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RESUMO

De Carvalho, DC. Efeito de terapias farmacoldgicas em subtipos de monécitos no
Infarto Agudo do Miocardio (dissertacdo). Sao Paulo: Universidade Santo Amaro;
2021.

Introducdo: A aterosclerose € uma doenca inflamatdria caracterizada pela
deposicdo de elementos lipidicos e fibroticos em artérias de grande calibre.
Dependendo do ambiente, pode ocorrer recrutamento dos mondcitos, classificados
em trés subpopulacdes, conhecidas como classicas mondcitos (CD14++CD16-),
intermediarias (CD14++CD16+) e nao classicas (CD14+CD16++). Objetivos:
Identificar, quantificar e caracterizar fenotipicamente subtipos de mondcitos em
pacientes sob tratamento hipolipemiante e antiplaquetéario, apés infarto agudo do
miocardio. Métodos: Os participantes foram incluidos em esquema fatorial 2x2 a
serem tratados com rosuvastatina 20 mg ou sinvastatina 40 mg mais ezetimiba 10
mg, bem como ticagrelor 90 mg ou clopidogrel 75 mg. Os subtipos de mondcitos
foram analisados por citometria de fluxo no inicio do estudo e apds um e seis meses
de tratamento. Resultados: Foram incluidos 148 pacientes, sendo 105 homens
(71%) e 43 mulheres (29%). ApGs comparacdes entre 0s tempos de tratamento
(Teste de Friedman), independente das quatro estratégias farmacolégicas, houve
um aumento nos monaocitos classicos e uma reducdo nos mondcitos ndo classicos,
sem diferengas para mondcitos intermediérios, apos seis meses, (p <0,0001; p
<0,0001 e p = 0,299, respectivamente). Além disso, apdés comparacdes entre 0s
bracos de tratamento, foi observada maior porcentagem de mondcitos intermediarios
no grupo sinvastatina + ezetimiba + clopidogrel, sem diferencas para mondcitos
classicos e nao classicos (p = 0,020; p = 0,097 e p = 0,158, respectivamente). Nos
quatro bracos de tratamento, houve uma porcentagem maior de mondcitos
intermediarios em comparacdo com 0s outros subtipos (p <0,0001 para os quatro
grupos). Conclusdao: Foi observada persisténcia do fenétipo inflamatério apos seis
meses de tratamento, mesmo sob terapia hipolipemiante e antiplaquetéaria efetiva.
Esses resultados podem ser devido a imunidade treinada, relacionada a persisténcia
do fendétipo pré-inflamatério.

Descritores: subtipos de mondcitos; aterosclerose; infarto agudo do miocérdio;
hipolipemiante; antiplaquetario.



ABSTRACT

De Carvalho, DC. Effect of pharmacological therapies on monocyte subtypes in
Acute Myocardial Infarction (dissertation). S&o Paulo: Universidade Santo Amaro;
2021.

Introduction: Atherosclerosis is an inflammatory disease characterized by the
deposition of lipid and fibrotic elements in large-caliber arteries. Depending on the
environment, it might occur the recruitment of monocytes, classified into three
subpopulations, known as classical (CD14++CD16-), intermediate (CD14++CD16+)
and non-classical (CD14+CD16++). Objectives: To identify, quantify and
phenotypically characterize monocyte subtypes in patients undergoing lipid-lowering
and antiplatelet treatment after acute myocardial infarction. Methods: Participants
were included in a 2x2 factorial design to be treated with rosuvastatin 20 mg or
simvastatin 40 mg plus ezetimibe 10 mg, as well as ticagrelor 90 mg or clopidogrel
75 mg. Monocyte subtypes were analyzed by flow cytometry at baseline and after
one and six months of treatment. Results: Patients (n = 148) were included, 105
men (71%) and 43 women (29%). After comparisons between treatment times
(Friedman test), regardless of the four pharmacological strategies, there was an
increase in classical monocytes and a reduction in non-classical monocytes, with no
differences for intermediate monocytes, after six months (p < 0.0001; p < 0.0001 and
p = 0.299, respectively). Furthermore, after comparisons between the treatment
arms, a higher percentage of intermediate monocytes was observed in the
simvastatin + ezetimibe + clopidogrel group, with no differences for classical and
non-classical monocytes (p = 0.020; p = 0.097 and p = 0.158, respectively). In the
four treatment arms, there was a higher percentage of intermediate monocytes
compared to the other subtypes (p < 0.0001 for the four groups). Conclusion:
Persistence of the inflammatory phenotype was observed after six months of
treatment, even under effective lipid-lowering and antiplatelet therapy. These results
may be due to trained immunity, related to the persistence of the pro-inflammatory
phenotype.

