg/dL), low HDL (37.0 mg/dL)
and high LDL (101.0 mg/dL) levels. The median concentration of CCL-2, IL-1f and netrin-1
were 100.9 pg/mL, 14.3 pg/mL, 44.8 pg/mL, respectively. The mean follow-up was 2.6 years.
CCL-2 levels were not associated with prognosis in one-year follow-up. However, patients with
lower CCL-2 levels had a worse prognosis in two-years follow-up with an increased risk of
myocardial infarction mortality or new nonfatal myocardial infarction, even after adjusting for
cardiovascular risk factors and medication. IL-1f levels were not associated with prognosis in
one year and two-year follow-up. Netrin-1 above the median was associated with worse
prognosis in one year and two-year follow-up (all-cause mortality), but the association was not

observed after model adjustment.
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Conclusion: Lower CCL-2 levels and higher netrin-1 levels were associated with poor
prognosis. We believe that lower concentration of CCL-2 can impair monocyte recruitment for
myocardial infarction healing. This is the first study to evaluate the prognostic value of netrin-1

in patients with ACS.

Keywords: Acute Coronary Syndrome. Prognosis. Inflammatory markers. CCL-2. IL-1p.

Netrin-1.
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1 INTRODUCAO

A Sindrome Coronariana Aguda (SCA) ocorre como consequéncia da interrupcdo do
suprimento de sangue para os cardiomidcitos, evento que promove desequilibrio entre o
suprimento de oxigénio e o consumo do mesmo pelo misculo cardiaco (Yun e Alpert, 1997;
Vargas ef al., 2013). E causada principalmente pela formacio de um trombo ou rompimento de
uma placa aterosclerética (Davies, 2000; Bentzon et al., 2014; Makki et al., 2015). Responsavel
por grande nimero de 6bitos no Brasil e no mundo, a SCA possui alta prevaléncia e progndstico

desfavoravel, além de promover gastos elevados (Teich e Araujo, 2011; Vargas et al., 2013).

Diversos marcadores tém sido avaliados, especialmente na circulacdo sanguinea, com o
objetivo de favorecer a tomada de decis@o clinica e possivelmente contribuir para a redugdo da
mortalidade, j4 observada nas tultimas décadas (Libby et al., 2002; Widera et al., 2013; Makki et

al., 2015; Basra et al., 2016).

Sabe-se que os macréfagos sdo células de grande importancia na fisiopatologia da SCA,
atuando em todos os estdgios da aterosclerose e nas complicagdes provenientes da mesma
(Ghattas et al., 2013; Chinetti-Gbaguidi et al., 2015). Essas células também possuem papel
essencial na remodelacdo cardiaca, sendo defeitos nesse processo associados a complicacoes
apos o infarto (Frangogiannis, 2008). Dentre os marcadores de ativacdo dessas células estudados
na SCA estdo IL-1B, CCL-2 e netrina-1, envolvidos desde o inicio da lesdo aterosclerética até a
remodela¢do cardiaca. No entanto, trabalhos avaliando o valor progndstico desses marcadores na
SCA sao escassos ou inexistentes. Com o presente trabalho pretende-se avaliar o papel dessas
moléculas como preditores do progndstico de pacientes incluidos no estudo ERICO, visando

contribuir para um melhor manejo do paciente apds a ocorréncia da SCA.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Sindrome Coronariana Aguda

2.1.1 Definicao e Epidemiologia

Atualmente as doencas cardiovasculares sdo a principal causa de mortalidade no mundo,
sendo a maioria das mortes atribuidas a Doenca Arterial Coronariana (DAC) (Fuster e Kovacic,
2014; Teich et al., 2015). A Sindrome Coronariana Aguda (SCA) € a manifestacdo mais grave da
DAC, devido a sua alta prevaléncia e pior prognéstico. A SCA ocorre como consequéncia da
isquemia aguda do miocardio devido a um desequilibrio entre o suprimento de oxigénio e o
consumo do mesmo pelo musculo cardiaco (Yun e Alpert, 1997; Vargas et al., 2013); sendo
defininda clinicamente como angina instavel, Infarto Agudo do Miocardio (IAM) com ou sem
supradesnivelamento do segmento ST (Teich et al., 2015) e morte sibita por isquemia (Fuster e

Kovacic, 2014).

Nos Estados Unidos, a cada ano sdo registrados aproximadamente 635 mil novos
episddios de SCA, e aproximadamente 280 mil eventos recorrentes. Apesar de uma reducdo
substancial na mortalidade por SCA (Vargas et al., 2013; Makki et al., 2015; Basra et al., 2016),
estima-se que 40% dos pacientes que sofrem um evento coronariano morrerdo em cinco anos,
como o risco de morte cinco a seis vezes maior em individuos que sofreram um evento
recorrente. O custo econdmico relacionado a SCA também € importante, sendo o custo anual por

paciente estimado em mais de 20 mil ddlares, associado principalmente a hospitalizacdes.
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Estima-se que em 2009 os custos diretos e indiretos chegaram a 310 bilhdes de ddlares (Vargas

et al., 2013; Makki et al., 2015).

No Brasil, de acordo com Polanczyk e Ribeiro (2009), de 5% a 8% dos adultos acima dos
40 anos apresentam SCA. Em 2011 a SCA foi responsdvel por mais de 100 mil 6bitos no pais
(Mattos et al., 2013), sendo registradas mais de 85 mil mortes por Infarto Agudo do Miocardio
em 2013 (Brasil, 2013). No estudo de Teich e Araujo (2011), o custo total estimado para SCA no
ano de 2011 foi de 3,8 bilhdes de reais, considerando-se os custos do Sistema Unico de Sadde
(SUS) e do Sistema Suplementar de Saide (SSS). Teich et al. (2015) observaram em hospitais
do SSS que o custo médio por dia de internagdo com pacientes com SCA tratados somente
clinicamente foi de R$ 1987,03, enquanto o custo médio por dia de interna¢ao com pacientes que

realizaram angioplastia com stent foi de R$ 6033,40.

Avangos nas estratégias de prevengdo e tratamentos agudos tém promovido redugdo da
mortalidade por SCA. Escores de risco t€ém sido elaborados e diversos biomarcadores t€ém sido
estudados visando auxiliar a tomada de decisdo clinica (Widera et al., 2013; Basra et al., 2016).

Nesse sentido torna-se importante o conhecimento da fisiopatologia da SCA.
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2.1.2 Fisiopatologia e classificacao

A Sindrome Coronariana Aguda é causada principalmente pela formacdo de um trombo
ou pela hemorragia sibita de uma placa aterosclerdtica que resulta em oclusdo parcial ou
completa da artéria corondria, interrompendo o suprimento de sangue para o musculo cardiaco

(Davies, 2000; Bentzon et al., 2014; Makki et al., 2015).

A aterosclerose é uma doenca inflamatéria cronica caracterizada por espessamento
assimétrico da intima da artéria (lesdo aterosclerdtica ou ateroma) causado pelo acimulo de
lipidios e células inflamatérias na parede dos vasos, sendo as regides proximas a ramificagoes
arteriais ou de curvatura mais susceptiveis a formacao da placa (Wierda et al., 2010; Libby et al.,
2011; Wentzel et al., 2012; Bentzon et al., 2014). A progressao da doenca € lenta, podendo

permanecer silenciosa por anos ou décadas (Trost e Lange, 2011; Crea e Liuzzo, 2013).

Estimulos cronicos da resposta imunoldgica inata e adaptativa, como hipertensao,
mediadores pré-inflamatdrios e lipoproteina de baixa densidade (LDL) modificada por oxidacdo
induzem as cé€lulas endoteliais e células musculares lisas (CMLs) a expressarem moléculas de
adesdo como a molécula de adesdo celular-vascular-1 (VCAM-1) e a molécula de adesdo
intercelular-1 (ICAM-1) e quimiocinas como a CC ligante 2 (CCL-2), que interage com
receptores em mondcitos, estimulando a adesdo e migracdo dessas células. Paralelamente,
mudancas na permeabilidade do endotélio e na composicao da matriz extracelular promovem a
entrada e retencdo de particulas de LDL na parede da artéria (Tabas et al., 2007; Steinberg e

Witztum, 2010; Libby et al., 2011; Bentzon et al., 2014).

As células endoteliais e CMLs produzem ainda fatores de crescimento como o fator
estimulador de coldnias de macréfagos (M-CSF) e o fator estimulador de colonias de

granulécitos e macréfagos (GM-CSF), que promovem a diferenciacio dos mondcitos em
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macréfagos — as células mais abundantes nas placas — e células dendriticas. Essas células
expressam receptores scavenger como CD36 e SR-A e endocitam as LDLs oxidadas levando a
formacdo de células espumosas, termo que reflete o aspecto microscépico desses macréfagos

carregados com lipideos (Manning-Tobin et al., 2009; Libby et al., 2011).

Durante a formagdo da placa aterosclerdtica também ocorre recrutamento de CMLs da
tinica média para a tdnica intima da artéria. Essas células se proliferam em resposta a
mediadores como o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF). Na intima, as CMLs
produzem moléculas da matriz extracelular, como coldgeno e elastina, e formam uma capa
fibrosa que recobre a placa. Essa capa cobre o conjunto formado pelas células espumosas,
algumas das quais morrem (por apoptose, por exemplo) e liberam lipideos que se acumulam
extracelularmente. O clearance ineficiente das células mortas — um processo conhecido como
eferocitose — pode promover o acimulo de debris celulares e lipideos extracelulares, formando
uma regido rica em lipideos denominada nucleo necrético da placa (Tabas, 2010; Libby et al.,

2011).

As manifestacdes clinicas decorrentes da placa aterosclerdtica geralmente ocorrem pela
producdo de estenoses que podem limitar o fluxo sanguineo levando a isquemia tecidual, ou pela
formacdo de trombos que podem interromper o fluxo sanguineo local ou embolizar e atingir
artérias distais (Libby et al., 2011). A ruptura da placa € a causa mais frequente de trombos.
Algumas caracteristicas anatdmicas das placas as tornam mais susceptiveis a ruptura, levando a
SCA. Geralmente essas placas possuem uma capa fibrosa fina, pobre em coldgeno, com poucas

CMLs, porém abundante em macréfagos.

As células inflamatérias podem acelerar a ruptura da placa pela producio de enzimas que

degradam o coldgeno (metaloproteinases de matriz extracelular ou MMP) e mediadores que
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promovem a morte das CMLs (Libby, 2009; Libby et al., 2011; Bentzon et al., 2014; Makki et

al., 2015).

No Infarto Agudo do Miocérdio com supradesnivelamento do segmento ST (IAMCST), o
trombo € geralmente oclusivo e sustentado, enquanto que na angina instdvel (Al) e no Infarto
Agudo do Miocdrdio sem supradesnivelamento do Segmento ST (IAMSST), o trombo é
usualmente incompleto e dindmico ou mesmo ausente (Bentzon et al., 2014; Makki et al., 2015).

Raros casos de SCA incluem embolia, abuso de cocaina, dissec¢do arterial e trauma (Bentzon et

al.,2014).

A extensdo final do infarto é determinada pelo tamanho da drea do miocérdio perfundida
pela artéria obstruida, além da duracdo e gravidade da isquemia (Atar e Birnbaum, 2005). O
segmento ST faz parte do tracado do eletrocardiograma (ECG) e € definido como o tempo entre
o fim da despolarizacao dos ventriculos (complexo QRS) e o inicio da sua repolarizacdo (onda

T). O significado de cada parte do tragado do ECG € mostrado na Figura 1.
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Figura 1. Tracado do eletrocardiograma
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O tracado do eletrocardiograma € composto basicamente por cinco elementos (Ashley e

Niebauer, 2004):

e A onda P € o tragcado que corresponde a despolarizacdo dos atrios (contracao dos

atrios)

e O intervalo PR € o tempo entre o inicio da despolarizacdo dos étrios e dos

ventriculos
® O complexo QRS ¢ a despolarizagdo dos ventriculos (contragdo dos ventriculos)

e O segmento ST € o tempo entre o fim da despolarizacio e o inicio da

repolarizacdo dos ventriculos

e A onda T € a repolarizacao dos ventriculos, que passam a ficar aptos para nova

contracao

De forma simplista, pode-se dizer que a elevagao do segmento ST representa a isquemia
transmural (afetando todas as camadas do musculo cardiaco) e tem sido correlacionada com

ambos, gravidade e extensao do miocardio isquémico (Atar e Birnbaum, 2005).

