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RESUMO

A fibrilacdo atrial (FA) é a arritmia cardiaca mais frequente, sendo que sua incidéncia
aumenta a medida em que a idade avanca. A doenca é caracterizada por uma ativacao
elétrica irregular dos atrios, levando & contracédo desordenada e a formacgéo de trombos
atriais, principal causa de acidente vascular encefalico (AVE) e embolia sistémica.
Como a fisiopatologia da FA ainda ndo esta totalmente definida, varias pesquisas estdo
sendo desenvolvidas, avaliando a contribuicdo de vias do estresse oxidativo,
inflamacdo e do sistema fibrinolitico, na promo¢do do remodelamento elétrico e
estrutural dos atrios, fibrose intersticial e risco aumentado de AVE. Além da varfarina,
atualmente, esta disponivel para a prevenc¢ao primaria e secundaria de tais eventos, o
anticoagulante oral rivaroxabana, um inibidor direto do fator X ativado (FXa). Neste
contexto, o presente estudo teve como objetivo avaliar marcadores inflamatérios, de
estresse oxidativo e do sistema fibrinolitico em individuos com fibrilacdo atrial, em uso
dos anticoagulantes orais varfarina ou rivaroxabana, comparado a um grupo de
individuos controle sem FA. Em amostras de sangue de 147 individuos, incluindo 85
pacientes com FA (38 em uso de rivaroxabana e 47 varfarina) e 62 individuos controles,
foram determinados os parametros do estresse oxidativo, pela dosagem de 3-(4,5-
Dimetiltiazol-2yl)-2,5-Difenil Brometo Tetrazolina (MTT) e substancias reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARS); e os parametros inibidor do ativador do plasminogénio Tipo 1
(PAI-1), inibor da fibrindlise ativado por trombina (TAFI), haptoglobina (Hp) e vitamina
D por ensaio imunoenzimatico. Os polimorfismos de Hp foram determinados usando o
método de reacdo em cadeia de polimerase. A capacidade antioxidante, pela expressao
de MTT, foi significativamente elevada nos pacientes em uso de rivaroxabana em
relacdo aos pacientes em uso de varfarina e ao grupo controle. Os niveis de PAI-1
foram maiores nos pacientes com FA em comparacdao ao controle, mas nao diferiu
guando avaliados segundo o tipo de anticoagulante usado. Ja os niveis de TAFI foram
menores nos pacientes com FA, e significativamente reduzidos nos pacientes em uso
de rivaroxabana quando comparado ao grupo varfarina. Os niveis séricos de Hp e
vitamina D ndo mostraram diferencas significativas entre os grupos controle, varfarina
e rivaroxabana. Os resultados encontrados evidenciam estado pré-trombdético na
populacdo com a arritmia. O anticoagulante rivaroxabana pode representar acéo
benéfica pela reducdo do inibidor fibrinolitico, além do aumento do potencial
antioxidante.

Palavras-chave: fibrilacdo atrial; sistema fibrinolitico; inflamacao e estresse oxidativo;
rivaroxabana; varfarina.



ABSTRACT

Atrial fibrillation (AF) is the most frequent cardiac arrhythmia, and its incidence increases
as age advances. The pathology is characterized by irregular electrical activation of the
atria, leading to uncoordinated contraction and the formation of atrial thrombi, the main
cause of brain stroke and systemic embolism. As the pathophysiology of AF is not yet
fully defined, several studies are being carried out evaluating the contribution of
oxidative stress and inflammation pathways, as well as fibrinolytic system, in promoting
electrical and structural remodeling of the atria, interstitial fibrosis and increased risk of
brain stroke. In addition to warfarin, the direct oral anticoagulant, rivaroxaban, a direct
activated factor X inhibitor, is currently available for primary and secondary prevention
of such events. In this context, the present study aimed to evaluate and compare the
association of inflammatory markers, oxidative stress, genetic and fibrinolytic system in
individuals with atrial fibrillation, using oral anticoagulants warfarin or rivaroxaban, as
well as in a group of control individuals. In blood samples from 147 subjects, including
85 patients with AF (38 on rivaroxan and 47 on warfarin) and 62 control subjects, the
parameters of oxidative stress were determined by the dosage of 3-(4,5-Dimethylthiazol-
2y)-2,5-Diphenyl Tetrazoline Bromide (MTT) and thiobarbituric acid reactive
substances (TBARS); and the parameters plasminogen activator inhibitor Type 1 (PAI-
1), thrombin-activated fibrinolysis inhibitor (TAFI), haptoglobin (Hp) and vitamin D by
enzyme immunoassay. The HP genotype was determined using the polymerase chain
reaction method. The antioxidant capacity, measure to MTT expression, was
significantly elevated in patients using rivaroxaban compared to patients using warfarin
and the control group. PAI-1 levels were higher in patients with AF compared to control,
but did not differ between control, warfarin and rivaroxaban. TAFI levels were lower in
patients with AF, and significantly reduced in patients using rivaroxaban. Serum levels
of Hp and vitamin D did not show significant differences between the control, warfarin
and rivaroxaban groups. The results found showed the prothrombotic state in the
population with arrhythmia. The anticoagulant rivaroxaban may represent a beneficial
action by reducing the fibrinolytic inhibitor, in addition to increasing the antioxidant
potential.

Keywords: atrial fibrillation; fibrinolytic system; inflammation and oxidative stress;
rivaroxaban; warfarin.
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1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

A FA é a arritmia cardiaca mais comum na pratica clinica, caracterizada por uma
ativacao elétrica irregular dos atrios, levando a contracdo descoordenada e a formacéo
de trombos atriais (JANUARY et al., 2019; WESTERMAN et al., 2019). Sua prevaléncia
€ de 1 a 2% na populacao em geral, aumentando conforme o avanco da idade. Estima-
se que a prevaléncia de FA continuara a aumentar, afetando 6 a 12 milhdes de cidadaos
dos EUA em 2050 e quase 18 milhdes de europeus em 2060 (SCHNABEL et al., 2015).
Na populacao brasileira (acima de 15 anos de idade), a prevaléncia de FA é 2,2% com
uma projecgéo de prevaléncia de 1,5% em 2016 para 1,7% em 2025, um aumento de
0,2% (500.000 novos casos) (MORAES et al., 2019). Alem disso, a FA esta associada
a uma incidéncia trés vezes maior de insuficiéncia cardiaca (IC) e um risco cinco vezes
maior de AVE e embolia sistémica, o que gera grandes implicacées econdmicas e na
morbidade e mortalidade da populacdo (MONTERA et al., 2009; CAMM et al., 2012;
LIP E LANE, 2015).

A fisiopatologia da FA é multifatorial e inclui uma complexa interacdo entre
disturbios eletrofisiolégicos, metabdlicos, isquémicos e hemodinamicos, juntamente
com fatores genéticos (AVILES et al., 2003; ANDRADE et al., 2014; NATEL E HARADA,
2014). Estudos indicam que a remodelacédo estrutural e elétrica dos atrios sdo a base
patolégica para a geracdo e manutencdo da FA. A inflamacéo e o estresse oxidativo
sao vias inter-relacionadas que promovem essa remodelacdo estrutural e elétrica dos
atrios, além de fibrose intersticial, responsaveis pelo risco aumentado de AVE
(GUTIERREZ E VAN WAGONER, 2015). Varios estudos tém sugerido o controle da
inflamacé&o sistémica e do estresse oxidativo como uma abordagem terapéutica bem-
sucedida para o tratamento da FA (RODINO-JANEIRO et al., 2013; VIOLI et al., 2014;
SOVARI, 2016).

A Hp, uma proteina plasmatica induzida por citocinas como IL-1, IL-6 e TNF,
antagoniza os efeitos oxidantes da hemoglobina (Hb) por se ligar a ela com alta
afinidade, estabilizando o ferro derivado da porcdo heme, e promovendo a rapida
depuracéo da Hb. O gene da Hp possui dois alelos distintos, Hpl e Hp2. A proteina Hp
codificada pelo alelo Hp2, se liga menos a Hb em comparagcdo ao alelo Hpl, e

7z

consequentemente € menos eficiente como antioxidante e na depuracdo de Hb.
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Depuracao prejudicada de Hb leva a um aumento da deposicao de ferro, geracao de
espécies reativas de oxigénio (EROs) e formacao de placa lipoprotéica. O gendtipo
Hp2-Hp2 tem sido constantemente associado ao aumento do risco de complicagdes
cardiovasculares (BUEHLER et al., 2010; SCHAER et al., 2013; GRAVES E
VIGERUST, 2016).

A vitamina D, apesar do termo vitamina, € um hormonio lipossolavel, pois além
de sua ingestdo a partir de alimentos e suplementos, pode ser também produzida
endogenamente em humanos. Pesquisas recentes indicaram que a vitamina D pode
exercer uma ampla gama de efeitos bioldgicos, além de seu papel classico na
homeostase mineral e 6ssea (BELLAN et al., 2020). O status inadequado de vitamina
D, por exemplo, tem sido associado & importantes patologias ndo esqueléticas, como
doencas cardiovasculares (DCV). Alguns mecanismos envolvidos na ligacdo entre
vitamina D e DCV também podem estar associados a fisiopatologia da FA. Um desses
importantes mecanismos seria a inibicdo do sistema renina-angiotensina-aldosterona
(RAAS) pela acgdo da vitamina D. A inibicAo de RAAS resulta em propriedades
antiarritmicas que reduzem o risco de FA. Além disso, efeitos benéficos da vitamina D
na reducéo da trombogenicidade, inibicdo do estresse oxidativo e inflamacéo, melhora
da funcéo endotelial e relaxamento vascular; também sé&o vias fisiologicas cruciais na
patogénese da FA (KHATIB et al., 2013; VAIDYA E WILLIAMS, 2012; ZHANG et al.,
2016).

PAI-1 e TAFI desempenham um papel fundamental em uma ampla gama de
processos fisioldgicos e patoldgicos, incluindo fibrindlise, coagulacdo e processos
inflamatérios (XANTHAKIS et al., 2014; LONGSTAFF E KOLEV, 2015; PLUG E
MEIJERS, 2016). Além de seu papel na formacéo de trombos, estudos experimentais
mostraram que aumento da expressdo de PAI-1 no miocardio contribui para
remodelacdo ventricular, e desempenha um papel ativo na fibrose tecidual com
inflamacéo prolongada (TAKESHITA et al.,, 2004; ZAMAN et al.; 2009; GHOSH E
VAUGHAN, 2012). Ja niveis elevados de TAFI tém sido associados como fator de risco
para DCV, incluindo doenca arterial coronariana (DAC), infarto agudo do miocardio
(IAM) e trombose venosa, além da associacdo a inflamacdo (ZORIO et al., 2003;
SCHROEDER et al., 2006; VERDU et al., 2006, LIN et al., 2011; KOMNENOV et al.,
2015).
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O elevado risco de ocorréncia de AVE e tromboembolismo sistémico na FA esta
relacionado a diversos mecanismos, como estase sanguinea no atrio esquerdo,
disfuncao e lesdo endotelial, hiperativacdo plaquetéria e da coagulacado, levando ao
aumento na geracdo de trombina (GT) e, consequentemente, um estado de
hipercoagulabilidade (SOHARA et al., 1997; WATSON et al., 2009). Portanto, uma das
principais estratégias para o tratamento da FA em pacientes com risco de complicagfes
tromboembdlicas é a prevencao destes eventos por meio do uso de anticoagulantes
orais, como a varfarina e a rivaroxabana (AHA/ACC, 2014). O trabalho conduzido por
Duarte et al. (2020) mostrou uma diminuicdo da GT nos pacientes com FA tanto em
uso de varfarina quanto rivaroxabana. Com base na avaliacdo de parametros do teste
de GT, os autores concluiram que os pacientes com FA em uso de varfarina se
mostraram mais hipocoagulaveis quando comparados aos pacientes em uso de

rivaroxabana.

A varfarina tem sido o anticoagulante de escolha por décadas para a prevencéo
de eventos tromboembdlicos em pacientes com FA. Devido a algumas dificuldades no
seu manejo clinico, os anticoagulantes orais de acdo direta (DOACs), como a
rivaroxabana, estdo sendo cada vez mais utilizados na pratica clinica devido a perfis
farmacolodgicos favoraveis (LEE, 2016). Uma meta-analise conduzida por Bai et al.
(2017) mostrou que rivaroxabana € mais promissora na prevencdo de eventos
tromboembdlicos e possui um risco similar a sangramentos quando comparada a
varfarina em pacientes com FA. Além disso, a rivaroxabana faz parte da classe dos
anticoagulantes orais inibidores do fator Xa, cujas evidéncias demonstram seu
envolvimento com acdo anti-inflamatdria no remodelamento vascular, regressédo de
placa aterosclerética e fibrose tecidual (SPRONK et al.,, 2014; VAN GORP E
SCHURGES, 2015). Diante do exposto, faz-se importante analisar o perfil inflamatorio,
oxidativo e de marcadores hemostaticos nos individuos com FA em uso de varfarina e

rivaroxabana.

Tendo em vista o elevado risco de desenvolvimento de AVE e tromboembolismo
nos pacientes com FA e a importancia de fatores como: processo inflamatério, estresse
oxidativo e alteracdes do sistema fibrinolitico no desenvolvimento destas complicacées,
torna-se pertinente a busca por um maior entendimento sobre a fisiopatologia desta

arritmia, bem como a necessidade de aprimoramento constante dos esquemas
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terapéuticos. Deste modo, este estudo se justifica pela possibilidade de preencher esta

lacuna no entendimento da FA e seu tratamento.

Além disso, vale ressaltar que estudos avaliando biomarcadores na patologia da
FA na populagédo brasileira sdo escassos na literatura. Trabalhos como os de Duarte et
al. (2020) e Martins et al. (2020), conduzidos pelo nosso grupo de pesquisa,
relacionaram diferentes biomarcadores a aspectos da FA na populagcdo brasileira.
Diante disso, o presente estudo também se prop8e a dar continuidade ao trabalho
abordado na populacdo brasileira com finalidade de inter-relacionar novos
biomarcadores, o que se justifica pela escassez de estudos com esse foco em nivel

mundial e particularmente no Brasil.

Diante do exposto, surgiram algumas indagac¢fes que nortearam esse estudo, a saber:

e Marcadores inflamatorios, de estresse oxidativo (dentre eles, 0s niveis
de Hp e vitamina D) e do sistema fibrinolitico estdo alterados em
pacientes com FA, sob tratamento, quando comparados a um grupo

controle?

e Diferentes anticoagulantes orais podem interferir na resposta
inflamatoria de individuos com FA? Algum apresenta efeito mais

favoravel?

e Ha diferenca na frequéncia do polimorfismo Hpl-Hp2 no gene da Hp

em pacientes com FA em relacédo aos participantes sem FA?

e Como os alelos e os gendtipos deste polimorfismo influenciam os

niveis da Hp nos grupos estudados?
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Fibrilagao Atrial

FA é uma das arritmias cardiacas mais comumente encontradas na préatica
clinica, sendo relacionada a elevada morbi/mortalidade cardiovascular. O risco elevado
de ocorréncia de tromboembolismo sistémico e AVE associados a FA é de 4,9% em
pacientes na faixa etaria de 50 a 59 anos, aumentando para 20,2% em pacientes com
80 a 89 anos de idade (NORGARD et al., 2012; LIP E LANE, 2015). De acordo com
varios estudos, a prevaléncia de FA na populacéo é bastante heterogénea, sendo de
0,2% na China (GUO et al., 2015), 3,0% em Israel (HAIM et al., 2015), 4,4% na Espanha
(GOMES-DOUBLAS et al., 2014) e 1,7% nos Estados Unidos (COLLILA et al., 2013).
Um estudo conduzido por Moraes et al. (2019) estimou a prevaléncia de FA em 2,2%
na populagédo brasileira, com uma maior prevaléncia no sexo masculino e aumentando
conforme o avanco da idade, sendo 35% dos portadores da arritmia com pelo menos
80 anos.

Essa doenca aumenta em trés vezes o risco de IC, cinco vezes o risco de AVE
e duas vezes a mortalidade, que é de 25% ao ano, ajustada por idade e sexo
(AHA/ACC, 2014). Esse risco aumentado de mortalidade € parcialmente causado por
AVE ou tromboembolismo sistémico, que sédo atualmente a quinta principal causa de
morte nos EUA e a segunda no mundo (IWASAKI et al., 2011; FEIGIN et al., 2017).
Essas complicacfes fatais ou incapacitantes levam a qualidade de vida prejudicada e
custos mais elevados de assisténcia médica em pacientes com FA. O trabalho
intitulado: “Os Custos das Doencgas Cardiacas no Brasil” publicado pela Sociedade
Brasileira de Cardiologia em 2018, mostra que a FA acarretou um custo financeiro cerca
de 3,9 milhdes de reais no Brasil (STEVENS et al., 2018).

A FA pode ser uma arritmia isolada, entretanto existem alguns fatores que a
predispde como infarto do miocardio (IM), IC, doenca valvar cardiaca, cirurgias e
processos inflamatérios cardiacos, doencas metabdlicas, hipertensdo arterial,
obesidade e alteracdes atriais fibroticas associadas ao envelhecimento (MONTERA et
al., 2009). Fatores como: variantes genéticas, tabagismo, consumo de alcool, idade e
inflamacgéo também podem aumentar o risco de FA (WAKILI et al., 2011; HEIJMAN et

al., 2016). Além disso, a FA pode apresentar causas reversiveis, provocadas durante
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situacdes transitorias, como apos ingestdo de alcool, cirurgias, IM, hipertireoidismo e
outras doencas metabolicas (JANUARY et al., 2014; VILCHEZ et al., 2014).

O diagnéstico da FA é dado de forma simples e de facil percepc¢do por meio de
eletrocardiograma (ECG). No entanto, além do ECG, podem ser realizados o exame
clinico, a radiografia de térax e o ecocardiograma para confirmacdo diagnostica da
arritmia (MAGALHAES et al., 2016). A FA pode apresentar-se assintomatica durante
periodos de duracdo desconhecida, porém, dentre as suas manifestacdes clinicas,
destaca-se a sensacdo de palpitacbes. Podem ocorrer, também, fendmenos
tromboembdlicos, como AVE, e o desenvolvimento de IC, que consistem nas suas
principais complicacdes e estdo associadas a um aumento na morbi/mortalidade
observadas nesta arritmia (MAGALHAES et al., 2016).

Segundo a diretriz da Sociedade Europeia de Cardiologia 2020, a FA é
tradicionalmente classificada em cinco padrdes de acordo com a apresentacao,
duracéao e término dos episodios de FA: 1) Primeiro diagnostico: FA nao diagnosticada
antes, independentemente de sua duracdo ou da presenca/gravidade de sintomas
relacionados a FA; 2) Paroxistica: FA que termina espontaneamente ou com
intervencdo em até sete dias do inicio dos episédios; 3) Persistente: FA sustentada
continuamente por mais de sete dias, sO interrompida por cardioversdo (CV)
(medicamentos ou cardioversao elétrica); 4) Persistente de longa duracéo: FA continua
com duracao superior a 12 meses com necessidade de adotar uma estratégia de
controle do ritmo; 5) Permanente: FA em que ndo sao realizadas mais tentativas de
restauracdo/manutencao do ritmo sinusal (HINDRICKS et al., 2020).

Além da classificacdo acima, também é utilizada a classificacdo em relacdo ao
inicio do episddio da FA (inferior ou superior a 48 horas). A FA com duracao inferior a
48 horas é aquela cujo inicio pode ser identificado por registro eletrocardiografico ou
historia clinica. Entretanto, quando ndo é possivel definir precisamente o inicio do
episédio, a FA sera considerada, por seguranca, como de duracao superior a 48 horas.
Esta classificagcdo possui grande importancia clinica, uma vez que o risco de
tromboembolismo sistémico relacionado a CV (elétrica, quimica ou espontanea) é
significativamente menor até 48 horas do inicio de um episédio de FA (AHA/ACC,
2014).

O desenvolvimento da FA envolve atividade ectépica (fator

desencadeador/gatilho) e substrato de reentrada do impulso elétrico (WORKMAN et al.,
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2008; HEIJMAN et al., 2014). Ectopias originadas em regides atriais ou veias
pulmonares levam a mudancas no periodo refratario atrial e na velocidade da conducéo
do impulso. Esse fenbmeno é conhecido como remodelamento atrial e é fundamental
para o desencadeamento da FA (WAKILI et al., 2011). Quando a atividade ectdpica
acontece repetidamente e em alta frequéncia, inicia-se a reinsercéo do impulso elétrico.
O quadro de reinsercdo é o principal mecanismo de manutencdo da FA em um
substrato vulneravel caracterizado por anormalidades elétricas, autondmicas, de
manipulacdo dos canais de célcio e na estrutura dos midécitos, culminando em um
remodelamento elétrico e estrutural do atrio (ANDRADE et al., 2014; HEIJMAN et al.,
2014). O substrato que mantém a FA pode se originar por: anomalias genéticas do
midcito atrial, que facilitam o surgimento da arritmia em certas condi¢des (como na FA
de causa familiar ou secundaria); por uma doenga cardiaca (como por exemplo a
hipertensdo arterial, IC); ou ser secundaria a ectopias de gatilho, descritas
anteriormente (KOURLIOUROS et al., 2009; WAKILI et al., 2011; CAMM et al., 2012).

A fibrose no tecido atrial € uma causa importante no quadro de reentrada do
impulso elétrico, promovendo bloqueio de conducédo, conducao lenta e heterogénea
(BURSTEIN E NATTEL, 2008). Aléem disso, o encurtamento do periodo refratario devido
a remodelacéao elétrica e ao aumento do atrio também suportam o quadro de reentrada,
aumentando o espaco disponivel para os circuitos elétricos reentrantes (ANDRADE et
al., 2014). Fatores de risco como diabetes, hipertensao, apneia do sono, obesidade,
estresse emocional ou fisico, podem ao longo dos anos modificar a estrutura dos atrios
e quando um fator desestabilizador surge, atua sobre tal substrato e desencadeia a FA
(MENEZES et al., 2013). Nas formas mais avancadas de FA, a atividade elétrica se
torna cada vez mais complexa com varios circuitos de reentrada simultaneos e focos
ectopicos. Qualquer alteracéo persistente na funcéo e/ou estrutura dos atrios constitui
remodelacao atrial elétrica e estrutural que promovem a ocorréncia e/ou manutencao
da FA (SCOTT et al., 2019).

As principais estratégias de tratamento da FA incluem a melhora dos sintomas
(pelo controle do ritmo sinusal ou da frequéncia cardiaca) e a prevencdo tanto de
recorréncias, quanto de fenémenos tromboembdlicos (SIMAO et al.; 2013). Destaca-se
gue as medidas terapéuticas para controlar a frequéncia cardiaca (reversao
espontanea, uso de cardioversdo elétrica, ablacdo por cateter, ou tratamento

farmacoldgico utilizando-se medicamentos antiarritmicos) devem ser selecionadas de
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acordo com a situagao clinica individual de cada paciente (ZIMERMAN et al., 2009;
MAGALHAES et al., 2016).

Uma vez que a FA é considerada uma importante fonte de formacéo de trombos
de origem cardiaca e fator de risco para o AVE, a prevencao ao tromboembolismo
sistémico destaca-se na conduta do paciente com FA. Com base nisso, a terapia
medicamentosa com anticoagulante oral € indicada para os pacientes com FA que

apresentam risco elevado de desenvolverem fendmenos tromboembdlicos.

2.2 Terapia antitrombatica na fibrilac&o atrial

A terapia com anticoagulantes orais, seja utilizando a varfarina ou os DOACs
como a rivaroxabana, é recomendada pela Sociedade Brasileira de Cardiologia para a
prevencao primaria e secundaria de eventos tromboembolicos em pacientes com FA
(MAGALHAES et al., 2016). O CHA;DS>-VASc [Congestive heart failure, Hypertension,
Age 275 (doubled), Diabetes, Stroke (doubled)], uma escala que prediz o risco de
eventos tromboembdlicos em pacientes com FA, é atualmente considerado a principal
ferramenta no manejo da terapia de anticoagulacdo (VITALI et al., 2019). De acordo
com esta escala (Quadro 1), atribui-se um ponto para a presenca de IC, hipertensao
arterial sistémica (HAS), diabetes mellitus (DM), doenca vascular (histéria de IM ou
doenca arterial periférica), idade entre 65 e 74 anos e sexo feminino, e dois pontos para
idade igual ou superior a 75 anos, e ocorréncia de AVE ou ataque isquémico transitorio
(AIT). Pacientes cuja pontuacéo for igual a zero (risco muito baixo) ndo necessitam de
anticoagulagéo, e com CHA>2DS»>-VASc igual a um (risco baixo), a terapia antitrombotica
€ opcional. No entanto, para aqueles pacientes cuja pontuacao for igual ou superior a
dois, as Diretrizes Brasileiras de Fibrilacdo Atrial recomendam a terapia com
anticoagulantes orais (MAGALHAES et al., 2016). Pela alta consisténcia na estimativa
do risco de tromboembolismo, essa escala foi estudada em diferentes contextos e nédo
apenas em pacientes com FA (GUERRA et al., 2018).

Quadro 1. Escala de CHA>DS»-VASc utilizada para avaliacdo do risco
tromboembdlico em pacientes com fibrilacéo atrial (MAGALHAES et al., 2016).
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Siglas Parametros Pontuacgéo
C Insuficiéncia cardiaca (IC/disfun¢éo ventricular 1
esquerda)
H Hipertensédo (HAS) 1
Az ldade > 75 anos 2
D Diabetes Mellitus 1
Sz AVE/Ataque isquémico transitério/Tromboembolismo 2
Vv Doenca vascular (Infarto agudo do miocardio, doenca 1

arterial periférica ou placa de ateroma na aorta)

A Idade entre 65-74 anos 1

Sc Género feminino 1

Abreviaturas: IC = Insuficiéncia cardiaca; HAS = Hipertensao arterial sistémica; AVE =
Acidente vascular encefalico

Por varias décadas, a varfarina foi o anticoagulante oral mais comumente
utilizado na pratica clinica, apresentando resultados satisfatorios na prevencgéo de AVE
e eventos tromboembolicos em pacientes com FA. As propriedades farmacocinéticas e
farmacodinamicas da varfarina sdo complexas, além de possuir uma estreita janela
terapéutica, por isso, para 0 manejo do tratamento anticoagulante é imprescindivel que
seja realizado o monitoramento laboratorial, evitando a superdosagem, que aumenta o
risco de sangramento ou a subdosagem, que pode aumentar o risco de eventos
tromboembadlicos. Além disso, fatores genéticos, idade e interagdo com alimentos e
inimeros medicamentos interferem na resposta do paciente a este medicamento.
Considerando as dificuldades impostas para ajustar e monitorar as doses de varfarina,
e as diversas interacfes com medicamentos que interferem na resposta do paciente,
surgiu a necessidade de desenvolver pesquisas envolvendo novos anticoagulantes
orais que na pratica clinica seriam de mais facil controle (AGENO et al., 2012; COHEN
et al., 2015).