Keywords: monocyte subsets; atherosclerosis; acute myocardial infarction;
hipolipemiant; antiplatelet.
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1. INTRODUCAO

1.1 Aspectos Gerais das Doengas Cardiovasculares

As doencas cardiovasculares, que compreendem o infarto do miocardio,
angina e acidente vascular cerebral,’? sd3o a principal causa de morte e
comorbidades na populacdo em geral, sendo responsavel por cerca de 16,7 milhdes
de mortes a cada ano no mundo.®>* E um importante problema de satde publica
mundial, devido as altas taxas de morbidade e mortalidade.>® Segundo a
Organizacdo Mundial da Saude, estima-se que em 2015 cerca de 7,4 milhdes de
17,7 milhdes de pessoas que morreram por doencgas cardiovasculares tinham

doenca isquémica do corac&o.>®’

No ano de 2016, 31% das mortes no mundo foram acarretadas por doencas
cardiovasculares, custando cerca de US$ 555 bilhdes aos Estados Unidos, e estima-

se que os gastos chegardo a US$ 1,1 trilhdo em 2035.%

No Brasil, as doencas cardiovasculares sédo consideradas a principal causa
de morte, sendo responséavel por 27% dos 0Obitos. No ano de 2014, cerca de 10,1%
das internagcBes no Brasil tiveram como causa as doencas cardiovasculares, e
dessas 57,2% foram entre pessoas acima de 60 anos.’'% Nas Ultimas décadas, a
taxa de mortalidade por doenca cardiovascular padronizada por idade diminuiu

significativamente entre os brasileiros.

Recentemente, foram implementados no Brasil o Programa de Prevencao e
Controle da Hipertenséo e do Diabetes e a Politica Nacional de Promocao da Saude,
buscando diminuir as taxas de mortalidade por doencas cardiovasculares.® Desde
entdo, as taxas de mortalidade e morbidade vém apresentando queda,
provavelmente pela implicacdo de politicas de saude bem-sucedidas, mesmo com o

aumento do envelhecimento da populagéo brasileira.>®
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1.2 Infarto Agudo do Miocérdio

7

No Brasil e no mundo, o Infarto agudo do miocardio € considerada a
principal causa de morte. Segundo o DATASUS em 2017 cerca de 7,06% do total
de Obitos tiveram como causa o infarto agudo do miocardio. Das internacdes no
Sistema Unico de Saude, o infarto do miocéardio representou 10,2%, com maior
prevaléncia em individuos com idade superior a 50 anos, em que representou 25%

dessas internacées.™

O infarto do miocardio se divide em categorias para auxiliar no tratamento
precoce, com terapia de reperfusdo. E comum designar em individuos com
desconforto toracico ou outros sintomas isquémicos, que desenvolvem novas
elevacGes do segmento ST como infarto do miocardio com elevacédo de ST. Ja os
individuos sem supradesnivelamento do segmento ST na apresentacdo sao
geralmente denominados sem supradesnivelamento do ST (IAMSSST). Além dessas
categorias, o IM pode ser classificado em varios tipos com base nas diferencas
patolégicas, clinicas e prognésticas, juntamente com diferentes estratégias de

tratamento.*?

O infarto do miocardio tipo 1 é ocasionado por doenca arterial coronariana
aterotrombotica, onde ocorre a ruptura ou erosao da placa aterosclerética. Essa
ruptura da placa pode apresentar complicacbes ndo apenas por trombose

intraluminal, mas também por hemorragia na placa por meio da superficie rompida.*?

Ja no infarto do miocérdio tipo 2 acontece a lesédo isquémica do miocardio
devido a uma incompatibilidade entre a oferta e a demanda de oxigénio. No infarto
tipo 2 n&o ocorre a ruptura aguda da placa aterotrombética como no tipo 1. Esse tipo
de infarto tem como causa um estressor agudo, como um sangramento agudo que
podera gerar a queda abrupta na hemoglobina, ou uma taquiarritmia sustentada com
manifestacbes clinicas de isquemia miocardica, podendo resultar em lesao
miocardica. Esses efeitos sdo ocasionados devido ao fluxo sanguineo insuficiente
para o miocardio isquémico para atender ao aumento da demanda miocardica de

oxigénio do estressor.*?
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Estudos epidemiolégicos apresentam taxas de mortalidade em torno de
30%, com metade dessas acontecendo nas duas primeiras horas do evento.

Aproximadamente 14% dos pacientes morrem sem receber tratamento médico.***’

No infarto, ocorre a morte de cardiomiocitos ocasionada por isquemia
prolongada,'? decorrente da reducdo ou interrupcdo do fluxo sanguineo para uma
parte do coracdo. O fornecimento de sangue para 0 miocéardio pelas artérias
coronarias passa a ser insuficiente para suprir a demanda, levando a isquemia e

necrose do tecido, dano ao musculo cardiaco e perda de cardiomiécitos. 8

Grande parte dos infartos é causada pela aterosclerose. Na aterosclerose,
ocorre uma acao inflamatéria crénica na parede interna de artérias e envolve células
endoteliais vasculares, mondcitos, macréfagos, linfécitos T, células do musculo liso
vascular, lipidios e plaquetas. A aterosclerose tem inicio quando a LDL adentra a
parede das artérias, resultando em uma cascata de citocinas inflamatérias, enzimas
e producdo de moléculas de adesédo celular. Essa a¢do resulta no deslocamento de
linfécitos T e mondcitos para o espaco subintimal. A concentracdo de LDL oxidada
compromete ainda mais as células endoteliais, resultando em producédo de radicais
livres decorrentes de citocinas e oxigénio no espaco subintimal. A LDL oxidada é
captado por macréfagos que se tornam células espumosas. Com o passar do tempo,
forma-se uma capa fibrosa contendo células musculares lisas, elastina e colageno e

