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Resumo



Pessoa de Melo LMM. Estudo de fatores protrombdticos e proinflamatérios
na cardiomiopatia chagasica [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de Sao Paulo; 2009. 83p.

Fundamento: A ativacdo da cascata inflamatéria estad presente na
insuficiéncia cardiaca(IC). Existe relacdo entre esta ativacdo e estado
protrombético nesta sindrome. Dentre as etiologias de IC, a cardiomiopatia
chagasica (CMC) parece ter maior ativacao inflamatoria e prognostico mais
reservado, possivelmente por especial risco para fenbmenos
tromboembdlicos. A relacdo entre atividade inflamatoria e protrombdética na
cardiomiopatia chagasica e em outras etiologias é obscura.

Objetivo: Estudar o perfil de marcadores protrombdéticos e proinflamatoérios
em pacientes com insuficiéncia cardiaca chagasica comparando-0s com 0s
de etiologia ndo-chagasica.

Métodos: Corte transversal. Critérios de incluséo: fracdo de ejecdo do VE
(FEVE)< 45% e tempo de inicio de sintomas > 1 més. Os pacientes foram
divididos em dois grupos: grupo 1(G1) sorologias positivas para Chagas e
grupo 2(G2) sorologia negativa para Chagas. Dosou-se como fatores
proinflamatorios: fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a), interleucina-6 (IL-6)
e proteina C reativa (PCR) ultrassensivel; fatores protrombéticos: dimero D,
P-selectina soluvel, antigeno do fator de von Willebrand, fibrinogénio,
complexo trombina-anti-trombina(TAT), fator tecidual(FT) e
tromboelastograma(TEG). A amostra foi calculada para poder de 90%,
assumindo-se diferenca de 1/3 de desvio-padrdo entre 0S grupos; p
significativo se < 0,05. Analise estatistica: teste exato de Fischer para
comparacao de proporcdes; teste t de student ndo-pareado para variaveis
continuas de distribuicdo normal e teste de Mann-Whitney para variaveis
continuas de distribuicdo assimétrica. Realizada analise de co-variancia para
ajuste de potenciais influéncias de co-variaveis.

Resultados: Entre 16 de janeiro de 2008 e 08 de abril de 2009, 287
pacientes com IC crbénica foram consecutivamente selecionados em nivel

ambulatorial ou de internacdo, sendo 138 no G1 e 149 no G2. O G1



apresentava maior porcentual de pacientes internados, de CF Ill/IV, PA
sistélica mais baixa, maior freqiéncia de RHJ, ascite, menor fracdo de
ejecdo e niveis mais altos de BNP. Por outro lado, a prevaléncia de HAS,
DM e DLP foi superior no G2. Dos marcadores proinflamatérios, o TNF-a foi
maior no G1, independentemente de outros fatores de gravidade(p<0,0001).
A IL-6, apesar de maior no G1, sofreu maior influéncia de outras variaveis de
gravidade do que da etiologia chagasica. Os niveis de PCR ultrassensivel
estavam elevados em ambos os grupos embora sem diferenca entre eles.
Dentre os fatores protromboticos o dimero-D(p<0,0001), o fator de von
Willebrand(p<0,0001) e a P-selectina(p=0,0262) foram mais altos no G1 que
no G2. Os niveis de FT e TAT foram semelhantes. O fibrinogénio foi mais
alto no G2 que no G1(p=0,0424), assim como os parametros do TEG -
MA(p=0,0044), G(p=0,0022) e TG(p=0,001), embora todos estivessem
dentro dos limites de referéncia na maioria dos pacientes em ambos o0s
grupos. Na analise de co-variancia apenas o dimero-D e a P-selectina
mantiveram-se diferentes entre os grupos, sendo que 0s niveis de P-
selectina estavam normais na maioria dos pacientes de ambos 0s grupos.

Conclusfes: A atividade proinflamatéria esteve aumentada nos pacientes
com IC chagéasica e ndo-chagasica. A inflamacdo medida pelo TNF-a foi
independentemente maior entre chagasicos.Observou-se maior estado
protrombotico entre chagasicos medido pelo dimero-D, independentemente

de outros fatores de gravidade.