Em 2011 foi aprovada a rivaroxabana, um DOAC com indicacdo para o
tratamento e prevencao de embolia pulmonar (EP) e trombose venosa profunda (TVP)
recorrentes em adultos (PATEL et al., 2011). Sua utilizacéo clinica é cada vez mais
frequente na prevencéo desses eventos tromboticos em pacientes com FA devido ao
seu padréo de dosagem [20 mg em pacientes com clearance de creatinina (CICr) maior

ou igual a 50 mL/min, ou de 15 mg em pacientes com a funcédo renal alterada (CICr
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entre 15 e 49 mL/min)], ao perfi farmacologico favoravel, sem a necessidade de se
realizar um monitoramento de rotina ou o ajuste de doses (CAMM et al., 2016; LEE,
2016). Estudos observacionais mostram uma maior taxa de aderéncia ao tratamento
anticoagulante com rivaroxabana quando comparado ao tratamento com varfarina em
pacientes com FA nao valvar (NELSON et al., 2015; MARTINEZ et al., 2016; BEYER-
WESTENDOREF et al., 2016).

A rivaroxabana é um inibidor competitivo e reversivel (constante inibitoria [Ki],
0,4 nmol/L) do FXa), aprovado pelo Food and Drug Administration (FDA) e pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) para prevencao de eventos tromboembdlicos
em pacientes com FA ndo valvar (PATEL et al., 2011). O farmaco possui
biodisponibilidade de 80-100% e é absorvido rapidamente, atingindo o pico de
concentragao plasmatica apés 2-4 horas da administracéo por via oral. FXa representa
0 ponto de convergéncia das vias extrinsecas e intrinsecas da cascata de coagulacéo
e converte a protrombina em trombina (KIKUCHI et al., 2019). Evidéncias na literatura
mostram efeito benéfico da inibicdo do FXa nas complicagbes cardiovasculares da FA.
O estudo clinico intitulado “Daily oral factor Xa inhibition of rivaroxaban compared to
vitamin K antagonism in the prevention of stroke and embolism in atrial fibrillation”
(ensaio ROCKET) mostrou que a taxa de IM tende a ser menor em pacientes com FA
gue receberam rivaroxabana quando comparados aos pacientes que receberam
varfarina (PATEL et al., 2011). Kondo et al. (2018) demonstraram que fibrose
inflamatoria do atrio esquerdo e vulnerabilidade a FA foram atenuadas pelo uso da
rivaroxabana, sugerindo que a inibichio de FXa provavelmente tem um efeito
cardioprotetor contra o remodelamento atrial.

A inibicdo de FXa também pode estar associada a um melhor equilibrio entre os
perfis de efichcia e seguranca em comparacdo a outros inibidores das vias de
coagulacado (TANTRY et al., 2020). Russo-Alvarez et al. (2018) avaliaram a efetividade
e seguranca de rivaroxabana versus varfarina e mostraram que ambos os farmacos
sdo igualmente eficazes e seguros no tratamento da FA ndo valvar, mesmo em
pacientes com controle terapéutico abaixo do ideal. Ja Bai et al. (2017) encontraram
gue rivaroxabana foi superior a varfarina na prevencao de eventos tromboembalicos na
FA, e foi associada com taxas similares de sangramentos.

Apesar da importancia dos anticoagulantes na prevencdo de eventos

tromboembalicos, o estudo de Moraes et al. (2019) mostra uma subutilizagdo dos
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anticoagulantes orais em pacientes com FA na populagdo brasileira. Dentre os
pacientes entrevistados, 62,8% apresentavam alto risco de AVE e apenas 14,8% eram
usuarios regulares de anticoagulacdo oral. Outros trabalhos corroboram com estes
resultados, estimando o uso de anticoagulantes em cerca de 30% em média em
populacdes diversas (KIRCHHOF et al.,, 2014; OLDGREN et al., 2014; HAIM et al.,
2015; MAIRESSE et al., 2017). Com base no pressuposto, € relevante destacar a
importancia do rastreamento da FA no contexto da atencdo primaria para identificar

lacunas no tratamento da arritmia.

2.3 Inflamacéao

Como a fisiopatologia da FA ainda ndo esta totalmente definida, evidéncias
sugerem que a ocorréncia e persisténcia da FA, além de eventos tromboembdlicos
dessa patologia, estdo relacionadas ao remodelamento estrutural dos atrios, fibrose
atrial e tem sido associada a processos inflamatérios (HARADA et al., 2015). Por isso,
estudos tém investigado mecanismos subjacentes ainda pouco conhecidos como
inflamacéo e estresse oxidativo na FA (CHUNG et al., 2001; SATA etal., 2004; ZAKKAR
et al., 2015; BAS et al., 2017; KARAM et al., 2017; NAM et al.,2017; ZHENG et al.,
2019).

A inflamacao € um processo bioldgico essencial que os mamiferos utilizam para
resolver as lesfes, a fim de manter uma homeostase (KAO et al., 2010; HUNTER,
2012). A resposta inflamataria inicial representa um mecanismo de protecéo e pode ser
autolimitada, progredindo para resolucdo completa. A resolugédo da inflamacédo é um
processo ativo e continuo, que envolve a producéao e ativacéo de diferentes mediadores
bioquimicos e vias de sinalizacdo para garantir a restauracao rapida e bem-sucedida
da homeostase tecidual (ALESSANDRI et al., 2013; SOUZA et al., 2013). No entanto,
a inflamacao descontrolada pode contribuir para a fisiopatologia de varias doencas.
Para facilitar o processo inflamatério, a vasculatura local € envolvida em sinais e fatores
bioativos, como citocinas e quimiocinas, que promovem o recrutamento de células
imunes inatas, que se coordenam para interceptar, limitar e neutralizar a ameaca alvo.
Caso a inflamacédo aguda persista além da remocdo da ameaca original, a resposta
inflamatoria pode transitar para um estado mais instavel, conhecido como inflamacao
sistémica crbénica (SCOTT et al., 2019). As citocinas pro-inflamatérias séo

biomarcadores bem reconhecidos e associados a prevaléncia e ao prognostico da FA
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(HARADA et al., 2015). A analise de biomarcadores inflamatérios tornou-se uma
importante area de pesquisa em FA, com o intuito de se ter maior exatidao na avaliagdo
de risco de FA em pacientes com e sem histérico da arritmia (HIJAZI et al., 2016;
JABATI et al., 2018).

Muitas condic¢des e fatores de risco cardiovasculares associados a FA envolvem
também a inflamacdo. Condicdes clinicas como: obesidade, DM, HAS, IC, DAC,
sindrome metabdlica e estilo de vida sedentario, sdo associadas a um estado
inflamatério e identificadas como fatores de risco para FA (ANDRADE et al., 2014; HU
etal., 2015; MOZAFFARIAN et al., 2016). No DM, por exemplo, ha um aumento no risco
de desenvolvimento de FA em 40% e estima-se que 2,5% dos pacientes com FA
possuem diabetes (MOZAFFARIAN et al., 2016). Os pacientes com DM apresentam
um aumento de marcadores inflamatorios, tais como IL-6 e TNF, e de biomarcadores
pro-coagulantes como o PAI-1 (DOMINGUETI et al., 2016). Um estudo histolégico
mostrou que mesmo em pacientes com a chamada “FA solitaria” (sem fatores de risco
pré-existentes), a infiltragéo inflamatdria atrial local compativel com miocardites estava
presente em 2/3 dos individuos afetados (FRUSTACI et al., 1997). Além disso, alguns
estudos indicaram a associacdo de disturbios autoimunes, principalmente artrite
reumatoide, e FA comprovando o papel da inflamacgéo cronica na génese da arritmia
atrial (LINDHARDSEN et al., 2012; BAEK et al., 2016; LAZZERINI et al., 2017). Uma
outra forma de relacionar o estado inflamatorio com uma pré-disposicdo a FA é
evidenciada por condi¢des tais como: pericardite, pos-operatorio de cirurgias cardiacas
e miocardites (GUO et al., 2012).

O processo de inflamacéo e FA sdo igualmente complexos. Inflamacgéo sistémica
ou local resulta em FA, e esta, por sua vez, promove inflamacgéo, levando a um ciclo
vicioso (SILVA, 2017). Ainflamacéo induz remodelamento estrutural e elétrico, por meio
de mecanismos que incluem fibrose atrial, modulacdo de jun¢des gap e anormalidades
intracelulares nos canais de célcio. Tais anormalidades aumentam a atividade atrial e
diminuem a conducéo atrial, prejudicando a propagacao do impulso atrial e promovendo
a reentrada do impulso elétrico, o que acarretaria FA (LAZZERINI et al., 2017). Em
contrapartida, FA induz uma resposta inflamatoria por mecanismos ainda ndo bem
esclarecidos, perpetuando a arritmia (HU et al., 2015). Niveis elevados de marcadores
inflamatoérios na circulacdo ja foram associados ao desenvolvimento, recorréncia e

perpetuacdo de FA e complicacdes tromboembolicas (KORANTZOPOULOS et al.,
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2003; HU et al., 2015). Evidéncias demonstram que marcadores inflamatérios como IL-
6, IL-1, mieloperoxidase (MPO) e TNF correlacionam-se positivamente com a
progressdo da FA de paroxistica para a forma FA persistente (QU et al., 2009; LUAN
et al., 2010; LI et al., 2010; WU et al., 2013). Nesse contexto, diferentes biomarcadores
de inflamacé&o tém sido usados para predizer tanto pacientes em risco de ocorréncia da
FA, quanto eventos cardiovasculares nagueles com FA existente, como IM, AVE por
embolia, bem como a mortalidade (AULIN et al., 2015; HU et al., 2015; GUO et al.,
2015; WU et al., 2015; HIJAZI et al., 2016).

As interleucinas (IL) representam importantes mediadores inflamatérios
implicados na FA. Acredita-se que as interleucinas sejam capazes de modular a funcéo
cardiovascular por uma variedade de mecanismos, incluindo promocédo do
remodelamento do ventriculo esquerdo, inducao de disfuncédo contratil e alteracéo da
resposta dos receptores B-adrenérgicos do miocéardio (ZAKKAR et al., 2015; HU et al.,
2015). A IL-6, especificamente, tem sido associada com recorréncia de FA apos CV e
ablacdo, além de aumento do diametro atrial esquerdo (PSYCHARI et al., 2005; AULIN
et al., 2015; HU et al., 2015; JIANG et al., 2017). A IL-6 € uma citocina pro-inflamatéria
gue estimula a sintese de proteinas de fase aguda e é um potente regulador do
metabolismo extracelular de proteinas por meio da ativacdo das metaloproteinases da
matriz extracelular e deposicédo de colageno, que podem induzir fibrose e resultar na
arritmia atrial (DE GENNARO et al.,, 2012). Smit et al. (2012) observaram que a

recorréncia precoce de FA esta associada a elevados niveis de IL-6.

Estudos investigando o papel da citocina IFN-y e IL-10 no desenvolvimento de
FA demonstram que pacientes com FA ou FA p0s-operatdrio possuem maiores niveis
destes marcadores inflamatérios (LI et al., 2010; CABRERA-BUENO et al., 2015). Wu
et al. (2016) avaliaram a associacdo do potencial inflamat6rio com o aumento do risco
de FA, e observaram que os niveis de todas as citocinas examinadas, incluindo IL-17A,
IL-17F, IL-21, IL-22, IFN-y, IL-9, IL-6, foram maiores em pacientes com FA quando
comparados ao grupo controle. Varias células imunes podem desempenhar papéis
criticos na patogénese da FA. No entanto, quais células inflamatorias especificas e
suas citocinas relacionadas contribuem para o desenvolvimento de FA ainda
permanece incerto. Além disso, estudos clinicos tém mostrado que terapia anti-
inflamatéria com o uso de medicamentos, como estatinas e corticosteroides, tem sido

prescrita para reduzir tanto o risco de FA como a incidéncia de FA pd4s-operatéria
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seguida de cirurgia cardiaca (LIU et al., 2005; RAITEN et al., 2015; REZAEI 2016). Ja
em ensaios com animais, opc¢des anti-inflamatérias como a colchicina (uma droga
delopimerizante de microtubulos com efeitos antiinflamatoérios), o metotrexato de baixa
dose (um agente anticancer com pronunciadas propriedades anti-inflamatérias) e uma
variedade de inibidores do fator nuclear kappa beta (NFKB), podem ter efeito anti-FA,
modulando os determinantes celulares da atividade ectdpica e/ou direcionando o0s
determinantes do substrato de reentrada do impulso elétrico (HAMMERS et al., 2016;
MARTINEZ et al., 2016; LENNERZ et al., 2017; YAO et al., 2018; GREBE et al., 2018;
BUCKLEY E ABBATE, 2018).

2.3.1 Fator da coagulacao X ativado versus Inflamacéao

Estudos tém mostrado o envolvimento do FXa com a inflamacéo,
remodelamento vascular, progressdo de placa aterosclerotica e fibrose tecidual
(BUSCH et al., 2005; BORENSZTAJN et al., 2008; SPRONK et al., 2014). Relatos na
literatura mostram que FXa aumenta a secrecdo de citocinas pro-inflamatorias, tais
como IL-6, IL-8 e MCP-1 (BORENSZTAJN et al., 2008; BUKOWSKA et al., 2013).
Contrariamente, o estudo realizado por Kikuchi et al. (2019) avaliou os efeitos anti-
inflamatorios do inibidor do FXa rivaroxabana versus dabigatrana em pacientes com FA
nao valvar, e ndo encontrou diferencas significativas em nenhum dos marcadores
usados no estudo (PCR, IL-1B, IL-6, IL-8 e TNF).

Segundo Bauersachs e Zannade (2018), a acado inibitéria do FXa pela
rivaroxabana possui uma funcéo de via dupla, pois além de inibir a geracéo de trombina,
tem demonstrado atividade favoravel complementar, como efeitos anti-inflamatérios
(Figura 1). Os autores relatam que ha uma elevacdo do potencial terapéutico
reconhecido nessa dupla acéao inibitéria do FXa, por meio da combinacédo de terapia
antiplaquetaria com anticoagulacdo na prevencdo de eventos aterotrombéticos.
Estudos clinicos em pacientes com diversas complicacbes cardiovasculares
demonstram a acéo inibitéria da rivaroxabana, tanto na via de ativacdo plaquetéria,
guanto na via da coagulacao, indicando que a rivaroxabana pode ter um efeito sinérgico
em combinacao, levando a potencializacdo do efeito antitrombaotico. O tratamento com
rivaroxabana em diferentes doses reduziu significativamente mortes por cardioversao

aterosclerotica, IM e AVE, quando usadas na terapia de base (AAS ou clopidogrel) em
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pacientes com sindrome coronariana aguda (SCA) (MEGA et al., 2009; 2012; 2013;
GIBSON et al., 2013; CAVENDER et al., 2015; BONACA et al., 2016).

Um possivel mecanismo da agdo anti-inflamatoéria exercida pela rivaroxabana
relaciona-se com a via de sinalizacao de receptores ativados por proteases (proteinase-
activated receptor, PAR). A familia PAR é constituida por receptores acoplados a
proteina G responsaveis pela transducdo de sinal de uma variedade de proteases,
incluindo enzimas da coagulacdo, como a trombina. Compreendem quatro membros
(PAR1 — PAR4) com um mecanismo de ativacdo baseado em clivagem proteolitica
(BORGES, 2008; BORENSZTAJN et al., 2011). A serinoprotease trombina, além da
acao pro-coagulante, é um forte estimulador plaguetario. A membrana das plaguetas é
revestida por uma variedade de receptores, incluindo os receptores da familia PAR. A
trombina age clivando o dominio externo de PAR, especificamente PAR-1 e PAR-4,
para iniciar a sinalizacdo transmembrana que amplifica o recrutamento de plaquetas,
medeia a adesdo e agregacdo no local da lesdo (Figura 1) (COUGHLIN, 2000;
LAWRENCE E LEUNG, 2012; OLIVEIRA et al., 2013).

Ha relatos que a clivagem PAR-1 e PAR-2 dependente de FXa pode
desempenhar um papel no contexto inflamatério que culminaria na fibrose e
remodelacao tecidual (PAWLINSKI et al., 2007; ANTONIAK et al., 2013). A inibicdo do
FXa teria um efeito anti-inflamatorio por inibir a ativacado de PAR-1 e PAR-2. De fato, a
superexpressao de PAR-2 induz hipertrofia cardiaca em camundongos. Camudongos
knockout PAR-2, apds inducdo de IM, tém o remodelamento cardiaco inibido
(ANTONIAK et al., 2013). Portanto, FXa interage com PAR-1 e PAR-2 para induzir
sinalizacdo inflamatdria e remodelamento vascular (VAN GORP et al., 2015; YAO et
al., 2017a).

Diante do exposto, a inibicdo do FXa da coagulacdo pode ter efeitos anti-
inflamatorios e representar uma alternativa ao tratamento de reguladores inflamatoérios
especificos. Pacientes com FA ndo valvar tratados com inibidores do FXa
demonstraram tanto reducdo da coagulacdo, quanto da inflamacédo, quando
comparados aos controles (KATOH et al., 2017). Portanto, o estudo aqui proposto pode
contribuir para o entendimento dessa relagdo causal entre inflamacdo e FA, e se
agentes com potencial anti-inflamatoério, como a rivaroxabana, podem constituir uma

nova abordagem terapéutica no tratamento de pacientes com a arritmia.
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Figura 1. Acdo dupla da Rivaroxabana na ativagcdo de plaquetas e na via da
coagulacao.
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FXa promove a clivagem de protrombina em trombina, e promove ativacdo de plaquetas. Tanto trombina quanto
plaquetas atuam na formacé&o do coagulo. Fonte: Angiolillo et al., 2010; Bauersachs e Zannad, 2018. Adaptado por
Costa, 2022.

2.4 Estresse Oxidativo

O estresse oxidativo € resultante do desequilibrio entre a concentracdo de EROs
e a capacidade antioxidante do organismo. As espécies reativas constituem trés
classes de compostos: as EROs, espécies reativas de enxofre (ERES) e espécies
reativas de nitrogénio (ERNS). As espécies reativas podem ainda ser didaticamente
divididas em dois grupos: os radicais livres e os compostos nao radicalares. Os radicais
livres sdo atomos ou moléculas que possuem pelo menos um elétron desemparelhado
em seus orbitais externos. Isso permite a transferéncia de elétrons com moléculas
vizinhas, podendo agir como aceptores ou doadores de elétrons, criando alteracdes no
ambiente molecular ao seu redor. Ja os compostos ndo radicalares, ndo possuem
elétrons livres, sendo, portanto, menos instaveis que os radicais livres, mas também
podem reagir com moléculas proximas (MAGDER, 2006; CAROCHO E FERREIRA,
2013; MARTELLI E NUNES, 2014).

Entre todas as espécies reativas geradas em organismos vivos, as EROs
representam a classe mais importante (VALKO et al., 2007). EROs € uma denominacao

usada para todas as espécies reativas que contém oxigénio e, em condi¢des
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fisiolégicas, atuam como oxidantes em rea¢gfes ndo enzimaticas (GASPAVORA et al.,
2017). As EROs sdo um produto do estresse oxidativo celular derivadas de vérias
fontes, incluindo mitocondrias, xantina oxidase, oxido nitrico sintase e a nicotinamida
adenina dinucledtido fosfato oxidase (NADPH oxidase) (HUANG et al., 2019). Aumento
da emisséo de EROs foi observada em mitocondrias isoladas de tecidos atriais de
pacientes diabéticos (DUICU et al., 2016) e modelos animais (ZHENG et al., 2017).
Varias mudancas fisiopatologicas associadas a EROs sdo consequéncias de
alteracdes associadas ao DNA mitocondrial e ao perfil transcricional de alguns genes,
aumentando atividade de enzimas, tais como a NADPH oxidase, xantina oxidase,
processos inflamatérios, ativacdo do sistema renina-angiotensina, entre outros
(GASPAVORA et al., 2017).

As EROs séo consideradas intermediarios ativos da molécula de oxigénio que
s80 energeticamente mais reativas que o proprio oxigénio molecular, ou seja, sao
compostos que tém mais facilidade em reagir com outras substancias, podendo gerar
uma cascata de reacdes. As formas mais comuns de EROs encontradas nas células
sdo: radicais superoxidos (O2), radicais hidroxilas (OH") e radicais peréxido de
hidrogénio (H202) (MONCADA E HIGGS, 2006; LAMBETH E NEISH, 2014). O radical
OH-, derivado do H20>, é a mais reativa das EROs podendo reagir potencialmente com
todas as moléculas biolégicas como DNA, proteinas, lipideos e praticamente qualquer
componente celular (WAGNER et al., 2004; BIENERT et al., 2007). Como as células
Nnao possuem mecanismos enzimaticos para eliminar essas espécies altamente
reativas, seu acumulo pode levar a morte celular. As EROs sao formadas sempre pelo
escape inevitavel de elétrons do O das reagbes de transporte de elétrons nos
cloroplastos, mitocdndrias e membranas plasmaticas ou como um subproduto de varios
processos metabolicos localizados em diferentes compartimentos celulares (DEL RiO
et al., 2006; BLOKHINA E FAGERSTEDT, 2010; HEYNO et al., 2011).

O aumento da oxidacdo resulta em disfuncdo celular, necrose, apoptose e
alteracdes nas proteinas celulares e vias de sinalizacdo (HUANG et al., 2009). Outra
importante consequéncia do aumento da oxidacdo no organismo é a degradacao
oxidativa dos lipidios, chamada de peroxidacéao lipidica. O H.O2 é um oxidante capaz
de iniciar a reacdao em cadeia da peroxidacao lipidica, um processo pelo qual as EROs
agridem os acidos graxos poliinsaturados dos fosfolipideos de membrana das células,

desintegrando-as e permitindo assim a entrada dessas espécies nas estruturas
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intracelulares (SONG et al., 2006). Consequentemente, ha perda da seletividade na
troca ibnica e liberacdo do contetdo de organelas, como as enzimas hidroliticas dos
lisossomas, e formacdo de produtos citotoxicos como o malondialdeido (MDA),
culminando com a morte celular (HERSHKO, 1998). Devido a curta meia-vida das
EROs, a alternativa para avaliar o potencial de oxidacéo tem sido a determinagéo de
marcadores estaveis na circulacao que refletem o estresse oxidativo celular e sistémico.
Alguns exemplos sdo: marcadores de peroxidacdo lipidica, fosfolipideos oxidados,
MDA, MPO e nitrotirosina (MAYANE, 2003; VINCENT et al., 2007).

Um acumulo de evidéncias na literatura indica que o estresse oxidativo tem um
papel importante na FA (KIM et al., 2005; ELAHI et al., 2008; SOVARI E DUDLEY, 2012;
BAS et al., 2017; GASPAVORA et al., 2017). No tecido do miocardio, o aumento dos
niveis de EROs, tais como Oz e H203, tem sido associado a FA (YOUN et al., 2013). O
estudo conduzido por Huang et al. (2019) mostrou que os niveis de EROs foram
significativamente maiores no grupo de pacientes com FA quando comparados ao
grupo controle. O aumento do estresse oxidativo avaliado pelos potenciais redox da
glutationa (GSH) foi fortemente associado com alto risco de prevaléncia e incidéncia de
FA (TAHHAN et al., 2017). Estudos também mostraram que o status oxidativo possui
uma associacado com o tamanho do atrio esquerdo em pacientes com FA (TOUSOULIS
et al., 2008; GHASEMZADEH et al., 2014). Além disso, tem sido sugerido que
anticoagulantes orais que inibem diretamente o FXa, como a rivaroxabana, podem inibir
a producéo de EROS e, consequentemente, reduzir o estresse oxidativo (Wozniak et
al., 2020).

A relacdo entre estresse oxidativo e FA estd embasada no processo de
remodelamento elétrico atrial na patogénese da arritmia. O termo remodelamento
elétrico do atrio, como jaA mencionado, é usado para se referir a mudancas afetando a
excitabilidade e atividade elétrica dos midcitos cardiacos. Um passo a ser considerado
no processo de remodelamento eletrofisiolégico do atrio inclui anormalidades nos
canais de calcio dos midcitos e consequente sobrecarga de célcio (GASPAVORA et al.,
2017). Segundo Ren et al. (2018), o estresse oxidativo induz danos no DNA
mitocondrial, controla canais de calcio levando a sobrecarga de calcio intracelular que
pode promover o remodelamento atrial na FA. Evidéncias antigas relatam que niveis
elevados de célcio intracelular (DOLMETSCH et al., 1998) e EROs (KUNSCH et al.,

1999) foram identificados como principais ativadores da resposta imediata ao fator de
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transcricdo NFKRB. O acumulo de NFK foi observado em tecido atrial de pacientes com
FA, tanto in vitro, quanto in vivo. (BUKOWSKA et al., 2008). Tse et al. (2016) revelaram
gue o excesso de EROs esta relacionado a patogénese da FA por afetar canais de ions

e propagacao do potencial de acéo.

Ainflamacg&o é uma outra maneira de produzir marcadores de estresse oxidativo.
Estudos mostram que o estresse oxidativo e a inflamacéo estao intimamente ligados,
uma vez que a inflamacao pode levar a producdo de EROs, e EROs também pode
promover a sintese de citocinas pré-inflamatérias (SCHINDHELM et al., 2009; KHAPER
et al.,, 2010; MCDONALD et al., 2014; GUTIERREZ E WAGONER, 2015). A intima
relacdo entre FA, estresse oxidativo e inflamacéo foi mostrada em estudos histoldgicos,
onde o0 aumento de biomarcadores inflamatoérios e do estresse oxidativo foi observado
em tecido atrial de pacientes com FA (HUANG et al., 2009). Resultado semelhante foi
observado por Li et al. (2016) que encontraram niveis elevados dos marcadores PCR,
IL-6, IL-8, TNF, MDA, e LDL oxidada nos pacientes com FA em relacdo ao grupo
controle, sugerindo uma forte associagcao entre estresse oxidativo e inflamacgéao na FA.
A associacao vista entre inflamacéo e estresse oxidativo na FA levou a producéo de
varios farmacos com propriedades anti-inflamatorias e antioxidante. A estatina € um
exemplo de farmaco, amplamente administrado na reducdo de eventos
cardiovasculares que, além da atividade anti-inflamatoria, exibe atividade antioxidante,
eliminando os radicais de oxigénio, reduzindo o colesterol e inibindo a oxidacdo do
colesterol das lipoproteinas de baixa densidade (UMEJI et al., 2006; YOUN et al., 2013).

Sabe-se que o aumento de EROs por ativacdo enzimatica e/ou disfuncéo
mitocondrial pode levar a ativacdo das principais vias de sinalizacéo inflamatoria e
fatores de transcricao, incluindo NFK@, o qual regula a transcri¢cdo de algumas citocinas
inflamatorias como: TNF, IL-6, IL-8 e IL-1 (BAEUERLE E HENKEL, 1994), além de
causar alteracdo na atividade dos canais idnicos. A diminuicdo dos niveis de 6xido
nitrico, por exemplo, pode levar a um aumento da atividade NFK, resultando em
variac@es inflamatdérias e contribuindo para alterar atividade dos canais ibnicos seguida
por sobrecarga de calcio (Figura 2). Todas essas alteracbes metabdlicas, mediadas
pelo estresse oxidativo, culminam no remodelamento elétrico do é&trio e
consequentemente na patologia da FA (KORANTZOPOULOS et al., 2007; HUANG et
al., 2009; GASPAVORA et al., 2017).
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Figura 2. O papel do estresse oxidativo na fibrilacdo atrial.
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sintase (NOS), fosfato de dinucleotideo nicotinamida adenina (NADPH), superéxido dismutase (SOD). Linhas verdes
representam a sequéncia de eventos oxidativos que contribuem para FA. Linhas vermelhas representam a situagao
inversa onde a FA ja estabelecida pode ativar diferentes vias oxidativas levando ao aumento do estresse oxidativo.
Fonte: Gasparova et al. 2017, adaptado por Costa, 2022.