as complicacdes podem levar & ruptura da placa aterosclerética.*

Um importante regulador relacionado as complicacées que levam ao Infarto é
a resposta imune inata. Essa ocorre em trés fases: inflamatoria, proliferativa e de
maturagdo. A fase inflamatoria tem inicio com a morte celular, e € desencadeada
pela inflamagédo estéril, por meio da apresentacdo de padrdes moleculares
associados a danos enddgenos ao sistema imunolégico inato. O reconhecimento
desses danos por receptores de células imunes inatas residentes requer uma
cascata de liberacdo de quimiocinas e citocinas pro-inflamatérias, atraindo e
ativando neutréfilos, mondcitos e macréfagos. Essas células quando reunidas, além
de remodelar a matriz extracelular, tem a funcéo de eliminar as células necréticas,

por meio da fagocitose.
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Essa fase alcanca o seu pico ap0s o terceiro dia. A fase proliferativa dura em
média 10 dias, é intercedida por células do sistema imunolégico, ocorre a
proliferacdo de fibroblastos e o depodsito de tecido de granulacdo. Na fase de
maturacdo ainda ha a remodelacdo da matriz extracelular, com poucas células

imunes presentes no local da les&o.**?%°

1.3 Mondécitos e seus subtipos

O sistema fagocitario mononuclear é formado por mondcitos, macréfagos e
células dendriticas. Os mondcitos sdo células com vida curta, originadas na medula
6ssea e liberadas para a circulacdo.’® Os monécitos desempenham funcées
importantes no sistema imunolégico, inflamacdo e homeostase, eliminando
patdgenos e células mortas e iniciando a imunidade adaptativa. Além disso,
colaboram para a reparacdo do tecido e podem se diferenciar em macrofagos e

produzir citocinas inflamatérias.?*

No Infarto do Miocéardio acontece um processo inflamatério, onde ocorre a
migracdo de mondcitos, macréfagos e neutréfilos para os locais com isquemia e
necrose. No local de leséo tecidual ocorre migracdo de células inflamatorias pela
cascata de sinalizacdo e ativacdo neuro-hormonal.?# Os monécitos e macréfagos
aumentam na area do infarto, sendo maior o recrutamento a partir de 30 minutos
apos o evento.?! As modificacdes de mondcitos e macréfagos no miocardio apés o
infarto sdo seguidas por uma ampliacdo dos mondcitos circulantes. O reservatorio

esplénico é considerado a principal fonte de mondcitos circulantes apés o infarto.*®

Em 1988 pela primeira vez os subconjuntos de monacitos foram isolados por
meio de citometria de fluxo. Ha trés subtipos de mondcitos descritos na literatura,
que podem se distinguir pela presenca ou auséncia do receptor de
lipopolissacarideo CD14 e do receptor Fcy CD16. Para definir o subconjunto de
monocitos humanos foram usadas as expressbes de CD14 (receptor de
lipopolissacarideo) e CD16 (receptor Fc), que definem as subpopulacbes de
mondcitos classicos (CD14++/CD16-), intermediarios (CD14++/CD16+) e nao
classicos (CD14+/CD16++).2%’
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Os mondcitos classicos estdo envolvidos no processo de inflamacao, sao
pro-inflamatoérios e produzem altos niveis de citocinas. Sdo liberados pela medula
0ssea e por locais extramedulares de hematopoiese. Participam da resposta imune
inata e da ativacdo da resposta imune adaptativa, por meio da apresentacdo de
antigenos as células T. Eles chegam ao pico no terceiro dia ap6s o infarto e
participam da deterioracdo do miocéardio necrético.”

Mondcitos intermediarios sdo potentes apresentadores de antigenos,
participam da regulacdo da angiogénese, tém funcado fagocitica e colaboram para a
explosdo oxidativa. Estudos sugerem que, provavelmente, essas células

correspondem & transicdo entre mondcitos classicos e nédo classicos.®

Mondcitos ndo classicos tém funcdo de patrulhamento, sendo localizados
préximos a parede do vaso na circulacdo e eliminando lipidios oxidados, detritos
celulares e patégenos. Seu pico é no quinto dia apés o infarto. E podem patrticipar da
regulacdo e formacgdo de cicatrizes, angiogénese e cicatrizagdo miocardica, estdo

associados a melhora na recuperacéo do miocardio.?

1.4 Hipolipemiantes

A LDL leva o colesterol e outros lipidios por todo o corpo e desempenham a
funcdo no inicio e evolucdo da aterosclerose. Logo, manter os niveis lipidicos ideais
€ um elemento importante para a saude cardiovascular. O aumento da placa
aterosclerotica em niveis criticos pode levar ao seu rompimento, formando um
trombo que obstrui agudamente o fluxo sanguineo, e que resultarda em angina

instavel, infarto do miocardio ou morte.?°

A diminuicdo do impacto socioeconémico das doencas cardiovasculares,
principalmente das que tém como fisiopatologia de base a aterosclerose, pode ser
obtida por um melhor controle dos fatores de risco e pelo correto tratamento da
propria doencga aguda, particularmente por meio da manutencao de niveis saudaveis
de colesterol, pois como dito, este € um fator de risco relevante para infarto agudo