Descritores: 1.Insulficiéncia cardiaca 2. Doencas de Chagas, 3. Inflamacao

4. Coagulacgéo sanguinea 5. Trombose
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Pessoa de Melo, LMM. Evaluation of prothrombotic and proinflammatory
factors in Chagas’ cardiomyopathy [thesis]. S&o Paulo: “Faculdade de
Medicina, Universidade de S&o Paulo”; 2009. 83p.

Background: Inflammatory cascade activation is present in heart failure (HF).
This activation is closely related to a prothrombotic state in this syndrome.
Among HF etiologies, Chagas’ cardiomyopathy (CCM) seems to have
greater inflammatory activation and worse prognosis, possibly because of
special risk for thromboembolic phenomena. The relation of inflammatory and
prothrombotic activity between CCM and other HF etiologies remains
unclear.

Objective: To assess the profile of prothrombotic and proinflammatory
markers in patients with chagasic in comparison to non-chagasic systolic
heart failure.

Methods: Cross sectional study. Inclusion criteria: LV ejection fraction (LVEF)
< 45% and time of symptoms onset > 1 month. Patients were divided into two
groups: group 1 (G1) positive Chagas’ serology and group 2 (G2) negative
serology. Proinflammatory factors determined: tumor necrosis factor (TNF-a),
interleukin-6(IL-6) and ultrasensitive C-reactive protein (CRP); prothrombotic
factors: D-dimer, soluble P-selectin, von Willebrand factor(vVWF), fibrinogen,
thrombin-anti-thrombin complex(TAT), tissue factor(TF) and
thromboelastography(TEG). Sample was calculated for an 90% power,
assuming a difference of 1 / 3 of the standard deviation; p significant if <
0.05. Statistical analysis: Fischer exact test for proportions, non-paired
Student’s t test for parametric continuous variables and Mann-Whitney test
for non-parametric continuous variables. Covariance analysis was performed
to adjust for possible covariables influence on results.

Results: From january 16th to april 8th 2009, 287 chronic HF patients were
consecutively included, 138 in G1 and 149 in G2. G1 showed larger
proportion of inpatients, higher Ill/IV functional class, lower systolic blood
pressure, higher frequency of hepatojugular reflux, ascites, lower left

ventricle ejection fraction and higher levels of B-type natriuretic peptide



(BNP). On the other hand, G2 had higher proportion of hypertension,
diabetes and hypercholesterolemia. Among proinflammatory markers, TNF-a
levels were higher in G1, independently of other prognosis variables
(p<0,0001). Although IL-6 levels were higher in G1, there was greater
influence of other prognosis variables than chagasic etiology itself. CRP
levels were above reference values but there was no difference between G1
and G2. Among prothrombotic markers, D-dimer(p<0,0001), vWF(p<0,0001)
and soluble P-selectin(p=0,0262) levels were higher in G1 than in G2. TF
and TAT levels were similar in both groups. Fibrinogen levels were higher in
G2 than in G1 (p = 0.0424), as well as TEG parameters MA(p=0,0044),
G(p=0,0022) and TG(p=0,001), even though all of them were in normal
reference range in most patients in both groups. D-dimer and soluble P-
selectin kept different among groups in covariance analysis. However,
soluble P-selectin levels were in normal reference range in both groups.

Conclusions: Proinflammatory activity was increased in both groups.
Inflammation measured by TNF-a was independently greater among CCM
patients. Greater prothrombotic state measured by D-dimer was observed in

CCM patients independently of other prognosis variables.

Descriptors: 1. Heart failure 2. Chagas disease 3. Inflammation 4. Blood

coagulation 5. Thrombosis



INTRODUCAO



1 Introducéo

1.1 Insuficiéncia cardiaca

A Insuficiéncia cardiaca (IC) é uma sindrome endémica no mundo. Nos
Estados Unidos (EUA), € um dos maiores problemas de saude publica.
Aproximadamente 5,5 milhdes de pessoas apresentam este diagndstico e 550
mil novos casos sdo diagnosticados por ano®. No Brasil apresenta forte impacto
socio-econdmico dada a sua alta morbi-mortalidade. E a terceira causa geral e
a primeira causa cardiovascular de hospitalizacdo. Somente no ano de 2008
foram internados pelo SUS 268.362 pacientes, com uma taxa de mortalidade de
8,21 porcento. O governo brasileiro dispendeu, neste mesmo ano, R$
247.155.273,47 reais para custear as hospitalizacées devido a IC. Além dos
altos custos hospitalares e de atendimentos de emergéncia, a IC provoca
sensivel perda da qualidade de vida resultando, muitas vezes, em
aposentadorias precoces e em altos custos socioecondmicos para o pais>.