2.5 Haptoglobina

A Hp é uma glicoproteina encontrada na fracéo alfa-1 do soro com capacidade
de ligacao a Hb intravascular liberada durante o processo de hemdlise. Apesar de sua
sintese primaria ser hepéatica, a expressdo do gene da Hp é observada em outros
tecidos, incluindo pulmdo, pele, rins e coracdo (KALMOVARIM et al.,, 1991,
FRIEDRICHS et al., 1995; MCPHERSON, 1999). A producdo da Hp € induzida por
citocinas tais como, TNF, IL-6 e IL-1, por meio da ligacdo dessas citocinas aos sitios
reguladores do promotor do gene da Hp (BERKOVA et al., 1999; GABAY E KUSHENER
1999; NAKATA et al.,, 2012). O fato da producdo de Hp ser induzida por algumas
citocinas inflamatérias sugere que o0s niveis séricos de Hp aumentam
consideravelmente em processos inflamatérios (COSTACOU E LEVY 2012). Ja em
baixos niveis de Hp, a Hb livre incorporada ao ferro atua como agente oxidante na
corrente sanguinea, favorecendo a producao de radicais livres (DALAN et al., 2016;
YANG et al.,, 2021). Portanto, sabe-se que 0s niveis plasmaticos de Hp estédo

associados a muitas doencas que levam a processos inflamatdrios e oxidativos,
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incluindo doencas cardiovasculares, disturbios autoimunes e diabetes (IRWIN et al.,
2015; DALAN et al., 2016; Gurung et al., 2019).

A Hp é uma glicoproteina que tem como principal funcéo biolégica sua ligacao
ndo covalente a Hb, para formar um complexo que ser& posteriormente eliminado pelo
sistema reticuloendotelial, por meio da endocitose mediada pelo receptor CD163
encontrado na superficie de mondcitos e macréfagos. Tal processo fisioldégico impede
o potencial dano oxidativo do ferro contido na molécula de hemoglobina (KRISTIANSEN
et al., 2001; ASLEH et al., 2003; DALAN E LIUH 2018). Na auséncia da Hp, a Hb livre
incorporada ao ferro atua como um agente oxidante na corrente sanguinea favorecendo
a producdo de radicais livres, e, subsequentemente, a oxidacdo da lipoproteina de
baixa densidade (LDL). O estimulo a peroxidagéo lipidica estabelece uma resposta
imune e inflamatéria, o qual pode levar a uma significativa lesdo tecidual, um
mecanismo precoce no desenvolvimento da arterosclerose (VIENER E LEVY 2011).
Além disso, a Hb livre pode estar associada a danos renais ao fluir através dos
glomérulos. Tais danos sdo evitados pela formacédo do complexo Hp-Hb, que é muito
grande para ser filtrado no rim e, em vez disso, é reconhecido pelo receptor CD163
(LANGLOIS E DANLANGHE 1996; KRISTIANSEN et al., 2001; COSTACOU E LEVY
2012). Portanto, a rapida depuracao da Hb livre fez com que a Hp evoluisse como um
mecanismo protetor muito importante para evitar os efeitos deletérios associados a
circulacdo de Hb (LANGLOIS E DANLANGHE 1996).

A estrutura tetramérica da Hp € constituida por duas cadeias peptidicas alfas e
duas cadeias peptidicas betas, que se ligam covalentemente por pontes dissulfeto. O
gene Hp esta localizado no braco longo do cromossomo 16 (16g22.2) e apresenta um
polimorfismo comum caracterizado por dois alelos: Hpl e Hp2 (SZAFRANEK et al.,
2002; GAST et al.,, 2008; FARBISTEIN E LEVY 2010; ORCHARD et al., 2013;
BOETTGER et al., 2016). O alelo Hpl corresponde a forma contendo cinco exons e é
conservado ao longo da espécie. Ja o alelo Hp2 é especifico do ser humano e
apresenta sete exons que provavelmente surgiram de uma duplicacdo (cruzamento nao
homélogo) envolvendo os exons 3 e 4 do alelo Hpl (YANG et al., 2012). A cadeia
peptidica alfa codificada pelo alelo Hp1 (a1 - 9 kDa) é menor do que a produzida pelo
alelo Hp2 (a2 - 16-20 kDa). Portanto, a estequiometria da proteina Hp madura é
dependente do gendtipo: individuos Hpl-Hpl produzem um anico homodimero linear,

Hp2-Hp2 produzem polimeros ciclicos e, em individuos heterozigotos, a proteina Hp
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pode ser encontrada como homodimero linear e/ou multimeros (SZAFRANEK et al.,
2002; ASLEH et al., 2008; FARBSTEIN E LEVY 2010).

Além das diferencas estruturais, os produtos proteicos Hpl e Hp2 apresentam
outras diferencas funcionais: a capacidade de se ligar a Hb, a capacidade de ligar o
complexo Hp-Hb ao receptor CD163 e as taxas de liberacdo do complexo Hp-Hb da
circulacdo sédo significativamente maiores em Hpl-Hpl em comparacdo ao portador
Hp2 (COSTACOU E LEVY 2012). A proteina Hp1-Hpl apresenta maior capacidade de
ligacdo a Hb e ao receptor CD163, apresentando maiores propriedades anti-
inflamatérias e antioxidantes. Por outro lado, a proteina Hp2-Hp2 leva a um
comprometimento funcional da depuracdo da Hb e menor atividade antioxidante
(COSTACOU E LEVY 2012; ORCHARD et al., 2013). Estudos mostraram que a
proteina Hpl-Hpl € mais eficiente que a proteina Hp2-Hp2 na prevencao da oxidacao
causada pelo ferro heme e é internalizada e removida da circulacdo mais rapidamente,
com meias-vidas de aproximadamente 20 minutos e 50 minutos para Hpl-Hpl-Hb e
Hp2-Hp2-Hb, respectivamente (ASLEH et al., 2003; 2008).

Devido as diferencas marcantes nas propriedades das proteinas Hpl e Hp2,
varios estudos tém investigado o impacto dos fenotipos da Hp no risco de doencas
cardiovasculares (DELANGHE et al., 1999; ROGUIN et al., 2001; LEVY et al., 2004;
LIOUPIS et al., 2011; ADAMS et al.,, 2013). Liu et al. (2011) demonstraram que 0
genotipo Hp2-Hp2 possui associacdo com DAC na populacéao chinesa, sugerindo que
0 genotipo pode representar um fator de risco independente para DAC, e o alelo Hp2
um fator genético também susceptivel para DAC na mesma populacdo. Um estudo
conduzido por Dallan et al. (2016) mostrou uma associacdo do genotipo Hp2-Hp2 com
inflamacéo de baixo grau, concentracédo sérica de Hp e espessura intima-média da

artéria carétida em uma populacdo multiétnica de Singapura.

Estudos longitudinais mostraram que o genoétipo Hp2-Hp2 esta associado a um
risco duas a cinco vezes maior de DCV incidente na populagdo com DM2 (LEVY et al.,
2002; RYNDEL et al., 2010; ADAMS et al., 2013; CAHILL et al., 2013). Mostaza et al.
2020 avaliaram a doenca carotidea em relacdo ao genoétipo de Hp em pacientes com e
sem diabetes. Os autores observaram que individuos Hp2-Hp2 apresentavam maior
prevaléncia de arteriosclerose carotidea quando se comparou aos genétipos Hpl-Hpl

e Hp2-Hpl. Os resultados foram semelhantes entre os pacientes com e sem diabetes.
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Além disso, a relacdo entre Hp2-Hp2 e niveis de colesterol tem sido mostrada em
alguns estudos epidemioldgicos, onde o alelo Hp2 est4 associado com maiores niveis
de colesterol total e colesterol LDL (BOETTGER et al.,, 2016; ZHENG et al., 2017).
Segundo Costacou e Levy (2012), o gen6tipo Hp2-Hp2 estd associado a um maior risco
cardiovascular atribuido a diminuicdo da afinidade pela Hb, diminuicdo da depuracao
dos complexos Hp2-Hp2—-Hb, vias anti-inflamatdrias prejudicadas, oxidacdo de LDL e
transporte do colesterol reverso disfuncional realizado pela lipoproteina de alta
densidade (HDL).

Em contraponto a estas evidéncias, ha relatos conflitantes em relacdo a
associacgao do alelo Hp2 ao risco aumentado de DCV (CAHIL et al., 2013; PECHLANER
et al., 2014), uma vez que, estudos mostram que o alelo Hpl também pode ser um fator
de risco para DCV (COSTACOU E LEVY 2012; WANG et al., 2019).

2.6 Vitamina D

Historicamente, a vitamina D € conhecida por seu importante papel no tecido
0sseo (LIEBEN E CARMELIET 2013; AVENELL etal., 2014; HALFON et al., 2015). Nas
Ultimas décadas, tem se enfatizado a associacdo da vitamina D com doencas nao
esqueléticas, cujos resultados mostram a vitamina D como um fator emergente que
pode influenciar o inicio de DCV. Walters et al. (1986) identificaram pela primeira vez o
receptor da vitamina D (VDR) em tecidos cardiovasculares de camundongos. Desde
entdo, a descoberta de um receptor especifico de vitamina D no tecido cardiaco sugeriu
um papel fisiologico da vitamina D na manutencéo da funcéo cardiovascular (CHEN et
al., 2008; TISHKOFF et al., 2008). Especificamente no coracédo, o VDR € expresso em
cardiomidcitos ventriculares e fibroblastos, promovendo efeitos genémicos e nao

gendmicos que impactam o metabolismo do célcio.

Niveis reduzidos de vitamina D tém sido associados com o aumento do risco de
desenvolvimento de DM, HAS, IC e IM, que sao fatores de risco para o desenvolvimento
de FA (ZITTERMANN et al.,, 2003; PITTAS et al., 2006; FORMAN et al., 2007,
GIOVANNUCCIE et al.,, 2008; BR@NDUM-JACOBSEN et al.,, 2012). As vias
subjacentes que podem estar envolvidas na ligacéo entre a vitamina D e as doencas
cardiovasculares incluem seus efeitos na inflamacéo, funcédo das células endoteliais,
trombose e fung¢des dos cardiomiécitos (VITEZOVA et al., 2015). Além disso, estudos

demonstraram que a ocorréncia de FA e a deficiéncia de vitamina D podem ser
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variagbes sazonais, com maior incidéncia no inverno e menor no verao (MURPHY et
al., 2004; SHOBEN et al., 2011).

A relacgdo causal entre os niveis circulantes de vitamina D e o risco de FA ainda
nao foi totalmente elucidada. Embora os achados indiguem uma possivel associagcédo
entre os niveis reduzidos de vitamina D e varias patologias cardiovasculares como
DAC, HAS e hipertrofia ventricular esquerda, a relacdo entre estes niveis e as arritmias
cardiacas, particularmente com FA, nao é clara (CHEN et al., 2014; ALONSO et al.,
2016; SCRAGG et al.,, 2017; JENKINS et al., 2018; ZITTERMANN et al., 2018;
MANSON et al., 2019). Canpolat et al. (2017) mostraram que niveis séricos reduzidos
de vitamina D est&o significativamente associados a extensiva fibrose atrial esquerda
em pacientes com FA paroxistica. Estudos observacionais sugerem que pacientes com
deficiéncia de vitamina D tém aproximadamente duas vezes mais chances de
apresentar FA do que pacientes com niveis dentro dos valores de referéncia (> 30
ng/mL) (BELEN et al., 2016, DEMIR et al., 2014; OZCAN et al., 2015). Uma meta-
analise conduzida por Zhang et al. (2016) e o estudo de Liu et al. (2019), relataram que
a deficiéncia de vitamina D pode influenciar o desenvolvimento de FA. Por outro lado,
varios estudos prospectivos ndo encontraram essa associacao (RIENSTRA et al., 2011;
MATHEW et al., 2014). Alonso et al. (2016), ndo encontraram uma associacao

clinicamente relevante entre a diminuicdo dos niveis de vitamina D e FA.

A deficiéncia de vitamina D € comum em muitos paises (LIP E
TELLOMONTOLIU, 2007), onde apenas 23% das pessoas apresentam a concentracao
sérica de vitamina D acima de 30 ng/mL (GINDE et al., 2009). Deficiéncia de vitamina
D pode gradativamente predispor ou agravar HAS e hipertrofia ventricular, que sao
fatores de risco bem conhecidos para FA, especialmente em idosos (PROIETTI et al.,
2015). A associacao entre deficiéncia de vitamina D e FA tem varios mecanismos
fisiopatoldgicos. A inflamacéo, por exemplo, que tem um papel crucial na patogénese
da FA, pode ser citada como um desses mecanismos. Notavelmente, niveis reduzidos
de vitamina D podem aumentar direta ou indiretamente a sintese de PCR (SHEA et al.,
2007).

Outro mecanismo importante da vitamina D seria a inibicdo do RAAS. Segundo
Zhang et al. (2016), o RAAS desempenha um importante papel na remodelacao tanto

elétrica quanto estrutural dos atrios. Receptores de vitamina D também sé&o
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encontrados em midcitos e fibroblastos do coracdo, os quais medeiam a remodelacao
cardiaca (CHEN et al., 2011). Hanafy et al. (2014) encontraram que a vitamina D
aumenta a duracgdo do potencial de acéo e intensidade de contragcdo no atrio esquerdo
do coracao de coelhos, sugerindo que os efeitos eletromecéanicos da vitamina D sao
capazes de promover a prevencdo ou o término da FA. Pesquisas relatam que o
blogueio de RAAS tem mostrado efeitos benéficos no remodelamento elétrico do tecido
atrial humano (BOLDT et al., 2006; FORMAN et al., 2010). Portanto, a inibicdo de RAAS
apresenta propriedades arritimiogénicas, considerando que o bloqueio do sistema
diminui o risco de FA (KHATIB et al.,, 2013). Um estudo experimental com modelo
animal mostrou que a presenca de vitamina D pode atuar inibindo o sistema RAAS (YI
JEN et al., 2010). Portanto, deficiéncia de vitamina D pode aumentar o risco de FA,
secundario a sua propriedade regulatoria negativa do RAAS (LIU et al., 2019).

Além disso, efeitos benéficos da vitamina D na reducéo da trombogenicidade,
inibicdo do estresse oxidativo e inflamacgéo, melhora da funcéo endotelial e relaxamento
vascular, também sao vias fisiologicas cruciais na patogénese da FA (CHEN et al.,
2008; SHEA et al., 2007; PILZ et al., 2016). Segundo Zhang et al. (2016) estresse
oxidativo e processo inflamatério parece ser a ponte entre deficiéncia de vitamina D e
o desenvolvimento de FA. Em um estudo animal, Assalin et al. (2013) avaliaram o efeito
da deficiéncia de vitamina D no metabolismo, morfologia e funcéo cardiaca. Os autores
encontraram uma associacao significativa entre deficiéncia de vitamina D e inflamacao
cardiaca, estresse oxidativo, alteragcdes metabdlicas energéticas, hipertrofia cardiaca,
alteracdoes na auricula esquerda e ventriculo esquerdo do coragédo, com fibrose e
apoptose, e disfuncdo sistélica, caracteristicas comuns a patologia da FA. Esses

achados foram associados ao aumento da secrecao de citocinas, incluindo TNF e IFN-
Y.

Sabe-se que a deficiéncia de vitamina D altera a cinética da contragdo muscular,
reduzindo a recaptacdo de ions célcio no reticulo sarcoplasmatico, levando a um
prolongamento da fase de relaxamento da contracdo muscular. Além disso, 0s niveis
reduzidos de vitamina D podem ser responsaveis por alteracbes na fosforilacédo
oxidativa e pela captacdo inadequada de ions célcio nas mitocéndrias, o que resulta
em perturbacdes da homeostase metabdlica celular (ZHANG et al., 2016). Daraghmeh
et al. (2016) conduziram um estudo de acompanhamento sobre mortalidade por

diversas causas e concluiram que niveis reduzidos de vitamina D estdo inversamente
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associados a DCV e a mortalidade por todas as causas. Por fim, as evidéncias mostram
gue a vitamina D exibe propriedades antioxidantes, regula RAAS e vias inflamatérias
(LI etal., 2002; VAN ETTEN E MATHIEU, 2005).

2.7 Sistema Fibrinolitico

O sistema fibrinolitico desempenha um papel crucial na manutencao do equilibrio
da hemostasia no corpo humano. E um sistema complexo e de multicomponentes que
controlam estritamente 0s processos opostos de ativacao e inibicdo da degradacgéo
proteolitica da fibrina, a fim de restaurar e manter o fluxo sanguineo normal (KANNE,
1984; NEGREVA et al., 2016). Uma avaliacdo do processo de fibrindlise é importante
pela para identificar individuos com risco cardiovascular aumentado e o potencial de
modular farmacologicamente uma fibrindlise alterada (PANG et al., 2016). Um estudo
multidisciplinar, analisando a utilidade da avaliagdo da fibrindlise usando um ensaio
global para predicao de risco cardiovascular, documentou que cada aumento de 50%
do tempo de lise do coagulo esta associado a um aumento relativo de 20% na morte
cardiovascular (SUMAYA et al., 2018).

A plasmina é a principal protease efetora no sistema fibrinolitico que medeia a
dissolucdo de polimeros de fibrina. Sua forma zimogénica, o plasminogénio, €&
convertido em plasmina pela acdo de dois ativadores fisiologicos, o ativador do
plasminogénio do tipo tecidual (t-PA) e uroquinase (u-PA), este ultimo operando
principalmente no espaco extravascular (Figura 3) (CASTELLINO E PLOPLIS 2005;
RIJKEN E LIJNEN 2009; AL-HORANI E DESAI 2014). A quantidade de fibrina acelera
bastante a conversao do plasminogénio em plasmina. A plasmina, por sua vez, atua
guebrando uma série de ligacdes na molécula de fibrina. Células endoteliais liberam t-
PA que juntamente com o plasminogénio, se ligam aos residuos de lisina expostos pela
protedlise da fibrina e aceleram ainda mais a conversao do plasminogénio em plasmina.
Na dissolucéo dos trombos intravasculares, a ativacao do plasminogénio mediada por
t-PA inicia o processo de fibrindlise, onde a rede de fibrina é clivada em uma série de
produtos da degradacao de fibrina soltveis (PDF), incluindo o dimero-D (Figura 3)
(DOBROVOLSKY E TITAEVA 2002; RIJKEN E LIJNEN 2009; AL-HORANI E DESAI
2014).

Portanto, apds a coagulagéo do sangue, o processo de fibrindlise € iniciado, com

uma subita e ampla ativacdo que leva a rapida dissolu¢cdo do coagulo. A fibrindlise
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endbdgena representa um forte mecanismo de defesa contra uma duradoura ocluséo
trombdtica (DIANA et al., 2019; LIN et al., 2020). O processo fibrinolitico pode ser
prontamente inibido por meio dos inibidores da fibrindlise: o PAI ou pela inibicdo de
plasmina por alfa-2-antiplasmina (a-2-antiplasmina) (Figura 3), e pelo TAFI (DUBINS E
WITKIEWICZ 2010).

Sao conhecidos varios tipos de PAI, dentre eles o PAI-1, que é liberado das
plaguetas sanguineas e do endotélio quando as citocinas inflamatérias sdo reguladas
em excesso (UNDAS, 2019). Em sua forma ativa, PAI-1 se liga ao t-PA de maneira
estequiomeétrica, inibindo rapidamente e irreversivelmente o t-PA (MEHTA E SHAPIRO
2008). Portanto, o PAI-1 atua como um antagonista do t-PA, impedindo a fibrindlise.
Niveis elevados de PAI-1 atuam como um fator de risco para trombose e AVE, levando
a um estado protrombotico (SONCINI et al., 1997; LOFFREDO et al., 2005; ZABCZYK
et al., 2011). Niveis aumentados de PAI-1 e t-PA podem ser resultados de danos
endoteliais e inflamacao sistémica, uma vez que a presenca de comorbidades, como
cardiopatia isquémica, IC e HAS também podem estar associadas a concentragdes
elevadas desses marcadores (FURUI et al., 1987; PRETORIUS et al., 2007; TVEIT et
al., 2008). A enzima a-2-antiplasmina € uma enzima responsavel pela inativacdo da
plasmina, semelhante ao PAI-1, que em estado fisiolégico normal, evita sangramentos
excessivos. A a-2-antiplasmina tem a capacidade de inativar rapidamente a plasmina,

formando um complexo inativo estavel (MUTCH et al., 2007).
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Figura 3. Representacdo esquematica do sistema fibrinolitico e inibidores da
fibrindlise.
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Siglas: inibidor do ativador de plasminogénio tipo 1 (PAI-1), ativador do plasminogénio do tipo tecidual (t-PA), ativador
do plasminogénio do tipo uroquinase (u-PA), alfa-2-antiplasmina (a-2-AP), produtos de degradacé&o de fibrina (PDF).
Fonte: Franco et al. 2001.

O TAFI também age como um regulador negativo do sistema fibrinolitico. Sua
principal sintese € no figado, mas ha evidéncias de producédo de TAFI extra-hepatica
em células endoteliais, macréfagos e plaquetas humanas (MOSNIER et al., 2003;
SCHADINGER et al., 2010; LIN et al., 2011). Presume-se que o complexo trombina-
trombomodulina seja um dos ativadores fisiologicos do TAFI. A trombina gerada
durante a amplificacdo do coagulo produzira TAFI ativado (TAFla) suficiente para
modular a fibrindlise (FOLEY et al., 2013). O TAFI remove os residuos de lisina C-
terminais da fibrina reduzindo sua capacidade de se ligar a proteinas pré-fibrinoliticas
como plaminogénio e t-PA, inibindo a reacdo dessas coenzimas (HOFFMAN E
MONROE 2007; FERREIRA E SOUSA 2010). Além disso, a via TAFI pode
desempenhar varios papéis além da inibicdo da lise do coagulo, como atenuacéo da
inflamacéo, regulacao da pressao arterial e tonus vascular (FOLEY et al., 2013). Alguns
autores defendem que o TAFI desempenha dois papéis: anti-fibrinolitico, por clivar
residuos de lisina C-terminais a partir da fibrina parcialmente degradada, e anti-
inflamatorio, por regular negativamente as anafilatoxinas C3a e C5a. Anafilatoxinas séo
fragmentos (C3a, C4a ou C5a) produzidos durante as vias do sistema de complemento

e se ligam aos receptores especificos da superficie celular promovendo a inflamagéo
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aguda através da estimulagdo da quimiotaxia neutrolitica e ativacdo dos mastocitos
(GROSSO et al., 2017).

A atividade fibrinolitica na FA é objeto de pesquisas em numerosos trabalhos até
o0 momento. Uma meta-andlise de 59 estudos mostrou que t-PA e PAI-1 estédo
aumentados em pacientes com FA comparados aos grupos controles (WU et al., 2015).
Evidéncias demonstraram que concentracdes elevadas de antigeno PAI-1 sédo
preditores independentes do desenvolvimento de FA em pacientes submetidos a
circulacéo extracorpérea e naqueles ap6s CV bem-sucedida (PRETORIUS et al., 2007;
TVEIT et al., 2007). Em pacientes com FA paroxistica, Drabik et al. (2015) mostraram
niveis elevados de antigeno PAI-1 associados a uma tendéncia a formar coagulos mais
densos e pouco lisaveis. Matusik et al. (2017) demonstraram em 160 pacientes com FA
gue o tempo de lise do coagulo estava positivamente correlacionado com o potencial
endogeno de trombina, bem como com NT-proBNP (N-terminal do peptideo natriurético
tipo B) e PAI-1. Aléem disso, 0s mesmos autores mostraram uma correlagéo positiva
entre niveis de PAI-1 e a fracdo de ejecao do ventriculo esquerdo em pacientes com
FA, sugerindo uma associacao entre parametros hemostaticos e a sobrecarga nos
ventriculos (MATUSIK et al., 2017).

Ainda que raros na literatura, estudos evidenciando niveis aumentados de TAFI
também tém sido descritos em pacientes com FA (ROLDAN et al., 1998; ADAMS E
HUNTINGTON et al., 2006; ZABCZYK, et al., 2011). As avaliacbes sobre 0s niveis
plasmaticos de TAFI indicam, em sua maioria, uma relacdo com eventos
tromboembadlicos. Meltzer et al. (2009) mostraram que um estado de hipofibrindlise
plasmatica esta associado a risco de tromboembolismo venoso por elevados niveis
plasmaticos de TAFI e PAI-1. Niveis plasmaticos de TAFI sdo também elevados em
pacientes com IAM (WANG et al., 2016). Alguns estudos genéticos do gene TAFI
observaram que polimorfismos estdo associados a trombose venosa (SHI et al., 2014),
arterial (KOZIAN et al., 2010) e a resisténcia a revascularizacdo em pacientes com IAM
(FERNANDEZ-CADENAS et al., 2007). Em resumo, niveis plasmaticos elevados de
TAFI possuem uma sélida associacdo com aumento do risco de varios eventos
cardiovasculares, tais como: AVE (LADEVALL et al., 2007; BRUIINE et al., 2009); IM
(ZORIO et al., 2003); angina de peito (MORANGE et al., 2003); SCA (SANTAMARIA et
al., 2004) e DAC (BRUIJNE et al.,, 2009). A observacdo de alteracdes nos niveis

plasmaticos de TAFI pode ajudar a identificar fatores de risco para AVE e o processo
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patolégico envolvido (SANTAMARIA et al., 2003). Além disso, segundo Dai et al. (2017)
h& a expectativa de que o TAFI seja um novo biomarcador a ser aplicado na prética

clinica.

Diante do exposto, torna-se pertinente avaliar biomarcadores na ocorréncia da
FA e sua associacdo com parametros do estresse oxidativo, do sistema fibrinolitico e
inflamatoérios. Cumpre ressaltar que até o presente momento, nao foram conduzidos
estudos com pacientes com FA, na populacdo brasileira, envolvendo parametros de
diversas vias fisiopatoldgicas e sua possivel interrelacdo. A comparacédo entre o uso de
anticoagulantes diferentes na FA pode fornecer importantes insights que poderao
nortear estudos mais robustos visando a obtengdo de resultados potencialmente

aplicaveis a clinica.



49
3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Investigar a associacéo de marcadores inflamatérios, de estresse oxidativo e do
sistema fibrinolitico em individuos com fibrilagdo atrial, em uso dos anticoagulantes

orais varfarina ou rivaroxabana, comparados a um grupo controle sem fibrilagéo atrial.
3.2 Objetivos especificos

Comparar entre um grupo de pacientes com FA, em uso de varfarina ou

rivaroxabana, e o grupo controle:

e Niveis plasmaticos de Hp e Vitamina D;

e Niveis de parametros de estresse oxidativo por meio da quantificacéo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de tetrazolina (MTT) e de substancias
reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS);

e As frequéncias alélica e genotipica do polimorfismo Hp1-Hp2 no gene da Hp;

e Niveis de PAI-1 e TAFI.

e Correlacdo dos niveis de IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, TNF, TGF-B, IL-8, RANTES,
IFN-y, MIG, MCP-1 e IP-10 com os parametros acima citados, cuja associacao

com a FA foi avaliada em estudo anterior do grupo (MARTINS, 2018).
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Desenho do estudo
e Aspectos éticos

O presente estudo, do tipo transversal e observacional foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa da UFMG (COEP-UFMG Projeto: CAAE — 12603413.0.0000.5149 —
Anexo A) e pelos Comités de Etica dos hospitais Lifecenter, Madre Teresa, Semper e
Governador Israel Pinheiro (Ipsemg) onde foram selecionados 0s pacientes, como
também ao comité de ética da Prefeitura de Belo Horizonte para a selecao dos
candidatos do grupo controle na Academia da Cidade (bairro Universitario). Aos
individuos selecionados, foram realizados os esclarecimentos da pesquisa e aqueles
gue estavam de acordo em participar, assinaram um Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (Apéndice A), bem como responderam a uma ficha clinica com perguntas
de interesse medico e da pesquisa (Apéndices B e C).

e Populacao do estudo

Participaram do estudo 147 individuos, compreendendo pacientes com FA em uso
de varfarina (n=47) e rivaroxabana (n=38), além de individuos higidos (controles, n=62).
Os individuos com FA foram selecionados sequencialmente por médicos especialistas
a partir da rotina de atendimento em consultérios e ambulatérios, e foram
encaminhados para o local da realizacdo da coleta de sangue. A selecéo e coleta de
amostras dos participantes do estudo foram realizadas entre o periodo de junho de
2013 a dezembro de 2017.