do miocardio.>®
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Nesse sentido, as estatinas sdo farmacos inibidores da sintese endégena de
colesterol, utilizadas no tratamento para hiperlipidemia, que apresenta protecdo com
relacdo a doenca cardiovascular aterosclerética comprovada mesmo em pacientes
normolipémicos. Sao exemplos desses farmacos a sinvastatina, pravastatina,

atorvastatina.*?®

Na década de 1990, foram realizados os primeiros estudos com estatinas,
onde foram ressaltados os seus beneficios, principalmente em individuos com
histérico de doenca cardiovascular.” Estudos mostraram que as estatinas Sdo
capazes de melhorar os desfechos cardiovasculares em pacientes com doenca
arterial coronariana estavel e com risco aumentado para essa doenca. Além disso,
pacientes sem manifestacdo de aterosclerose podem se favorecer com o tratamento
com estatinas.>?° As estatinas desempenham um importante papel nas sindromes
coronarianas agudas e, nos pacientes que realizaram a revascularizacdo

percutanea, o tratamento precoce pode fornecer significativos beneficios.?

A sinvastatina é uma estatina considerada segura, bem tolerado e é utilizado
para o tratamento de disturbios lipidicos em especial a hipercolesterolemia, pois atua
como modificador de lipidios é considerada segura e bem tolerada. E um inibidor da
3-hidroxi-3metil-glutarii  coenzima A redutase. Auxilia na redugcdo da
morbimortalidade em individuos com doenca cardiovascular aterosclerética, mesmo

com niveis normais de colesterol 33!

z

Rosuvastatina € uma estatina utilizada na reducdo de lipidios, sendo
indicada para hipercolesterolemia familiar, hiperlipidemia, dislipidemia mista,
disbetalipoproteinemia primaria, hipertrigliceridemia e prevencdo de doencas
cardiovasculares. Em especial, além de inibir a HMG-CoA redutase, também
promove a inibicdo da agregacao plaquetaria, reduz a inflamacgéo na regido de uma

placa coronaria, melhora a funcéo endotelial, e apresenta efeitos anticoagulantes.®?

Ezetimiba € um inibidor da absorcdo do colesterol intestinal, sendo por isso

indicada na diminuicdo do colesterol total e LDL em pacientes com hiperlipidemia
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primaria, hiperlipidemia mista, hipercolesterolemia familiar e sitosterolemia

homozigética (fitosterolemia).*

1.5 Antiplaquetarios

Nas doencas cardiovasculares ocorre a ativacédo plaquetaria que tem inicio
com um endotélio vascular lesionado. Isso leva a agregacao plaquetéaria, e ocorre a
formacdo de trombo patoldégico e eventos isquémicos, diante disso o uso de
antiplaquetarios é fundamental na terapia e prevencdo secundaria dessas

doencas.*°

Nesse sentido, o clopidogrel é uma droga antiplaquetaria que tem sido
utilizada em todo o mundo para a prevencao de eventos isqQUémICOS em pacientes
com sindrome coronariana aguda (SCA), intervencéo coronaria percutanea (ICP) e
infarto do miocardio. Pelo fato desta droga necessitar de conversao hepdtica, seus
efeitos de inibicAo plaquetéria variam entre os individuos. Corroborando esta
afirmacdo, estudos relatam que em um terco dos pacientes que utilizaram esse

farmaco apresentaram minima inibicdo plaquetaria.®*=®

7

Um dos mais novos farmacos antiplaquetarios € o ticagrelor, pesquisas
demonstram que esse diminui a mortalidade por doencas cardiovasculares.
Interessantemente, quando comparado com o clopidogrel, este farmaco ndo sé tem
um inicio de acdo mais rapido, como também uma inibicdo plaguetaria mais potente.

Além de ser antiplaquetério, este também é vasodilatador e cardioprotetor.*
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2. OBJETIVOS

Comparar o efeito de quatro estratégias farmacologicas, com base em
hipolipemiantes e anti-plaquetarios, nos niveis de mondcitos classicos,
intermediarios e ndo classicos de pacientes apos Infarto Agudo do Miocardio, nas

visitas inicial (ap6s 24 horas de hospitalizacdo), um e seis meses de tratamento.
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3. METODOS

3.1 Desenho do estudo

O estudo foi do tipo PROBE (prospective, randomized, open label trial with
blinded endpoints) ou seja, prospectivo, aberto, aleatério e com andlise cega de
desfechos.

O estudo foi registrado como ensaio clinico antes de seu inicio
(ClinicalTrials.gov Identifier: NCT02428374) e obedeceu as normas internacionais da

boa prética clinica e harmonizacao de dados (GCP/ICH).

Os pacientes foram aleatorizados em desenho fatorial 2x2 para tratamento
com rosuvastatina 40 mg/dia ou sinvastatina 40 mg/dia, bem como ticagrelor 180 mg
inicialmente e 90 mg 2x/dia de manutencao ou clopidogrel 600 mg inicialmente e 75
mg/dia de manutencdo (pacientes com estratégia de intervencdo percutanea
primaria) ou 90 mg de ticagrelor (dose inicial e mantida 12/12h) e 300 mg de
clopidogrel (seguido de 75 mg/dia, quando do uso de tromboliticos), além da terapia
convencional do IAM. O tratamento foi mantido por seis meses. Os farmacos

utilizados no estudo foram doados pela industria farmacéutica.