Algumas etiologias como a doenca de Chagas continuam, ainda, a

serem um desafio. O maior desafio, porém, esta em prevenir o desenvolvimento



de IC. Algumas acbes neste contexto sdo: politicas de saude publica para evitar
novos contatos da populacdo com o Trypanosoma cruzi, melhor controle de
fatores de risco jA bem estabelecidos como hipertensdo arterial, diabetes,
consumo de bebidas alcodlicas, colesterol elevado e infarto do miocardio.

Nenhum desses problemas cardiovasculares esta sob controle no Brasil e, por

isso, € tdo importante concentrar investimentos na difusdo de informacdes e na
educacao da populagéo.

A IC é definida como uma sindrome multisistémica complexa que resulta
numa inadequada perfusdo tecidual, frequentemente como consequéncia de
um débito cardiaco reduzido, associada ao aumento no estimulo do sistema
nervoso simpéatico e um complexo padrdo de alteracdes neurohumorais e
inflamatorias. A patogénese da IC é deflagrada apdés um evento indice que
causa uma reducdo na funcéo cardiaca o que leva a ativacdo de mecanismos
compensatérios incluindo o sistema nervoso adrenérgico, 0 sistema renina-
angiotensina-aldosterona e ativacao de fatores proinflamatérios. Estes sistemas
levam ao restabelecimento da funcdo cardiaca fazendo com que o paciente
permaneca oligo ou assintomatico. Os distarbios hemodinamicos inicialmente
deflagrados se associam as altera¢cfes sisttmicas, do midcito, apoptose, da
remodelacdo cardiaca e do intersticio, disfungcdo endotelial, ativacao

neurohormonal (angiotensina I, catecolaminas, endotelina, aldosterona),
proinflamatéria e fatores de crescimento. Entretanto, a ativacdo sustentada
destes sistemas pode resultar em lesdes de 6rgdos alvo e descompensagao

cardiaca, fazendo com que o paciente passe de uma fase assintoméatica para



sintomatica, o que permite compreender o carater progressivo e complexo da
IC. Este “modelo neurohormonal” explica o porqué do fenétipo da IC ser
semelhante nas diferentes etiologias, pois a progressao da doenca é devida a
uma variedade de moléculas biologicamente ativas, independente do fator

deflagrador inicial * .

As principais manifestacées da IC sdo: fadiga, dispnéia, intolerancia ao
exercicio, retencdo de fluidos, que podem levar a congestdo pulmonar e edema

periférico®.

Nesta sindrome parece haver um risco aumentado para
tromboembolismo venoso, morte subita e acidente vascular cerebral. A
fisiopatologia da trombogénese na IC pode ser explicada no contexto da triade
de Virchow, pois cursa com 0s seus trés componentes: anormalidade do fluxo
devido ao baixo débito cardiaco, dilatacdo das camaras e hipocontratilidade,
disfuncdo endotelial e anormalidades na hemostasia e plaquetas. Estas
alteracdes conferem um estado protrombdético. A incidéncia de AVC é de 4-5%
na populacdo com IC grave e 0,5% na populacdo em geral para mesma faixa
etaria. Morte subita pode ter origem trombotica (trombo intra-cardiaco ou
coronario). Estas complicacdbes podem ser atribuidas a um estado

protrombético, cuja causa exata ainda néo é totalmente conhecida®.



1.2 Doencade Chagas

N

Atencao especial merece ser dispensada a cardiomiopatia chagasica
(CMC), manifestagcéo cardiovascular da infeccdo pelo Trypanosoma cruzi, ndo
s6 pela sua alta prevaléncia, mas também por algumas peculiaridades clinicas
encontradas, como prognostico mais sombrio em fases mais avancadas, do que
em outras etiologias de IC.

Estima-se que cerca de 18 milhdes de pessoas estejam infectadas pelo
Trypanosoma cruzi em toda a Ameérica Latina e que cerca de 200 mil novos
casos ocorram por ano’, sendo a CMC a principal causa de morte nesta
doenca®. Cerca de 30% dos individuos com infecc&o crénica pelo Trypanosoma
cruzi irdo desenvolver, ao longo de anos, alteragbes cardiacas que incluem
distarbios de conducdo, arritmias, cardiomegalia, aneurisma ventricular e
trombo intracavitario.