A inflamacdo contribui para muitas das caracteristicas das placas envolvidas na
fisiopatologia da SCA, atuando inclusive na regulacdo do potencial trombogénico da placa
aterosclerdtica (Ghattas et al., 2013; Bentzon et al., 2014; Libby et al., 2014). Estudos tém
elucidado os mecanismos moleculares pelos quais a ativagdo de células inflamatdrias na placa
podem promover a formacao de trombos. Os principais mediadores da coagulacdo induzida pela
inflamacao sdo as citocinas pro-inflamatorias. Diversos estudos demonstraram, em particular, a
importancia da interleucina 6 (IL-6) no inicio da ativa¢do da coagulagdo e o papel do fator de
necrose tumoral (TNF) e da interleucina 1 (IL-1) na modulaciao da coagulacdo (Levi e Van Der

Poll, 2005; Croce e Libby, 2007; Crea e Liuzzo, 2013; Libby et al., 2014).
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Como visto anteriormente, os macréfagos exercem um papel importante durante todos os
estagios da aterosclerose, desde a iniciacdo até a progressao e desenvolvimento de complicacoes
(Ghattas et al., 2013; Chinetti-Gbaguidi et al., 2015). Desse modo, uma revisdao mais
aprofundada da participagdo dessas células na SCA é de especial interesse, destacando-se a

importancia de CCL-2, IL-1 e netrina-1, marcadores que serdo abordados no presente trabalho.

2.1.3 Mondcitos/Macrdéfagos e aterosclerose: papel de CCL-2, IL-1§ e netrina-1

CCL-2 € um membro da classe CC da familia de quimiocinas e um dos principais fatores
envolvidos na iniciacio da inflamacdo. E a quimiocina CC mais profundamente caracterizada,
um polipeptideo monomérico com peso molecular de 9000 a 15000 Da, identificada inicialmente
como quimioatraente especifico para mondcitos, porém mais tarde demonstrou-se que pode
atrair também linfécitos T e células natural killer, mas ndo neutréfilos. CCL-2 € secretada por
fibroblastos, células endoteliais, células musculares lisas, mondcitos, células T e outros tipos
celulares que medeiam o influxo de células para os sitios de inflamagdo (Coll et al., 2007;

Melgarejo et al., 2009)

Expressdo aumentada de CCL-2 foi demonstrada em uma variedade de condicdes
associadas a inflamacdo e infiltracdo de células mononucleares. Evidéncias experimentais
sugerem que CCL-2 ¢é altamente expressa em placas ateroscleréticas (Nelken et al., 1991) e
medeia o recrutamento de macréfagos para a lesdo. LDL minimamente oxidada, mas nio LDL
nativa, induz a produgdo de CCL-2 pelas células endoteliais e células musculares lisas. Atua na
quimiotaxia e migracdo transendotelial de mondcitos para as lesdes inflamatorias, se ligando a

proteoglicanos na superficie das células endoteliais e interagindo com o receptor 2 de quimiocina

CC (CCR2) na membrana dos mondcitos. Essa ligacdo inicia intera¢des firmes mediadas por
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integrinas entre mondcitos e células endoteliais, resultando em diapedese dos mondcitos para o
subendotélio, com subsequente diferenciacdo em macréfagos (Gonzalez-Quesada e
Frangogiannis, 2009). A expressdo de CCL-2 foi observada em diversos tecidos durante a
progressdo de doencas dependentes de inflamacao, incluindo aterosclerose, artrite e cancer.
Nesses casos, o influxo de macrofagos para esses tecidos parece exacerbar as doengas (Taylor et

al., 2000; Shin et al., 2002; O'hayre et al., 2008; Melgarejo et al., 2009).

O potencial papel de CCL-2 na progressao da aterosclerose e na ruptura da placa é menos
conhecido. A quimiocina induz a proliferacdao de células musculares lisas e pode exercer efeito
angiogénico, promovendo a formacdo de novos vasos na placa, levando a rdpida progressdao da
lesdo. CCL-2 também pode exercer um papel na ruptura da placa pela indu¢do da expressio e
liberacdo de metaloproteinases. Ainda, CCL-2 pode ter propriedades pré-coagulantes pela
inducdo da sintese e atividade do fator tecidual em células musculares lisas. (Schecter et al.,

1997; Robinson et al., 2002; Doyle e Caplice, 2007; Gonzalez-Quesada e Frangogiannis, 2009).

Os macrofagos na placa aterosclerdtica expressam diferentes fendtipos de polarizagdo
(M1 e M2 ou classicamente e alternativamente ativados) e exercem multiplos efeitos no
desenvolvimento da lesdo. Quimiocinas, citocinas e fatores de crescimento podem contribuir

para a polarizacdo fenotipica dessas células no ateroma (Leitinger € Schulman, 2013).

Alguns macréfagos tem um fenétipo do tipo M2 e podem secretar fatores como TGF-3,
que favorecem a resolu¢do da inflamacdo (Libby er al., 2011; Leitinger e Schulman, 2013;
Bentzon et al., 2014). Outros macréfagos apresentam um fenétipo pré-inflamatério (tipo M1),
possivelmente pela ligacdo da LDL modificada a receptores de reconhecimento de padrdo, como
receptores do tipo Toll (TLR) e secretam citocinas pré-inflamatdrias como o fator de necrose
tumoral (TNF) e interleucina-18 (IL-1B) (Libby et al, 2011; Leitinger e Schulman, 2013;

Bentzon et al., 2014).
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IL-1p € uma citocina que faz parte da familia IL-1, capaz de induzir a expressao de outras
citocinas, quimiocinas, fatores de crescimento, moléculas de adesdo e metaloproteinases,
favorecendo o recrutamento de células inflamatérias para a lesdo e a injuria tecidual
(Frangogiannis, 2008; Dinarello, 2009; Cignarella, 2011; Stegger et al., 2012). Na fase inicial de
formacdo da placa aterosclerdtica a citocina age nas células endoteliais promovendo o aumento
da sintese de moléculas de adesdao que medeiam o recrutamento e subsequente extravasamento

das células imunes, incluindo macréfagos, para a intima da artéria (Bhaskar et al., 2011).

Os macréfagos produzem grandes quantidades de IL-1fB via ativacdo do inflamassoma
NLRP3 em resposta a estimulos aterogénicos, como cristais de colesterol (Duewell et al., 2010),
induzindo a producdo de citocinas e quimiocinas pelas células endoteliais e células musculares
lisas. Em modelo murino, a delecdo do gene para IL-1f (Kirii et al., 2003) ou para IL-R1,
receptor da citocina (Chamberlain et al., 2009) promoveu reducdo da lesdo aterosclerdtica
quando comparada a controles sem as dele¢cdes. Em humanos, a expressao de RNAm para IL-1f3
¢ aumentada em placas aterosclerdticas, quando comparada a artérias sem placas (Olofsson et

al., 2009).

Além das citocinas pré-inflamatdrias, sdo secretadas espécies reativas de oxigénio e
enzimas, como a mieloperoxidase (MPO), que promovem maior retengdo e modificagdo das
LDLs. Outros mediadores, como catepsinas e metaloproteinases de matriz extracelular, também

téem demonstrado exercer papel na aterosclerose (Bentzon et al., 2014).

As células espumosas possuem papel tdo crucial na fisiopatologia da aterosclerose que a
maioria dos estudos tem sido enderecados ao entendimento dos mecanismos de recrutamento de
mondcitos para as placas e na identificacdo de estratégias para reduzir o influxo dessas células,
visando retardar a progressdo da placa. No entanto, tem se tornado aparente o papel dessas

células na regressdo da placa (Moore et al., 2013). Os macréfagos sdo essenciais na manutencao
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de uma eferocitose eficiente, contribuindo para a resolucdo da inflamac¢do e prevencdo da

formacdo do nucleo necrético (Chinetti-Gbaguidi et al., 2015).

Sabe-se que durante a formacdo do ateroma a emigracdo dos macréfagos da placa
aterosclerética € reduzida, podendo favorecer a formagdo e a ruptura do trombo, contribuindo
para o desenvolvimento da SCA (Colin et al., 2014; Libby et al., 2014). No entanto, uma
redugdo do egresso dessas células em placas mais avancadas tem sido relatada. E possivel que
esses macrofagos estejam susceptiveis a sinais tanto de reten¢do quanto de emigracdo, € que o

balango dessas forcas regule seu acimulo na placa (Moore et al., 2013).

Os sinais de retencdo e emigracdo estdo comecando a ser investigados. Recentemente,
moléculas de orientagcdo neuronal, especialmente netrina-1, t€m sido identificadas como
importantes moduladores da aterosclerose, embora seu papel especifico (protetor ou deletério)

ainda ndo tenha sido totalmente elucidado (Joseph e Quan, 2013; Layne et al., 2015).

Netrinas constituem uma familia de proteinas secretadas que sao estruturalmente
semelhantes as lamininas, componentes estruturais da membrana basal dos tecidos (Tessier-
Lavigne e Goodman, 1996; Yurchenco e Wadsworth, 2004; Cirulli e Yebra, 2007). Inicialmente
foram identificadas como moléculas de orientagdo neuronal durante o desenvolvimento
embriondrio. O nome netrina vem da palavra em sanscrito netr, cujo significado é “aquele que
guia”. Possui atividade quimioatraente ou quimiorepelente, dependendo do receptor a que se
liga. A acdo quimioatraente de axdnios € feita pela ligacdo ao receptor deletado no cancer de
cOlon (DCC) e ao receptor neogenina (membros da superfamilia das imunoglobulinas) (Cirulli e
Yebra, 2007; Layne et al., 2015). A repulsado, por sua vez, se da pela sua ligagdo aos receptores

uncoordinated-5 (UNCS5) (Livesey, 1999).

z

O papel de netrina-1 na doenca cardiovascular e na inflamagdo aguda € uma éarea

emergente de estudo. A identificacdo dos receptores DCC e UNCS em tipos celulares além dos
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neurdnios suporta a hipdtese de que netrina-1 estd envolvida em funcdes fora do sistema nervoso
central. Nos ultimos anos, tornou-se aparente que netrina-1 possui envolvimento em diversas
respostas fisioldgicas, incluindo a angiogénese e a inflamacdo, tornando-a um potencial alvo

terapéutico (Layne et al., 2015).

Oksala et al. (2013) avaliaram a expressao génica de netrina-1 no sangue total, mondcitos
circulantes e placas aterosclerdticas de pacientes com doenca arterial coronariana, nao
observando diferencas na expressdo no sangue e mondcitos quando comparados os pacientes e
controles sauddveis. Nas placas verificou-se uma menor expressdao de netrina-1 e uma maior
expressao do seu receptor UNCS5b em relacdo a controles livres de placas. Ainda, o aumento da
expressdao de UNC5b foi associada a placas histologicamente mais estaveis. Nos estudos de Van
Gils et al. (2012) e Wanschel et al. (2013) observou-se aumento da expressdao das moléculas de
orientagdo neuronal netrina-1 e semaforina 3E em macréfagos carregados com colesterol,
promovendo a reten¢do dessas células in vitro. Durante a hipdxia, que € intimamente ligada a
aterosclerose, a expressdao dessas moléculas por macréfagos também € induzida (Moore et al.,

2013; Ramkhelawon et al., 2013).

Interessantemente, essas moléculas parecem exercer efeito tanto na retencdo quanto na
reducdo da adesdao de leucdcitos. Van Gils et al. (2013) demonstrou que as moléculas de
orientagdo neuronal, incluindo a netrina sdo diferentemente reguladas em condi¢des que
promovem ou protegem da aterosclerose. Netrina-1 foi expressa por células endoteliais e inibiu
potentemente a migragdo de mondcitos humanos induzida por quimiocinas. Sua expressao foi
regulada negativamente por fatores pré-aterogénicos, incluindo forcas de cisalhamento
oscilatdrias e citocinas pro-inflamatorias associadas a entrada dos mondcitos na intima da artéria.

Ainda, a inibicdo dessas moléculas aumentou a ades@o dos leucdcitos ao endotélio in vitro.

27



O papel dos mondcitos e macréfagos na SCA ndo se limita as etapas que precedem o
IAM, sendo essas células importantes também na remodelacdo cardiaca apds o infarto, topico

que serd abordado a seguir.