3.2 Critérios de inclusao e excluséo

Foram incluidos pacientes de ambos os sexos com idade inferior a 75 anos,
com Infarto Agudo do Miocardio com supradesnivelamento do segmento ST,
tratados com tromboliticos nas primeiras seis horas de inicio dos sintomas. Foram
excluidos pacientes com comorbidades que pudessem impedir a introducdo dos
farmacos ou a avaliagcdo dos tratamentos, como hepatopatia ativa, sangramentos
recentes, neoplasias, choque cardiogénico, conhecida intolerancia aos farmacos do
estudo, ou antecedentes pessoais que pudessem impedir uma adequada avaliagao

dos tratamentos (alcoolismo, dependéncia de drogas, doencas infecciosas ou
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reumatoldgicas crbnicas, como AIDS, artrite reumatoide, LUpus Eritematoso
Sistémico, dentre outros).

3.3 Obtencéao de células mononucleares do sangue periférico

Foram colhidos aproximadamente 15 mL de sangue periférico dos pacientes
em tubos com EDTA (para evitar coagulagédo) em trés momentos distintos: 24 horas
apos a hospitalizacdo (basal), apds 30 dias e 180 dias de tratamento farmacoldégico.
O sangue foi misturado a soro fisiolégico na propor¢cao 1:1, em seguida acrescido
Ficoll-Hypaque (Ficoll Paque Plus, GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala,
Sweden) e centrifugado a 800 g, 22° C por 20 minutos, para que houvesse
separacdo de células mononucleares por gradiente de concentracao.
Posteriormente, as células obtidas foram lavadas em PBS. A viabilidade celular e
contagem das células foram realizadas em Camara de Neubauer (hemocitdmetro),
apoés coloragdo de 10 uL das células com 90 uL de Azul de Tripan 60% (Sigma-
Aldrich, MO, USA) por cinco minutos; em seguida as amostras foram centrifugadas e
utilizadas imediatamente, ou congeladas com 1 mL de solucdo para congelamento

(DMSO + soro fetal bovino), sendo estas mantidas em nitrogénio liquido.

3.4 Caracterizacao fenotipica de subtipos de mondcitos

As células mononucleares do sangue periférico foram centrifugadas e
imunomarcadas por 15 minutos a temperatura ambiente com 0s seguintes
anticorpos: CD14 conjugado com aloficocianina - APC (BD Biosciences, Franklin
Lakes, NJ, USA) e CD16 conjugado com isotiocianato de fluoresceina - FITC (BD
Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA), Como controles foram analisadas células
marcadas com os isotipos IgG1 APC (BD, Biosciences, Franklin Lakes, USA) e IgG1
FITC (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA). Apoés etapa de lavagem e remocéo
do excesso de anticorpos, foi realizada a leitura em citdbmetro de fluxo (FACSCalibur
— BD Biosciences, San Jose, USA) com andlise feita pelo software Cell Quest Pro,

no basal, ap6s um més e seis meses de tratamento.
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Os subtipos de mondcitos foram expressos em porcentagem (%), sendo
adquiridos aproximadamente 50.000 eventos. A Figura 1 mostra um exemplo de
como a populacdo de mondcitos é identificada segundo critérios de tamanho x
complexidade (FSC X SSC - Figura 1A) e a caracterizacdo fenotipica (Figura 1B)
com base nas proteinas de superficie celular CD14 e CD16, que distinguem
monaocitos ndo classicos (CD14+/CD16++), intermediarios (CD14++/CD16+) e
classicos (CD14++/CD16-).
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Figura 1. Analise por Citometria de Fluxo de subtipos de mondcitos. A)
Tamanho (FSC-H) x complexidade (SSC-H), R1 = regido de mondcitos; B)
Amostra marcada com o0s anticorpos anti-CD14 FITC e anti-CD16 PE,
identificando-se trés subpopulacdes de mondcitos: R2 = N&o-classicos, R3 =
intermediarios e R4 = classicos.



3.5 Andlise estatistica

Para analise dos dados, foi utilizado o programa SPSS versdo 18.0. Foram
realizados os testes ndo paramétricos Friedman e Kruskal-Wallis e definiu-se o nivel
de significancia em p < 0,05.

3.6 Aspectos éticos

O estudo foi aprovado no Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Santo Amaro — UNISA, parecer n°2.275.621.
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4. RESULTADOS

Foram incluidos 148 pacientes, sendo 105 homens (71%) e 43 mulheres

(29%). A Tabela 1 apresenta as caracteristicas gerais da amostra.

Tabela 1. Caracteristicas gerais da amostra estudada

Idade, mediana (IQ), anos 59 (53-64)
Sexo masculino, n (%) 105 (71)
Peso, média (EPM), Kg 75,49 (1,31)
Altura, média (EPM), m 1,66 (0,01)
indice de massa corpérea, média (EPM), kg/m? 27,50 (0,45)
Presséo arterial sistélica, média (EPM), mmHg 125 (2)
Presséo arterial diastolica, média (EPM), mHg 76 (1)
Diabetes*, n (%) 43 (29)
Hipertenséo, n (%) 40 (23)
Tabagismo, n (%) 34 (23)

Os valores mostrados expressam as médias e erros-padrdo das médias (EPM),
ou mediana (intervalo interquartis - IQ) ou dados em percentagem para
variaveis categoricas.