Foram coletadas amostras de 20 mL de sangue venoso dos pacientes (5 mL sem
anticoagulante, 5 mL em EDTA e 10 mL em citrato de sodio a 3,2%), apos jejum de
12h, diretamente em tubos do Sistema Vacutainer® (Becton-Dickinson). As amostras
de sangue coletadas sem anticoagulante foram centrifugadas a 1100 g por 15 minutos,
em centrifuga refrigerada a 4 °C. Para as amostras de plasma, foi realizada uma
segunda centrifugacao, a 3500 rpm por 15 minutos, para obtencao do plasma pobre em
plaquetas. As amostras de soro e plasma foram aliquotadas em microtubos de
polipropileno atoxico, devidamente identificadas e armazenadas em freezer vertical a -
80 °C. Parte do sangue total coletado em anticoagulante EDTA foi utilizada para a

extracdo do DNA, que ficou armazenado a -20°C até a realizacdo das analises
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genéticas. No momento do uso, as aliquotas foram descongeladas a temperatura
ambiente, apenas uma Unica vez para a realizacdo das determinagfes previamente
definidas.

e Coleta de dados

Dados referentes a sexo, idade (definida em anos), habito de tabagismo, etilismo,
sedentarismo, uso de estatina, anti-hipertensivo, além de outros medicamentos
(prescritos e ndo prescritos), bem como diagndstico de hipertenséo e diabetes mellitus
foram obtidos por meio de entrevista e consulta em prontuario médico, para
preenchimento de ficha clinica.

A classificacdo quanto ao habito de tabagismo (sem considerar tempo e consumo
diario) foi de fumante e ndo fumante de qualquer cigarro, charuto ou similar.
Considerou-se tabagista o individuo que tinha o habito no momento da inclusdo no
estudo ou que houvesse abandonado o habito de fumar. Classificou-se como nao
tabagista aqueles individuos que nunca fumaram (ALMENOFF et al., 1995). Como
etilistas, os participantes que relatavam ingestéo de bebidas alcodlicas superior a 30mL
de alcool ao dia. Sedentaristas, aqueles que néo praticavam atividade fisica aerobica
com frequéncia de trés a seis dias por semana, sessdes, em media, de 40 minutos
(REZENDE et al., 2006). Considerou-se como hipertenso o individuo que relatasse a
presenca da doenca ou estivesse em uso de medicamento anti-hipertensivo na época
da entrevista. Foi considerado com diabetes mellitus o individuo que, durante a
entrevista, relatasse a presenca da doenca ou estivesse em uso (ou receita médica) de

insulina ou hipoglicemiante oral.

e Variaveis do estudo

Variaveis principais: participante ter ou ndo FA; participante fazer uso de
varfarina ou rivaroxabana; Biomarcadores: TBARS, MTT, PAI-1, TAFI, Hp e Vitamina
D.

Co-variaveis: idade, DM, HAS, dislipidemia e atividade fisica.

4.2 Critérios de Incluséao

e Grupo caso: Foram incluidos no estudo pacientes com FA nao valvar

paroxistica, persistente ou permanente, documentada por eletrocardiograma
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com Doppler dentro de 12 meses anteriores, que estavam fazendo uso de
varfarina ou rivaroxabana por, no minimo, um més antes da realizagdo da
coleta de sangue. Para o grupo varfarina todos os pacientes deviam
apresentar valor de “Relagdo Normatizada Internacional” (RNI) dentro da
faixa terapéutica. Para o grupo rivaroxabana a coleta deveria anteceder a
ingestdo da proxima dose do medicamento. Os pacientes elegiveis incluem
individuos de ambos o0s sexos com idade superior a 18 anos.

Grupo controle: Foram incluidos individuos com as caracteristicas
demogréficas semelhantes aos individuos com FA, porém, sem relato de
arritmia, ou qualquer outra doenca cardiaca, histérico de tromboembolismo e

uso de anticoagulantes orais.

4.3 Critérios de ndo-inclusao

Uso de terapia medicamentosa com antiagregante plaquetario, corticoides e
anti-inflamatoérios nao esteroidais, heparina, terapia de reposicdo hormonal,
antifibrinoliticos, amiodarona, verapamil, quinidina, antimicoticos azolicos e
ritonavir;

Etilismo, doenca renal crénica (clearance de creatinina inferior a 30 mL/min),
insuficiéncia hepatica, doenca tireoidiana, infecciosa, inflamatoéria, autoimune
e maligna, bem como qualquer alteracdo laboratorial ou clinica relevante
detectada pelo médico responsavel;

Gravidez, puerpério e lactacéo.

4.4 Métodos

Os resultados do hemograma, perfil lipidico, hepatico e renal, foram obtidos

durante o desenvolvimento experimental da tese da Dr2 Rita Carolina Figueiredo Duarte

(DUARTE, 2017). A analise dos parametros inflamatorios foi realizada pela doutoranda

Gabriela Lopes Martins na conducéo de sua dissertacao de mestrado (MARTINS, 2018)

e os resultados foram parcialmente publicados (MARTINS et al., 2020). Estas analises

foram refeitas no presente estudo, com um pegueno acréscimo no tamanho amostral,
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com a finalidade de se investigar possiveis associa¢cdes com 0s novos biomarcadores

avaliados.

4.4.1 Determinagcdo dos parametros bioquimicos

As determinacfes séricas dos parametros bioquimicos colesterol total, HDLc,
LDLc, triglicérides, AST (aspartato aminotransferase), ALT (alaninaaminotransferase),
GGT (gama glutamil transpeptidase), creatinina e acido Urico foram realizadas no
Laboratdrio de Patologia Clinica do Hospital Risoleta Tolentino Neves, utilizando o

analisador automatico Vitros 250, Johnson & Johnson®.

4.4.2 Determinacao da capacidade antioxidante do soro (MTT)

O MTT é um sal tetrazélico que pode ser reduzido por antioxidantes como o
ascorbato, urato, a-tocoferol, albumina e o grupo das sufidril proteinas, formando
cristais de formazana que possuem cor purpura e sdo soluveis em isopropanol
(MEDINA et al., 2007).

Para determinacdo da capacidade antioxidante, foi realizada a quantificacdo do
MTT de amostras de soro de acordo com o protocolo de Medina et al. (2007) descrito
abaixo, adaptado por Duarte et al. (2012).

Foram incubados, ao abrigo de luz, a 37°C por 60 minutos, 100 uL de soro, 50
ML de PBS e 12,5 uL de solugdo de MTT (0,5 g de MTT em 100 mL de PBS). Em
seguida, foram adicionados aos tubos 750 pL da solugao de isopropanol: HCL (0,04 M)
e estes foram agitados no vértex por 30 segundos. Posteriormente, os tubos foram
centrifugados a 3000 rpm por 10 minutos e a absorvancia do sobrenadante foi medida
a 570 nm (MEDINA et al., 2007). Os resultados foram expressos em unidades

arbitrarias.

4.4.3 Determinacao da peroxidacdao lipidica (TBARS)

Os marcadores usados para monitorar a peroxidacao lipidica pertencem a classe
das TBARS. A peroxidacdo lipidica origina produtos secundarios como alcanos,
aldeidos e isoprostanos que podem ser utilizados para avaliar o status oxidativo de
materiais biolégicos. Entre os biomarcadores mais avaliados para a peroxidacéo lipidica
estdo o malondialdeido (MDA) e o F2-isoprostano (DOTAN et al., 2004).
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O ensaio para quantificacdo do TBARS baseia-se na rea¢cao do MDA com duas
moléculas do acido tiobarbitirico (TBA), em meio &cido, e em alta temperatura,
formando um produto colorido que pode ser medido fluorometricamente ou
espectrofotometricamente a 532 nm (VASCONCELOS et al., 2007).

O protocolo a seguir, adaptado por Duarte et al. (2012), foi utilizado para a
determinacdo dos niveis de TBARS em amostras de soro: 100 uL de soro foram
adicionadas a 100 pyL de uma solucdo gelada de TBA (TBA 1%, NaOH 0,05 M e BHT
0,1 mM) e 100 pL de &acido fosférico (H3PO4) concentrado. As amostras foram
incubadas no banho-seco por 25 minutos a 98°C e, em seguida, acondicionados no
freezer por 10 minutos. Posteriormente, 375 yL de butanol foram adicionados aos
tubos, que foram agitados em vortex por 10 segundos. Em seguida, os tubos foram
centrifugados por 5 minutos a 2000 rpm. A absorvéancia do sobrenadante foi medida a
532 nm e 600 nm. A concentracdo do TBARS foi calculada utilizando o coeficiente de
extingcdo molar de 156/ (mM x cm) e o resultado apresentado em uM (HERMES-LIMA
et al.,1995).

4.4.4 Quantificacdo dos parametros inflamatérios por microesferas -
Cytometric Bead Array (CBA)

As dosagens dos parametros inflamatorios do plasma dos individuos foram
realizadas pelo método CBA, conforme instru¢cdes do fabricante (BD Bioscience, San
Diego, CA, EUA). Foram quantificadas as citocinas e quimiocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10,
TNF, TGF-B, IL-8, RANTES, IFN-y, MIG, MCP-1 e IP-10. Analisou-se os resultados

utilizando o software FCAP (BD Bioscience), os quais foram representados em pg/mL.

4.4.5 Determinacao da Haptoglobina plasmaética

A quantificacdo da Hp plasmatica foi realizada em amostras de soro, utilizando-
se o kit Quantikine® ELISA (R&D Systems, Incorporated, USA), cujo principio analitico
€ 0 ELISA de captura, seguindo-se as instru¢cdes fornecidas pelo fabricante. Resultado

expresso em ng/mL.
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4.4.6 Determinacéo dos niveis de vitamina D

A dosagem sérica dos niveis de vitamina D foram realizadas em amostras de
soro, utilizando-se o kit de ensaio imunoenzimatico fornecido pela Ampligenix Biotech,
cujo principio analitico é o ELISA de captura, seguindo-se as instru¢des fornecidas pelo
fabricante. Resultado expresso em ng/mL.

4.4.7 Determinacdo dos parametros fibrinoliticos

As determinacdes de PAI-1 e TAFI foram realizadas no plasma citrato, usando-
se 0 conjunto diagnoéstico IMUBIND® Plasma PAI-1 (BIOMEDICA DIAGNOSTICS,
USA) com resultados expressos em ng/mL, e VisuLize™ TAFI Antigen Kit (AFFINITY
BIOLOGICALS INCORPORATED, Canada), com resultados expressos em pg/mL, cujo
principio analitico € o ELISA de captura, seguindo-se as instru¢des fornecidas pelo
fabricante. De acordo com o fabricante, para a determinacédo do PAI-1, a variabilidade
maxima calculada a partir de duas concentragcbes de amostra testadas em
guadruplicata indica um C.V. intra-ensaio = 5,4% e C.V. inter-ensaio = 6,9%, com um
limite de deteccdo de 2,2ng/mL. Para o kit TAFI, de acordo com o fabricante, a
variabilidade maxima calculada a partir de resultados de 3 lotes indica um C.V. intra-
ensaios = 5,8% e C.V. inter-ensaios = 8,0%, com intervalo normal de 5,8 a 10,0 pg/mL

e um limite de deteccéo de 3,13% do valor de referéncia padrao.

A leitura dos testes de estresse oxidativo, haptoglobina, vitamina D e parametros
fibrinoliticos foram realizadas utilizando-se o leitor de microplacas Spectra Max-340 e
VersaMax microplate reader (Molecular Devices® USA). Todas as curvas de calibracéo
foram construidas utilizando-se os calibradores, fornecidos pelos fabricantes. Amostras
de plasmas-controle especificos para cada teste, também fornecidos pelos fabricantes,
foram utilizadas para verificar o desempenho dos ensaios. A excecdo de MTT e TBARS,
as concentracdes dos parametros analisados foram obtidas interpolando-se as leituras

das amostras em uma curva padrao.

4.4.8 Genotipagem do gene Haptoglobina

O DNA gendbmico foi obtido usando-se o Biopur Mini Spin Kit

(BiometrixBiotecnologia®). A genotipagem do polimorfismo Hpl-Hp2 foi realizada de
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acordo com Koch et al. (2002). Os alelos Hpl e Hp2 divergem em um segmento de
DNA de aproximadamente 1700 pb, duplicado em Hp2. Foram utilizadas duas reagdes
de PCR, cada uma contendo um par diferente de iniciadores: primeira reacéo, iniciador
A (5'-GAGGGGAGCTTGCCTTTCCATTG-3") e iniciador B (5'-
GAGATTTTTGAGCCCTGGCTGGT-3'); segunda reagdo, iniciador C  (5-
CCTGCCTCGTATTAACTGCACCAT-3") e iniciador D (5
CCGAGTGCTCCACATAGCCATGT-3").

As condi¢ces de PCR foram as seguintes: desnaturacéo inicial a 95°C por 2
minutos, seguida de 35 ciclos de 95°C por 1 minuto, 69°C por 2 minutos (1 minuto para
a reacado 2), 69°C por 2 minutos (1 min para a reacéo 2) e extenséo final de 7 min a
72°C. Os iniciadores A e B se ligam em sitios que flanqueiam regides especificas dos
alelos Hpl e Hp2, o que permite diferencia-los. Dois produtos de PCR podem ser
visualizados na primeira reacdo, um produto de 1757 pb (alelo Hpl) e um produto de
3481 pb (alelo Hp2). Na segunda reac¢é&o, com os iniciadores C e D, um produto de PCR
de 349 pb é gerado apenas na presenca de Hp2, o que é util para confirmar os
resultados (Figura 4).

Os produtos de PCR foram visualizados em eletroforese em gel de agarose a

1% corada com solucdo de brometo de etidio (10 mg/mL; Sigma-Aldrich, MO, EUA).
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Figura 4. Representacdo esqueméatica de um gel de agarose a 1% corado com 5 pL de
brometo de etidio para amplificacdo dos alelos Hpl e Hp2 do gene da haptoglobina.

3481pb |y — —_ ,
175790 | —p| — — :
349pb — _
)
PRIMERS:
e e e et e HAP1 (A): GAGGGGAGCTTGCCTTTCCATTG-3"
Hp1 + HpL Hp2 + Hp2 Hp1 + Hp2 PPM 1K HAP2 (B): 5'-GAGATTTTTGAGCCCTGGCTGGT-3"

HAP3 (C): 5’-CCTGCCTCGTATTAACTGCACCAT-3’
HAP4 (D): 5’-CCGAGTGCTCCACATAGCCATGT-3’
HAP1 (A) + HAP2 (B):

Amplificam um fragmento de 1757pb do alelo Hp-1
Amplificam um fragmento de 3481pb do alelo Hp-2

HAP3 (C) + HAP4 (D):
N3o amplificam nenhum fragmento do alelo Hp-1
Amplificam um fragmento de 349pb do alelo Hp-2

Fonte: Koch et al., 2002.

4.5 Analise estatistica

Foi realizada uma analise descritiva e avaliagdo quanto a distribuicdo normal
pelo teste de Shapiro-Wilk. Os resultados foram apresentados como média e desvio-
padrdo (DP), quando apresentaram distribuicdo normal e, como mediana e intervalo
interquartilico, quando a sua distribuicdo foi ndo-normal. Os testes t de Student e Mann-
Whitney foram utilizados para comparacdo de dois grupos, quando os dados se
mostraram normais ou ndo, respectivamente. Para comparacao de trés grupos, foram
utilizados a analise de variancia - ANOVA e post-hoc LSD (dados normais) e o teste de
Kruskal-Wallis, seguido pela correcdo de Bonferroni (dados ndo-normais).

Para as analises de correlacdes entre os parametros avaliados no grupo de
individuos com FA, foi realizado o teste de Correlacédo de Spearman. Emrelacéo a forca
da correlacao, considerou-se 0,10 <r < 0,29 uma correlacéo fraca, 0,30 <r < 0,49 uma
correlacdo moderada ou 0,50 < r < 1 uma correlacdo forte, conforme proposto por
Cohen (1989).

Para retirar o efeito de interferéncia das variaveis de confuséo: idade, DM, HAS,

dislipidemia e atividade fisica; na comparagédo dos biomarcadores entre 0s grupos, foi
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realizada uma analise de regressdo logistica multivariada em duas etapas.
Primeiramente, foi feito um modelo incluindo todas as variaveis de confusdo para
avaliar a relacdo com biomarcadores. Em uma segunda etapa, as varidveis que
apresentaram p<0,02 foram incluidas no modelo final de regressao linear juntamente
com grupos e biomarcadores.

As andlises estatisticas foram realizadas com o Statistical Package of the Social
Sciences (SPSS) versao 17.0. Foram consideradas como diferengas significativas
valores de p<0,05. Para a elaboracao dos graficos utilizou-se o software GraphPad
Prism® versao 8.0 (GraphPad Software, La Jolla, CA, EUA).

O equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) foi avaliado usando teste exato no
software GENEPOP (http://genepop.curtin.edu.au/ genepop_op1l.html). As diferencas
nas frequéncias genotipicas e alélicas do gene da haptoglobina entre os grupos foram

investigadas pelo teste do qui-quadrado (x2).
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5.0 RESULTADOS
5.1 Caracteristicas demograficas e clinicas dos participantes do estudo

As caracteristicas clinicas dos participantes desse estudo, comparando-se 0s
grupos controle e FA, estdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1. Caracterizacdo clinica e demografica dos participantes dos grupos controle
e FA.

Controle FA

Variaveis (n = 62) (n = 85) P
Idade (anos) 67 (6) 74 (14) 0,065
Sexo

Feminino, n (%) 38 (61,3%) 39 (45,9%) 0,069
Masculino, n (%) 24 (38,7%) 46 (54,1%)

Tabagista, n (%) 2 (3,2%) 4 (4,7%) 0,654
HAS, n (%) 31 (50%) 80 (94,1%) <0,001*

DM2, n (%) 10 (16,1%) 25 (29,4%) 0,078
Uso de Metformina 10 (16,1%) 19 (23,5%) 0,303
Dislipidemia, n (%) 23 (39%) 48 (56,5%) 0,044*
Uso de estatina, n (%) 25 (40,3%) 42 (51,9%) 0,181

Atividade Fisica 60 (98,4%) 19 (22,9%) <0,001*

Etilismo 17 (27,4%) 21 (24,7%) 0,708

Variaveis categéricas foram analisadas pelo teste qui-quadrado ou Fisher e apresentadas pelo nUmero
amostral e a frequéncia em porcentagem. Idade apresentada em mediana (intervalo interquartil) e
analisada pelo teste de Mann-Whitney. Valores significativos *: p <0,05. Abreviaturas: HAS = Hipertenséo
arterial sistémica; DM2 = Diabetes Mellitus tipo 2.

Os pacientes com FA foram distribuidos em dois grupos, de acordo com o
anticoagulante oral que usavam. As caracteristicas demogréaficas e clinicas dos
participantes, comparando-se 0s grupos controle, varfarina e rivaroxabana, estdo

demonstradas na Tabela 2.
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Tabela 2. Caracterizacao clinica e demogréfica dos participantes dos grupos controle,

varfarina e rivaroxabana.

Variaveis Controles Varfarina Rivaroxabana P
(n=62) (n=47) (n =38)

0,002*
P10,565
Idade em anos 69 (9) 70 (13) 77 (15) P20,001*
P30,010*

Sexo

Feminino, n (%) 38 (61,3%) 21 (44,7%) 18 (47,4%) 0,176

Masculino, n (%) 24 (38,7%) 26 (55,3%) 20 (52,6%)

Tabagista, n (%) 2 (3,2%) 1(2,1%) 3 (7,9%) 0,371
HAS, n (%) 31 (27,9% 43 (38,7%) 37 (33,3%) <0,001*
DM2, n (%) 10 (16,1%) 15 (31,9%) 10 (26,3%) 0,146

Uso de Metformina 10 (16,1%) 12 (26,1%) 7 (20%) 0,444
Dislipidemia 23 (39%)P 32 (68,1%) 16 (42,1%) 0,007*
Uso de estatinas, n (%) 25 (40,3%) 29 (63%)? 13 (37,1%) 0,027*
Atividade Fisica 60 (98,4%)? 8 (17,8%)P 11 (28,9%)° <0,001*
Etilismo 17 (27,4%) 8 (17%) 13 (34,2%) 0,185

Variaveis categoricas foram analisadas pelo teste qui-quadrado com analise residual:  mais frequente ® menos
frequente; apresentadas pelo nimero amostral e a frequéncia em porcentagem. ldade apresentada em mediana
(intervalo interquartil) e analisada pelo teste de Kruskall-Wallis. Teste post-hoc LSD ou Bonferroni para comparacdes
multiplas de todos os pares de médias: p*: Controle versus Varfarina; p?: Controle versus Rivaroxabana; p3: Varfarina
versus Rivaroxabana. Valores significativos *: p <0,05. Abreviaturas: HAS = Hipertenséo arterial sistémica; DM2 =
Diabetes Mellitus tipo 2.

Comparando-se os individuos controles com os pacientes com FA nao foram
observadas diferencas significativas em relacéo a idade, sexo, tabagismo, DM2, uso de
metformina e estatinas, e etilismo (todos p>0,05). Em relacdo a presenca de
hipertenséo arterial e dislipidemias, o grupo de pacientes com FA apresentou maior
frequéncia em relacdo aos controles (p<0,001 e p=0,044, respectivamente),
diferentemente da atividade fisica onde a frequéncia do grupo controle foi significativa
maior em relacdo aos pacientes (p<0,001).

Ja na comparacao dos grupos controle, varfarina e rivaroxabana, observou-se
diferenca significativa no parametro idade. Especificamente, a diferenca se encontra
entre grupo controle e rivaroxabana (p<0,001), e entre o grupo varfarina e rivaroxabana
(p=0,010), sendo possivel observar que os pacientes em uso de rivaroxabana eram 0s
gue apresentavam idade mais avancada (valor de mediana = 77). A HAS foi mais
frequente nos grupos varfarina e rivaroxabana (p<0,001), sendo observado uma

frequéncia maior de hipertensos (38,7%) nos pacientes em uso de varfarina. A
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dislipidemia diferiu entre os grupos controle e varfarina, sendo mais frequente nos
pacientes em uso de varfarina (68,1%, p=0,007). O uso de estatina foi mais frequente
no grupo varfarina (63%, p=0,027) em relagcdo ao grupo controle e rivaroxabana, que
por sua vez nao diferiram entre si. A atividade fisica diferiu entre os grupos, sendo mais
frequente no grupo controle (98,4%) e menos frequente nos pacientes em uso de
varfarina (17,8%), que por sua vez foi menos frequente ao uso de rivaroxabana (28,9%,
p<0,001).

5.2 Caracterizagéo laboratorial dos participantes do estudo

A caracterizacdo laboratorial dos participantes do estudo, comparando-se 0s
grupos controle e FA pode ser verificada na Tabela 3, e comparando-se 0s grupos

controle, varfarina e rivaroxabana, na Tabela 4.

Tabela 3. Caracterizagdo bioquimica dos participantes dos grupos controle e FA
Controles FA

Parametros (n = 62) (n = 85) P
Colesterol total (mg/dL) 179,3 +36,8 178,5+ 34,8 0,028*
LDLc (mg/dL) 96,6 + 26,7 90,1 + 29,2 0,084
HDLc (mg/dL) 53,1+16,2 57 + 15,4 0,260
Triglicérides (mg/dL) 147,2 + 49,7 156,7 + 79,4 0,411
ALT (U/L) 26,9+6,4 23,5+8,8 0,438
AST (U/L) 25,0 (7) 28,5 (14) 0,337
GGT (U/L) 26,0 (17) 34,5 (27) <0.001*
Creatinina (mg/dL) 0,9 (0,5) 1,2 (0,5) <0,001*

As variaveis paramétricas sdo apresentadas como média + desvio padrdo. Variaveis ndo paramétricas sao
apresentadas como mediana (intervalo interquartil). Teste t de Student para variaveis paramétricas e teste de
Mann-Whitney para variaveis ndo paramétricas. Significativo *; p <0,05. Abreviaturas: LDL = Lipoproteina de
baixa densidade; HDL = Lipoproteina de alta densidade; ALT = Alanina Aminotransferase; AST = Aspartato
Aminotransferase; GGT = Gama Glutamil Transferase; PCR = Proteina C reativa.
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Tabela 4. Caracterizacdo bioquimica dos participantes dos grupos controle, varfarina e
rivaroxabana.

ParAmetros Controle Varfarina  Rivaroxabana pt p? p3
(n = 62) (n = 47) (n = 38)

Colesterol total (mg/dL) 179,3+36,8 178,5+37,2 178,4+28,6 0,032* 0,235 0,009* 0,151
LD Lc (mg/dL) 96,6 + 26,7 89,2+31,9 93,1+ 20,2 0,190 - - -
HDLc (mg/dL) 53,1 +16,2 56,0 + 15,9 60,6 =+ 14,7 0,242 - - -

Triglicérides (mg/dL) 147,2+ 49,7 166,5+84,5 123,4+52,4 0,357 - - -
ALT (U/L) 26,9+6,4 26,2+7,9 144+ 4,8 0,268 - - -
AST (U/L) 25,0 (7) 31,0 (16) 24,0 (10) 0,035*  0,033* 0,480 0,337
GGT (UL) 26,0 (17) 37,0 (28) 230(19)  <0,001* <0,001* 0,001* <0,001*
Creatinina (mg/dL) 0,9 (0,5) 1,2 (0,5) 1,0 (0,8) <0,001* <0,001* 0,004*  0,000*
CHA2DS2-VASc - 3 (2.5-4) 4 (3-4) 0.776

As variaveis paramétricas sdo apresentadas como média e desvio padrdo. Variaveis ndo paramétricas sao
apresentadas como mediana e intervalo interquartil. Teste ANOVA para variaveis paramétricas e teste Kruskal-Wallis
para variaveis ndo paramétricas. Teste post-hoc LSD ou Bonferroni para comparacdes multiplas de todos os pares
de médias: p': Controle versus Varfarina; p? Controle versus Rivaroxabana; p3: Varfarina versus Rivaroxabana.
Valores Significativos *: p <0,05. Abreviaturas: LDL = Lipoproteina de baixa densidade; HDL = Lipoproteina de alta
densidade; ALT = Alanina Aminotransferase; AST = Aspartato Aminotransferase; GGT = Gama Glutamil Transferase;

PCR = Proteina C reativa.