2.2 Remodelaciao cardiaca apés o Infarto Agudo do Miocardio

O coracdo dos mamiferos ndo consegue produzir energia suficiente em condig¢des
anaerdbicas para manter os processos celulares essenciais, por isso um suprimento constante de
oxigénio € indispensavel para sustentar a funcdo e viabilidade cardiaca. A injiria isquémica no
miocdardio resulta em diminuicio da tensdo de oxigénio intracelular, com subsequente perda de
fosforilacdo oxidativa e geracdo de ATP. A deplecdo de ATP, por sua vez, leva a faléncia da
bomba de sédio e potéssio, levando ao influxo de sédio e dgua, causando edema celular. A
interrup¢do do metabolismo aerébico, deplecao de ATP e acimulo de produtos do metabolismo
aerdbico (como 4cido latico) ocorrem com apenas dez segundos de oclusdo, com grande perda da
contratilidade cardiaca quase simultaneamente, sendo evidente apds 60 segundos de oclusdo

(Jennings et al., 1990; Gonzalez-Quesada e Frangogiannis, 2009; Prabhu e Frangogiannis, 2016).

Minutos ap6s a isquemia mudangas reversiveis na estrutura dos cardiomidcitos ocorrem,
incluindo edema mitocondrial e celular e deplecio de glicogénio. Injuria irreversivel,
evidenciada pela ruptura do sarcolema e a presenca de pequenos corpos amorfos na mitocondria,
aparecem apods 20 a 40 minutos. O mecanismo predominante de morte dos cardiomidcitos na
area infartada é a necrose de coagulagcdo, embora a apoptose também contribua para a perda de

cardiomidcitos. As células mortas promovem uma reacdo inflamatdria, ativando vias reparatdrias
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que no final resultam na formagdo de uma cicatriz (Jennings et al., 1990; Gonzalez-Quesada e

Frangogiannis, 2009; Prabhu e Frangogiannis, 2016).

A remodelacdo cardiaca depende de uma resposta infamatdria coordenada, incluindo trés
fases que se sobrepdem: a fase inflamatoria, a fase proliferativa e a fase de maturacdo. A reposta
inflamatéria apds o infarto envolve tanto células normalmente encontradas no coragdo quanto
células recrutadas. Em condi¢cdes normais o miocdrdio contém um nimero relativamente
pequeno de macrdfagos, mastocitos e células dendriticas. A resposta inflamatdria no tecido
infartado estd associada a regulacdo positiva de moléculas de adesdo endoteliais, aumento da
permeabilidade vascular e, finalmente, a regulacdo positiva de citocinas, com migracdo de

células ativadas para a area infartada (Frangogiannis, 2008; Bonaventura et al., 2016).

A morte dos cardiomidcitos ativa vias imunoldgicas resultando em uma resposta
inflamatdria intensa e transitéria com o objetivo de retirar debris celulares e prover sinais
moleculares para a ativacdo de células reparatdrias. As plaquetas sdo as primeiras a chegarem,
como resultado do processo de coagulacdo, seguidas por diferentes subtipos de leucdcitos.
Neutréfilos se acumulam no miocardio infartado nas primeiras horas apds a isquemia e atingem
o pico apds um dia. Depois disso, mondcitos/macréfagos dominam o infiltrado celular. Durante a
fase proliferativa, os subtipos de (M1 e M2 ou Ly-6C"&" e Ly-6C'*") macréfagos secretam
fatores de crescimento, recrutando e ativando células mesenquimais reparatdrias, especialmente
miofibroblastos e células vasculares. Os miofibroblastos secretam grandes quantidades de
proteinas de matriz extracelular para preservar a integridade estrutural do ventriculo. O final da
fase proliferativa é marcado pela apoptose das células reparatérias. A drea infartada amadurece e
uma cicatriz contendo coldgeno € formada (Morimoto e Takahashi, 2007; Nahrendorf et al.,

2010; Bonaventura et al., 2016).
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A remodelacdo adversa ap6és o IAM constitui a base estrutural para a insufici€ncia
cardiaca isquémica, sendo composta por mudancas de curto e longo prazo no tamanho, forma,
funcdo, composi¢do celular e molecular do ventriculo. Os principais determinantes desse
processo e de sua progressao clinica sdo a extensao do infarto inicial e um processo reparatorio
suficiente (Sutton e Sharpe, 2000; Prabhu, 2005; Prabhu e Frangogiannis, 2016). Dias e semanas
apés o infarto a cicatrizacdo inadequada pode levar a expansdo do infarto e dilatacao do
ventriculo, podendo ocorrer ruptura cardiaca e morte. Meses e anos apds o IAM pode ocorrer
aumento da pressao de enchimento, do estresse da parede e do volume do ventriculo esquerdo,
propagando a remodelagdo adversa e levando a um prognéstico desfavoravel. Por outro lado, a
cicatrizagdo adequada preserva a geometria ventricular e previne a insuficiéncia cardiaca (Sutton

e Sharpe, 2000; Ertl e Frantz, 2005; Nahrendorf et al., 2010).

2.2.1 Mondcitos/Macroéfagos na remodelaciao cardiaca apés IAM: papel de CCL-2, IL-

1P e Netrina-1

O recrutamento e ativagdo de mondcitos/macréfagos no miocardio infartado sdo
essenciais para os processos que ocorrem apds o IAM. Os macréfagos ativados promovem a
liberacdo de citocinas e proteinases, as quais podem induzir inflamag¢do e remodelacdo do
ventriculo esquerdo (Morimoto et al., 2006). Alguns estudos indicam que algumas células
endoteliais progenitoras sdao derivadas de linhagens de mondcitos e participam da
neovasculariza¢do em tecidos isquémicos (Schmeisser et al., 2001; Rehman et al., 2003). Essas
células secretam fatores angiogénicos como o fator de crescimento vascular endotelial (VEGF),
sugerindo que mondcitos/macréfagos podem melhorar a disfuncido e remodelacdo do ventriculo

esquerdo apds o infarto (Rehman et al., 2003; Morimoto et al., 2006).
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A presenca, tempo e importancia desses fagdécitos foram investigados em diversos
modelos animais. Os estudos confirmam que mondcitos/macréfagos dominam o infiltrado
celular nas primeiras duas semanas apds o infarto e participam da cicatrizagdo do tecido
infartado (Sun e Weber, 1996; Yang et al., 2002; Frangogiannis et al., 2003; Dewald et al.,
2004). Estudos com delecdo de CCL-2 ou do receptor CCR2 apontam o papel central dessa
quimiocina e de seu receptor no recrutamento de mondcitos para o infarto (Kaikita et al., 2004;
Dewald et al., 2005). O aumento de CCL-2 no soro humano ocorre ji nas primeiras 24 horas
ap6s o IAM (Shin et al., 2002; Melgarejo et al., 2009). Ainda, algumas moléculas de adesdo
como VCAM-1 apresentam regulacdo positiva no infarto e podem contribuir para o recrutamento

de mondcitos (Nahrendorf et al., 2007; Nahrendorf er al., 2009; Nahrendorf ef al., 2010)

Acredita-se que a cicatrizacdo adequada apds a morte de um grande nimero de
cardiomidcitos requer uma resposta de macréfagos que promova equilibrio entre as funcdes
inflamatodrias e reparatdrias. Macréfagos possuem funcdes similares em feridas na pele e infarto
do miocardio (Cleutjens et al., 1999; Frangogiannis et al., 2002; Ertl e Frantz, 2005; Frantz et

al., 2009). Essas células exercem diversas funcdes no tecido infartado (Nahrendorf ez al., 2010):

e Liberam mediadores inflamatérios, como 6xido nitrico, espécies reativas de

oxigénio, interferon (IFN)y, TNF, IL-1 e IL-6

e Fagocitam cardiomidcitos e neutréfilos que sofreram apoptose ou necrose, além

de outros debris

e Liberam proteases como metaloproteinases de matriz extracelular (MMP) do tipo
2, 9 e 13 e outras enzimas que digerem o coldgeno pré-existente, facilitando o

movimento celular
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e Promovem angiogénese por meio da secrecdo de VEGF e fator de crescimento de

fibroblastos (FGF)
e (Carregam enzimas reparatérias e fatores de sobrevivéncia como transglutaminases

e Estimulam a sintese de coldgeno e deposi¢do de miofibroblastos por meio da

liberacdo de TGF-B3 e FGF

A soma dessas fungdes coloca os mondcitos € macréfagos teciduais como principais

reguladores da cicatrizag¢do do tecido infartado (Nahrendorf et al., 2010).

A existéncia de subtipos de macréfagos pode explicar as fungdes inflamatdrias e
reparatorias dessas células na cicatrizacdo. Um estudo em modelo murino (Nahrendorf et al.,
2007) revelou que a resposta dos mondcitos no miocardio € bifdsica: mondcitos pro-
inflamatorios Ly—6Chigh dominam do primeiro ao quarto dia e promovem digestdo do tecido
infartado e remocio de debris necréticos, enquanto os mondcitos reparatérios Ly-6C'°Y dominam
durante a resolucdo da inflamacdo e propagam o reparo tecidual. Os subtipos de mondcitos
expressam diferentes receptores de quimiocinas e assim respondem diferencialmente a
quimiocinas liberadas na lesdo cardiaca. CCL-2 € liberada durante a fase inflamatdria e recruta
preferencialmente Ly-6C™€". Uma vez recrutados, os subtipos de mondcitos medeiam atividades
biolégicas distintas: mondcitos Ly-6C™" expressam TNF, IL-1p, mieloperoxidase (MPO),
MMPs e outros fatores inflamatérios, enquanto os mondcitos Ly-6C°" expressam IL-10, TGF-B
e o fator pr6-angiogénico VEGF, atuando na reparagao do tecido. As propriedades bioldgicas dos
subtipos de mondcitos e seu recrutamento para o infarto se correlacionam com o tempo da
cicatrizagdo do tecido. A fase inflamatéria e digestiva € seguida pela resolucdo ativa da
inflamacdo e reparo tecidual. A resposta bifasica bem coordenada dos mondcitos é necessaria
para a cicatrizacdo adequada. A ndo ocorréncia da fase inflamatéria prejudica a remocao de

cardiomidcitos mortos e outros debris, enquanto a ndo ocorréncia da fase reparatdria reduz a
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geracdo de microvasculatura e a deposi¢ao de coldgeno. Pacientes com IAM mostram uma
resposta bifasica de mondcitos semelhante a descrita no modelo murino (Tsujioka et al., 2009),
ou seja, a cicatrizacdo eficiente apds o infarto depende de uma mobilizagdo coordenada de

mondcitos para o miocdrdio isquémico (Nahrendorf et al., 2010)

Além de CCL-2, a importancia de IL-1p na remodelacdo cardiaca tem sido avaliada. A
regulacdo positiva de IL-1 foi descrita em modelos experimentais de infarto do miocérdio
(Herskowitz et al., 1995; Dewald et al., 2004). Ainda, um aumento significativo dos niveis de
IL-1PB em pacientes com ACS foi relatada (Guillen et al., 1995; Ertl e Frantz, 2005). Em modelo
murino ha dois picos de expressdo génica de IL-1B apds infarto: nas primeiras 24 horas,
principalmente pelo endotélio vascular e apds sete dias, principalmente pelos macréfagos
infiltrados na zona infartada. A presenca da citocina nesses sitios foi confirmada por

imunohistoquimica (Herskowitz et al., 1995; Frantz et al., 2009).

Estudo de Hwang et al. (2001) sugere um papel protetor de IL-1B na fase aguda do
infarto do miocérdio, demonstrando que a neutralizacdo de IL-1P nessa fase resultou na maior
ocorréncia de ruptura cardiaca e de remodelagdo adversa. IL-1p estimula a sintese de RNAm
para MMP em fibroblastos cardiacos, sugerindo que a sinaliza¢do de IL-1 seja essencial para a
ativacdo das vias inflamatdrias e fibrogénicas na cicatrizagdo do infarto e pode exercer um
importante papel na patogénese da remodelacio apdés o infarto (Bujak er al., 2008;

Frangogiannis, 2008).