*Nao diabético: Hb glicada < 5,7%; pré-diabético: Hb glicada entre 5,7 e 6,4%;
diabético = 6,5%.
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4.1 Parametros de funcéo renal, diabetes e lesdo miocardica

A Tabela 2 mostra parametros de funcao renal, diabetes e lesdo miocardica

avaliados nas primeiras 24 horas de hospitalizacao.

Tabela 2. Perfil bioquimico nas primeiras 24 horas de hospitalizacao

Exame Média (EPM)
HbAlc 6,5(0.1)
Glicose 141 (5)
Troponina 7762 (797)
Creatinina 0,96 (0,03)
TFG 83 (2)

Valores representam médias e erros-padrao das meédias. Valores de
glicose e creatinina em mg/dL; HbAlc em %; Troponina em
picomol/L; TFG — taxa de filtracdo glomerular estimada (CKD-EPI).

4.2 Perfil Lipidico

O perfil lipidico dos pacientes ao longo do estudo estad representado na
Tabela 3. Apés comparacBes entre as visitas basal, 30 dias e 180 dias, foram
encontradas reducdes no colesterol total, LDL-C, ndo-HDL-C e aumento no HDL-C,
sem diferencas para triglicérides (p<0,0001; p<0,000; p<0,0001; p=0,001 e p=0,098,

respectivamente. Teste ANOVA, pés teste de Bonferroni).
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Tabela 3. Perfil lipidico ao longo do estudo

Exame Média (EPM) Média (EPM) Média (EPM) Valores de referéncia p*
Basal 30 dias 180 dias

Colesterol total 202 (4) 126 (3) 127 (3) inferior a 190 <0,0001

LDL-C 131 (3) 65 (2) 64 (2) inferior a 100 <0,0001

HDL-C 41 (1) 38 (1) 45 (1) superior a 40 0,001

N&o-HDL-C 121 (6) 87 (3) 87 (3) inferior a 130 <0,0001

Triglicérides 175 (14) 152 (12) 140 (7) inferior a 150 0,098

Valores representam médias e erros-padrédo das médias em mg/dL. CT — colesterol total, LDL-C —
colesterol da lipoproteina de baixa densidade; Ndo-HDL-C — colesterol ndo HDL; TG - triglicérides; HDL-
C — colesterol da lipoproteina de alta densidade.

*Teste ANOVA, pés teste de Bonferroni
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4.3 Anédlises por Citometria de Fluxo

4.3.1 Avaliacao dos subtipos de monadcitos — comparacdes entre visitas

A Tabela 4 representa as porcentagens obtidas para cada subtipo de
mondcito, ao longo do estudo, independente do braco de tratamento. Houve
aumento de mondcitos classicos apos seis meses e reducdo de monocitos nao-
classicos, sem diferencas para mondcitos intermediarios (p<0,0001; p<0,0001 e
p=0,299, respectivamente. Teste de Friedman). Além disso, a porcentagem de
mondcitos intermediarios foi maior nas trés visitas, quando comparados aos demais

subtipos (p<0,0001 nas trés visitas. Teste de Kruskal-Wallis).
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Tabela 4. Porcentagem dos subtipos de mondcitos, ao longo do estudo

Mondcitos Basal 30 dias 180 dias p intragrupos p intergrupos

Basal 30 dias 180 dias
Classicos 28,89 (1,79) 28,00 (1,62) 36,09 (1,97) <0,0001
Intermediarios 51,04 (2,22) 57,86 (1,94) 55,40 (1,99) 0,299 <0,0001 <0,0001  <0,0001
N3o-classicos 5,23 (0,96) 6,53 (1,07) 1,30 (0,33) <0,0001

Os dados representam as médias (erros-padrdo das médias — EPM). Teste de Friedman, comparacfes intra grupos (basal x 30
dias x 180 dias) e Teste de Kruskal-Wallis, comparac@es entre grupos (classicos x intermediarios x ndo-classicos).

27



4.3.2 Avaliacao dos subtipos de monocitos — comparacdes entre os bracos de

tfratamento

Também foram comparados os quatro bragcos de tratamento quanto as
porcentagens dos subtipos de mondcitos. Conforme pode ser observado na Tabela
5, maior porcentagem de mondcitos intermediarios foi observada no grupo
Sinvastatina + Ezetimiba + Clopidogrel, sem diferencas para mondcitos nao
cldssicos e classicos (p=0,020; p=0,097 e p=0,158, respectivamente. Teste de
Kruskal-Wallis). Nos quatro bragos de tratamento houve maior porcentagem de
monaocitos intermediarios quando comparados aos outros subtipos (p<0,0001 para

todos os grupos. Teste de Kruskal-Wallis).
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Tabela 5. Porcentagem dos subtipos de mondécitos, segundo os bragos de tratamento