A dissociacdo entre a parasitemia e lesédo tecidual levantam davidas na
participacdo direta do Trypanossoma cruzi. Esta observacao levantou outras
hipoteses para o dano miocéardico independente do parasita, levando a
diferentes teorias fisiopatolégicas, entre elas da auto-imunidade,
cardioneuropatia e microvascular.

Na primeira, as alteracOes teciduais na OMC estdo associadas a um
infiltrado inflamatdrio de células mononucleares, presumivelmente o efetor final

no dano tecidual. Tem sido postulado que o infiltrado inflamatério pode ser



mediado por um processo de hipersensibilidade tardia diretamente contra os
componentes teciduais cardiacos, mais especificamente a miosina cardiaca, a
principal proteina contratil cardiaca. Uma resposta auto-imune seria deflagrada
por reacao imunoldgica cruzada no curso da resposta imune a antigenos do T.

cruzi, imunodominio B13 da proteina, homodlogos a proteinas cardiacas.

Entretanto, pouco se sabe a respeito do papel das células T no infiltrado
mononuclear ou acerca da natureza dos antigenos responsaveis pela auto-
imunidade. Ainda, os fatores que propiciam o desenvolvimento da IC em 30%
dos infectados pelo T. cruzi ndo séo conhecidos *°. Em relacéo as alteracdes
na microcirculacdo, varios estudos mostram aumento nos marcadores
protrombéticos, inclusive em estagios iniciais da CMC®2.

Fenbmenos tromboembdlicos parecem ser especialmente frequientes
nesta populacdo. A presenca de aneurisma apical e trombo mural tém sido
estimadas em 37 e 11,7%, respectivamente. Entretanto, pacientes chagésicos
sem associa¢do com fatores de risco vascular e nenhuma evidéncia clinica de
insuficiéncia cardiaca apresentam maior risco para acidente vascular cerebral
isquémico (AVCi)*" 2, Diversos relatos de casos, séries de casos e estudos de
caso-controle, incluindo autopsias, relatam alta incidéncia de eventos
isquémicos, como infarto renal, trombose arterial e fendmenos
tromboembalicos, nesta populacdo. Em uma série retrospectiva de 1345 casos
de autdpsias em pacientes com cardiomiopatia chagasica, a presenca de
trombose cardiaca ou fenbmeno trombo-embdlico estava presente em 44% dos

casos estudados®® 14 15 16. 17,



Diversas variaveis clinico-laboratoriais tém sido estudadas a fim de
estabelecer o prognéstico dos pacientes com IC '8 Entre as mais estudadas
estdo variaveis clinicas, ecocardiograficas, eletrocardiogréficas, radioldgicas,
hemodinamicas e laboratoriais, com énfase em estudos de fatores

neurohumorais e proinflamatoérios. Na maioria das vezes, extrapolam-se dados

de prognoéstico oriundos de estudos em portadores de IC de diversas outras
etiologias para a populacdo com CMC. Recentemente, foi publicado o maior
estudo sobre progndstico em doenca de Chagas ja realizado, com criacao e
validacdo de escore de risco clinico-laboratorial de facil obtencdo na pratica
clinica®. No entanto, muitas outras variaveis nitidamente implicadas ndo sé na
fisiopatologia quanto na estratificacdo de risco destes pacientes ndo foram
contempladas neste estudo. O estudo de tais variaveis pode criar novas
interfaces que poderdao ser uteis, no futuro, ndo somente como novas
ferramentas progndsticas, como também para auxiliar na irdicacdo de novas

modalidades terapéuticas.

1.3  Fatores proinflamatérios

Dentre as recentes descobertas quanto aos mecanismos fisiopatol6gicos
da IC, tem sido dada especial atengéo a ativacdo de cascatas proinflamatorias
e lesdo da microcirculacdo. O estresse nas camaras cardiacas no final da
diastole pode levar a hipoperfusdo do subendocardio, bem como a um maior

estresse oxidativo, com consequente ativacdo de familias de genes



responsaveis pela sintese de diversas citocinas, como TNF-alfa e interleucina-
1)*

As citocinas compdem um grupo heterogéneo de proteinas, que se
caracterizam por exercer seus efeitos localmente, por acdo autdcrina ou

paracrina. A inexisténcia de atuacdo por via humoral distingue estas

substancias dos hormoénios. Duas classes de citocinas foram implicadas na
fisiopatologia da IC: a) citocinas vasoconstritoras e inotropicas positivas e b)
citocinas proinflamatérias vasodepressoras. A endotelina enquadra-se na
primeira classe; o fator alfa de necrose tumoral (TNF-alfa), a interleucina 6 e a
interleucina 1 -beta sdo exemplos de citocinas da segunda classe®*.