Netrina-1 também tem sido estudada nas condi¢cbes que envolvem a remodelacdo
cardiaca. A formacdo de redes vasculares compartilha diversas similaridades com a orientacdo
neuronal (Carmeliet e Tessier-Lavigne, 2005). Mitégenos como VEGF e o fator de crescimento
epidérmico (EGF) regulam o crescimento e proliferacio das células endoteliais.

Interessantemente, netrina-1 € estruturalmente homoéloga aos mitdégenos endoteliais (Nguyen e
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Cai, 2006). Park et al. (2004) demonstraram que netrina-1 estimula o crescimento de células
endoteliais da veia umbilical e células musculares lisas. Nguyen e Cai (2006) verificaram que
netrina-1 estimula a angiogénese em células endoteliais da aorta, via 6xido nitrico, produzido

pela enzima 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS).

Zhang e Cai (2010), Mao et al. (2014) e Bouhidel et al. (2015), avaliando netrina-1 em
modelo de infarto do miocdrdio induzido por isquemia/reperfusdo, observaram reducdo do
tamanho do infarto, da apoptose de cardiomidcitos e do recrutamento de neutréfilos e
macréfagos quando comparados a controles que ndo receberam netrina-1. Ainda, o tratamento
com netrina-1 induziu a expressdao génica de marcadores de macréfagos M2 e suprimiu os de

macréfagos M1, quando comparados a controles ndo tratados.

Uma vez destacada a importancia dos macréfagos na SCA e na remodelacdo cardiaca
ap6s o infarto, a investigacdo de marcadores de ativagdo dessas células nesses pacientes e do
valor progndstico desses marcadores pode contribuir para uma melhor tomada de decisdo clinica,
no entanto sao ainda escassos os dados na literatura. Sabe-se que marcadores de ativacao de
mondcitos geralmente estdo aumentados em pacientes com SCA, persistindo até um més apds o

evento agudo (Tapp et al., 2012).

O préximo tépico aborda a importancia do estudo de fatores prognésticos na SCA,

contexto em que o presente trabalho se insere.
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2.3 Fatores progndsticos na SCA

Fatores progndsticos sdo pardmetros possiveis de mensuragdo no momento do
diagndstico que servem como preditores da sobrevida ou do tempo livre de doenca (Abreu e
Koifman, 2002). Sobreviventes de um IAM enfrentam um risco substancial de novos eventos

cardiovasculares, incluindo morte, novo IAM e angina recorrente (Brandao, 2015).

O aprimoramento do conhecimento sobre fatores progndsticos favorece o progresso desse
campo da ciéncia, embora a utilizacdo na prética didria ainda ndo seja tdo efetiva quanto o

necessario (Abreu e Koifman, 2002).

Diversos estudos avaliaram fatores progndsticos na SCA. Dentre eles pode-se citar o
trabalho de Kolman et al. (2009), que encontrou forte associa¢do entre glicemia de jejum e
mortalidade, principalmente em pacientes ndo-diabéticos. Shin et al. (2016) avaliaram
hemoglobina glicada (HbAlc) em uma populacio com IAMCST, ndo verificando associacao.
Distelmaier et al. (2014) observaram que o acimulo de neutr6filos na lesao € um preditor forte e
independente de mortalidade em pacientes com SCA. Myint et al. (2014) avaliaram a relacdo
entre os niveis de troponina e a faixa etdria, concluindo que o valor progndstico da troponina

deve levar em conta a idade do paciente.

Ainda, alguns trabalhos tém confirmado a correlacdo de marcadores de inflamagdo
circulantes (como proteina C reativa, proteina amildide sérica A e 1L-6) com a probabilidade de
desenvolver eventos isquémicos e com o progndstico apés SCA (Libby et al., 2002). Chen et al.
(2011) publicaram uma meta-andlise com o objetivo de comparar o progndstico a longo prazo de
pacientes com niveis altos e baixos de mieloperoxidase (MPO), observando que pacientes com

altos niveis de MPO apresentam um pior prognéstico.
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Estudos avaliando CCL-2 em humanos ainda sdo poucos e inconsistentes (Ding et al.,
2015). Niveis elevados de CCL-2 foram associados a um pior progndstico em alguns trabalhos
(De Lemos et al., 2003; Buyukkaya et al., 2013; Tuiién et al., 2014). Recentemente, no entanto,
Ding et al. (2015) observaram que tanto niveis elevados (maior tercil) quanto niveis baixos
(menor tercil) de CCL-2 foram associados a um aumento do risco de ébito por todas as causas e

por causas cardiovasculares.

A avaliag¢do do valor prognéstico de IL-1P na doenga arterial coronariana é ainda mais
escassa. Kilic er al.(2006) e Correia et al. (2010) observaram niveis mais elevados da citocina
em pacientes que apresentaram novos eventos cardiovasculares quando comparados aos

pacientes que ndo apresentaram novos eventos.

Até o momento ndo existem trabalhos avaliando o valor progndstico de netrina-1 na

SCA.
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3 JUSTIFICATIVA

As doencgas cardiovasculares sdo as principais causas de mortalidade no mundo, sendo a
Sindrome Coronariana Aguda uma das manifestacdes que apresenta maior prevaléncia e pior
progndstico. A literatura aponta a associacao de diversos marcadores de inflamacdo circulantes e
o prognéstico da SCA. No entanto, moléculas importantes na fisiopatologia da SCA e na
remodelacdo cardiaca apds o infarto, principalmente por seu envolvimento na ativacdo de
macréfagos nessas condigdes, ainda ndo foram avaliadas quanto ao seu valor progndstico. Sendo
assim, a avaliacdo proposta no presente trabalho € justificada, com o objetivo de favorecer o

manejo do paciente pés IAM e possivelmente contribuir para a redu¢do da mortalidade por SCA.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Avaliar o valor progndstico dos marcadores inflamatérios CCL-2, IL-1B e netrina-1,
relacionados a ativacdo de macréfagos, em pacientes com SCA no acompanhamento de um ano e
de dois anos, considerando os Gbitos por todas as causas, Obitos por causas cardiovasculares

(CV) e o desfecho combinado 6ébitos por IAM ou novo IAM nao-fatal.

4.2 Objetivos Especificos

e (aracterizar os pacientes de acordo com a idade, sexo, tipo de SCA, IMC, fatores de
risco cardiovascular, uso de medicamentos na admissdo, marcadores bioquimicos e

inflamatorios

e Determinar as concentragdes de CCL-2, IL-1B e netrina-1 na admissdo e classificar os

pacientes de acordo com os niveis de cada um desses marcadores

e Avaliar o valor prognéstico de cada um dos marcadores inflamatdrios avaliados,
considerando o 6bito por todas as causas, 6bitos por causas cardiovasculares e o desfecho

combinado 6bito por IAM ou novo IAM nao-fatal
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5. MATERIAL E METODOS

5.1 Projeto ERICO

O projeto Estratégia de Registro de Insuficiéncia Coronariana (ERICO), estudo de coorte
prospectivo para investigacdo de Sindrome Coronariana Aguda, foi desenvolvido no Hospital
Universitdrio da Universidade de Sdo Paulo (HU-USP), aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa (CEP-HU/USP 866/08) (Goulart et al., 2013; Santos et al., 2015). O HU-USP é um
hospital geral comunitdrio que atende a populacdo do Butanta recebendo em média um caso de
SCA por dia no pronto-socorro. Os casos confirmados sdo encaminhados para realizacdo de
cateterismo cardiaco e outros procedimentos intervencionistas em centros de referéncia, sempre
que necessario. O projeto € realizado sob a supervisao do Centro de Pesquisa Clinica (CPC) do

Hospital Universitario.

O estudo ERICO se caracteriza pelo seguimento, em longo prazo, dos individuos atendidos
no HU-USP por SCA. Nesse contexto diversos projetos tém sido realizados. O presente trabalho
estd vinculado ao projeto “Avaliacio dos fatores progndsticos associados a sindrome coronariana
aguda no momento da admissdo hospitalar e apds 30 dias do evento no estudo "Estratégia de

registro de insuficiéncia coronariana" (ERICO)”
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5.2 Desenho do estudo

Trata-se de um estudo de coorte prospectivo, que incluiu participantes de fevereiro de 2009

a dezembro de 2013, atendidos no HU-USP seguindo os seguintes critérios de inclusao:

1. Ter 18 anos de idade ou mais

2. Diagnoéstico de um dos subtipos de SCA de acordo com os critérios abaixo definidos:

Infarto agudo do miocdrdio (IAM): sintomas consistentes com isquemia miocardica dentro das
24 horas da admissdo hospitalar e troponina I acima do valor do percentil 99 e coeficiente de

variag¢do abaixo de 10%.

I. Infarto agudo do miocédrdio com supradesnivelamento do segmento ST - IAMCST:
Presenca dos trés critérios a seguir: (a) Critério clinico-laboratorial para IAM; (b) Elevacao
persistente do segmento ST >1 mm em duas derivacdes eletrocardiograficas contiguas ou (c)

presenca de Bloqueio de Ramo Esquerdo (BRE) novo ou supostamente novo.

II. Infarto agudo do miocardio sem supradesnivelamento do segmento ST - ITAMSST: (a)
Critério clinico-laboratorial para IAM; (b) Auséncia de elevagdo persistente do segmento ST >1
mm em duas derivagdes eletrocardiograficas contiguas bem como auséncia de BRE novo ou

supostamente novo.

III. Angina instavel - Al: Presenca dos seguintes critérios: (a) Sintomas compativeis com
isquemia miocdrdica nas ultimas 24 horas e (b) Auséncia de diagndstico de IAM, associados a
pelo menos um dos cinco critérios a seguir: 1. histéria de Doenga Arterial Coronariana (DAC)
prévia; 2. estratificacio de Doenca Isquémica do Coracdo (DIC) ndo-invasiva positiva; 3.
alteracoes dinamicas ou evolutivas no ECG; 4. troponina I > 0.4 ng/ml ou 5. concordancia

diagnoéstica entre dois médicos independentes.
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3. Concordar em assinar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

5.2.1 Coleta de dados

Durante a fase hospitalar entrevistadores treinados coletaram dados referentes as
caracteristicas sociodemograficas, origem do paciente (de unidades de atenc¢do priméria, SAMU
ou busca direta ao hospital), fatores de risco cardiovascular (hipertensiao, diabetes, obesidade,
dislipidemia, tabagismo atual ou pregresso, antecedente pessoal e familiar de doenca
coronariana), antecedentes de insuficiéncia cardiaca, uso de medicamentos, peso e altura (para

célculo do Indice de Massa Corporal).

Todos os participantes foram convidados a uma coleta de sangue a ser armazenado no
biobanco do estudo. Este material bioldgico foi estocado em tanques de nitrogénio liquido. As
amostras de material bioldgico colhidas no estudo foram centrifugadas até 30 minutos apds a
coleta. De cada participante foram estocados na coleta em jejum trés amostras de soro, duas
amostras de plasma-EDTA e uma amostra de plasma-citrato. O material foi armazenado em
palhetas (straws) de 0,5 mL em tanque de nitrogénio a -180°C que faz parte da bioteca do
Hospital Universitdrio — USP em funcionamento desde julho de 2008, financiada pelo Estudo
Longitudinal de Saide do Adulto — ELSA-Brasil (FINEP e CNPq) e pela Rede Nacional de

Pesquisa Clinica (FINEP).

Seis meses apds o evento indice e anualmente todos os participantes foram contatados por
telefone para atualizar as informagdes sobre o estado vital e histéria cardiovascular. Os
desfechos de interesse para este estudo foram a mortalidade geral e a mortalidade por doenga
cardiovascular. Todos os eventos referidos pelos participantes desencadeiam uma estratégia de
validacdo pela equipe médica do estudo, baseado na revisdao de prontudrios. Dados sobre o

estado vital dos participantes foram complementados pela pesquisa em fontes oficiais de
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mortalidade no Estado de Sao Paulo. Esta estratégia incluiu os individuos que foram perdidos
durante o acompanhamento ou que morreram desde o udltimo contato. Quando possivel, os

atestados de 6bito e o prontuario médico foram usados para validar a causa da morte.