Mondcitos RT RC SET SEC p entre grupos*

p entre grupos#

RT RC SET SEC

Classicos 30,73 (1,77) 31,48 (2,17) 34,10 (2,41) 27,44 (2,11) 0,158
Intermediario 53,11 (2,27) 52,49 (2,50) 51,45 (2,60) 61,65 (2,11) 0,020

S

N&o-classicos 3,90 (0,90) 4,84 (1,21)  4,41(1,02) 4,52 (0,97) 0,097

<0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

Os dados representam as médias (erros-padrao das médias — EPM). Teste de Kruskal-Wallis, *comparacfes entre bracos de tratamento e

#comparacdes entre grupos de mondcitos (classicos x intermediarios x ndo-classicos). RT: Rosuvastatina + Ticagrelor; RC: Rosuvastatina

+ Clopidogrel; SET: Sinvastatina + Ezetimiba + Ticagrelor; SEC: Sinvastatina + Ezetimiba + Clopidogr
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5. DISCUSSAO

Até onde se tem conhecimento, este foi o primeiro estudo de follow-up
com humanos em que foi avaliado o efeito cronico de terapias farmacoldgicas
(envolvendo hipolipemiantes e agentes antiplaquetarios) em subtipos de
monocitos apos IAM. Os estudos transversais publicados mostram
comparacdes entre pacientes apés IAM e individuos saudaveis, avaliando
apenas a fase aguda. Os estudos que avaliam os efeitos cronicos em

subconjuntos de mondcitos sdo escassos.

Nossos principais achados mostraram maiores porcentagens de
mondcitos classicos e reducdo de mondcitos ndo classicos apos seis meses de
tratamento, independente da escolha da estratégia farmacoldgica. Estudos
mostram que 0s monadcitos classicos possuem um papel predominantemente
pré-inflamatério,®” enquanto os mondécitos ndo classicos, por outro lado,
apresentam um fenotipo mais antiinflamatério e a capacidade de remover

debris da vasculatura (patrulhamento).*®

Com base nos dados apresentados por Berg et al (2012),*° que
compararam um grupo de individuos com pelo menos um desfecho durante um
seguimento de 15 anos com um grupo controle sem desfechos, foram
evidenciados niveis mais elevados de mondcitos classicos no grupo caso. Além
disso, os mesmos autores também relataram a menor sobrevida livre de
eventos entre os participantes com maiores niveis dessas células, sugerindo
que os mondcitos classicos predizem eventos cardiovasculares. Corroborando
essas informacdes, Hopfner et al (2019)*° encontraram elevacdo dos mondcitos
classicos em pacientes hospitalizados com doenca coronariana, sem
correlacdes entre mondcitos intermediarios e ndo classicos com desfechos
cardiacos, sugerindo que o subtipo classico € preditivo de eventos cardiacos

maiores.

Além desses achados, Zeynalova et al (2021)* avaliaram os
subconjuntos de mondcitos em pacientes com diferentes  riscos
cardiovasculares, sem IAM preévio, de acordo com o Framingham Risk Score

(FRS), e verificou-se ndo apenas menores contagens de mondcitos dos trés
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subconjuntos em pacientes com menor risco cardiovascular, mas também
aumento continuo dessas células nos pacientes de maior risco. Além disso,
Leers et al (2017)* avaliaram os subconjuntos de monécitos no contexto da
sindrome coronariana aguda (SCA) [angina de peito instavel (UAP), infarto do
miocardio sem elevacdo do segmento ST (IAMSSST) e infarto do miocardio
com elevacdo do segmento ST (STEMI)]. Esses autores encontraram niveis
mais elevados dos trés subconjuntos de mondcitos em pacientes com IAM
(IAMSST ou IAMCSST) quando comparados a pacientes sem SCA ou com
UAP, indicando um aumento desses leucécitos relacionado a gravidade da
SCA.

Marsh et al (2021)* avaliaram mondécitos circulantes durante IAMCSST
agudo, imediatamente antes de uma intervencao coronaria percutanea primaria
até 90 minutos ap6s a reperfusdo. Os autores relataram uma reducdo
expressiva nos trés subtipos de mondcitos, principalmente ndo classicos, que
foi diretamente correlacionada com o aumento no tamanho do infarto e fragéo
de ejecdo do ventriculo esquerdo) prejudicada. Segundo os mesmos autores,
alguns estudos evidenciam um papel mais reparador dos mondcitos nao
classicos no contexto do IAM, seus resultados sugerem um agravamento da

inflamac&o local no IAM anterior promovido por monécitos ndo classicos.