Na avaliacao do perfil lipidico, observou-se diferenca significativa apenas nos
niveis seéricos de colesterol total entre os grupos controle e FA (p=0,028). Ao
compararmos os trés grupos, verificamos a diferenca apenas entre o grupo controle e
rivaroxabana (p=0,009), ou seja, 0s individuos em tratamento com os dois
anticoagulantes ndo apresentaram diferencas com relacéo ao perfil lipidico.

Em relacdo a funcdo hepatica, os niveis séricos de ALT e AST nao diferiram
entre 0s grupos controle e FA. Na comparacao entre os trés grupos, 0s niveis séricos
de AST apresentaram diferencas significativas entre os grupos controle e varfarina, com
0 maior nivel nos pacientes em uso de varfarina (p=0,033). Ja para o marcador hepatico
GGT, observou-se valores significativamente aumentados no grupo dos pacientes com
FA comparando-se ao grupo controle (p<0,001). Na comparacdo entre controle com
varfarina e rivaroxabana, GGT diferiu significativamente entre os trés grupos (p<0,05
para todas as comparacfes). Contudo, foi possivel observar que o maior valor sérico
de GGT se encontra nagueles em tratamento de varfarina.

No que diz respeito a funcao renal, avaliada com base nos valores de creatinina
sérica, observou-se niveis significativamente elevados nos individuos com FA, em

comparacgao ao grupo controle (p<0,001). Comparando-se 0s grupos controle, varfarina
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e rivaroxabana os valores de creatinina diferiu significativamente entre os trés grupos,
podendo observar o maior valor nos pacientes em tratamento de varfarina (p<0,05 para
todas as comparacoes).

Os pacientes com FA em uso de varfarina e rivaroxabana apresentaram
pontuacgdes iguais a 3 e 4 respectivamente no escore de risco CHA2SD2-VASc,
justificando assim o uso de anticoagulante oral para prevencdo de eventos
tromboembdlicos, assim como, indica a homogeneidade dos grupos em relacdo ao

risco de eventos tromboembodlicos.

5.3 Avaliagdo de marcadores do estresse oxidativo

Os valores dos marcadores oxidativos entre 0s grupos controle e FA séo
mostrados na tabela 5, e na tabela 6, na comparacao entre os individuos dos grupos

controle, varfarina e rivaroxabana.

Tabela 5. Caracterizacdo do estresse oxidativo entre os participantes dos grupos
controle e FA.

Controles FA

Estresse oxidativo P
(n=62) (n = 85)
MTT? 0,217 (0,029) 0,224 (0,076) 0,002*
TBARS (UM) 0,155 + 0,035 0,143 + 0,033 0,146

As variaveis paramétricas sdo apresentadas como média + desvio padrdo. Variaveis ndo paramétricas séo
apresentadas como mediana (intervalo interquartil). Teste t de Student para varidveis normais e teste de Mann-
Whitney para variaveis ndo paramétricas. Valores Significativos *; p <0,05. #8Medida em unidades de absorvéancia
arbitrarias. Abreviaturas: MTT = capacidade antioxidante do soro; TBARS = Espécies reativas ao acido

Tiobarbiturico.
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Tabela 6. Caracterizagdo do estresse oxidativo entre os participantes dos grupos
controle, varfarina e rivaroxabana.

Estresse Controle Varfarina Rivaroxabana pt p? pd
oxidativo (n =62) (n = 47) (n =38)
* *
MTT 0,217 (0,029) 0,212 (0,066) 1,200 (1,040) <0001+ P8 <0001 0002
TBARS (UM) 0,143 £ 0,033 0,156 £ 0,031 0,150 £ 0,052 0,213

As varidveis paramétricas sdo apresentadas como média e desvio padrdo. Varidaveis ndo normais sdo apresentadas como
mediana e intervalo interquartil. Teste ANOVA para varidveis paramétricas e teste de Kruskal-Wallis para variaveis n&o
parameétricas. Teste LSD ou Bonferroni para comparagdes mdltiplas de todos os pares de médias: P1: Controle versus Varfarina;
P2: Controle versus Rivaroxabana; p3: Varfarina versus Rivaroxaban. Valores Significativos *: p <0,05. 2Medida em unidades de
absorvancia arbitrarias. Abreviaturas: MTT = capacidade antioxidante do soro; TBARS = Espécies reativas ao acido Tiobarbiturico.

N&o foi encontrada diferenca significativa das concentracdes de TBARS entre os
pacientes com FA e grupo controle, bem como entre controle, varfarina e rivaroxabana
mesmo quando sdo consideradas variaveis de confusdo no modelo de regresséo linear
multiplo para TBARs (resultados néo tabelados). Para as concentracdes séricas de
MTT, observou-se diferenca significativa entre controle e FA (p=0,002). Entre os grupos
controle e rivaroxabana, varfarina e rivaroxabana, os niveis de MTT diferiram
significativamente (p=0,002). O modelo de analise de regressao apresentado na tabela
7 mostrou que o parametro MTT esta sob o efeito dos grupos avaliados neste estudo

(p<0,001) mesmo quando se considera variaveis de confuséo.
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multiplo para biomarcador MTT e variaveis do

Termo Coef EP de Coef T P
Constante 1,0318 0,0618 16,70 <0,001
Gupos

Rivaroxabana - - - -
Varfarina -0,8308 0,0540 -15,40 <0,001
Controle -0,8126 0,0674 -12,06 <0,001
Hipertenséo

N&o 0,0118 0,0541 0,22 0,828
Dislipidemia

N&o -0,0156 0,0423 -0,37 0,713
Atividade Fisica

N&o 0,0029 0,0723 0,04 0,968

5.4 Determinacdao sérica de Haptoglobina

Os niveis plasmaticos de haptoglobina nao diferiram significativamente entre o grupo

controle (0,9 £ 0,4 ng/mL) e FA (0,8 £ 0,4 ng/mL) (Figura 5A). Na comparacao do grupo

controle (0,9 £ 0,4 ng/mL), varfarina (0,8 £ 0,4 ng/mL) e rivaroxabana (1,03 £ 1,04

ng/mL) também ndo houve diferenca significativa nos niveis da proteina (Figura 5B).
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Figura 5 - Niveis plasmaticos de Haptoglobina entre os grupos controle e FA (A), e na
comparagao entre 0s grupos controle, varfarina e rivaroxabana (B).
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Legenda: A: Comparacdo entre os grupos controle (n=62) e FA (n=85); B: comparacao entre
0s grupos controle (n=62), varfarina (n=47) e Rivaroxabana (n=38). Valor de p < 0,05 como
significativo

5.5 Determinacédo da frequéncia alélica e genotipica do polimorfismo Hp2-Hp1 no

gene da haptoglobina

O polimorfismo Hp1-Hp2 estava em equilibrio de Hardy-Weinberg (p=0,082 para
FA; p=0,369 para controles) para ambos os grupos. Nao foi observada diferenca
significativa em relacdo a frequéncia genotipica entre os grupos FA e controle, de
acordo com o modelo aditivo, recessivo ou dominante. A frequéncia alélica do
polimorfismo Hpl-Hp2 também néo apresentou diferenca significativa entre os grupos
FA e controle (Tabela 8). Apesar de ndo haver diferencas significativas na frequéncia
genotipica e alélica, foi possivel observar que, dentre os pacientes com FA (57%),
assim como no grupo controle (63%), o gendtipo Hp2-Hp2 foi mais frequente. Nos dois

grupos o alelo mais frequente foi 0 Hp2 [FA (76%); controle (81,5%)].
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Tabela 8. Frequéncia alélica e genotipica dos polimorfismos de Haptoglobina nos
grupos controle e FA.

Modelo Aditivo Controle (n=54) FA (n=65) OR 95% ClI P
Hpl-Hpl 0 (0%) 3 (4,5%) 0 0
25
Hp2-Hp1l 20 (37%) 0,871 0,411-1,873 0,261
(38,5%)
Hp2-Hp2 34 (63%) 37 (57%) Reference

Modelo Recessivo

Hp2-Hp2 34 (63%) 37 (57%)
0,777 0,371-1,628 0,575
Hpl-Hpl + Hp2-Hp1l 20 (37%) 28 (43%)
Modelo dominante
Hp2-Hp2 + Hp2-Hp1l 54 (100%) 62 (94%)
0 N3o se aplica 0,126
Hpl-Hp1l 0 (0%)® 4 (6%)
Alelos
Hpl 20 (18,5%) 31 (24%)
1,378 0,733-2,590 0,319
Hp2 88 (81,5%) 99 (76%)

Teste qui-quadrado com andlise residual. Significativo p< 0,05.

Os niveis plasmaticos de Hp foram comparados entre os genotipos do polimorfismo
Hpl-Hp2, de acordo com o modelo aditivo, recessivo ou dominante em cada grupo, a
fim de avaliar se o polimorfismo poderia alterar os niveis circulantes da proteina. Os
niveis plasmaticos de Hp nao diferiram entre os genoétipos de acordo com cada modelo
(Tabela 9).
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Tabela 9. Niveis plasmaticos de Hp para cada genoétipo do polimorfismo Hpl-Hp2 no
gene da Hp.

Haptoglobina (ng/mL)

Modelo Aditivo Controle p FA p Populagao Total p
Hp1-Hpl 0 0,83 £ 0,27 0,83 0,27
Hp2-Hp1l 0,94 0,29 0,868 1,05+0,50 382 1,0+0,42 0,481
Hp2-Hp2 0,92 +0,48 0,86 + 0,44 0,90 + 0,46
Modelo Recessivo
Hp2-Hp2 0,94+0,29 0,88+ 0,24 0,99 +0,41
Hpl-Hpl + Hp2-Hpl 0,92 £+ 0,47 0,868 096+0,48 0,736 0,90 + 0,46 0,302
Modelo Dominante
Hpl-Hp1l 0 Ndo se aplica 1,02 +0,48 0,88 + 0,24
Hp2-Hpl+ Hp2-Hp2 093041 0,86+0,44 0,238 0,94 + 0,44 0,770

Teste de Levene e teste-t para igualdade de variancias e médias, respectivamente. Significativo p<0,05.

5.6 Determinacao dos niveis de vitamina D

Os individuos do grupo controle (32 = 10 ng/mL) comparados aos pacientes com
FA (33,4 £ 14,7 ng/mL) ndo apresentaram diferenca significativa em relacdo aos niveis
de vitamina D (Figura 6A). O mesmo resultado foi visto quando se comparou grupo
controle (32 £ 10 ng/mL), varfarina (35,8 £ 15,2 ng/mL) e rivaroxabana (33 + 9,8 ng/mL)
(Figura 6B).
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Figura 6 - Niveis plasmaticos de vitamina D entre os grupos controle e FA (A), e na
comparacao entre controle, varfarina e rivaroxabana (B).
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Legenda: A: Comparacéo entre os grupos controle (n=62) e FA (n=85); B: comparacédo entre
0s grupos controle (n=62), varfarina (n=47) e Rivaroxabana (n=38). Valor de p < 0,05 como
significativo.

5.7 Determinacao do sistema Fibrinolitico

Os niveis plasmaticos de PAI-1 e TAFI apresentaram diferencas significativas
entre 0s grupos FA e controle. Os niveis de PAI-1 foram maiores nos pacientes com FA
(77,9 £ 31,2 ng/mL) em relacdo ao grupo controle (67,4 + 33,9 ng/mL, p=0,045) (Figura
7A). J& o TAFI apresentou menores niveis nos individuos com FA (9,4 £ 2,8 ug/mL)

comparados aos individuos sem a arritmia (10,3 £ 2,5 pg/mL, p=0,003) (Figura 7B).
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Figura 7 - Niveis plasméaticos de PAI-1 e TAFI entre os grupos controle e FA (A), e na
comparacao entre controle, varfarina e rivaroxabana (B)
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Legenda: A: Niveis de PAI-1 (Inibidor do ativador de plasminogénio tipo 1) comparados entre
0s grupos controle (n=62) e FA (n=85); B: niveis de TAFI (Inibidor da fibrindlise ativado por
trombina) comparados entre 0os grupos controle (n=62), e FA (n=85). Valor de p < 0,05 como
significativo.

Avaliando os grupos controle (67,4 £ 33,9 ng/mL), varfarina (80,3 £ 26,6 ng/mL)
e rivaroxabana (69,4 + 46,6 ng/mL) separadamente, ndo foi possivel observar diferenca
significativa nos niveis de PAI-1 entre os grupos (Figura 8A), mesmo quando variaveis
de confusdo sédo consideradas no modelo de regresséao linear multipla para o PAI-1
(dados nao apresentados). Ja os niveis séricos de TAFI apresentaram diferencas
significativas entre os grupos, encontrando-se a diferenca entre os individuos controle
(10,3 £ 2,5 pg/mL) e rivaroxabana (7,4 £ 2,5 ug/mL p<0,001), bem como entre varfarina
(20,0 = 2,6 pg/mL) e rivaroxabana (7,4 £ 2,5 pg/mL, p<0,001) (Figura 8B). Essas
diferencas foram mantidas mesmo quando consideradas as variaveis de confuséo
(Tabela 10).



Figura 8 - Niveis de PAI-1 (A) e TAFI (B) entre os grupos varfarina, rivaroxabana
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Legenda: A: Niveis de PAI-1 (Inibidor do ativador de plasminogénio tipo 1) comparados entre os grupos
controle (n=62), varfarina (n=47) e rivaroxabna (n=38); B: niveis de TAFI (Inibidor da fibrindlise ativado
por trombina) comparados entre os grupos controle (n=62), varfarina (n=47) e rivaroxabana (n=38).

Valor de p < 0,05 como significativo.
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Tabela 10. Modelo de regresséo linear multiplo para o biomarcador TAFI e varidveis do

estudo.
Termo Coef EP de Coef T P
Constante 1,14 3,83 0,30 0,767
Idade -0,0100 0,0405 -0,25 0,806
Colesterol Total 0,03162 0,00931 3,40 0,001
Rivaroxabana - - - -
Varfarina 3,141 0,750 4,19 <0,001
Controle 3,846 0,847 4,54 <0,001
Hipertenséo
Nao -0,508 0,833 -0,61 0,544
Dislipidemia
Nao 0,663 0,605 1,10 0,276
Atividade Fisica
Nao 0,303 0.846 0.36 0.721

5.8 Correlagdes entre as variaveis do estudo

As correlacbes significativas encontradas no presente estudo estédo

representadas na Tabela 11. Para isso, foram também incluidos os niveis de citocinas,

cujos dados foram apresentados no estudo anterior do nosso grupo (MARTINS 2018).
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Tabela 11. Correlagéo de Spearman entre os parametros avaliados na populagéo total
do estudo.

Parametros Populacéo Total

p de Spearman p*

PAI-1 vs TNF 0,249 0,008
PAI-1 vs IL-10 0,233 0,013
PAI-1 vs IL-6 0,196 0,036
PAI-1 vs IL-4 0,212 0,023
PAI-1 vs IL-2 0,195 0,038
TAFI vs IP-10 -0,247 0,015
TAFI vs MCP-1 -0,339 0,001
TAFI vs MIG -0,341 0,001
TAFI vs IL-8 -0,528 0,000
TAFI vs IFN-y -0,229 0,025
TAFI vs TNF -0,286 0,005
TAFI- vs L-10 -0,276 0,007
TAFI vs IL-6 -0,345 0,001

Legenda: PAI-1 = inibidor do ativador de plasminogénio tipo 1; TAFI = inibidor da fibrindlise ativado por
trombina.

Com base nos dados encontrados, observamos correlacéo positiva fraca de PAI-
1 com os marcadores inflamatérios TNF, IL-10, IL-6, IL-4 e IL-2. TAFI, por sua vez,
apresentou correlacdo negativa fraca com os parametros inflamatoérios IP-10, IFN-y,
TNF e IL-10, e negativa moderada com MCP-1, MIG e IL-6, além de uma correlacdo

negativa forte com IL-8.
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6.0 DISCUSSAO

6.1 Caracterizacdo demogréfica, clinica e laboratorial dos participantes do
estudo

Variaveis como hipertensdo e dislipidemia apresentaram maiores niveis em FA
guando comparadas ao grupo controle (Tabela 1), assim como foram mais frequentes
nos individuos em uso de varfarina e rivaroxabana (Tabela 2). A Hipertensdo é uma
das comorbidades mais frequentemente associadas & FA (DU et al., 2017; LAU et al.,
2017). A FA e HAS compartilham fatores de risco comuns que contribuem para o
desenvolvimento dessas doencas, como tabagismo, DM e consumo de alcool
(KALLISTRATOS et al.,, 2018). A dislipidemia, conhecida como promotora de
aterosclerose, € uma doenca complexa e um fator de risco importante para eventos
cardiovasculares (SCANDINAVIAN et al., 1994; BERLENIR et al., 1995; WONG, 2014).
Porém, o papel da dislipidemia no desenvolvimento de outras condi¢des cardiacas, tal
como a FA, é pouco esclarecido. De uma forma geral, no nosso estudo, 0 maior numero
de pacientes com dislipidemia no grupo com FA e naqueles tratados com
anticoagulantes, sugerem que a dislipidemia seja um fator de risco cardiovascular

comum nesses pacientes.

No presente estudo, a variavel dislipidemia foi mais frequente nos pacientes
tratados com varfarina. Consequentemente, além do uso do anticoagulante, a maioria
dos pacientes no grupo varfarina também faz uso de estatinas (Tabela 2). Diversos
estudos tém testado a eficacia do tratamento com estatinas na prevencdo de FA
(INOUE et al., 2016; SAI et al., 2019). Uma subanalise conduzida por Kumagai et al.
(2017) mostrou que em pacientes japoneses com DM e FA ndo valvar, o uso de
varfarina combinado a um tratamento adicional com estatina foi um preditor
independente de menor taxa de eventos tromboembdlicos e reducéo significativa da

taxa de mortalidade.

Os niveis séricos de GGT se mostraram aumentados nos pacientes com FA em
comparacdo ao controle (Tabela 3), e na comparacdo entre agueles em uso de
anticoagulantes e controle, os niveis aumentados estavam nos pacientes em uso de
varfarina. Ainda nos tratados com varfarina observamos maiores niveis séricos de AST
(Tabela 4). Apesar de pouco compreendido, uma possivel explicagdo sobre o

mecanismo de interacdo entre enzimas hepaticas e FA na literatura, seria o fato de que
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concentragdes de ALT, AST ou GGT séo utilizadas clinicamente para avaliar a gordura
hepatica ndo alcodlica, lesdo no figado e estresse oxidativo; fatores associados a um
risco aumentado de FA. (TARGHER et al., 2010; LIN et al., 2012; ALONSO et al., 2014).
Além disso, alteracdo de enzimas hepaticas sdo forte indicador para doencas
cardiovasculares (KUNUTSOR et al., 2014; LIU et al., 2019). Liu et al. (2019) sugerem
gue o nivel basal de GGT é positivamente associado a incidéncia futura de FA, porém
seus resultados ndo mostraram evidéncias de uma associacao positiva de ALT ou AST
com o risco de FA.

Na funcéo renal, os niveis séricos de creatinina foram maiores nos pacientes
com FA em relacdo ao controle (Tabela 3). E na comparacao entre os tratamentos e
controle, aqueles em uso de varfarina tinham niveis aumentados de creatinina (Tabela
4). Yao et al. (2017b) mostraram que o declinio da fungéo renal € comum entre
pacientes com FA tratados com agentes anticoagulantes orais. Portanto, o
monitoramento da funcdo renal em pacientes com esta arritmia merece atencao

especial.
6.2 Analise dos parametros avaliados entre os grupos Controle e FA

Na avaliacao do estresse oxidativo, ndo foi encontrada diferenca significativa nos
niveis de TBARS entre os grupos FA e controle. Ja os niveis de MTT foram maiores no
grupo FA em relacdo ao controle (Tabela 5). Niveis plasmaticos de TBARS podem
predizer eventos cardiovasculares independente de outros fatores de riscos tradicionais
(WALTER et al., 2008). Contrario ao nosso resultado, evidéncias na literatura relatam
gue os niveis plasmaticos de TBARS estdo aumentados em pacientes com patologias
cardiovasculares e envelhecimento (LEE et al., 2012; WHITE et al., 2013; KURLAK et
al., 2014; DA CRUZ et al., 2014). Tahhan et al. (2017) mostraram que 0 aumento do
estresse oxidativo, medido pelo GSH, esta associado a prevaléncia e incidéncia de FA.
O estudo conduzido por Huang et al. (2019), mostrou que os niveis de EROs foram
significativamente maiores no grupo de pacientes com FA quando comparados ao
grupo controle. A acdo catalizadora da enzima NADPH oxidase pode contribuir
significativamente para a producdo de superdxido no miocardio atrial humano em
fibrilacdo, bem como para lesé@o oxidativa atrial e remodelacéo eletrofisioldgica (KIM et
al., 2005).
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N&o houve diferenca significativa em relacdo aos niveis de Hp entre 0s grupos
controle e FA (Figura 5A). De acordo com Cholette et al. (2019), os niveis séricos de
Hp aumentam em resposta a estimulos inflamatorios locais ou sistémicos. Os principais
indutores séo citocinas pro-inflamatorias, como IL-1, IL-6, TNF e PCR, uma vez que a
producdo da proteina é induzida através da ligacdo dessas citocinas aos sitios
reguladores do promotor do gene da Hp (NAKATA et al.,, 2012; GERMOLEC et al.,
2018; CHOLETTE et al., 2019). Além disso, hd uma associacado reconhecida entre os
niveis de Hp e doencas cardiovasculares. Cholette et al. (2019) demonstraram que 0s
pacientes pediatricos que passaram por cirurgia cardiaca e mostravam niveis mais
elevados de Hb e niveis reduzidos de Hp, estavam associados a complicacdes clinicas
pés-operatérias mais graves (infeccdo, trombose e morte), imunomodulacdo e
inflamag&o. Wang et al. (2019) observaram uma relagéo causal entre 0s niveis séricos

de Hp e macroangiopatia em pacientes chineses com DM.

Até onde vai 0 nosso conhecimento, ndo ha outro estudo na literatura que avalie
a determinacéo sérica de Hp em pacientes com FA. Diante dos nossos achados, a Hp
nao se mostrou um biomarcador para a FA. Segundo Kazmi et al. (2019), fatores como
idade, sexo e ancestralidade podem influenciar os niveis de Hp. Estudos clinicos na
populacdo francesa mostraram que idade superior a 18 anos nao influenciou no nivel
de Hp (FROGUEL et al., 2012; SHAHABI et al., 2012), e Langlois e Delanche (1996)
mostraram que o0 sexo pode afetar os niveis de Hp circulantes (LANGLOIS E
DELANGHE 1996). Soejima et al. (2014) também evidenciaram que a ancestralidade
impacta na Hp circulante. Portanto, a comparacao de estudos realizados em diferentes
populacdes deve ser interpretada com cautela. Além disso, diferencas nos niveis de Hp
podem ainda ser devido a diferencas metodoldgicas na técnica de ensaio de Hp entre
os estudos (KAZMIA et al., 2019).

A frequéncia alélica e genotipica do polimorfismo Hpl-Hp2 néo diferiu entre o
grupo controle e os pacientes com FA, de acordo com o modelo aditivo, recessivo ou
dominante (Tabela 8). Sabe-se que individuos com o gendétipo Hp2-Hp2 produzem uma
proteina que € disfuncional na protecdo contra danos oxidativos causados pela Hb,
levando ao aumento do estresse oxidativo e inflamacao (GUETTA et al., 2007; LEVY
et al., 2007). Dallan et al. (2016) mostraram que o0 gendétipo Hp2-Hp2 em pacientes com
diabetes, foi associado com maiores niveis de PCR-hs. Portanto, o produto proteico do

alelo Hp2 é um antioxidante inferior em comparacdo com o alelo Hpl. Além disso, varios
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estudos tém mostrado que individuos com genétipo Hp2-Hp2 apresentam risco
aumentado de complicagcbes cardiovasculares (LEVY et al., 2002; CHIELLINI et al.,
2004; CAHILL et al., 2013; ljas et al., 2013; CAHILL et al., 2015; 1JAS et al., 2017). No
entanto, ndo ha estudos que avaliaram se tal genoétipo estd associado a um risco

aumentado da ocorréncia de FA.

Mesmo sem diferencas significativas, observamos em nossos resultados que o
gendtipo Hp2-Hp2 foi o mais frequente nos pacientes com FA e no grupo controle. Ja
o alelo com maior frequéncia em ambos os grupos foi Hp2. As frequéncias dos alelos
e gendtipos Hp variam em todo o mundo. Estudos prévios indicam que o alelo Hpl é
mais frequente na Africa e na América do Sul e menos frequente no Sudeste Asiatico.
Nos paises ocidentais, a distribuicdo média dos gendtipos Hp é 16% Hpl-Hpl, 48%
Hp2-Hpl e 36% Hp2-Hp2, que correspondem a frequéncias de alelos de cerca de 40%
Hpl e 60% Hp2 (CARTER E WORWOOD, 2007; YANG et al., 2016). Assim como no
presente estudo, os trabalhos de Carvalho et al. (2017) e Rodrigues et al. (2019)
também avaliaram a frequéncia genotipica e alélica do polimorfismo Hpl-Hp2 na
populacéo brasileira. Os gendtipos Hp2-Hpl e Hpl-Hpl foram os mais frequentes entre
0s grupos avaliados nos respectivos trabalhos e, conforme os resultados destes
estudos, o alelo Hp2 foi 0 mais frequente. Esses resultados mostram o padréo genético
da populacdo brasileira em relacdo ao polimorfismo Hpl-Hp2, levando em
consideracao que as caracteristicas genéticas dessa populacdo sdo provenientes da
miscigenacao europeia, africana e indigena. Embora ndo haja na literatura estudos
sobre a avaliacdo genética do polimorfismo Hpl-Hp2 no gene da Hp especificamente
em pacientes com FA, o fenotipo Hp2-Hp2 é associado a um risco cardiovascular
aumentado.

Os gendtipos do polimorfismo Hpl-Hp2 do gene da Hp dentro dos modelos
aditivos, recessivo e dominante, ndo alteraram o0s niveis séricos da Hp (Tabela 9).
Segundo Kazmia et al. (2019), os efeitos diferenciais dos alelos Hpl e Hp2 podem ser
mediados por uma diferenga nos niveis da Hp circulante. Langlois e Delanghe (1996)
mostraram que polimorfismos influenciam as concentracfes de Hp circulantes tendo
em vista seu efeito na funcionalidade da proteina, e que o genoétipo Hp2-Hp2 é
conhecido por estar associado a concentracdes plasmaticas de Hp mais reduzidas em
comparacao com o genotipo Hpl-Hpl. Contrario ao nosso estudo, evidéncias mostram

concentracbes de Hp dependentes de genoétipo em doengas cardiovasculares.
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Trabalhos como o de Lee et al. (2013) e Moussa et al. (2014) mostram maiores niveis
de Hp associados ao fenotipo Hpl-Hpl em comparacdo a Hp2-Hp2 nos pacientes com
DAC. Esta descoberta é consistente com o fenotipo Hpl-Hpl tendo maior afinidade de
ligacdo a Hb (MELAMED-FRANK et al., 2001). Dado ao exposto, pacientes com o
gendtipo Hpl-Hpl teriam um risco reduzido a doencas cardiovasculares. No entanto,
nossos resultados sugerem que as concentracdes séricas de Hp na FA sao
independentes do polimorfismo Hpl-Hp2.