5.2.2 Dosagens no soro

As andlises de glicemia, niveis de triglicerideos, colesterol total e colesterol HDL foram
realizadas no HU-USP. Para o cdlculo do LDL foi utilizada a equagao de Friedewald: LDL
colesterol mg/dL= Colesterol total - HDL-colesterol - (Triglicerideos/5) (Friedewald et al.,
1972). Duas amostras de soro colhidas na admissdo foram enviadas ao Laboratério de
Aterosclerose e Bioquimica Nutricional (LABiN) da Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG), sendo mantidas congeladas do momento da coleta até a andlise. As concentragdes de
CCL-2, IL-1p e Netrina-1 foram avaliadas pelo método Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

(ELISA) no soro de 803 pacientes, de acordo com os protocolos descritos abaixo.

522.1CCL-2eIL-1B

No primeiro dia de realizagdo do ELISA placas Corning® foram sensibilizadas com 100uL
do respectivo anticorpo de captura diluido em tampao de cobertura. A placa foi incubada
overnight, a 4°C, em cAmara imida. No segundo dia, o anticorpo de captura foi descartado e as
placas foram lavadas trés vezes, com 300 uL por po¢o de tampdo de lavagem. Procedeu-se o
bloqueio de ligantes inespecificos com 200uL de solu¢do diluente e incubag¢do a temperatura
ambiente por uma hora. A solucdo de bloqueio foi descartada e as placas foram lavadas uma vez
com tampao de lavagem (300 uL por poco). Em seguida foram plaqueados o branco, a curva
padrido em dilui¢do seriada e as amostras (100uL). A placa foi incubada overnight, a 4°C, em

camara umida.

42



No terceiro dia de anédlise a placa foi lavada cinco vezes com tampao de lavagem (300 uL
por poc¢o) e foram acrescentados 100uL da solugdo de deteccdo, contendo o respectivo anticorpo
de detec¢do em sua devida diluicdo. A placa foi novamente incubada a temperatura ambiente,
por uma hora. Decorrido o tempo, a placa foi novamente lavada cinco vezes e foram
acrescentados 100uL da solu¢do contendo enzima avidina-HRP. A placa foi incubada por 30
minutos a temperatura ambiente. Procedeu-se a lavagem da placa sete vezes com tampao de
lavagem (300 pL por poco), com intervalos de um minuto entre cada lavagem. 100uL do
substrato TMB foram adicionados a cada poco. Apds incubagdo por 30 minutos, a temperatura
ambiente, a reacdo foi interrompida com 50 uL de H,SO4 2N com leitura em espectofotometro a

450 nm.

5.2.2.2 Netrina-1

A anélise foi realizada em um tnico dia. Foram adicionados a placa pré-coberta 100uL do
branco, padrdes e amostras. A placa foi incubada por duas horas (37 °C). Apds remocdo do
contedido dos pogos foram adicionados 100uL por poco da solucdo contendo o regente de
detec¢do A, com incubacdo por uma hora (37 °C). A placa foi lavada trés vezes com 350 uL por
poco da solu¢do de lavagem, com intervalo de um minuto entre as lavagens. Adicionou-se
100uL da solugdo contendo o reagente de detec¢do B, com incubagio por 30 minutos (37 °C). A
placa foi lavada cinco vezes com 350 uL por poco da solucdo de lavagem. Foram adicionados
90uL do substrato em cada pogo, com incubagdo por 15 a 25 minutos (37 °C). Na dltima etapa da
técnica foram adicionados 50 puL da solu¢do de parada em cada pogo. A leitura foi feita em

espectofotometro a 450 nm.
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5.3 Analise estatistica

A andlise estatistica incluiu a descri¢do das caracteristicas gerais dos pacientes e também
de acordo com os niveis de CCL-2, IL-1f e netrina-1. Dentre as informacdes colhidas no Projeto

ERICO foram utilizadas no presente trabalho as seguintes variaveis:

e (Qualitativas: sexo, tabagismo, hipertensdo, Diabetes Mellitus, dislipidemia, ICO
prévia, tipo de SCA, uso de medicamentos na admissdo, 6bito (todas as causas,

cardiovascular e por IAM) e novo IAM nao-fatal

e (Quantitativas: idade, Indice de Massa Corporal (IMC), glicemia, niveis de
triglicerideos, colesterol total, colesterol HDL, colesterol LDL e concentragdao de

CCL-2, IL-1 e netrina-1

As varidveis qualitativas foram analisadas pelo teste do Qui-quadrado ou Teste Exato de
Fisher e as varidveis quantitativas pelo teste de Mann-Whitney (por apresentarem distribuicao
nao paramétrica segundo o teste de Kolgomorov-Smirnov). Para correlagdes utilizou-se a
correlagdo de Spearman. Taxas de eventos fatais (geral, cardiovascular e por IAM) e ocorréncia
de novo IAM nao-fatal também foram avaliadas. O método de Kaplan Meier foi utilizado para
avaliar a sobrevida de acordo com a mediana da concentracdao de CCL-2, IL-1pB e netrina-1 e as
curvas de sobrevida foram comparadas pelo teste de log-rank. Estimativas de risco (razdes de
risco com seus respectivos intervalos de confianga de 95%) para os eventos foram calculadas
utilizando-se Regressao de Cox. Foram utilizados os programas estatisticos SPSS (IBM SPSS
Statistics para Windows, versao 22.0, Armonk, NY: IBM Corp.) e GraphPad Prism (versao 5.01
para Windows, San Diego, Califérnia: GraphPad Software). Todos os testes foram bicaudais

com significancia < 0,05.
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Para o célculo de sobrevida considerou-se como tempo zero o momento de entrada no
Hospital Universitario, e como tempo final a data de dultimo contato até 365 dias
(acompanhamento de um ano) e até 730 dias (acompanhamento até dois anos) apds o tempo
zero. Foram considerados separadamente os eventos 6bito por todas as causas, 6bito por eventos
cardiovasculares (6bitos por qualquer causa cardiovascular, incluindo IAM) e o desfecho 6bito

por Infarto Agudo do Miocardio (IAM) ou novo IAM nao-fatal.
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6 RESULTADOS

6.1 Caracteristicas gerais da amostra

No presente estudo foram incluidos 803 pacientes. Observou-se maior propor¢ao de
pacientes do sexo masculino (58,5%). O tipo de SCA mais frequente na amostra foi o [IAMSST
(41,5%). Dentre os fatores de risco cardiovascular verificou-se que 75,5% dos pacientes
apresentavam Hipertensdo Arterial Sistémica (HAS). Tagabismo atual, Diabetes Mellitus,
dislipidemias e ICO prévia apresentaram frequéncias de 28,1%, 37,9%, 47,1% e 24,4%,

respectivamente. As caracteristicas gerais da amostra sao apresentadas na Tabela 1.
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Tabela 1. Caracteristicas gerais da amostra

Caracteristica n= 803

Idade em anos 63
Mediana (int. interquartil) (54 -74)
Sexo, n (%)
Masculino 470 (58,5)
Feminino 333 (41,5)
Tipo de SCA, n (%)

IAMSST 333 (41,5)

IAMCST 224 (27,9)

Al 246 (30,6)

IMC em kg/m’ 26,8
Mediana (int. interquartil) (23,9 -30,1)

Fatores de risco cardiovascular
Tabagismo, n (%)

Atual 226 (28,1)
Ex-tabagista 280 (34,9)
Nunca fumou 257 (32,0)
HAS, n (%) 606 (75,5)
Diabetes Mellitus, n (%) 304 (37,9)
Dislipidemia, n (%) 378 (47,1)
ICO prévia, n (%) 196 (24,4)
Uso de medicamentos na admissao
Aspirina, n (%) 255 (31,8)
Estatina/Hipolipemiante, n (%) 179 (22,3)
Fibrato, n (%) 8 (1,0)
AINH, n (%) 10 (1,2)
Corticosterdides, n (%) 30 (3,7)
Imunossupressores, n (%) 5(0,6)

SCA: Sindrome Coronariana Aguda. IAMSST: Infarto Agudo do Miocérdio sem supradesnivelamento do
Segmento ST. IAMCST: Infarto Agudo do Miocédrdio com supradesnivelamento do segmento ST. Al: Angina
Instivel. IMC: Indice de Massa Corporal. HAS: Hipertensdo Arterial Sistémica. ICO: Insuficiéncia Cardiaca

Obstrutiva. AINH: Anti-inflamatdrios ndo hormonais.
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Os valores medianos dos niveis de CCL-2, IL-1p e netrina-1 na admissdo foram 100,9
pg/mL, 14,3 pg/mL e 44,8 pg/mL, respectivamente, definindo os pontos de corte para separagao
dos casos entre menor do que ou igual a mediana (< mediana, chamados de grupos “baixa’) ou
maior do que a mediana (> mediana, chamados de grupos “alta”). A mediana da concentragio de

marcadores bioquimicos e inflamatérios € apresentada na Tabela 2.

Tabela 2. Marcadores bioquimicos e inflamatérios na admissao

Concentrac¢io no soro

Marcador Mediana (int. interquartil)
Glicemia (mg/dL) (103})21‘ ’1563,0)
Triglicerideos (mg/dL) (95,71 310i?37,2)
170,0

Colesterol Total (mg/dL) (140.0 — 204.0)

HDL (mg/dL) (31,3 7—’(315,0)
LDL (mg/dL) (77,5 gligl,O)
CCL-2 (pg/mL) (59,§ (101% 1,0)
TL-1B (pg/mL) (7,11f ’239,7)

Netrina-1 (pg/mL) (34,;‘1’%3,8)

HDL: Lipoproteina de alta densidade LDL: Lipoproteina de baixa densidade CCL-2:

Quimiocina CC ligante 2 IL-1f: Interleucina 1.
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6.2 Caracteristicas de acordo com os niveis de marcadores inflamatorios

6.2.1 CCL-2

Avaliando-se as caracteristicas da amostra de acordo com os niveis dos marcadores
inflamatorios, verificou-se no grupo baixa CCL-2 menores niveis de colesterol total, colesterol
LDL e IL-1pB, além de maiores niveis de netrina-1. Nao foram observadas diferencas na mediana
de idade, IMC, glicose, triglicerideos e colesterol HDL. A frequéncia de pacientes do sexo
feminino e masculino, o tipo de SCA, presenca de hipertensao, Diabetes Mellitus, dislipidemias,
histérico de ICO e uso de medicamentos também nao foram significativamente diferentes entre

os grupos. Os dados sdo apresentados nas Tabelas 3 e 4.
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Tabela 3. Caracteristicas de acordo com os niveis de CCL-2

Caracteristica CCL-2 baixa CCL-2 alta Valor-p
Idade em anos 62 63 0,804
Mediana (int. interquartil) 54 -74) 54 -173)
Sexo, n (%) 0,967
Masculino 235 (58.,5) 235 (58,6)
Feminino 167 (41,5) 166 (41,4)
Tipo de SCA, n (%) 0,486
IAMSST 166 (41,3) 167 (41,6)
IAMCST 106 (26,4) 118 (29,4)
Al 130 (32,3) 116 (28,9)
IMC em kg/m® 26,4 27,1 0,078
Mediana (int. interquartil) (23,5 -30,1) (24,2 - 30,1)
Fatores de risco cardiovascular
Tabagismo, n (%) 0,459
Atual 109 (28,2) 117 (31,1)
Ex-tabagista 150 (38,8) 130 (34,6)
Nunca fumou 128 (33,1) 129 (34,3)
HAS, n (%) 314 (79,1) 292 (74,3) 0,111
Diabetes Mellitus, n (%) 149 (37,9) 155 (40,2) 0,521
Dislipidemia, n (%) 178 (50,1) 200 (56,7) 0,082
ICO prévia, n (%) 103 (27,4) 93 (25,6) 0,585
Uso de medicamentos na admissao
Aspirina, n (%) 135 (33,6) 120 (29,9) 0,266
Estatina/Hipolipemiante, n (%) 98 (24,4) 81 (20,2) 0,155
Fibrato, n (%) 4(1,0) 4(1,0) 1,000
AINH, n (%) 5(1,2) 5(1,2) 1,000
Corticosterodides, n (%) 14 (3,5) 16 (4,0) 0,705
Imunossupressores, n (%) 3(0,7) 2(0,5) 1,000

SCA: Sindrome Coronariana Aguda. IAMSST: Infarto Agudo do Miocérdio sem supradesnivelamento do
Segmento ST. IAMCST: Infarto Agudo do Miocdrdio com supradesnivelamento do segmento ST. Al: Angina
Instivel. IMC: Indice de Massa Corporal. HAS: Hipertensdo Arterial Sistémica. ICO: Insuficiéncia Cardiaca
Obstrutiva. AINH: Anti-inflamatérios ndo hormonais. Teste de Mann-Whitney ou Teste do Qui-quadrado / Teste