Particularmente no presente estudo, evidenciamos maior percentual de
mondcitos intermediarios, quando comparados as demais subpopulacdes, nas
trés visitas (24 horas apdés o IAM e apOs um e seis meses de tratamento).
Poucos estudos descrevem o verdadeiro papel desse subtipo de mondcito no
contexto da aterosclerose/lAM; entretanto, alguns estudos indicam que este
subtipo apresenta alta capacidade fagocitica, o que favorece a remocao de
células apoptéticas apos IAM.*

De acordo com o estudo de Lu et al. (2015),*> em que foi investigado o
papel dos mondcitos intermediarios em pacientes pds-IAM, essas células estdo
intimamente associadas a extensdo do infarto e também podem ser Uteis na
predicdo de novos eventos cardiovasculares. Nesse sentido, Rogacev et al.
(2012)*° analisaram mondcitos intermediarios em 951 individuos elegiveis para

angiografia coronariana e mostraram associacdo entre esse subtipo de
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monaocitos e eventos cardiovasculares, durante um periodo de seguimento de
2,6 anos. Em outro estudo do mesmo grupo, no qual foi avaliada a relagéo
entre subtipos de mondcitos e eventos cardiovasculares em pacientes com
doenca renal cronica, os autores mostraram que mondcitos intermediarios
estdo independentemente associados a eventos cardiovasculares futuros nos
pacientes analisados.”” Em conjunto, esses dados corroboram nossos
achados, indicando uma relacdo importante entre mondcitos intermediarios e

complicacBes cardiovasculares.

Outro achado importante apresentado no presente estudo foi
relacionado ao fato de que apesar de submetidos aos tratamentos
hipolipemiantes e antiplaquetarios mais efetivos existentes para IAM, o0s
pacientes ainda apresentavam risco residual inflamatério apds seis meses de
tratamento, pois foram encontrados maiores percentuais do subtipo classico
(pro-inflamatorio). De acordo com a literatura, esse risco residual inflamatorio
poderia ser explicado, pelo menos em parte, pela imunidade treinada, que se
refere a um fenétipo pré-inflamatério persistente (por meses a < 1 ano)*® apés a
exposicao a compostos aterogénicos, como a lipoproteina de baixa densidade
oxidada (oxLDL).*® A reprogramac&o epigenética de modificacdes de histonas,
bem como alteracdes metabdlicas, que podem ocorrer a partir de progenitores

50,51

mieloides na medula OGssea, sdo responsaveis por conduzir a essa

imunidade treinada.>?

De maneira interessante, Bekkering et al (2019)°® avaliaram a imunidade
treinada em pacientes com hipercolesterolemia familiar, em tratamento por trés
meses com estatinas, e, embora os autores ndo tenham observado diferencas
na contagem de mondocitos pro-inflamatérios apds o tratamento, houve uma
reducdo dos niveis de colesterol. Além disso, os mesmos autores também
compararam pacientes com aterosclerose coronariana grave sintomatica e
pacientes com aterosclerose leve assintomatica, e foi observada hiper
responsividade persistente nos monaocitos do grupo de pacientes com sintomas
graves, pois essas celulas mantiveram a producdo de citocinas pro-
inflamatorias, o que nao foi encontrado no grupo de pacientes com sintomas

leves.®
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Particularmente, no presente estudo, também foi investigado o efeito de
quatro estratégias farmacoldgicas, baseadas em hipolipemiantes e
antiplaquetarios, nas porcentagens dos subtipos de mondcitos. Foi observado
Nno grupo sinvastatina + ezetimiba + clopidogrel aumento nos percentuais de
mondcitos intermediarios. E importante ressaltar que era esperada uma acio
antiinflamatéria menos potente para este bragco de tratamento, uma vez que o
clopidogrel tem metabolismo pelo citocromo P450 CYP 3A4, o mesmo local de
metabolismo da sinvastatina (mas ndo da rosuvastatina), levando a uma
diminuicdo da magnitude do efeito antiinflamatorio pleiotropico promovido pela
sinvastatina. Além disso, a sinvastatina ndo sé apresenta uma meia-vida mais
curta do que a rosuvastatina, mas também uma inibicdo menos potente da
sintese do colesterol. Essas informacdes podem ajudar no melhor
entendimento dos achados do presente estudo, pois os efeitos antiinflamatérios
mediados pelas estatinas sdo dependentes da menor ativacéo da via endégena

de sintese do colesterol.>®

Diferentemente dos achados do presente estudo, os resultados
apresentados por Belhassena et al (2020),%® em um estudo no qual os autores
avaliaram os efeitos da aspirina (acido acetilsalicilico - AAS) na
imunomodulacdo de mondcitos de pacientes com IAM e controles, células que
foram tratadas ex vivo com diferentes concentragbes de AAS apresentaram
modulagdo fenotipica para um perfil antinflamatério. Esses achados
aparentemente contraditérios podem estar relacionados aos diferentes
aspectos metodologicos: 1) antiagregantes plaquetarios utilizados (no presente
estudo foram utilizados clopidogrel e ticagrelor); 2) os mondcitos foram tratados
ex vivo por algumas horas no estudo Belhassena; e, 3) poucos pacientes foram

analisados pela Belhassena.
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6. CONCLUSOES

No presente estudo foi mostrada uma persisténcia do fenotipo
inflamatdrio apos seis meses de tratamento, apesar de terem sido utilizadas as
terapias hipolipemiantes e antiplaquetarias mais eficazes existentes, pois foi
encontrado aumento dos mondcitos classicos (pro-inflamatérios) e reducéo dos
monaocitos ndo classicos (antiinflamatoérios). Isso pode estar relacionado a
imunidade treinada, definida como a persisténcia de um fendtipo proé-
inflamatorio, independentemente da escolha da estratégia farmacolégica. Além
disso, a observacao de niveis elevados de mondcitos intermediarios apos seis
meses de tratamento pode reforcar o papel dessas células com complicacbes

cardiovasculares.
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