Os niveis séricos de vitamina D nado diferiram entre o grupo controle e FA (Figura
6A). Fatores fundamentalmente ligados a patologia da FA como inflamacéo e estresse
oxidativo tém sido associados a deficiéncia de vitamina D. Assalin et al. (2013)
avaliaram o efeito da deficiéncia da vitamina D no metabolismo cardiaco e observaram
uma associagao significativa entre deficiéncia de vitamina D e inflamagéo cardiaca. Os
autores observaram um aumento da concentracdo de citocinas como: TNF e IFN-y.
Sobre a relagéo entre vitamina D e estresse oxidativo, Dzik et al. (2018) demonstraram
gue a deficiéncia de vitamina D aumenta a citotoxicidade mediada por EROs. Os
autores relatam que é provavel que deficiéncia de vitamina D a longo prazo induza
geracdo de EROs e, em consequéncia, efeitos deletérios na funcdo mitocondrial que

levaria a atrofia muscular severa.

Até o0 momento, varias evidéncias revelaram que niveis reduzidos de vitamina
D estdo associados a FA apds cirurgia de revascularizacdo do miocardio (EMREN et
al.,, 2016; GODE et al.,, 2016; OZSIN et al., 2018). Liu et al. (2019), avaliando a
associacao dose-resposta entre vitamina D e FA, sugeriram que a deficiéncia de
vitamina D é um preditor moderado de FA (risco de 23%). Ja Alonso et al. (2016) néo
encontraram associacdo clinicamente relevante de niveis reduzidos de vitamina D
circulantes com risco de FA. Os resultados de varios estudos observacionais sugerem
gue os pacientes com deficiéncia de vitamina D tém aproximadamente duas vezes mais
chances de desenvolver FA do que os pacientes com niveis normais (> 30 ng/mL)
(DEMIR et al., 2014; OZCAN et al., 2015; BELEN et al., 2016). Neste contexto, a nao
associacao entre os niveis de vitamina D e FA observada em nossos resultados poderia
ser explicada pelo fato de que, em todos os grupos analisados neste estudo, poucos
participantes mostraram niveis deficientes ou insuficientes de vitamina D (FERREIRA
et al.; 2017).
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Um importante mecanismo fisiopatolégico envolvido na relagdo entre vitamina D
e FA consiste na ativagédo do sistema RAAS. Tal sistema desempenha um importante
papel na remodelacao elétrica e estrutural dos atrios. Pesquisas relatam que o bloqueio
da via RASS pode representar efeitos benéficos no remodelamento elétrico cardiaco e
consequentemente diminuir o risco de FA (BOLDT et al., 2006; FORMAN et al., 2010;
KHATIB et al., 2013). Estudos experimentais em animais mostram que vitamina D
poderia inibir o sistema RASS (YI-JEN et al., 2010), sugerindo que a deficiéncia de
vitamina D pode estar associada ao aumento do risco de FA pela auséncia da regulacao
negativa do sistema RAAS.

Os pacientes com FA apresentaram maiores niveis de PAI-1 quando
comparados ao grupo controle (Figura 7A). Corroborando com nosso resultado, uma
meta-analise reunindo 59 estudos mostrou maiores niveis de PAI-1 em pacientes com
FA em comparacdo ao grupo controle (WU et al., 2015). Matusik et al. (2017)
demonstraram que PAI-1 foi positivamente correlacionado com a fracdo de ejecéo do
ventriculo esquerdo em pacientes com FA. Na avaliagéo dos niveis de TAFI, pacientes
com FA apresentaram menores niveis do marcador quando comparados ao grupo
controle (Figura 7B). Este resultado contraria um grande numero de evidéncias
indicando que niveis elevados de TAFI pode representar um marcador de fibrindlise
alterada e um potencial fator de risco para trombose (revisado por CLAESSEN et al.,
2021). Alessi et al. (2016) investigaram a correlagdo dos niveis de TAFI com a
ocorréncia e gravidade de AVE. Os autores concluiram que maiores niveis de TAFI
estdo associados a gravidade clinica durante a trombose. Grosso et al. (2017)
observaram niveis aumentados de TAFI em pacientes com sindrome fosfolipidica
afetados por trombose arterial. No entanto, € possivel encontrar na literatura relatos de
niveis diminuidos de TAFI em DAC (JUHAN et al., 2002; SCHROEDER, et al., 2002;
SANTAMARIA, et al., 2004). Pang et al. (2016) demonstraram menores niveis séricos
de TAFI em pacientes com SCA.

Sobre essa relagdo ambigua dos niveis séricos de TAFI em patologias
cardiacas, podemos enumerar alguns motivos encontrados na literatura. Primeiro,
diferentes estagios da doenca cardiovascular podem influenciar nos niveis séricos de
TAFI. Pang et al. (2016) sugerem que a reducdo de TAFI pode ser parcialmente
justificada por um grande consumo do inibidor fibrinolitico no estagio agudo da SCA.

Os autores suportam a explicagéo se embasando no trabalho de Brouns et al. (2010),
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gue mostrou que a concentracdo sérica de TAFI continuamente reduzida estava
intimamente associada com ativagao extensa de TAFI, AVE em fase inicial, evolugéo
desfavoravel na fase aguda e desfecho insatisfatorio. Segundo, diferentes ensaios ou
reatividade de anticorpos para diferentes isoformas de TAFI podem explicar as
diferencas nos niveis de TAFI entre os pesquisadores. Com rela¢do aos ensaios, varios
trabalhos usam métodos distintos na determinacao sérica de TAFI, o que dificulta a
comparacao entre os diversos estudos. Neste trabalho, a determinacdo de TAFI foi
realizada através do VisuLizeTM TAFI Antigen Kit (AFFINITY BIOLOGICALS
INCORPORATED, Canada) que faz a determinagcdo do antigeno TAFI. No entanto,
outros autores utilizaram diferentes metodologias para a determinacdo sérica de TAFI.
Matusik et al. (2020) determinaram antigeno TAFI por ELISA com um conjunto de
reagentes comerciais da American Diagnostica. Pang et al. (2016) avaliaram os niveis
de TAFI por Kit imunoturbidimetria, aplicando analisador bioquimico automatico
(Beckman Coulter, EUA).

Pensando em TAFI como um alvo terapéutico atraente, suas isoformas devem
ser consideradas. Uma vez ativado, o TAFla perde sua atividade em 8-15 min a 37°C
devido a instabilidade térmica, gerando uma forma inativada (TAFlai) (FOLEY et al.,
2013). Segundo Sillen e Declerck 2021, uma vez que nenhum inibidor fisiolégico de
TAFI foi descrito, acredita-se que essa instabilidade intrinseca de TAFla desempenhe
um papel na autorregulacdo de sua atividade antifibrinolitica in vivo. A instabilidade
térmica do TAFIa torna dificil medir a atividade da enzima. Neste contexto, quantificar
a extensdo da ativacdo de TAFI por meio da medicdo do antigeno TAFI
ativado/inativado (TAFla/ai) € uma ferramenta mais precisa para avaliar o papel da
ativacao de TAFI nas diversas fisiopatologias (CERESA et al., 2006; TREGOUET et al.,
2009). Grosso et al. (2017) analisaram niveis de TAFI (pr6-enzima) pelo STA® -
Stachrom® TAFI kit (Diagnostica Stago, France), e TAFla (enzima) foi quantificado pela
medicdo do complexo TAFla/ai (complexo de formas ativas e inativas da enzima
correspondente a concentracdo da forma ativa que ndo pode ser medida devido a
instabilidade) usando um kit de ELISA Asserachrom TAFla/ai; Diagnostica Stago,
Franca. Os resultados mostraram um aumento tanto de TAFI quanto de TAFla em
pacientes com sindrome antifosfolipidica em relacdo ao controle. Além disso, os
autores verificaram que a ativacdo do TAFI estd associada ao fenétipo clinico de

trombose arterial.
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Terceiro, a analise genética mostra que polimorfismos no gene de TAFI podem
contribuir para a diminuicdo dos niveis séricos do inibidor fibrinolitico (JUHAN et al.,
2002; FRERE et al., 2005). O estudo conduzido por Harshfield et al. (2020) reuniu 27
genome wide association studies (GWAS) avaliando a associacdo de parametros
hematolégicos e AVE. Os autores constataram que niveis reduzidos de antigeno TAFI
estavam significativamente associados com aumento do risco de desenvolver isquemia
e com polimorfismos no gene TAFI. Os polimorfismos 1542C e Thrl47 estado
intimamente associados a concentracdo de TAFI. Em geral, os portadores desses dois
alelos apresentam niveis séricos de TAFI mais elevados (HENRY et al., 2001). Em
contrapartida, o genétipo GG do polimorfismo C + 1542G, o gendétipo TT do
polimorfismo Thr325lle e o gendtipo GG do polimorfismo Alal47Thr estdo associados
a niveis mais reduzidos do antigeno TAFla/ai (TASSIE et al., 2009). O estudo avaliando
niveis de TAFI e seus polimorfismos em dislipidémicos, mostrou que os genotipos TT,
GG e 1542CC referentes aos respectivos polimorfismos: Thr325lle, Alal47Thr e
+1542C/G, estdo associados a menores niveis de TAFI na populacdo brasileira
(SANTOS et.al.; 2014). Como nao realizamos avaliacao de polimorfismos no gene de
TAFI, ndo é possivel afirmar o quanto as caracteristicas genéticas poderiam modificar

os niveis de TAFI encontrados em pacientes com FA.

6.3 Andlise dos parametros avaliados entre os grupos Controle e FA em

uso de Varfarina ou Rivaroxabana

Em relac&o ao estresse oxidativo, ndo observamos diferencas significativas no
nivel de TBARS na comparacao entre 0s grupos controle, varfarina e rivaroxabana. Ja
para MTT, nota-se maiores niveis do marcador antioxidante nos pacientes em uso de
rivaroxabana (Tabela 6). Ha hipdteses na literatura que o tratamento com rivoraxabana
pode indiretamente reduzir a geracdo de EROS. Acredita-se que, pela acdo do FXa,
MCP-1 potencializam a geracdo de EROS. Neste contexto, foi relatado que o
tratamento com rivoraxabana suprime a transcricio génica de MCP-1 em células
tubulares por meio da inibicdo do FXa (ISHIBASHI et al., 2014). Narita et al. (2019)
também encontraram o tratamento com rivoraxabana suprimindo o estresse oxidativo
conduzido por FXa em células tubulares proximais humanas. Camisoto et al. (2019)
relataram que a ativacéo da glicoproteina GPVI esta associada a um grande aumento
do estresse oxidativo. O tratamento com rivaroxabana inibiu a ativacdo de plaquetas

humanas, diminuindo a ativagao de GPVI e, consequentemente, reduzindo o estresse
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oxidativo. Danos no DNA sao frequentemente causados pela presenca do estresse
oxidativo. Wo'zniak et al. (2020) avaliaram o efeito reparador e protetivo dos
anticoagulantes dabigatrana e rivaroxabana na producao de EROS e danos oxidativos
no DNA em um modelo de dano endotelial vascular. Os resultados indicaram que o
tratamento com dabigatrana e rivaroxabana inibiram a producdo de EROs nas células
do endotélio vascular testadas e, consequentemente, neutralizaram os danos ao DNA.

As evidéncias acima embasam uma hipétese diante dos resultados obtidos sobre
a avaliacao dos marcadores do estresse oxidativo: a auséncia de diferenga significativa
dos niveis de TBARS entre os grupos analisados pode estar associada a maior
capacidade antioxidante de rivaroxabana. Porém, mais estudos sdo necessarios para

detalhar a eficiéncia do efeito antioxidante deste anticoagulante.

Diante do exposto, o tratamento com rivoraxabana nos pacientes com FA,
poderia influenciar na resposta ao estresse oxidativo além de exercer um efeito anti-
inflamatorio como demonstrado em em um estudo anterior do nosso grupo (MARTINS
et al.; 2020). Martins et al. (2020) relatam que os pacientes com FA apresentam um
aumento dos niveis de citocinas inflamatérias em relacdo ao controle. Quando os
autores avaliam os tratamentos rivaroxabana e varfarina, o uso de rivaroxabana foi
associado a uma diminuicdo de citocinas inflamatérias (IL-2, IL-4, IL-10, TNF e IFN-y)
em comparacdo a Vvarfarina. Muitos outros estudos pontuam o potencial da
rivaroxabana em ter efeito anti-inflamatorio além de suas ac¢des anticoagulantes (WU
et al., 2015; ELLINGHAUS et al., 2016; KONDO et al., 2018; MIYAZAWA et al.; 2018).
E provavel que o FXa medeia a sinalizagéo inflamatéria no tecido atrial, possivelmente
pela ativacdo de receptores ativados por protease. Portanto, o potencial efeito anti-
inflamatério da rivaroxabana pode ser devido a uma inibicdo direta do FXa
(STEINBERG et al., 2005; BUKOWSKA et al., 2013).

Os niveis séricos de PAI-1 nao apresentaram diferencas significativas
comparando 0s grupos controle, varfarina e rivaroxabana (Figura 8A). Ja para 0s niveis
séricos de TAFI houve diferenca significativa entre os grupos (Figura 8B), sendo os
pacientes em uso de rivaroxabana com menores niveis séricos do marcador. O estudo
conduzido por Sanda et al. (2020) mostrou que o tratamento com dabigatrana,
anticoagulante usado no tratamento de FA nao valvar que inibe o fator Il ativado (Flla),

reduziu significativamente a expressao dos niveis de PAI-1 e TAFI, e a atividade
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trombolitica em camudongos. Ma et al. (2017) relatam que a terapia anticoagulante de
rivaroxabana pode inibir a expressdo de TAFI, PAI-1, PAIs, PDF, fator de von
Willebrand (VWVF) e tromboxano. Interessantemente, além da inibicdo nos parametros
fibrinoliticos, os autores observaram que o tratamento com rivaroxabana inibiu a
resposta inflamatéria (reduziu expressdo de neutréfilos, IL-1, IL-6, IL-7 E TNF), e o
recrutamento de células inflamatdrias induzido por MMP-9 in vitro (células endoteliais
venosas) e in vivo (modelo de rato de trombo venoso profundo). Os autores
investigaram os efeitos pleiotropicos da rivaroxabana na funcéo endotelial através da
via de sinalizagdo NFKp in vitro e in vivo. Os resutados mostraram uma tendéncia
decrescente nos niveis de fatores de transcricdo NFK (IkBa, IkBB e IkBg), sugerindo
gue a rivaroxabana apresenta propriedades anti-inflamatérias e pré-fibrinoliticas
mediadas pela sinalizagdo de NFK}.

O estudo conduzido por Kirchhof et al. (2020) avaliou os efeitos da Rivoraxabana
em biomarcadores da coagulacdo e inflamacdo. Os autores observaram que o
tratamento com rivaroxabana foi associado a niveis reduzidos de dimero D, complexo
trombina-antitrombina Il (TAT), PCR, e IL-6. Entretanto, trabalhos avaliando a relacéo
entre marcadores fibrinoliticos e inflamatérios em pacientes com FA tratados com
rivaroxabana, ainda sdo escassos ha literatura. Nosso resultado de avaliacédo
fibrinolitica juntamente com resultados de parametros inflamatorios avaliado em um
estudo anterior do nosso grupo (MARTINS et al., 2020), corroboram com a ideia de que
fatores de risco trombogénico, como alteracdes nos niveis de marcadores fibrinoliticos
e aumento do perfil inflamatoério, podem ser regulados no tratamento com rivaroxabana.

Além disso, em nossa analise de correlacdo, os marcadores fibrinoliticos
avaliados se correlacionaram com varios parametros inflamatérios. PAI-1 apresentou
uma correlacdo positiva fraca com TNF, IL-10, IL-6, IL-4 e IL-2. Ja TAFI apresentou
uma correlacao negativa fraca com IP-10, TNF e IL-10; correlacdo negativa moderada
com MCP-1, MIG e IL-6; e correlacdo negativa forte com IL-8 (Tabela 11). Coagulagéo
e inflamacéo sdo processos fortemente associados. A inflamacéo leva a ativacdo da
coagulacdo e a coagulacdo ativada afeta consideravelmente as atividades
inflamatorias. Citocinas pré-inflamatoérias e outros mediadores sdo capazes de ativar o
sistema de coagulacdo e regular negativamente importantes vias anticoagulantes
fisiolégicas (LEVI E POLL, 2015).
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O sistema fibrinolitico exibe func¢des criticas envolvidas em varios aspectos da
progresséo da inflamagéo. Evidéncias antigas como os trabalhos de Juhan-Vague et
al. (1984) e Kluft et al. (1985), ja mostravam que niveis de PAI-1 sdo elevados em locais
com inflamac&o, o que pode ter duas causas. Primeiro, a inflamacdo é normalmente
acompanhada pela geracdo excessiva de trombina. O excesso de trombina leva a
ativacdo plaquetéria, liberando PAI-1 armazenado nas plaquetas (HUEBENER et al.,
2018). Segundo, multiplas citocinas inflamatérias regulam positivamente a expressao
de PAI-1 (RAWSON et al., 2016). Trabalhos como os de Renckens et al. (2005) e Gupta
et al. (2016) demonstram que a deficiéncia de PAI-1 reduz significativamente a
inflamacéo de fase aguda em modelos animais sépticos induzidos por endotoxinas. Em
um modelo de camundongo séptico induzindo inflamacédo por lipossacarideo (LPS),
houve um aumento significativo na deposicao de fibrina pulmonar e leséo pulmonar,
gue aparentemente foi melhorada pela deficiéncia de PAI-1 (POOLE et al., 2017).

As correlagdes negativas entre TAFI e parametros inflamatorios vistas neste
trabalho corroboram com outros estudos na literatura. Pang et al. (2016) investigaram
a correlacdo entre TAFI e citocinas pro-inflamatorias em pacientes com sindrome
coronariana aguda. Os autores apontaram uma correlacéo negativa forte entre TAFI e
concentracbes de IL-1B3, IL-6, TNF e procalcitonina (PCT). Komnenov et al. (2015)
conduziram um trabalho onde células HepG2 cultivadas, tratadas com citocinas proé-
inflamatorias: IL-6, TNF e IL-1, reduzem a geracéo de TAFI pela metade. Em contraste,
guando tratadas com citocina anti-inflamatéria IL-10, as células HepG2 dobram a
expressdo de TAFI. Além disso, TAFla pode agir inativando mediadores inflamatérios
incluindo elementos do complemento C5a e C3a (LEUNG et al., 2008). Entretanto, a
correlacdo negativa entre niveis séricos de TAFI e parametros inflamatérios indica um

mecanismo de regulacéo ainda ndo preciso na literatura.
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7.0 CONCLUSAO

Para o presente estudo, os resultados obtidos entre a comparagéo de pacientes
com FA e o grupo controle nos permite as seguintes conclusdes: os pacientes com FA
mostraram um maior perfil antioxidante. Ao contrario do que se esperava para uma
avaliacdo de doencas cardiovasculares, os parametros vitamina D, Hp e seus
polimorfismos ndo se mostraram como biomarcadores para a arritmia. Os pacientes
com FA, ao mesmo tempo, apresentaram um estado pro-trombaético (constatado pelo
aumento de PAI-1), e, de forma inesperada um fraco risco trombotico (pela reducéo dos
niveis de TAFI). Porém, juntamente com outros estudos contraditérios na literatura, este

resultado reforca a relacdo ambigua dos niveis de TAFI nas patologias cardiacas.

Na comparacgao entre os pacientes com FA em uso dos anticoagulantes varfarina
ou rivaroxabana e o grupo controle, nés podemos concluir que: o anticoagulante
rivaroxabana apresentou um maior potencial antioxidante, sugerindo que tal tratamento
pode influenciar de forma positiva no processo de estresse oxidativo. Além disso,
rivaroxabana promoveu a reducao dos niveis de TAFI, sugerindo que, além do potencial
anti-inflamatorio visto na literatura, o tratamento com rivaroxabana pode ter efeito pro-

fibrinolitico na populacdo com FA.

Na analise de correlacéo, a relacdo positiva de PAI-1 com alguns parametros
inflamatorios, mostra que a inflamacéao local pode levar a um aumento de PAI-1, ou vice
e versa. Ja as relacdes negativas de TAFI com parametros inflamatorios, sugere que a
reducdo do marcador fibrinolitico possa ser influenciada por um aumento de citocinas

pré-inflamatoérias na populagéo FA visto na literatura.

De forma geral, o efeito benéfico do anticoagulante rivaroxabana na modulacao
de vias como a do estresse oxidativo, fibrinolitico e do processo de inflamacao
sugeridos pelos resultados deste trabalho, se mostra de grande interesse clinico para
0s pacientes com FA gue fazem uso de anticoagulantes orais, uma vez que varias
comorbidades que cursam com a arritmia impactam nessas vias fisiopatologicas.
Porém, outros estudos sdo necessarios para uma melhor compreensao sobre o perfil

do medicamento nas complicacdes da arritmia.
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8.0 Limitacdes do estudo

As principais limitacdes do presente estudo sdo: o fato dos participantes do
grupo controle terem sido selecionados de academias publicas, portanto, foram
favorecidos quanto ao parametro de atividade fisica quando comparados aos grupos
de tratamento. Outro importante fator limitante € o fato de que diferentes ensaios ou
reatividade de anticorpos a diferentes isoformas podem ser aplicados na avaliagéo do
marcador antifibrinolitico TAFI. Neste trabalho, a metodologia utilizada para este fim
refere-se apenas a dosagem do antigeno TAFI, desconsiderando as diferentes
isoformas que o marcador pode apresentar devido a instabilidade térmica no processo
de medigdo. Os diferentes métodos utilizados para determinar os niveis de TAFI sérico
dificultam comparagdes entre diferentes estudos. Por fim, este estudo foi baseado em
um tamanho de amostra relativamente pequeno dos grupos analisados. Estudos com

um tamanho amostral maior ainda sdo necessarios para validar os achados.
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APENDICE A - Termo de consentimento livre e esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Projeto de Pesquisa “VARFARINA versus NOVOS ANTICOAGULANTES ORAIS: ESTUDO
HEMOSTATICO COMPARATIVO EM UMA POPULAGCAO DE PACIENTES COM
FIBRILAGAO ATRIAL”

Prezado Sr. (a),

A pesquisa que o senhor (a) esta sendo convidado (a) a participar como voluntario (a) € um
estudo cientifico que tem como objetivo avaliar alguns parametros da coagulacao em individuos
com fibrilacdo atrial em uso de varfarina, dabigatrana ou rivaroxabana. O beneficio que vocé
recebera sera através da possibilidade de avaliar o uso do medicamento sobre o ponto de vista
da eficacia, seguranca e do controle laboratorial que podera auxiliar o médico responsavel em

uma melhor conduta terapéutica.

Nesta pesquisa, cada participante devera responder a um questionario, que sera aplicado pela
equipe da pesquisa, e devera doar uma Unica amostra de sangue, na qual serdo realizados

varios exames laboratoriais gratuitos, cujos resultados serdo encaminhados para o0 seu médico.

A coleta de sangue venoso inclui um pequeno risco de acidente de puncédo, representado,
principalmente por extravasamento sangiineo subcutdneo de pequena gravidade, que pode
resultar em leve dor localizada e formacao de pequeno hematoma. Para minimizar este risco,
a coleta de sangue ser realizada em local adequado, por um profissional farmacéutico, com
capacidade técnica e experiéncia que estara atento e tomard todas as providéncias
necessarias. Na coleta de 20 mL de sangue sera utilizado material descartavel de boa

gualidade (agulhas e tubos a vacuo), visando o éxito do procedimento.

Serdo armazenadas amostras de sangue e de DNA extraidas do sangue coletado, por um
periodo de cinco anos, no Banco de Material Biol6gico do departamento de Analises Clinicas e
Toxicolégicas da Faculdade de Farmacia. Essas amostras poderdo ser eventualmente
utilizadas em futuras andlises para avangos cientificos no uso dos anticoagulantes orais e na
fibrilacdo atrial. Neste caso, todos os participantes serdo consultados e novo Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido sera coletado.
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O nome do participante e, também, os resultados dos exames serdo mantidos em segredo e
privacidade, sob a responsabilidade da equipe de pesquisadores. Os resultados serdo
apresentados em reunides clinicas, nos setores da instituicdo ligados ao estudo ao final do
trabalho e estardo disponiveis inclusive para os participantes. Este projeto visa também
publicacédo dos resultados em revistas especializadas e tese de doutorado.

Nao havera despesas pessoais para o paciente, ficando o énus (material, recurso humano,
despesa com laboratério) para o patrocinador, também nédo haverd compensacao financeira
pela sua participacdo, nem remuneracao financeira do pesquisador, cujo interesse é apenas

cientifico.

Caso vocé ndo queira participar da pesquisa, ndo havera qualquer prejuizo no seu tratamento
ou na assisténcia recebida pelo seu médico. Para qualquer divida sobre esta pesquisa vocé
devera entrar em contato, por telefone, com as pessoas responsaveis pela mesma, cujos

nomes estéo relacionados a seguir:

e Profa. Dra. Claudia Natalia Ferreira — Tel: (31) 3409-4983, 8807-6903.
Professora de Analises Clinicas do Setor de Patologia Clinica do Coltec/lUFMG.

Assinatura:

e Profa Maria das Gracas Carvalho — Tel: (31) 3409-6881
Professora Titular do Departamento de Analises Clinicas e Toxicoldgicas da Faculdade

de Farmacia da UFMG.

Assinatura:

e Dr. Estevao Lanna Figueiredo
Médico Cardiologista colaborador do projeto de pesquisa.

Assinatura;

e Aluno de mestrado ou doutorado a ser selecionado pelo Programa de P4s Graduacéo
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Declaro que, apos convenientemente esclarecido (a) pelo pesquisador e ter entendido o que
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versus novos anticoagulantes orais: estudo hemostatico comparativo em uma
populagcdo de pacientes com fibrilagdo atrial”, e autorizo a coleta de 20 mL de sangue e o
armazenamento do mesmo e de amostras de DNA para eventuais futuras analises sobre
anticoagulacédo oral e fibrilagéo atrial e que recebi cépia do presente Termo de Consentimento.
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Projeto de Pesquisa: “VARFARINA versus NOVOS ANTICOAGULANTES ORAIS: ESTUDO HEMOSTATICO

COMPARATIVO EM UMA POPULAGAO DE PACIENTES COM FIBRILAGCAO ATRIAL”

| — IDENTIFICACAO:

1.Nome:

2.Data de nascimento: ___ /|

3.Endereco:

4.Telefone: 5. CEP:

6.Data da entrevista/coleta de sangue: / / 7.Jejum:

Il - DADOS DEMOGRAFICOS:
1.Sexo: ( )M ( )F
2.Estado Civil: ( ) solteiro ( ) casado ( )vidvo ( ) separado ( ) divorciado
3.Tabagista: ( ) Nao ( ) Sim Quantos cigarros por dia, em média:
4.Ex-tabagista: ( ) Ndo ( ) Sim Parou a quanto tempo:

5.Etilista: ( ) Nao ( ) Sim Qual bebida: Quantidade/dia:
6.Ex-etilista; ( ) Ndo ( ) Sim Parou a quanto tempo:

7.Doengas:

() Hipertenséao arterial () Insuficiéncia cardiaca () Arritmia

() Doenca coronariana () Asma, enfisema () Doenca renal
() Doenca hepética () Doenca hemorragica ( ) Tromboses

() Neoplasias () Doenca da tiredide () Diabetes mellitus
Outras:

8.Cirurgias prévias:

9.Atividade fisica regular? ( ) Nao ( ) Sim : Qual modalidade:

Freqliéncia semanal: Duracéo dos exercicios:

10.Diagndstico de dislipidemia prévia: ( ) Nao ( ) Sim Qual:
Tempo de diagnéstico: Medicamentos em uso e dose:

11.Uso de anticoagulantes orais? ( ) Ndo ( ) Sim
Quais: ( ) Varfarina ( ) Dabigatrana ( ) Rivaroxabana Dose:

12. Outros medicamentos em uso e dose:

12. Grau de escolaridade: ( ) Fundamental incompleto ( ) Fundamental completo
() Médio incompleto ( ) Médio completo ( ) Graduacdo ( ) Po6s-Graduacao

[l = HISTORIA FAMILIAR:

1.Etnia: ( ) Caucasiano ( ) Mestico: mulato, pardo ( )Negro ( )indio ( ) Asiatico

2.Seu pai tem/tinha alguma doen¢a? ( ) Ndo ( ) Sim (Qual? )

()

() Outros mesticos:



3.Sua mée tem/tinha alguma doenca? ( ) Nao ( ) Sim (Qual? )

4.Algum filho seu tem alguma doenca? ( ) Ndo ( ) Sim ( ) N&o se aplica

(Qual?