Exato de Fisher.
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Tabela 4. Marcadores bioquimicos e inflamatérios de acordo com os niveis de CCL-2

Concentracao no soro
Mediana (int. interquartil)

Marcador Valor-p
CCL-2 baixa CCL-2 alta
Glicemia (mg/dL) (101})2_2’?62’0) (107})23,?63’0) 0,585
Triglicerideos (mg/dL) (94’5 ?izi?%S,O) (97’5 2—6i?39,0) 0,874
Colesterol Total (mg/dL) (1 36})6;5 ’?99’5) (143,1)7f’§09,8) 0,035
HDL (mg/dL) Gl 37_’34’7) 0 37_,3 50 0,952
LDL (mg/dL) (73’59_6’?25’5) (79’5(16@ 10 0,023
IL-1B (pg/mL) (7,01_3’;2,9) (8,01:5,388,5) <0,001
Netrina-1 (pg/mL) (36,?5—,%5,8) (32’;‘3_,%3’3) 0,018

HDL.: Lipoproteina de alta densidade LDL: Lipoproteina de baixa densidade CCL-2: Quimiocina

CC ligante 2 IL-1B: Interleucina 1f. Teste de Mann-Whitney.
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6.2.2 IL-1p

Observou-se menor mediana de idade no grupo IL-1P baixa, além de menores niveis de
colesterol total, colesterol LDL, CCL-2 e maiores niveis de Netrina-1. Nao foram observadas
diferencas significativas entre os grupos de IL-1p quanto ao sexo, tipo de SCA, tabagismo, HAS,
Diabetes Mellitus, dislipidemias, histérico de ICO e uso de medicamentos. Os niveis de glicose,
triglicerideos e colesterol HDL também ndo foram diferentes entre os grupos, assim como o

IMC. Os dados sao apresentados nas Tabelas 5 e 6.
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Tabela 5. Caracteristicas de acordo com os niveis de IL-13

Caracteristica IL-1B baixa IL-1p alta Valor-p
Idade em anos 64 61 0,038
Mediana (int. interquartil) (55-74) (52-173)
Sexo, n (%) 0,485
Masculino 231 (57,3) 239 (59.,8)
Feminino 172 (42,7) 161 (40,3)
Tipo de SCA, n (%) 0,852
IAMSST 171 (42,4) 162 (40,5)
IAMCST 110 (27,3) 114 (28,5)
Al 122 (30,3) 124 (31,0)
IMC em kg/m® 26,6 26,9 0,702
Mediana (int. interquartil) (23,6 — 30,1) (24,2 - 30,1)
Fatores de risco cardiovascular
Tabagismo, n (%) 0,645
Atual 110 (28,3) 116 (31,0)
Ex-tabagista 148 (38,0) 132 (35,3)
Nunca fumou 131 (33,7) 126 (33,7)
HAS, n (%) 313 (78,6) 293 (74,7) 0,195
Diabetes Mellitus, n (%) 159 (40,6) 145 (37.,5) 0,376
Dislipidemia, n (%) 186 (52,7) 192 (54,1) 0,710
ICO prévia, n (%) 99 (25,9) 97 (27,2) 0,699
Uso de medicamentos na admissao
Aspirina, n (%) 132 (32,8) 123 (30,8) 0,542
Estatina/Hipolipemiante, n (%) 91 (22,6) 88 (22,0) 0,843
Fibrato, n (%) 4 (1,0) 4 (1,0) 1,000
AINH, n (%) 3(0,7) 7 (1,8) 0,222
Corticosterodides, n (%) 13 (3,2) 17 (4,3) 0,444
Imunossupressores, n (%) 3(0,7) 2(0,5) 1,000

SCA: Sindrome Coronariana Aguda. IAMSST: Infarto Agudo do Miocérdio sem supradesnivelamento do
Segmento ST. IAMCST: Infarto Agudo do Miocdrdio com supradesnivelamento do segmento ST. Al: Angina
Instivel. IMC: Indice de Massa Corporal. HAS: Hipertensdo Arterial Sistémica. ICO: Insuficiéncia Cardiaca
Obstrutiva. AINH: Anti-inflamatérios ndo hormonais. Teste de Mann-Whitney ou Teste do Qui-quadrado / Teste

Exato de Fisher.
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Tabela 6. Marcadores bioquimicos e inflamatérios de acordo com os niveis de IL-18

Concentracao no soro
Mediana (int. interquartil)

Marcador Valor-p
IL-1p baixa IL-1p alta
124,0 125,0 0,939
Glicemia (mg/dL) (101,5 - 169,5) (103,5-160,5)
o 128,0 133,0 0,542
Triglicerideos (mg/dL) (96,0 — 183.5) (94,0 — 190,5)
166,0 1775 0,002
Colesterol Total (mg/dL) (135.5 — 197.0) (142,3 - 213.,8)
37,0 37,0 0,152
HDL (mg/dL) (30,0 — 43,0) (31,0 -47,0)
96,5 108,5 <0,001
LDL (mg/dL) (73,0 - 123,0) (80,2 - 138,0)
90,4 107.8 0,002
CCL-2 (pg/mL) (55,3 — 159,9) (64,8 —208,2)
. 45,8 42,8 0,024
Netrina-1 (pg/mL) (36,8 — 62,8) (31,8 - 64,8)

HDL: Lipoproteina de alta densidade LDL: Lipoproteina de baixa densidade CCL-2:

Quimiocina CC ligante 2 IL-1f: Interleucina 1f. Teste de Mann-Whitney.
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6.2.3 Netrina-1

A mediana de idade e IMC, assim como a frequéncia de pacientes dos sexos masculino e
feminino, o tipo de SCA, tabagismo, presenca de hipertensao, Diabetes Mellitus, dislipidemias,
histérico de ICO e uso de medicamentos nao foram significativamente diferentes entre os grupos

Netrina-1 baixa e alta (Tabela 7).

Observou-se maior glicemia no grupo Netrina-1 alta. Nao houve diferencga significativa
entre os grupos nos niveis de triglicerideos, colesterol total, colesterol HDL, colesterol LDL, IL-
1B e CCL-2 (Tabela 8). Porém, quando avaliada a correlacdo entre os niveis de IL-1f e Netrina-1
e entre os niveis de CCL-2 e Netrina-1, observou-se correlagdo negativa fraca (ou desprezivel),
mas significativa, entre esses marcadores (p de Spearman= - 0,086; valor-p= 0,015 e p de

Spearman= - 0,074; valor-p= 0,037, respectivamente).
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Tabela 7. Caracteristicas de acordo com os niveis de Netrina-1

Caracteristica Netrina-1 baixa Netrina-1 alta Valor-p
Idade em anos 63 63 0,838
Mediana (int. interquartil) 54 -173) 54 -74)
Sexo, n (%) 0,908
Masculino 238 (58,3) 232 (58,7)
Feminino 170 (41,7) 163 (41,3)
Tipo de SCA, n (%) 0,273
IAMSST 158 (38,7) 175 (44,3)
IAMCST 120 (29,4) 104 (26,3)
Al 130 (31,9) 116 (29.,4)
IMC em kg/m* 26,8 26,7 0,720
Mediana (int. interquartil) (24,0 - 30,1) (23,5 -30,1)
Fatores de risco cardiovascular
Tabagismo, n (%) 0,669
Atual 121 (31,0) 105 (28,2)
Ex-tabagista 139 (35,6) 141 (37,8)
Nunca fumou 130 (33,3) 127 (34,0)
HAS, n (%) 304 (75,8) 302 (77,6) 0,544
Diabetes, n (%) 154 (38,9) 150 (39,2) 0,937
Dislipidemia, n (%) 195 (53,9) 183 (52,9) 0,794
ICO prévia, n (%) 100 (26,6) 96 (26,4) 0,963
Uso de medicamentos na admissao
Aspirina, n (%) 135 (33,1) 120 (30,4) 0,410
Estatina/Hipolipemiante, n (%) 99 (24,3) 80 (20,3) 0,172
Fibrato, n (%) 4(1,0) 4 (1,0 1,000
AINH, n (%) 5(1,2) 5(1,2) 1,000
Corticosterodides, n (%) 17 (4,2) 13 (3,3) 0,513
Imunossupressores, n (%) 4 (1,0) 1(0,3) 0,374

SCA: Sindrome Coronariana Aguda. IAMSST: Infarto Agudo do Miocérdio sem supradesnivelamento do
Segmento ST. IAMCST: Infarto Agudo do Miocdrdio com supradesnivelamento do segmento ST. Al: Angina
Instivel. IMC: Indice de Massa Corporal. HAS: Hipertensdo Arterial Sistémica. ICO: Insuficiéncia Cardiaca
Obstrutiva. AINH: Anti-inflamatérios ndo hormonais. Teste de Mann-Whitney ou Teste do Qui-quadrado / Teste

Exato de Fisher.
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Tabela 8. Marcadores bioquimicos e inflamatérios de acordo com os niveis de Netrina-1

Concentracao no soro
Mediana (int. interquartil)

Marcador Valor-p
Netrina-1 baixa Netrina-1 alta
Glicemia (mg/dL) (100})1}?51’0) (107’1) 31 ,?75’5) 0,008
Triglicerideos (mg/dL) (97’5 ?:Oi% L0) (93’3 3—2i(§)34,5) 0,814
Colesterol Total (mg/dL) 1 42})7?’309’5) 138 ’;7_1 ,300’0) 0,508
HDL (mg/dL) Gl 3%35’0) o 36_,(3t 50 0,060
LDL (mg/dL) (77’5%%5’0) (77’5(103 <0 0,478
IL-1B (pg/mL) (7’11:5’21,1) (7’51_3,;53’4) 0,131
CCL-2 (pg/mL) (62’11(16%8’2) (58’29_3,369’1) 0,112

HDL: Lipoproteina de alta densidade LDL: Lipoproteina de baixa densidade CCL-2:

Quimiocina CC ligante 2 IL-1f: Interleucina 1B. Teste de Mann-Whitney.
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6.3 Marcadores inflamatorios e sobrevida

O tempo médio de acompanhamento dos pacientes foi de 2,6 anos (957,14 + 526,21
dias). Ocorreram 90 eventos no acompanhamento de um ano, sendo 62 &bitos por causas

cardiovasculares. Houve 57 casos de 6bito por IAM ou novo IAM nao-fatal nesse periodo.

No acompanhamento de dois anos ocorreram 115 eventos, sendo 78 ébitos por causas

cardiovasculares. Houve 67 casos de 6bito por IAM ou novo IAM nao-fatal nesse periodo.

Durante todo o acompanhamento (média de 2,6 anos) ocorreram 143 eventos, sendo 87
obitos por causas cardiovasculares. Houve 80 casos de 6bito por IAM ou novo IAM ndo-fatal

nesse periodo.

Os niveis de CCL-2 ndo foram associados ao progndstico em um ano (Figura 2). No
entanto, pacientes com nivel de CCL-2 na admissao abaixo ou igual a mediana (CCL-2 baixa)
apresentaram pior progndstico em dois anos, quando considerado o desfecho combinado 6bito

por IAM ou novo IAM nao-fatal (Figura 3).

Os niveis de IL-1p nao foram associados ao progndstico em um ano e dois anos (Figuras

4e)5).

O nivel de Netrina-1 acima da mediana (Netrina-1 alta) na admissdo foram associados a
pior progndstico em um ano e dois anos, quando considerado o 6bito por todas as causas

(Figuras 6 e 7)
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Figura 2. Curvas de Kaplan-Meier para acompanhamento de um ano de acordo com os

niveis de CCL-2. IAM: Infarto Agudo do Miocardio. Teste de log-rank.
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Figura 3. Curvas de Kaplan-Meier para acompanhamento de dois anos de acordo com os

niveis de CCL-2. IAM: Infarto Agudo do Miocardio. Teste de log-rank.
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niveis de IL-1p. IAM: Infarto Agudo do Miocardio. Teste de log-rank.