)

5.Existe alguma doenca presente em mais de uma pessoa de sua familia (incluindo tios, tias, primos, avés,

sobrinhos)? () N&o ( ) Sim (Qual e membros afetados?

IV- EXAME FiSICO:

)

Peso : altura:

IMC: Circunferéncia abdominal:
Presséo arterial Medida do quadril:
Frequéncia cardiaca HAS-BLED

V-CRITERIOS PARA FIBRILACAO ATRIAL NAO REUMATICA

( ) Paroxistica ( ) Persistente ( ) Permanente
Recorrente: () Sim () Nao

Escore de risco CHADS?2 =

Escore de risco CHA2DS2-VASc =

Fatores de risco predisponentes para fibrilagéo atrial: ( ) AVC ( ) EIT ( ) Idade > 75 anos

() Idade entre 65-74 anos ( ) Insuficiéncia cardiaca ( ) Diabetes mellitus ( ) HAS

() Sexo feminino ( ) Doencga vascular

CRITERIOS DE EXCLUSAO
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CLINICOS

MEDICAMENTOSOS

- Distlrbios hemorréagicos adquiridos ou hereditarios;
- Doengas hepéticas, malignas, auto-imunes,
tireoidianas e infecciosas;

- Insuficiéncia renal grave (Clearance de creatinina
inferior a 30 mL/min);

- Gravidez;

- Alcoolismo.

- Antiplaquetarios e fibrinoliticos
- Amiodarona

- Verapamil

- Quinidina

- Cetoconazol

- Ritonavir

- Corticéides

- Antinflamatdérios

médico responsével

(carimbo e assinatura)
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Projeto de Pesquisa: “VARFARINA versus NOVOS ANTICOAGULANTES ORAIS: ESTUDO HEMOSTATICO
COMPARATIVO EM UMA POPULAGAO DE PACIENTES COM FIBRILAGAO ATRIAL/TROMBOEMBOLISMO

VENOSO PROFUNDO”

| — IDENTIFICACAO:

1.Nome:

2.Data de nascimento: ___ /|

3.Endereco:

4.Telefone: 5. CEP:

6.Data da entrevista/coleta de sangue: / / 7.Jejum:

Il - DADOS DEMOGRAFICOS:
1.Sexo: ( )M ( )F
2.Estado Civil: ( ) solteiro ( ) casado ( )vitvo ( ) separado ( ) divorciado
3.Tabagista: ( ) Nao ( ) Sim Quantos cigarros por dia, em média:

4. Ex-tabagista: ( ) Ndo ( ) Sim Parou ha quanto tempo?

5.Etilista: ( ) Nao ( ) Sim Qual bebida: Quantidade/dia:
6.Ex-etilista: ( ) Ndo ( ) Sim Parou ha quanto tempo?

7.Doengas:

() Hipertenséao arterial () Insuficiéncia cardiaca

() Doenca coronariana () Asma, enfisema () Doenca renal

() Doenca hepatica () Doenca hemorragica ( ) Diabetes mellitus
() Sindrome do Anticorpo Antifosfolipideo () Neoplasias
tiredide () Outras:

8.Cirurgias prévias:

9.Atividade fisica regular? ( ) Ndo ( ) Sim : Qual modalidade:

Freqiiéncia semanal: Duracao dos exercicios:

10.Diagndstico de dislipidemia prévia: ( ) Nao ( ) Sim Qual:

Tempo de diagnéstico: Medicamentos em uso e dose:

11. Medicamentos em uso

12. Grau de escolaridade: ( ) Fundamental incompleto () Fundamental completo
() Médio incompleto ( ) Médio completo ( ) Graduacdo ( ) Po6s-Graduacao

[l = HISTORIA FAMILIAR:

1.Seu pai tem/tinha alguma doenca? ( ) Nao ( ) Sim (Qual? )

2.Sua mée tem/tinha alguma doenc¢a? ( ) Ndo ( ) Sim (Qual? )

3.Algum filho seu tem alguma doen¢a? ( ) Ndo ( ) Sim ( ) N&o se aplica

(Qual?

() Doenca da

dose:



4 Existe alguma doenca presente em mais de uma pessoa de sua familia (incluindo tios, tias, primos, avos,

sobrinhos)? () Ndo ( ) Sim

Quais membros afetados?

CRITERIOS DE INCLUSAO

Faixa etaria: > 18 anos. Idade: ------- anos
N&o apresentar historico de fibrilag&o atrial
N&o apresentar historico de trombose

N&o apresentar histérico de cancer

CRITERIOS DE EXCLUSAO
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CLINICOS

MEDICAMENTOSOS

- Distarbios hemorragicos adquiridos ou hereditarios;

- Doencas hepéticas, malignas, auto-imunes, tireoidianas e
infecciosas;

- Insuficiéncia renal grave (Clearance de creatinina inferior a
30 mL/min);

- Gravidez;

- Doencas inflamatérias

- Varfarina

- Rivaroxabana

- Dabigatrana

- Heparina

- Fondaparinux

- Antiplaquetarios e fibrinoliticos
- Amiodarona

- Verapamil

- Quinidina

- Cetoconazol

- Ritonavir

- Corticéides

- Antinflamatérios

- Terapia de reposic@o hormonal

- Anticoncepcional

meédico responséavel

(carimbo e assinatura)
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ANEXO A — Carta de aprovacdo do comité de ética em pesquisa da Universidade
Federal de Minas Gerais, COEP.

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Projeto: CAAE - 12603413.0.0000.5149

Interessado(a): Profa. Claudia Natalia Ferreira
Setor de Patologia Clinica
COLTEC - UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 03 de maio de 2013, o projeto de pesquisa intitulado "Varfarina
versus novos coagulantes orais: estudo hemostatico comparativo
em uma populacdo de pacientes com fibrilagédo atrial" bem como o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um
ano apds o inicio do projeto.

Prost&Marques Améral

Coordenadora do COEP-UFMG

Av. Pres. Antonio Carlos, 6627 - Unidade Administrativa 11 - 2° andar - Sala 2005 — Cep:31270-901 - BH-MG
Telefax: (031) 3409-4592 - ¢-mail; coep@ prpq.ufmg.br
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ANEXO B — Artigo | publicado com os resultados do doutorado

Meolecular Biology Reports
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Evaluation of serum haptoglobin levels and Hp1-Hp2 polymorphism
in the haptoglobin gene in patients with atrial fibrillation
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Pamella Lemos Rocha' - Estévio Lanna Figueiredo® - Francisco Rezende Silveira®* - Maria das Gragas Carvalho' -
Helton José Reis? - Karina Braga Gomes' - Claudia Natélia Ferreira™*®
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Abstract

Background Aurial fibrillation (AF) is an arrhythmia that involves structural and electrophysiological abnormalities. Many
of the AF-related clinical conditions are associated with an increase in inflammatory and oxidative factors. Haptoglobin
(Hp) is an acute phase protein whose biological role is to promote clearance of free hemoglobin (Hb). In addition, for being
considered an inflammatory marker, Hp represents a protective mechanism against the oxidative effects of Hb. The Hp1-Hp2
polymorphism at Hp locus can lead to three phenotypes related to structural and functional differences in the protein. The
objective of this study were to evaluate Hp levels and Hpl-Hp2 polymorphism at Hp locus in patients with AF compared
to a control group.

Methods and results This study included 65 patients with AF and 54 individuals without the arrhythmia. Biochemical
parameters were determined using Vitros system, plasma levels of Hp were measured in serum samples by using ELISA
method and polymorphisms were verified by PCR technique. Plasma Hp levels, as well as allelic and genotypic frequency.,
were not associated with AF. The levels of Hp also did not differ among the genotypes according to the applied models.
Conclusions The results suggest that Hp levels and Hp1-Hp2 polymorphism are not associated to AF.

Keywords Adtrial fibrillation - Haptoglobin - Polymorphism - Genotyping

Introduction

Atrial fibrillation (AF) is the most common type of cardiac
arrhythmia in clinical practice, characterized by an irregular
electrical activation of the atria that leads to uncoordinated
contractions and the formation of atrial thrombi [1-3]. The
prevalence of AF is around 1-2% in the general population
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MG, Brazil

Published online: 16 May 2022

[4]. In the Brazilian population, the prevalence of AF is esti-
mated at 2.2%, increasing with age [5]. The pathophysiology
of AF is multifactorial and is often associated with some
traditional risk factors such as obesity, hypertension, dia-
betes, smoking and coronary artery disease (CAD) [6-9].
These clinical complications lead to an impaired quality of
life and increase healthcare costs in patients with AF [3, 6,
10]. In general, such clinical conditions are considered risk
factors for AF and they are also associated with an increase
in inflammatory and oxidative factors [2, 10]. Therefore,
various and sundry studies have investigated underlying
mechanisms such as inflammation and oxidative stress in
AF [11-13].

Haptoglobin is an acute phase alpha-glycoprotein pro-
duced mainly in the liver and found in human plasma. lts
biological role is to bind and free circulating hemoglobin
(Hb), forming the soluble haptoglobin-hemoglobin (Hp-Hb)
complex that is recognized by the CD163 receptor located
on the surface of monocytes, macrophages and Kupffer
cells. Through CD163 receptor-mediated endocytosis of

@ Springer
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phagocytic cells, Hp is able to promote Hb clearance [14,
15]. The Hp-Hb-CD163 complex induces the production of
several anti-inflammatory and antioxidant mediators. The
production of Hp is induced by cytokines such as TNF,
IL-6 and IL-1, via binding these cytokines to the regulatory
promoter sites of Hp gene [16, 17]. Then, serum Hp levels
increase considerably in the inflammatory processes [18]. At
low levels of Hp, iron incorporated into free Hb by acting as
an oxidizing agent in the bloodstream, favoring the produc-
tion of free radicals [17, 19]. Therefore, plasma levels of Hp
are known to be associated with many diseases that lead to
inflammatory and oxidative processes, including cardiovas-
cular diseases, autoimmune disorders and diabetes [18-22].

Hp is represented by a tetrametric structure composed of
two alpha peptide chains (light chain) and two beta peptide
chains (heavy chains) that are covalently linked. In humans,
the Hp locus is polymorphic, having two common alleles,
Hpl and Hp2. One of them, the Hp2 allele, is specific to
humans and has seven exons that probably arose from a
duplication (non-homologous crossover) involving exons 3
and 4 of the Hp1 allele [23]. The two common alleles result
in three Hp genotypes, Hp1-Hp1, Hp2-Hp1, and Hp2-Hp2
[19]. The stoichiometry of mature Hp protein is genotype
dependent: Hp1-Hpl individuals produce a single linear
homodimer, Hp2-Hp2 produce cyclic polymers and, in hete-
rozygous individuals Hp2-Hp1, the Hp protein can be found
as linear homodimer and/or multimers [24, 25]. In addition
to structural differences, the protein products of the Hp locus
also show functional differences depending on the genotype.
The protein product of the Hpl-Hp1 genotype has a greater
capacity to bind Hb, the CD163 receptor and a higher rate of
release of the Hp-Hb complex from the circulation compared
to carriers of the Hp2-Hp2 genotype. In this context, the Hpl
allele is recognized for having greater anti-inflammatory and
antioxidant properties, while the Hp2 allele presents a dys-
function in the clearance of Hb and, therefore, it has a lower
antioxidant potential.

Considering the differences in the properties of the Hpl
and Hp2 proteins, it is not surprising that the Hp2 allele is
often associated with an increased risk of vascular com-
plications such as ischemic stroke, myocardial infarction
and CAD [26-28]. However, the association of the Hpl
allele with an increased risk of CVD has also been seen.
Costacou et al. [ 18] and Wang et al. [29] showed that the
Hpl allele may also confer a significant risk factor for CV.
In addition, conflicting reports of both association [30] and
non-association [31] of the Hp2 allele with increased risk
of CVD have been presented. Serum Hp levels are another
factor that is influenced by the Hp1-Hp2 polymorphism.
By comparing to Hpl allele, Hp2 allele is associated with
a dose-dependent reduction in serum protein levels, with
serum Hp level being: Hpl-Hp1 > Hp2-Hpl > Hp2-Hp2.
According to Kazmi et al. the differential effects of the

@ Springer

Hpl and Hp2 alleles may mediate differences in circulat-
ing Hp levels, or functional differences in their protein
products, or both [32]. Rodrigues et al. [33] observed that
diabetic patients carrying the Hp2 allele had higher levels
of Hp when compared to a control group. In the work
conducted by Carvalho et al. [34] plasma Hp levels did
not differ between the genotypes of the Hpl-Hp2 polymor-
phism in patients with polycystic ovary syndrome.

By considering the frequent association of Hp polymor-
phism with cardiometabolic dysfunctions and the involve-
ment of serum Hp with the inflammatory and oxidative
process characteristic of AF, it was purposed to investigate
in a case—control study the plasma levels of Hp and the
Hpl-Hp2 polymorphism in the Hp gene patients with AF.

Methods
Subjects

The present study is an observational, cross-sectional and
case—control model, which included 65 participants with
a diagnosis of AF confirmed by electrocardiography and
54 healthy individuals without the arrhythmia (control).

Patients with AF were recruited from the outpatient
clinics of Hospitals Lifecenter, Semper and Ipsemg (Belo
Horizonte, Minas Gerais, Brazil). Control subjects were
recruited from the local community and had no prior diag-
nosis of AF. The study was approved by the Research Eth-
ics Committee of UFMG (CAAE: 12603413.0.0000.5149),
Lifecenter, Semper and Ipsemg Hospitals and were per-
formed in accordance to the principles provided in the
Declaration of Helsinki. All participants received clear
information about the research, read and signed the written
Informed Consent, before any study procedures.

The participants were excluded if they used any anti-
platelet agent, non-steroidal anti-inflammatory drugs,
heparin, hormone replacement therapy, antifibrinolyt-
ics, amiodarone, verapamil, quinidine, azole antifungals,
and ritonavir in the 4 weeks prior to the study. Moreo-
ver, subjects with the following clinical conditions were
also excluded: current diagnosis of alcohol use disorder;
chronic kidney disease (creatinine clearance <30 mL/
min); severe dyslipidemia; acquired or hereditary bleeding
disorders: liver disease: thyroid disease: infectious, inflam-
matory, autoimmune, and malignant diseases; pregnancy:
puerperium; and breast-feeding.

Biological samples

After a 12 h fasting, blood samples were collected from the
patients in tubes containing ethylenediaminetetraacetic acid
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(EDTA) and in tubes without anticoagulant. A centrifugation
process at 1100xg for 15 min at 25 °C was performed on the
plasma and serum samples within 4 h after collection. After
proper identification, the samples were stored at — 80 °C
until analysis. Aliquots of whole blood in EDTA were stored
at — 20 °C for later genomic DNA extraction.

Clinical and laboratorial evaluation

The biochemical parameters of total cholesterol (TC), high
density lipoprotein (HDL-c), low density lipoprotein (LDL-
¢), triglycerides, were obtained through the automatic ana-
lyzer Vitros 250, Johnson & Johnson®.

Plasma levels of Hp were measured in serum samples
by the ELISA method using the Quantikine® ELISA kit
(R&D Systems, Incorporated, USA), strictly following the
manufacturer’s instructions.

Genotyping

DNA samples were obtained from whole blood collected in
EDTA using the Biopur Mini Spin Kit (BiometrixBiotech-
nology®). Genotyping of the Hp1-Hp2 polymorphism was
performed following the protocol by Koch et al. as described
by Carvalho et al. [34, 35].

Statistical analysis

Our sample size was estimated from the mean values of
Hp levels obtained in our previous study [33], including
patients with CVD (mean +SD), since there are no stud-
ies evaluating Hp and AF levels in the Brazilian popula-
tion. The sample size calculation was performed using T
test between two independent groups. The values considered
were: power =0.95; significance level =0.05. The software
used was OpenEpi. The ratio 1:1 case/control resulted in at
minimum 35 individuals in each group.

Continuous variables were analyzed for normal dis-
tribution using the Shapiro-Wilk test. Student’s t and
Mann-Whitney tests were used to compare two groups (AF
vs controls), when data were normal or not, respectively.
Statistical analyzes were performed using the Statistical
Package of the Social Sciences (SPSS) version 17.0. Values
of p<0.05 were considered as significant. The GraphPad
Prism® software version 8.0 (GraphPad Software, La Jolla,
CA, USA) was used to prepare the graphs. Hardy-Wein-
berg equilibrium (HWE) was assessed using exact test in the
GENEPOP software (http://genepop.curtin.edu.au/genepop_
opl.html). Differences in genotypic and allelic frequencies
of the Hp gene between the two groups were investigated by
the chi-square test (xz).

Results

Table 1 summarizes the demographic, clinical and labora-
tory characteristics of the study participants. There were no
significant differences between groups regarding age, sex,
smoking, DM2, alcoholism, (all p> 0.05). In the evaluation
of the lipid profile, a significant difference was observed
only in the serum levels of TC between the control and AF
group (p=0.028). Regarding the presence of arterial hyper-
tension and dyslipidemia, the group of patients with AF
had a higher frequency compared to control (p<0.001 and
p=0.044, respectively). Physical activity frequency in con-
trol group was significantly higher compared to AF group
(p<0.001).

Haptoglobin plasma levels did not differ significantly
between the control (0.9 +0.4 ng/mL) and AF groups
(0.84+0.4 ng/mL) (p=0.509) (Fig. 1).

The Hpl-Hp2 polymorphism was in Hardy-Weinberg
(HWE) balance (p=0.082 for AF: p=0.369 for controls)
for both groups, suggesting that our case—control study had a
well-characterized random sample. There was no difference
in allelic and genotypic frequency between the AF and con-
trol groups, according to the additive, recessive or dominant
model (Table 2).

Table 1 Demographic, clinical, and laboratory characterization of
participants of the study

Parameter Control AF P
Age (years) 67 (6) 74(14) 0.065
Sex
Female n (%) 38(61.3%)  39(45.9%) 0.069
Male n (%) 24(38.7%) 46 (54.1%)
Smoker n (%) 2(3.2%) 4(4.7%) 0.654
HAS n (%) 31 (50%) 80 (94.1%) <0.001*
DM2 n (%) 10(16.1%)  25(29.4%) 0.078
Dyslipidemia n (%) 23 (39%) 48 (56.5%) 0.044*
Physical Activity 60 (98.4%) 19 (22.9%) <0.001*
Alcohol Consumption 17 (27.4%) 21 (24.7%) 0.708

Total Cholesterol (mg/dL) 179.3+36.8 178.5+34.8 0.028*
LDL-c (mg/dL) 96.6+26.7 90.1+29.2 0.084
HDL-¢ (mg/dL) 53.1x162 57x154 0.260
Tryglicerides (mg/dL) 14724497 156.7+£794 0.411
Results are p i as Jian and interquartile range to non-par-
ametric variables. Chi-square or Fisher test were also used for cate-
gorical variables and § d by pl ber and freq y in

percentage. Students t test was used to evaluate parametric variables,
presented as mean + standard deviation. Significant Values *: p<0.05

HASsystemic arterial hypertension: DM2type 2 diabetes mellitus;
LDL-clow density lipoprotein cholesterol: HDL-chigh density lipo-
protein cholesterol
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Fig.1 Haptoglobin plasma levels between control and AF groups

Plasma levels of Hp were compared between the geno-
types of the Hp1-Hp2 polymorphism, according to the addi-
tive, recessive or dominant model in each group, in order to
assess whether the polymorphism could alter the circulat-
ing levels of the protein. Plasma levels of Hp did not differ
between genotypes according to each model (Table 3).

Discussion

In this case—control study, there were no significant dif-
ferences regarding Hp levels between the control and AF
group. The allelic and genotypic frequency of the Hp1-Hp2
polymorphism also did not differ between the control group
and patients with AF, according to the additive, recessive

or dominant model. Similarly, the genotypes of the Hpl-
Hp2 polymorphism did not change the serum levels of Hp
within the applied models. As far as it is known, this study
is unprecedented in the assessment of serum Hp levels, as
well as the allelic and genotypic frequency of the Hp1-Hp2
polymorphism in the Hp gene in patients with AF.

Although Hp levels present themselves as a marker in
several autoimmune pathologies and in cardiovascular dis-
eases [18-22], in our study Hp was not shown to be associ-
ated to AF, since serum Hp levels did not differ between the
analyzed groups. Some factors intrinsic to the population,
such as age, sex and ancestry, can affect Hp levels. There-
fore, the comparison of studies carried out in different popu-
lations must be interpreted with caution [32]. Langlois and
Delanghe already showed that gender can affect circulating
Hp levels [19]. Clinical studies in the French population
document that age over 18 years does not influence the level
of Hp [36, 37]. Soejima et al. showed that ancestry also
impacts in circulating Hp [38]. Furthermore, differences in
Hp levels between studies may still be due to methodological
differences in the Hp assay technique [32].

When investigating the role of the Hp phenotype in car-
diovascular disease risk, some studies showed conflicting
results [18, 29-31]. However, in general, several studies
have indicated that individuals with the Hp2-Hp2 genotype
are at increased risk of cardiovascular complications [28,
30, 39]. Despite this, our results did not show differences
in genotypic and allelic frequencies of the Hpl-Hp2 poly-
morphism between patients with AF and the control group,
which suggests that such polymorphism in the Hp locus is
not associated with the etiology of the arrhythmia.

The frequency of the Hpl and Hp2 alleles is highly vari-
able in world populations. But in general, the Hp1 allele is

Table 2 Genotypic and allelic frequency of the Hpl-Hp2 polymorphism of Haptoglobin in the control and AF group

Aditive model Control (54) AF (65) OR 95% Cl P
Hpl-Hpl 0(0%) 3 (4.5%) 0 0 0.261
Hp2-Hpl 20 (37%) 25 (38.5%) 0.871 0411-1.873

Hp2-Hp2 34 (63%) 37 (57%) Reference

Recessive model

Hp2-Hp2 34 (63%) 37 (57%) 0777 0.371-1.628 0.575
Hpl-Hpl +Hp2-Hpl 20(37%) 28 (43%)

Dominant model

Hp2-Hp2 + Hp2-Hp1 54 (100%) 62 (94%) 0 Not applicable 0.126
Hpl1-Hpl 0(0%) 4 (6%)

Allele

Hpl 20 (18.5%) 31 (24%) 1.378 0.733-2.590 0319
Hp2 88 (81.5%) 99 (76%)

PR

Chi-square test with analysis. Significant p<0.05
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Table 3 Plasma levels of Hp for each genotype of the Hp1-Hp2 polymorphism in the Hp gene

Haptoglobin (ng/mL)

Aditive model Control p AF p Total population p
Hpl-Hpl 0 0.868 0.83+0.27 0.382 0.83+0.27 0481
Hp2-Hpl 0.94+0.29 1.05+0.50 1.0£0.42

Hp2-Hp2 0.92+0.48 0.86:+0.44 0.90+0.46

Recessive model

Hp2-Hp2 0.94+0.29 0.868 0.88+0.24 0.736 0.99+0.41 0.302
Hpl-Hpl +Hp2-Hp! 0.92+047 0.96 048 0.90+0.46

Dominate model

Hp1-Hpl 0 Not applicable 1.02+048 0.238 0.88+0.24 0.770
Hp2-Hpl +Hp2-Hp2 0.93+0.41 0.86+0.44 0.94+0.44

Variables presented as mean + standard deviation. Significant p<0.05

less frequent in East Asian populations than in other popu-
lation groups, including European, African, and Native
American groups [40]. For Western countries, the mean
distribution of Hp genotypes is characterized by: 16% Hp1-
Hpl, 48% Hp2-Hp!1 and 36% Hp2-Hp2, which correspond
to allele frequencies of around 40% Hp1 and 60% Hp2 [41,
42]. Even without significant differences, it was observed in
the results that the Hp2-Hp2 genotype was more frequent in
patients with AF (57%) and in the control group (63%). The
allele with the highest frequency in both groups was Hp2
[AF (76%): control (81.5%)]. Similar to this study, the works
by Rodrigues et al. [33] and Carvalho et al. [34] also evalu-
ated the genotypic and allelic frequency of the Hp1-Hp2
polymorphism in the Brazilian population. The heterozygous
Hp2-Hpl genotype was the most frequent among the groups
evaluated, and, as in this study results, the Hp2 allele was the
most frequent. These results show the genetic pattern of the
Brazilian population in relation to the Hp1-Hp2 polymor-
phism, taking into account that the genetic characteristics
of this population come from European, African and Amer-
indian miscegenation.

The genotypes of the Hp1-Hp2 polymorphism of the Hp
gene within the additive, recessive and dominant models
did not alter the serum levels of the protein in AF patients.
Despite this result, according to Kazmi et al. in addition to
the functional effects of different protein products from Hpl
to Hp2 alleles, the genotypic differences of the polymor-
phism may also mediate circulating Hp levels [32]. Stud-
ies with the Chinese population demonstrate a correlation
of the Hpl allele with elevated serum Hp levels [22]. The
Hp2-Hp2 genotype, in turn, is known to be associated with
lower plasma Hp concentrations compared to the Hpl-Hpl
genotype [19].

Contrary to our results, studies in the literature showed
genotype-dependent Hp concentrations in cardiovascular

diseases. Lee et al. [43] and Moussa et al. [44] showed higher
Hp levels associated with the Hp1-Hp1 genotype compared to
Hp2-Hp2 in patients with CAD. Given the above and the fact
that Hp1-Hp! individuals have a protein product with greater
binding affinity to Hb, patients with the Hp1-Hpl genotype
would have a reduced risk of cardiovascular disease [45]. In
our study, even considering different models of inheritance
to minimize the low frequency of the Hp1-Hpl genotype, no
association was observed between genotypes and Hp levels.
Our results suggest that serum Hp concentrations in AF are
independent of the Hp1-Hp2 polymorphism. In agreement,
Carvalho et al. [34] also found no significant differences in Hp
levels in relation to the genotypes of the Hpl-Hp2 polymor-
phism in Brazilian women with PCOS. Rodrigues et al. [33]
observed a contrary association in Brazilian diabetic patients,
which individuals carrying the Hp2 allele had higher serum
levels of Hp. Therefore, we assume that contradictory findings
may be related to the genetic characteristics and miscegenation
of the Brazilian population.

The main limitation of this study is the small sample size.
As AF is a disease commonly observed in elderly popula-
tion with a lot of comorbidities, we applied a strict inclusion
criterion, since these comorbidities could interfere in Hp
levels. Consequently, it was an impediment to expand the
sample size. Therefore, further studies involving more sub-
jects should be performed to confirm our results.