61



IL-1B : obito por todas as causas

A B IL-1p : obito por causas cardiovasculares
1,07
1.07
0,57
[ 0,8
= o
= z
5
o = -]
3 05 8 o
o= L7
1] -
= @
L] o
= o
= 04 o
= = 04
g 3 3
° ~ _ 4 -+ " baixa
o -+ " baixa = — alta
0,2 —I T alta s
P 0668 p=0,735
0,0
0.0
2DID 460 660 SDID I ! T T T
0 200 400 600 800

Dias (2 anos)

Probabilidade de sobrevida

Dias (2 anos)

IL-1B : 6bito por IAM ou novo IAM nao-fatal

0,5
0.6
0,47 = 3
-+ ' baixa
—1 alta
0z p= 0,864
0,09
I 1 1 T 1
1] 200 400 600 800

Dias (2 anos)

Figura 5. Curvas de Kaplan-Meier para acompanhamento de dois anos de acordo com os
niveis de IL-1p. IAM: Infarto Agudo do Miocardio. Teste de log-rank.

62



A Netrina-1: obito por todas as causas B Netrina-1 : ébito por causas cardiovasculares

1,0 10 ,
0] 0,8
o
© [}
2 -
[ >
s 4
© 06 a
P 2 06
s o
a b
k- 3
2 04 [
% : -+ ' baixa E 047
a —1 alta | - baixa
A E-]
= [ — 1 alta
0,24 o
p= 0,030 0,21
p=0,324
0,0
T T T T T 0,0
0 100 200 300 400
T T T T T
Dias (1 ano) 0 100 200 300 400
Dias (1 ano)

Netrina-1 : 0bito por IAM ou novo IAM nao-fatal

c 1,0
0,84
o
o
=
a
L
E-1
S 054
@
k-l
@
k-4
o
=
= 04
-3 =
5 i
5 baixa
e - alta
o
0,24
p= 0,278
0,0
T T T T T
0 100 200 300 400

Dias (1 ano)

Figura 6. Curvas de Kaplan-Meier para acompanhamento de um ano de acordo com os

niveis de Netrina-1. IAM: Infarto Agudo do Miocardio. Teste de log-rank.
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Netrina-1 : 6bito por todas as causas
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niveis de Netrina-1. IAM: Infarto Agudo do Miocardio. Teste de log-rank.
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Avaliando-se os eventos durante todo o acompanhamento (média de 2,6 anos), observou-

se para o grupo CCL-2 baixa maior nimero de O&bitos por todas as causas e causas

cardiovasculares, além de maior nimero de eventos no desfecho combinado 6bito por IAM ou

novo IAM néao-fatal. Os niveis de IL-1p mais uma vez nao foram associados ao progndstico.

Novamente observou-se maior nimero de 6bitos por todas as causas no grupo com Netrina-1

alta. Os dados sdo apresentados na Tabela 9.

Tabela 9. Eventos ocorridos durante a média de acompanhamento (2,6 anos), de acordo com 0s

niveis de CCL-2, IL-1p e Netrina-1

Evento

Obito por todas as causas

Obito por causas

Obito por IAM ou

cardiovasculares novo IAM nao-fatal
n (%) Valor-p n (%) Valor-p n (%) Valor-p
CCL-2
baixa 87 (60,8) 55 (63,2) 51 (63,8)
0,004 0,009 0,010
alta 56 (39,2) 32 (36,8) 29 (36,3)
IL-1p
baixa 71 (49,7) 42 (48,3) 39 (48,7)
0,887 0,706 0,786
alta 72 (50,3) 45 (51,7) 41 (51,3)
Netrina-1
baixa 59 (41,3) 37 (42,5) 35 (43,7)
0,012 0,102 0,183
alta 84 (58,7) 50 (57,5) 45 (56,3)

IAM: Infarto Agudo do Miocérdio. Teste do Qui-quadrado.
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A andlise das razdes de risco apontou aumento do risco de ébito por IAM ou novo IAM
nao-fatal em dois anos para grupo CCL-2 baixa, aumento que se manteve apds o ajuste por
fatores de risco cardiovascular e medicamentos na admissao. Os niveis de IL-1p ndo alteraram o
risco de ocorréncia de nenhum dos eventos analisados em um ano e dois anos. Ja para nivel de
netrina-1 alta, embora tenha havido aumento do risco de ocorréncia de 6bito por todas as causas
na andlise univariada, apds o ajuste esta diferenca foi perdida. Os dados sdo apresentados na

Tabela 10.
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7 DISCUSSAO

O presente trabalho € pioneiro em avaliar o valor progndstico da netrina-1 na Sindrome
Coronariana Aguda, além de contribuir para a elucidacdo do valor prognéstico de CCL-2 e IL-13

nessa condi¢ao.

A SCA € a mais grave manifestagdo da DAC, devido a sua maior prevaléncia e pior
prognostico (Fuster e Kovacic, 2014). Avaliando-se os dados gerais na admissdo observou-se
que a populacdo em estudo é predominantemente composta por pacientes do sexo masculino,
idosos, com sobrepeso, HAS e dislipidemia. Os pardmetros bioquimicos apontam elevada
glicemia, de acordo com a meta para o controle dos parametros glicémicos (abaixo de 100
mg/dL) encontrada na Diretriz Sul-Americana de Prevencdo e Reabilitacdo Cardiovascular
(Herdy et al., 2014). No perfil lipidico, embora os niveis de triglicerideos e colesterol total
encontrem-se dentro dos valores de referéncia (abaixo de 150 mg/dL e abaixo de 200 mg/dL,
respectivamente) da V Diretriz Brasileira de Dislipidemias e Preven¢do da Aterosclerose (Xavier
et al., 2013), Observou-se niveis de LDL relativamente altos (acima de 100 mg/dL) e baixos

niveis de HDL (abaixo de 40 mg/dL), de acordo com a diretriz supracitada.

Os dados observados estdo de acordo com a literatura (Sociedade Brasileira De
Cardiologia, 2015), que aponta como fatores de risco principais para a doenga coronariana
dislipidemias (principalmente HDL abaixo de 40mg/dL), hipertensdo arterial (definida como
pressao sistdlica acima 135 mmHg e diastélica acima de 85 mmHg ou uso de hipotensores);
homens acima dos 45 anos, tabagismo e historia familiar de morte stbita (Sociedade Brasileira

De Cardiologia, 2015), além de Diabetes Mellitus, devido a sua forte associacdo com o IAM e a
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obesidade, considerada como uma doenga predisponente (Sociedade Brasileira De Cardiologia,

2015).

Moléculas de adesdo, fatores de crescimento e citocinas pro-inflamatdrias foram
identificadas em niveis elevados em pacientes com SCA (Yamashita et al., 2003; Alam et al.,
2004; Nijm et al., 2005; Pasqui et al., 2006). Segundo a literatura, observa-se aumento da
concentracdo de CCL-2 no soro humano nas primeiras 24 horas apds o infarto (Melgarejo et al.,
2009). De Lemos et al. (2003) verificaram maior mediana de concentracdo dessa quimiocina em
pacientes com SCA, quando comparados a controles. Nos estudos de Sahlawi e Hamza (2010) e
de Orn et al. (2012) observou-se aumento dos niveis de IL-1 em pacientes com SCA quando
comparados a controles. Oksala et al. (2013) ndo encontraram diferengas na expressao génica de
netrina-1 no sangue total e mondcitos circulantes de pacientes com DAC em relagdo a controles.
Apesar do nosso trabalho ndo contemplar um grupo controle, nossos pacientes foram divididos
em grupos de acordo com a mediana de cada um dos marcadores avaliados. A caracterizacio de
cada um dos grupos foi realizada com o objetivo de identificar outras varidveis, além dos
proprios marcadores, que pudessem auxiliar na elucidacdo dos fatores que possivelmente
contribuiram para um maior nimero de 6bitos, como maior mediana de idade, tipo de SCA,
maior presenca de fatores de risco como HAS, tabagismo, dislipidemias e Diabetes Mellitus,
além de maiores niveis de colesterol total e LDL e menores niveis de HDL. Desse modo,
observou-se que o grupo com maiores niveis de CCL-2 apresentou maiores niveis de colesterol
total e LDL, além de maiores niveis de IL-1p e menores niveis de netrina-1. Assim, devido ao
perfil lipidico mais desfarovéavel, além da maior concentracdo de fatores proé-inflamatodrios

observada nesse grupo, esperdvamos um pior progndstico nesses pacientes.

A literatura aponta uma associag¢do entre maiores niveis de CCL-2 e pior progndstico em
pacientes com SCA (De Lemos et al., 2003; Buyukkaya et al., 2013; Tufién et al., 2014; Ding et
al., 2015). Como citado anteriormente, no presente trabalho também se esperava visualizar esse
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quadro, apesar de nao encontrarmos maior presenga de fatores de risco (exceto LDL alto) no
grupo com CCL-2 alta. No entanto, observou-se pior progndstico (maior nimero de ébitos por
IAM ou ocorréncia de novo IAM nio-fatal) no grupo com CCL-2 baixa. Corroborando nosso
achado, Ding et al. (2015) verificaram que tanto os niveis elevados quanto os niveis mais baixos
de CCL-2 estdo associados a um maior risco de morte por todas as causas € por causas

cardiovasculares em pacientes com Doenca Arterial Coronariana.

Niveis elevados de CCL-2 foram relatados em pacientes com dislipidemias (Kowalski et
al., 2003; Okopien et al., 2005), em concordancia com os maiores niveis de colesterol total e
LDL encontrados no grupo CCL-2 alta. Consequentemente, 0 grupo que apresentou pior
prognostico (CCL-2 baixa), apresentou menores niveis de LDL. Recentemente alguns trabalhos
apontaram uma associacdo entre baixos niveis de LDL e um pior progndstico (Oduncu et al.,
2013; Reddy et al., 2015), no entanto os niveis relatados nesses trabalhos (< 70 mg/dL e < 77
mg/dL, respectivamente) sdo mais baixos do que o observado no nosso estudo para o grupo
CCL-2 baixa (96,0 mg/dL). Observou-se em andlises complementares do nosso estudo (curvas
de Kaplan-Meier ndo mostradas) que niveis de LDL abaixo da mediana (menor ou igual a 102
mg/dL) foram associados ao 6bito por todas as causas e por causas cardiovasculares em um ano
e dois anos, mas ndo ao 6bito por IAM ou novo IAM ndo-fatal. Ainda, na andlise multivariada o
LDL nao foi uma varidvel associada ao aumento do risco de qualquer um dos eventos. Os
mecanismos pelos quais os baixos niveis de LDL e maior mortalidade por causas
cardiovasculares estdo associados ainda ndo estdao elucidados. Uma possivel explicagdo é que os
casos mais graves geralmente recebem tratamento mais rigido (com maiores doses de
hipolipemiantes) e consequentemente apresentam LDL mais baixo. Oduncu et al. (2013)
atribuiram a maior mortalidade nos pacientes com baixo LDL as altas incidéncias de outros

fatores de risco como idade avancgada, insuficiéncia renal e anemia, observados nesses pacientes
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avaliados pelos autores. No entanto, como a andlise detalhada dos pacientes com LDL baixo esta

além dos objetivos do presente estudo, a mesma nao foi realizada.

A menor concentracdo de netrina-1 observada no grupo CCL-2 alta pode estar
relacionada aos achados de van Gils ef al. (2013). Os autores observaram que a incubacdo de
células endoteliais de artéria corondria humana com a quimiocina promoveu menor expressao
génica e proteica de netrina-1. Uma possivel explicacdo estd na expressao do receptor UNC5b
(quimiorepelente) por mondcitos observada pelos autores em estudo anterior (Van Gils et al.,
2012). Os autores acreditam que quando os mondcitos circulantes encontram as células
endoteliais expressando mais netrina-1, um mecanismo de barreira pode ser ativado, com a
ligacdo de netrina-1 aos recepetores UNCSb nos mondcitos, promovendo repulsdo. Desse modo,
nossa hipétese € de como essas moléculas possuem fungdes antagdnicas (CCL-2 € quimiotética e
netrina-1 quimiorepelente quando ligada a UNCS5b) ha uma regulacdo na produciao das mesmas,

ou seja, quando uma estd aumentada a outra tem sua producao reduzida.