Conclusion

In conclusion, our study population does not observed asso-
ciation between Hp levels and the Hp1-Hp2 polymorphism
at the Hp locus with AF. Furthermore, serum Hp concentra-
tions were considered independent of the Hp1-Hp2 polymor-
phism. However, future studies with more significant sample
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sizes are needed in an attempt to identify the relationship
between serum levels and/or the Hp phenotype with AF, for
a more effective management in this population.
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Abstract

Atrial fibrillation (AF) is a cardiac arrhythmia characterized by irregular electrical activation of
the atria, leading to the absence of mechanical contraction and the formation of atrial thrombi,
the main cause of stroke and systemic embolism. Since the pathophysiology of AF is not yet fully
defined, the purpose of this study is to evaluate the association of oxidative and anti-fibrinolytic
biomarkers in individuals with atrial fibrillation, using oral anticoagulants warfarin or
rivaroxaban, compared to a control group. There were 38 patients with AF using rivaroxaban and
47 using warfarin, as well as 62 healthy individuals in the control group. The absorbance value
of MTT and serum concentrations of TBARS, PAI-1, TAFI; were determined by
spectrophotometry and ELISA, respectively. Patients using rivaroxaban had higher MTT
absorbance values and lower TAFI concentration. The results suggest that the treatment with
rivaroxaban has showed a beneficial action on antioxidant capacity and reduction of anti-
fibrinolytic inhibitor in patients with AF.

Keywords: atrial fibrillation, rivaroxaban, warfarin, oxidative stress, fibrinolytic system.

1. Introduction

Atrial fibrillation (AF) is the most common cardiac arrhythmia in clinical practice, being

characterized by rapid and disorganized excitation of the atria and irregular activation of the
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ventricles [1]. The occurrence of this arrhythmia is related to high cardiovascular morbidity and
mortality. By considering the aging population, AF projection prevalence for the next decades
has shown a significant worldwide increasing, as well a high cost impacting to the health system
[2]. The incidence of venous thromboembolism is intrinsically related to AF. Recent studies
showed an association between increased use of oral anticoagulants and a concomitant reduction
in AF-related stroke [3, 4]. Therefore, one of the main treatment strategies for the occurrence of
AF is drug therapy with oral anticoagulants to prevent thromboembolic phenomena.

The main stratification tool for anticoagulation therapy in patients with AF is the CHA2DS2-
VASc score [5]. Due to some restrictions associated with the use of anticoagulants, such as
warfarin, and the frequent need for monitoring to adjust doses, direct acting oral anticoagulants
(DOACS) have been increasingly used in clinical practice due to their conventional dosage and
control more favorable [6]. Rivaroxaban is part of DOACSs class that acts directly inhibiting
activated coagulation factor X (FXa), and evidence demonstrates its involvement with anti-
inflammatory action in vascular remodeling, atherosclerotic plague regression and tissue fibrosis
[7-10].

The oxidative stress plays an important role in AF, being related to the size of left atrium, risk
and prevalence of arrhythmia [11-13]. Tanhan et al. demonstrated that the increase in oxidative
stress led to a 30% increase in the prevalence and incidence of AF [12]. Furthermore, recent
evidence suggests that oral anticoagulants that directly inhibit FXa coagulation, such as
rivaroxaban, can inhibit the production of reactive oxygen species and, consequently, reduce

oxidative stress [14].

Fibrinolysis is the process that promotes the dissolution of blood clots, inhibiting the obstruction
of blood vessels [15]. The combination of the pathophysiological mechanisms of blood stasis,
lesions in the vessel wall and fibrinolytic changes are widely recognized for their association
with thromboembolic events in AF [16]. Although some evidence has shown the association of
AF with increased levels of anti-fibrinolytic markers, such as increased levels of plasminogen
activator inhibitor-1 (PAI-1) [17] and thrombin activatable fibrinolysis inhibitor (TAFI) [18], the
role of fibrinolysis in the mechanism of thromboembolism associated with AF has been poorly
explored [19].

The complex pathophysiology of AF suggests the interaction of physiological pathways such as
oxidative stress and inflammation, which lead to electrical and structural remodeling of the atria,

fibrosis and, consequently, increased risk of thromboembolic events [20, 21]. The fibrinolytic
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system also exhibits critical functions involved in several aspects of the progression of
inflammation. Therefore, changes in the fibrinolytic biomarkers TAFI and PAI-1 have also
shown a relationship with inflammatory and oxidative activity in cardiovascular pathologies [22].
In this context, the present study aimed to evaluate the association of oxidative and anti-
fibrinolytic biomarkers in the occurrence of AF under the use of oral anticoagulants warfarin or

rivaroxaban, compared to a control group.

2. Methods

A total of 147 patients with a diagnosis of AF confirmed by electrocardiography, with chronic
oral anticoagulation (CHA2DS2-VASC > 2), using warfarin (n = 47) or rivaroxaban (n = 38),
were included in the study, as well as healthy individuals (controls, n = 62). Patients with AF
were recruited from the outpatient clinics of Hospitals Lifecenter, Semper and Ipsemg (Belo
Horizonte, Minas Gerais, Brazil). Control subjects were recruited from the local community and

had no prior diagnosis of AF or use of any anticoagulant therapy.

The participants were excluded if they used any antiplatelet agent, non-steroidal anti-
inflammatory drugs, heparin, hormone replacement therapy, antifibrinolytics, amiodarone,
verapamil, quinidine, azole antifungals, and ritonavir in the 4 weeks prior to the study. Moreover,
subjects with the following clinical conditions were also excluded: current diagnosis of alcohol
use disorder; chronic kidney disease (creatinine clearance < 30 mL/min); severe dyslipidemia;
acquired or hereditary bleeding disorders; liver disease; thyroid disease; infectious,

inflammatory, autoimmune, and malignant diseases; pregnancy; puerperium; and breast-feeding.

The present study was approved by the Research Ethics Committees of Universidade Federal de
Minas Gerais (UFMG — CAAE: 12603413.0.0000.5149), Lifecenter, Semper and Ipsemg
Hospitals and was performed in accordance to the principles provided in the Declaration of
Helsinki. All participants received clear information about the research, read and signed the

written Informed Consent, before any study procedures.

Venous blood samples were collected in tubes containing ethylenediaminetetraacetic acid
(EDTA), and 3.2% sodium citrate, and tubes without anticoagulant, after a 12-hour fast. Plasma
and serum samples were processed by centrifuge at 25°C for 15 minutes at 1,100 g, within 4

hours of collection. The samples were identified and stored at -80 °C until analysis.

2.1 Laboratory and biochemical characterization
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Serum determinations of biochemical parameters total cholesterol (TC), High Density
Lipoprotein-cholesterol (HDL-c), Low Density Lipoprotein-cholesterol (LDL-c) and
triglycerides were performed using the automatic analyzer Vitros 250, Johnson & Johnson®.

The oxidative status was evaluated by determining, in serum samples, the lipid peroxidation
marker malondialdehyde (MDA), which belongs to the class of thiobarbituric acid reactive
species (TBARS), according to the protocol by Vasconcelos et al. and adapted by Duarte [23,
24]. To determine the antioxidant capacity of serum, the quantification of MTT was performed
according to the protocol by Medina et al. adapted by Duarte [24, 25]. Both TBARS and MTT
were measured by spectrophotometry.

The evaluation of the fibrinolytic profile was performed on citrate plasma samples by the ELISA
method, using the following kits: IMUBIND® Plasma PAI-1 (BIOMEDICA DIAGNOSTICS,
USA) and VisuLizeTM TAFI Antigen Kit (AFFINITY BIOLOGICALS INCORPORATED,

Canada) for plasma determination of anti-fibrinolytic markers PAI-1 and TAFI, respectively.
2.2 Covariates

The parameters: dyslipidemia, hypertension (HAS), physical activity, age, total cholesterol (TC)
were considered as covariates of possible interference in the study results. For the case group,
information about such parameters was taken from the patient records, and for the control group,
through individual reports. The diagnosis of dyslipidemia is based on the V Brazilian Guideline
on Dyslipidemia and Prevention of Atherosclerosis, which consists of: TC >240mg/dL; LDLc >
160mg/dL; HDLc < 40mg/dL; TG (Triglycerides) > 200mg/dL [26]. Hypertension followed the
criteria of the Brazilian Guidelines on Arterial Hypertension, which consists of: systolic blood
pressure > 140mmHg and diastolic blood pressure > 90mmHg [27]. Physical activity was
considered as: 150-300 minutes of moderate-intensity aerobic physical activity; or at least 75-
150 minutes of vigorous-intensity aerobic physical activity; or an equivalent combination of
moderate and vigorous intensity activity throughout the week for substantial health benefits;
according to guidelines on physical activity and sedentary behavior of the World Health
Organization (WHO) [28].

2.3 Statistical analyses

All data were subjected to descriptive analysis and continuous variables were analyzed for
normal distribution using the Shapiro-Wilk test. Student's t and Mann-Whitney tests were used

to compare two groups (FA vs controls) for normally or not normally distributed variable,

respectively. To compare three groups (warfarin vs. rivaroxaban vs. controls), analysis of
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variance - ANOVA and post-hoc LSD were used for normal variables. Kruskal-Wallis test,
followed by Bonferroni correction were used for non-normal variables. In order to discount the
interference effect of confounding variables in the comparison of biomarkers between groups, a
multivariate logistic regression analysis was performed in two stages. First, a model including
all confounding variables was made in order to assess the relationship with biomarkers. In a
second step, the variables that presented p < 0.02 were included in the final linear regression
model along with groups and biomarkers. Statistical analyzes were performed using the
Statistical Package of the Social Sciences (SPSS) version 17.0. Values of p < 0.05 were
considered as significant effects. The GraphPad Prism® software version 8.0 (GraphPad
Software, La Jolla, CA, USA) was used to prepare the graphs.

3. Results
3.1 Demographic, clinical and laboratory characteristics

Table 1 presents demographic, clinical and laboratory characteristics of participants. There were
no differences between groups regarding smoking, type 2 diabetes mellitus, use of metformin
and alcohol consumption. The patients using rivaroxaban are older than the patients who use
warfarin and the individuals in the control group. Hypertension was more frequent in warfarin
and rivaroxaban treatments regarding to the control group. Dyslipidemia and statin use were
more frequent in patients using warfarin. There was no significant difference between patients
on warfarin or rivaroxaban group regarding the CHA2DS2-VASc score. Clearly, physical
activity was more frequent in the control group when compared to those treated with warfarin or
rivaroxaban. TC levels differed only between the control and rivaroxaban groups with higher

levels in control group.
3.2 Evaluation of oxidative stress markers

The values of oxidative markers comparing control, warfarin and rivaroxaban groups are shown
in Figure 1. The concentrations of TBARS did not differ significantly between the groups
(Fig.1a), even when confounding variables are considered in the multiple linear regression model
for TBARS (data not shown). In relation to the MTT absorbance value, a significant difference
was observed in the comparison control and rivaroxaban groups (p<0.001), and in the comparison
warfarin and rivaroxaban groups (p=0.002), with higher levels in rivaroxaban group (Fig.1b).
The significant differences were observed even considering the confounding variables (Online

Resource 1)

3.3 Evaluation of anti-fibrinolytic parameters
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Plasma levels of the anti-fibrinolytic biomarker PAI-1 showed no significant difference between
groups (Fig.2a), even when confounding variables are considered in the multiple linear
regression model for PAI-1 (data not shown). The serum levels of TAFI showed significant
differences between individuals in the control and rivaroxaban groups (p < 0.001), as well as
between warfarin and rivaroxaban (p < 0.001) (Fig.2b), with lower levels of the TAFI in
rivaroxaban group. These differences were maintained even when the confounding variables

were considered (Online Resource 2).
4. Discussion

To broad knowledge, this study was the first to assess parameters of oxidative stress and
fibrinolytic pathways in patients with AF in the Brazilian population, under two different
anticoagulant therapies, warfarin and rivaroxaban. It was found that patients using rivaroxaban
had higher MTT absorbance values, suggesting a greater antioxidant capacity under rivaroxaban
treatment. Reduced levels of TAFI were also seen in rivaroxaban treatment, suggesting an

inhibitory effect on anti-fibrinolytic factor expression under such treatment.

Recent evidence supports the hypothesis that FXa inhibition by rivaroxaban treatment may
indirectly reduce the generation of reactive oxygen species (ROS) [14, 29, 30]. Wo'zniak et al.
reported that treatment with dabigatran and rivaroxaban resulted in repairing and protective effect
by inhibiting ROS production and consequently neutralizing DNA damage in the vascular
endothelial cells tested [14]. Although it was not observed a reduction in oxidative stress,
assessed by TBARS levels, the antioxidant capacity of rivaroxaban was evidenced in this work
by the increase in MTT marker. Ishibashi et al. and Mofiux et al. demonstrated that FXa inhibition
by rivaroxaban reduced the expression of proteins related to oxidative stress and favored an
antioxidant state at the abdominal aortic aneurysm site [29, 30]. An antioxidant effect has also
been demonstrated in treatment with endoxaban, another FXa-inhibiting anticoagulant [31]. FXa
is known not only to play a central role in blood clotting, but also to activate protease-activated
receptors (PARs) and cause inflammation, tissue fibrosis and platelet activation through
interaction with the GPVI glycoprotein, whose activation is associated with a large increase in
oxidative stress [32]. Therefore, our result suggests that rivaroxaban has a potential antioxidant
in AF, suggesting that FXa inhibitors can act as a multi-targeted drug for inflammation, tissue

fibrosis and oxidative stress pathways [31].

Regards to the results of anti-fibrinolytic markers, there were significant differences in serum

TAFI levels among the groups, which were lower in rivaroxaban group. The fibrinolysis status
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is useful in predicting cardiovascular risk [22, 33]. Elevated levels of PAI-1 and TAFI markers
tend to a prothrombotic state that leads to the risk of vascular thromboembolism, the main
complication of AF [34]. Likewise the present study, Ma et al. also reported that rivaroxaban
anticoagulant therapy significantly reduced the expression of TAFI as well as other anti-
fibrinolytic markers [35]. Interestingly, the recent study conducted by Sanda et al. showed that
treatment with dabigatran, an anticoagulant that also acts by inhibiting FXa, significantly reduced
the expression of PAI-1 and TAFI levels, and increases thrombolytic activity in mice [36]. The
reduction of anti-fibrinolytic markers exerted by rivaroxaban and dabigatran [36] gives rise to
the idea that FXa inhibition also exerts an inhibitory action on the expression of anti-fibrinolytic

factors.

Furthermore, it is well established that FXa, in addition to its role in coagulation, has a pro-
inflammatory effect [21, 37, 38]. Given this reasoning, evidence suggests that the inhibition of
FXa by rivaroxaban possibly induces an anti-inflammatory response, in addition to its
anticoagulant action [39-41]. Recent works such as those by Miyazawa et al. and Kirchhof et al.
showed that treatment with rivaroxaban can favorably affect markers of fibrinolysis and
inflammation in patients with atrial fibrillation [42, 43]. Interestingly, some authors advocate an
inverse relationship between TAFI and inflammation [44, 45]. The work by Pang et al.
investigated the correlation between TAFI and proinflammatory cytokines in patients with acute
coronary syndrome. The authors pointed out a strong negative correlation between TAFI and
concentrations of IL-1p, IL-6, TNF, procalcitonin (PCT) and PCR [22]. Therefore, further studies
are necessary to evaluate the relationship between fibrinolytic and inflammatory markers in
patients with AF treated with rivaroxaban, since this type of study are not yet conducted.

The limitations of this study include: firstly, the participants in the control group were selected
from public gyms, therefore, they were favored regarding to physical activity parameter when
compared to the treatment groups. Secondly, different assays or antibody reactivity to different
isoforms can be applied in evaluating the anti-fibrinolytic marker TAFI. In this work, the
methodology used for this purpose refers only to the dosage of TAFI antigen, not considering the
different isoforms that the marker can present due to thermal instability in the measurement
process. In this context, quantification the extent of TAFI activation by measuring the
activated/inactivated TAFI antigen (TAFIla/ai) is a more accurate tool to assess the role of TAFI
activation in various pathophysiologies [46, 47]. The different methods used to determine serum
TAFI make comparisons between different studies impossible, as well as it fail to explain the

differences in TAFI levels among researchers. Finally, this study was based on a relatively small
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sample size from the warfarin and rivaroxaban treatment groups. Larger sample size studies are

still needed to validate the findings.
5. Conclusion

The treatment with rivaroxaban increased MTT and reduced levels of TAFI, suggesting that, in
addition to its anticoagulant action, the drug has a potential antioxidant and pro-fibrinolytic in
the FA population. It emphasizes that further studies are needed for a better understanding of the
drug profile in arrhythmia complications.
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TABLE 1. Demographic, clinical, and laboratory characterization of participants of the study

Parameter Control Warfarin Rivaroxaban ) p! p? pd
(n=62) (n=47) (n=38)
Age in years 69 (9) 70 (13) 77 (15) 0,002* 0,565 0,001* 0,010*
Sex

Female, n (%) 38 (61,3%) 21 (44,7%) 18 (47,4%) 0,176
Male, n (%) 24 (38,7%) 26 (55,3%) 20 (52,6%)

Smoker, n (%) 2 (3,2%) 1(2,1%) 3 (7,9%) 0,371
HAS, n (%) 31(27,9%  43(38,7%)* 37 (333%)*  <0,001*

DM2, n (%) 10 (16,1%) 15 (31,9%) 10 (26,3%) 0,146
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Dyslipidemia 23 (39%)° 32 (68,1%)? 16 (42,1%) 0,007*
CHA2DS2-VASc - 3(2.54) 4 (3-4) 0.776
Physical activity 60 (98,4%)? 8 (17,8%)° 11 (28,9%)" <0,001*
Alcohol consumption 17 (27,4%) 8 (17%) 13 (34,2%) 0,185
Total cholesterol (mg/dL) 179,3+36,8 1785%37,2 178,4 £ 28,6 0,032* 0,235 0,009* 0,151
LDL-c (mg/dL) 96,6 + 26,7 89,2+31,9 93,1+£20,2 0,190 - - -
HDL-c (mg/dL) 53,1+16,2 56,0 + 15,9 60,6 + 14,7 0,242 - - -
Triglycerides (mg/dL) 1472+49,7  166,5+845 123,4+52,4 0,357 - - -

Results are presented as mean and standard deviation (parametric variables), median and interquartile range (non-parametric variables) or
frequency (absolute and percentage). Chi-square test with residual analysis: a more frequent, b less frequent. Post-hoc LSD or Bonferroni
test for multiple comparisons of all pairs of means: p1: Control versus Warfarin; p2: Control versus Rivaroxaban; p3: Warfarin versus
Rivaroxaban. Significant Values *: p < 0.05. Abbreviations: SAH = Systemic arterial hypertension; DM2 = Type 2 Diabetes Mellitus; LDL
= Low Density Lipoprotein; HDL = High Density Lipoprotein; ALT = Alanine Aminotransferase; AST = Aspartate Aminotransferase;
GGT = Gamma Glutamyl Transferase; PCR = C-reactive protein

Fig.1 Levels of oxidative stress markers TBARS (a) and MTT (b) between control, warfarin
and rivaroxaban groups

a: TBARS levels compared between control (n=62), warfarin (n=47) and rivaroxaban (n=38) groups; b: MTT
absorbance values compared between control (n=62), warfarin (n=47) and rivaroxaban (n=38) groups. P-value
< 0.05 as significant. Abbreviations: TBARS = thiobarbituric acid reactive species. MTT = 3-4,5-dimethyl-
thiazol-2-yl-2,5-diphenyltetrazolium bromide

Fig.2 Levels of fibrinolytic markers PAI-1 (a) and TAFI (b) between control, warfarin and
rivaroxaban groups

a: PAI-1 levels compared between control (n=62), warfarin (=47) and rivaroxaban (n=38) groups; b: TAFI levels
compared between control (n=62), warfarin (n=47) and rivaroxaban (n=38) groups. P-value < 0.05 as significant.
Abbreviations: PAI-1 = plasminogen activator inhibitor-1. TAFI = thrombin activatable fibrinolysis inhibitor
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SUMMARY

OBJECTIVE: The aim of this study is to assess vitamin D levels in patients suffering from AF
compared to a control group in a Brazilian population. METHODS: Eighty-five patients
diagnosed with AF and sixty-two healthy individuals (control) were selected. Biochemical
parameters were determined by using the Vitros system and plasma vitamin D levels were
measured in serum samples by the Elisa method. RESULTS: Plasma levels of vitamin D were
not associated with AF. CONCLUSIONS: This result suggests that vitamin D levels do not
change in the pathology of AF.

KEYWORDS: Vitamin D, Atrial Fibrillation, Cardiovascular Diseases, Cardioprotective
Potential.

INTRODUCTION

Atrial fibrillation (AF) is a common cardiac rhythm in clinical practice with increasing
involvement within aging population!. The incidence of arrhythmia is related to high
cardiovascular morbidity and mortality. Vitamin D, despite the term vitamin, is a lipid-soluble
hormone because it is not only ingested from food and supplements, but it can also be produced
endogenously in humans 2. Recent research has indicated that vitamin D can exert a wide range
of biological effects in addition to its classic role in mineral and bone homeostasis 3. Inadequate
vitamin D status, for example, has been associated with important non-skeletal pathologies such

as cardiovascular disease (CVD) *°.

Some mechanisms involved in the link between vitamin D and CVD may also be associated with
the pathophysiology of AF. One of the most important mechanisms is the activation of the renin-
angiotensin-aldosterone system (RAAS), as it is responsible for both structural and electrical
remodeling of the atrium. Inhibition of RAAS by vitamin D and a negative correlation between
vitamin D levels and angiotensin Il levels have been reported. Inhibition of RAAS results in
antiarrhythmic properties that reduce the risk of AF 8. Furthermore, beneficial effects of vitamin
D in reducing thrombogenicity, inhibiting oxidative stress and inflammation, improving
endothelial function and vascular relaxation; are also crucial physiological pathways in the

pathogenesis of AF "%,

Although the common pathways involving AF and vitamin D action indicate a possible

association, there are conflicting results in the literature on this relationship . In this study, the
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comparison of plasma levels of vitamin D in the Brazilian population between a group of patients
with AF and a control group was aimed.

METHODS

The total population of this study was 147 participants, including 85 patients with AF and 62
individuals without the arrhythmia forming a control group. The group of patients with AF were
recruited from the outpatient clinics of Hospitals Lifecenter, Semper and Ipsemg (Belo
Horizonte, Minas Gerais, Brazil). The individuals in the control group were recruited from the

local community and had no previous diagnosis of AF.

This study was approved by the Research Ethics Committee at UFMG (CAAE:
12603413.0.0000.5149), conversely, Lifecenter, Semper and Ipsemg Hospitals were carried out
in accordance with the principles set out in the Declaration of Helsinki. All participants received
clear information about the research, read and signed the Informed Consent Form, before any

study procedure.

Venous blood samples were collected from patients, in tubes containing
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) and in tubes without anticoagulant, after a 12-hour fast.
After processing the samples, the serum determination of biochemical parameters: total
cholesterol (TC), high density lipoprotein (HDL-c), low density lipoprotein (LDL-c) and

triglycerides were obtained through the automatic analyzer Vitros 250, Johnson & Johnson®.

Plasma levels of vitamin D were determined in samples using the 25 OH Total Vitamin D

Immunoenzyme Kit provided by Ampligenix Biotech Laboratory.

All data were subjected to descriptive analysis and continuous variables were analyzed for
normal distribution using the Shapiro-Wilk test. Student's t and Mann-Whitney tests were used
to compare two groups (AF vs controls), when data were average or not, respectively. Statistical
analyzes were performed using the Statistical Package of the Social Sciences (SPSS) version
17.0. Values of p < 0.05 were considered as significant effects. The GraphPad Prism® software

version 8.0 (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA) was used to prepare the graphs.

RESULTS

The parameters age, sex, smoking, type 2 diabetes mellitus (DM2) and alcoholism did not show
significant differences when comparing the control group and patients with AF, (all p>0.05).
Patients with AF showed a higher frequency of occurrence of dyslipidemia and arterial

hypertension compared to the control group (p <0.001 and p = 0.044, respectively). Physical
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activity was more frequent in the control group when compared to the AF group. Finally, in the
assessment of the lipid profile, a significant difference was observed only in the serum levels of
total cholesterol between the control and AF group (p = 0.028) (Table 1).

Individuals in the control group (32 + 10 ng/mL) compared to patients with AF (33.4 £ 14.7

ng/mL) showed no significant difference in terms of vitamin D levels (Figure 1).
DISCUSSION

In the present study, there were no significant differences regarding serum vitamin D levels
between the control and FA group. Some published meta-analysis studies performed a dose-
response analysis according to circulating concentrations of 25(OH)D #1112, The results suggest
that vitamin D deficiency may represent a risk marker for adverse cardiovascular events.
Epidemiological data from studies investigating the potential benefits of vitamin D for the
cardiovascular system indicate that vitamin D deficiency in humans is associated with arterial
stiffness, hypertension, left ventricular hypertrophy and endothelial dysfunction, further fueling
the belief that the vitamin D has a protective role in cardiovascular disease 3,

The link between vitamin D and CVD is via pathways such as endothelial function,
inflammation, oxidative stress, thrombosis, cardiomyocyte function and RAAS. Such
mechanisms are also involved in the pathophysiology of AF . On the RAAS mechanism, for
example, vitamin D deficiency has been speculated to attenuate the benefit of RAS blockade in
patients with AF 1°°. The recent study by Patel et al. 2020 showed that vitamin D and renin levels
have an inverse relationship, suggesting that vitamin D may influence RAAS activation in
patients with AF 7.

In fact, previous studies have already shown an association between vitamin D deficiency and an
increase in electrocardiographic abnormalities 8. However, the causal relationship between
circulating vitamin D levels and the risk of AF is not fully elucidated, and studies in the literature
show controversial or inconsistent results 1°2%2L Lju et al. 1° evaluating the dose-response
association between vitamin D and AF, suggested that vitamin D deficiency is a moderate
predictor of the risk of AF 0. Canpolat et al. 22 showed that reduced serum vitamin D levels are
significantly associated with extensive left atrial fibrosis in patients with paroxysmal AF. The
interesting study by Chen et al. 2 demonstrated that there was an increased risk of developing
AF in patients genetically deprived of vitamin D due to single nucleotide polymorphisms in their
metabolic pathways. Nevertheless, as in the present work, many prospective studies failed to

show any substantial association between serum levels of vitamin D and FA 241519,
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The limitations of this study refer mainly to the fact that the work was based on a relatively small
sample. The fact that different methodological tests are used to determine serum vitamin D levels
is also a limiting factor. In this study, vitamin D levels were determined by the immunoenzymatic
method, but the different methods applied may partially explain the heterogeneity between the
studies. The meta-analysis conducted by Gholami et al. % showed that conflicting results among
studies associating vitamin D with CVD were more significant in those that used mass
spectrometry compared to studies that used radioimmunoassay to measure the serum level of 25-
OH- vitD. Without harmonizing serum vitamin D measurements, caution is warranted when

interpreting studies that link vitamin D to cardiovascular risk.

CONCLUSION

The findings show that there is no association between vitamin D and FA levels in the population
studied. The evidence so far shows that vitamin D has extensive potential and that many factors
remain to be explored in relation to cardiovascular health. However, it is necessary to be cautious
when interpreting the studies, since several analytical and research-intrinsic factors - such as

lifestyle - can influence the serum concentrations of vitamin D.
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