Acredita-se que o pior progndstico observado no nosso trabalho no grupo CCL-2 baixa
em dois anos (e que provavelmente se manterd por mais tempo, de acordo com o nimero de
eventos observados durante o acompanhamento médio de 2,6 anos) esteja relacionado a
remodela¢do cardiaca adversa devido a um recrutamento inadequado (ou reduzido) de mondcitos
para o sitio infartado. Defeitos na cicatrizac@o do infarto podem estar diretamente envolvidos no
desenvolvimento de complicacdes potencialmente letais, como ruptura cardiaca e formacgdo de

aneurismas ventriculares (Frangogiannis, 2008).

Nahrendorf et al. (2010) propuseram que o desfecho apds o infarto do miocardio esta
relacionado ao nimero de mondcitos que se acumulam na lesao nas primeiras duas semanas, pois
se o infarto recruta nimero insuficiente de mondcitos, a cicatrizagdo ¢ comprometida devido a

um clearence ineficiente dos debris celulares. CCL-2 exerce papel essencial no recrutamento
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inicial de macréfagos para a cicatrizagao do infarto (Dewald et al., 2005), mas também atua em
outros processos no reparo cardiaco apds o infarto. Tarzami er al. (2002) demonstraram que
CCL-2 exerce um duplo papel na isquemia do miocardio. Além da participagdo na quimiotaxia
de mondcitos, a quimiocina promove a prote¢ao dos cardiomidcitos contra a morte induzida por
hipéxia. Morimoto et al. (2006) observaram que a superexpressdo cardiaca de CCL-2 induziu a
infiltracdo de macréfagos, neovascularizacdo e acimulo de miofibroblastos cardiacos, resultando

na prevencao da disfuncio do ventriculo esquerdo.

Dewald et al. (2005) verificaram em animais nocaute para o gene de CCL-2 em modelo
de infarto, expressdo génica reduzida de citocinas como TNF, TGF-f, IL-10 e IL-1B (uma
possivel explicagdo para os menores niveis de IL-1B encontrados em nosso trabalho no grupo
CCL-2 baixa e os menores niveis de CCL-2 observados no grupo IL-1 baixa). Os autores ainda
observaram reduc¢do na infiltracdo de macréfagos e atraso na remocdo fagocitica de
cardiomidcitos mortos. Apesar de uma remodelacdo atenuada nesses animais, o tamanho do
infarto foi semelhante ao de animais selvagens. A reducdo da expressdo de citocinas também
prejudicou a diferenciacdo de macréfagos. Segundo os autores, as consequéncias clinicas da
inibicdo de CCL-2 na fase inicial da cicatriza¢do do infarto podem ser desfavordveis, uma vez
que o atraso na fagocitose dos cardiomidcitos que sofreram injiria pode aumentar o potencial
arritmogénico ou favorecer a predisposi¢do a complicagdes mecanicas, como a ruptura cardiaca e

formacdo de aneurismas ventriculares, ja citados anteriormente.

Segundo Ding et al. (2015), quantidades insuficientes de CCL-2 e mondcitos pro-
inflamatérios podem retardar a cicatrizagdo, no entanto se esses mondcitos pré-inflamatérios
permanecem por muito tempo na lesdo a fun¢do dos mondcitos envolvidos na reparacao pode ser
prejudicada. Sendo assim, para um melhor progndstico provavelmente ha uma concentragio
6tima da quimiocina que promove um recrutamento adequado de mondcitos para o sitio de
injuria. De acordo com Prabhu e Frangogiannis (2016), as citocinas pré-inflamatérias e
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quimiocinas induzem efeitos no miocardio infartado que nao podem ser simplesmente
classificados como benéficos ou maléficos. Esses efeitos sdo complexos e varidveis, dependendo

de fatores como o contexto temporal e composic¢ao celular no microambiente.

Analisando os trabalhos de De Lemos et al. (2003; 2007), Buyukkaya et al. (2013) e Ding
et al. (2015) que avaliaram o valor progndstico de CCL-2 na SCA, observou-se que a
concentracdo da quimiocina nos pacientes do nosso estudo (mediana de 100,9 pg/mL) se
encaixava nos menores tercis ou quartis daqueles trabalhos (a concentragdo nos menores tercis
ou quartis desses trabalhos varia entre 124,0 pg/mL e 231,1 pg/mL ). Em outras palavras, nossos
pacientes apresentavam niveis de CCL2 mais baixos do que os encontrados pelos autores
citados. Dessa forma, acreditamos que no nosso trabalho a concentracdo de CCL-2 no grupo
CCL-2 baixa refletiria realmente niveis reduzidos da quimiocina, enquanto a concentracio no
grupo CCL-2 alta representaria niveis normais da mesma, capazes de promover um recrutamento
adequado de mondcitos para a cicatrizacdo do infarto. Os niveis elevados observados nos
trabalhos citados anteriormente, por sua vez, representariam uma concentracdo da quimiocina

que possivelmente promove exacerbacdo da inflamacao.

Uma possivel explicacdo para os niveis reduzidos de CCL-2 observados no presente
estudo € a utilizacdo de medicamentos como estatinas e fibratos. Diversos medicamentos podem
modular tanto a expressdao quanto a sintese de CCL-2 (Coll et al., 2007). As estatinas, pela
inibicdo da enzima HMGCoA redutase, sao potentes inibidoras da producdo de CCL-2 em
linhagens celulares e modelos animais (Romano et al., 2000; Grip et al., 2002; Zineh et al.,
2006). Rezaie-Majd et al. (2002) trataram individuos hipercolesterolémicos com sinvastatina e
observaram redugdo dos niveis plasméticos da quimiocina e menor expressao génica de CCL-2
em células mononucleares do sangue periférico quando comparados a individuos ndo tratados.
Han et al. (2005) observaram que o tratamento com sinvastatina promoveu a reducdo da
concentracdo de CCL-2 no soro, além de reduzir a expressao génica e proteica do receptor CCR2
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em mondcitos de homens normocolesterolémicos. Outros estudos confirmaram que uso de
estatinas e/ou fibratos em humanos promove reducao da sintese de CCL-2 por mondcitos, além
de reduzir os niveis plasmdticos da quimiocina (Kowalski et al., 2003; Okopien et al., 2005;
Blanco-Colio et al., 2007), inclusive em pacientes com SCA (Xu et al., 2003; De Lemos et al.,
2007). Contudo, acreditamos que outros fatores ndo contemplados na nossa andlise também
podem ser responsdveis pelos menores niveis de CCL-2 observados no nosso estudo, sendo a
dose de hipolipemiantes um desses fatores, uma vez que a propor¢ao de pacientes que utilizavam

esses medicamentos nao foi diferente entre os grupos CCL-2 baixa e CCL-2 alta.

O perfil dos pacientes quando avaliados de acordo com os niveis de IL-1f foi semelhante
ao perfil de acordo com os niveis de CCL-2, com maior concentragdo de colesterol total e LDL,
além de menor nivel de netrina-1 no grupo IL-1f alta. Esse grupo, no entanto, apresentou menor
mediana de idade. Interessantemente nossa andlise ndo apontou associacdo entre os niveis da
citocina e o prognéstico dos pacientes com SCA. Kilic et al. (2006) e Correia et al. (2010)
observaram maiores niveis de IL-1B em pacientes que apresentaram novos eventos
cardiovasculares, no entanto ambos os trabalhos avaliaram somente pacientes com [AMSST.
Ainda, os estudos citados utilizaram amostras menores do que a do nosso trabalho (80 e 87
pacientes, respectivamente). Desse modo, acredita-se que a citocina pode ter importante valor
progndstico nesse subtipo de SCA, mas possivelmente o mesmo nio se aplica aos demais
subtipos quando avaliados em conjunto. Acredita-se que mais estudos devam ser realizados para
elucidar o valor progndstico de IL-1PB, pois apesar dos trabalhos citados anteriormente
associarem maiores niveis da citocina a um prognoéstico desfavordvel, Hwang et al. (2001)
observaram que a neutralizacdo da citocina € prejudicial a cicatrizagdo do tecido infartado em

modelo animal, sugerindo um possivel papel protetor de IL-1p na fase aguda do IAM.

O valor progndstico de netrina-1 ja foi avaliado no adenocarcinoma de pancreas (Link et
al., 2007) e em metéstases cerebrais (Harter et al., 2014), verificando-se que a maior expressao

74



génica e/ou maior presenca de netrina-1 no tecido estd associada a um pior prognostico, sendo
esse pior progndstico observado no cancer provavelmente relacionado aos efeitos anti-
apoptoticos e angiogé€nicos da molécula. Como citado anteriormente, o valor progndstico da
molécula ainda ndo tinha sido avaliado na SCA. O papel de netrina-1 na aterosclerose e
remodelacdo cardiaca ap6s o infarto € controverso, tornando essa avaliagdo ainda mais
importante para elucidar se a molécula pode ser uma boa preditora do progndstico desses

pacientes.

No nosso trabalho a glicemia foi a uUnica varidvel dentre as avaliadas que foi diferente
entre os grupos netrina-1 baixa e netrina-1 alta. Observamos uma associagdo entre os niveis mais
elevados da molécula e o pior progndstico quando considerado o 6bito por todas as causas em
um ano e dois anos. No entanto, esse ndo ¢ um fator independente, uma vez que a associagdo nao
foi encontrada na andlise multivariada. Sendo assim, acredita-se que, ao contrario do observado
no cancer, na SCA a molécula pode ndo ser uma boa preditora do progndstico quando analisada
separadamente. Ainda, a concentracdo sérica pode ndo refletir a presenca da molécula no tecido.
Oksala et al. (2013) ndo observaram diferencas entre a expressdao génica de netrina-1 no sangue
total e mondcitos circulantes de pacientes com Doenga Arterial Coronariana, quando
comparados a controles sem a doenca. No entanto, quando avaliadas as placas ateroscleréticas
desses pacientes, verificou-se menor expressao da molécula em relacdo a controles. Desse modo,
ressaltamos que o estudo de netrina-1 na aterosclerose e reparo cardiaco deve ser aprofundado,

uma vez que resultados promissores t€ém sido obtidos em modelos animais.

Baseando-se nos resultados do presente trabalho, apesar de mais estudos se tornarem
necessarios, acredita-se que na Sindrome Coronariana Aguda a mensuragdo da concentracdo de
CCL-2 e netrina-1 no soro, juntamente com fatores progndsticos ja utilizados nessa condigao,
pode auxiliar na decisdo clinica, uma vez que tais moléculas t&ém valor progndstico. Embora a
utilizacdo de tais medidas possa acarretar maior investimento financeiro relacionado a
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determinacdo progndstica, a possivel contribuicdo das mesmas para a reducdo tanto da
mortalidade e aos quanto dos custos relacionados ao tratamento deve ser levada em

consideragdo.

Os pacientes incluidos no estudo continuam sendo acompanhados. Sendo assim,
pretende-se ampliar as andlises utilizando um maior tempo de acompanhamento, favorecendo
assim a elucidag@o do valor progndstico dessas moléculas no acompanhamento em longo prazo.
Como limitagcdo do estudo, aponta-se a auséncia do grupo controle ou valores obtidos no mesmo
paciente antes do evento coronariano, que nos permitiria verificar se, como relatado na literatura,
os niveis dos marcadores avaliados se alteram nos pacientes com SCA. Ainda, considera-se uma

limitacdo do estudo a caracteristica unicéntrica do mesmo.
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8 CONCLUSAO

A partir dos resultados do presente estudo conclui-se que niveis mais baixos de CCL-2
sdo independentemente associados ao 6bito por IAM ou novo IAM nio-fatal, aumentando o
risco de ocorréncia desse desfecho. Acredita-se que os niveis reduzidos da quimiocina possam
prejudicar o recrutamento de mondcitos com perfil pré-inflamatério para a drea infartada,
desfavorecendo a cicatrizagdo adequada da lesdao. Contudo outros estudos sdo necessarios para

confirmar essa hipdtese.

Conclui-se ainda que niveis elevados de netrina-1 sdo associados ao 6bito por todas as
causas nesses pacientes, contudo essa associacdo nao € independente. O papel da molécula na
SCA deve continuar sendo investigado, visando elucidar os mecanismos pelos quais netrina-1

pode afetar o progndstico desses pacientes.

Finalmente, conclui-se que a mensura¢do de CCL-2 e netrina-1 no momento da admissao
dos pacientes com SCA pode auxiliar na tomada de decisdao clinica e consequentemente

favorecer a redu¢do da mortalidade nessa condicao.
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