A principal citocina proinflamatoria implicada na fisiopatologia da IC é o
TNF-a. Esta leva a hipertrofia do cardiomidcito, estimula a sintese protéica no
sarcomero, desencadeia a apoptose, promove expressao génica fetal, reduz a
responsividade adrenérgica e a funcdo contratil. O TNF induz a dilatacdo do
ventriculo esquerdo, provaveimente como resultado da degradacdo da matriz
extracelular, permitindo o rearranjo de feixes de cardiomiocitos. Estas
alteracbes sdo acompanhadas por disfuncbes sistdlica e diastolica. Assim, a
ativacdo do TNF-alfa e possivelmente de outras citocinas podem contribuir para

o remodelamento cardiaco observados na IC. Niveis circulantes de TNF-alfa e

interleucina-6 estdo aumentados em pacientes com IC, particularmente aqueles
com caguexia cardiaca e os descompensados. Se a elevacdo dos niveis das
citocinas é um epifenbmeno ou mediadores causais da IC ainda nado esta

esclarecido %°.



A ativacdo da cascata proinflamatoria tem relacdo direta com classe
funcional, remodelamento cardiaco e, em Ultima andlise, com progndstico em
pacientes com IC de uma forma geral. Na CMC, foi demonstrada tendéncia
para maior atividade inflamatéria do que a média das outras etiologias o que

pode explicar, em parte, o seu pior prognéstico®’. Estudo realizado no nosso

meio demonstrou, pela primeira vez, relacdo entre ativacdo proinflamatéria e

neurohumoral e pior prognostico, inclusive na CMC 22,

1.4  Fatores protrombéticos

Mais recentemente, foi demonstrada influéncia muatua entre fatores
inflamatorios e protromboticos. O fator tecidual (FT) € o principal deflagrador da
geracdo de trombina induzida pela inflamagdo. O FT é uma glicoproteina
transmembrana de 45 KDa que esta presente no sub-endotélio dos vasos, sem
estar em contato direto com o sangue. Porém, se ha lesdo endotelial ou
expressao deste fator pelas células sanguineas, pode haver exposicdo do FT,
iniciando a cascata de coagulacdo. Células endoteliais e mondécitos, que,
normalmente, ndo expressam o fator tecidual, podem expressa-lo na vigéncia

tanto da lesédo endotelial como na presenca de estimulos especificos, tais como

endotoxinas e dtocinas (TNF-a e interleucina-1). O FT liga-se ao fator Vlla
catalisando a conversdéo do Fator X em Xa, formando o complexo
protrombinase, que, juntamente com o fator V, protrombina (fator Il) e calcio

leva a geracdo de trombina (fator Ila). A trombina converte o fibrinogénio em



10

fibrina e ativa as plaquetas. A amplificacdo desta alca consiste na ativagdo do
fator IX pelo complexo FVIla/FT, gerando grandes quantidades de fator Xa. A
ativacao dos co-fatores V, VIII e do fator Xl pela trombina leva ao aumento
adicional do IXa e Xa*'.

As plaguetas desempenham um papel importante na patogénese da

trombose induzida pela inflamacdo, uma vez que estas também podem ser
ativadas diretamente por mediadores inflamatorios. Estudo in vitro sugere
ativacdo plaquetaria em pacientes com IC, induzida pelo TNF-a®3. A membrana
das plaquetas ativadas expressa P-selectina, que é uma molécula de adeséo e
medeia ndo sO a aderéncia das plaguetas aos leucdcitos e células endoteliais,
mas também aumenta a expressao do FT nos monécitos. A P-selectina € um
importante marcador de ativacdo plaquetaria e pode estar aumentada nos
pacientes com IC, principalmente naqueles descompensados, sugerindo uma
ativacdo plaquetaria persistente?**. Outro estudo mostrou que a sP-selectina
encontrava-se aumentada nos pacientes cronicamente infectados e uma
associacao positiva foi encontrada entre o nivel deste marcador e a gravidade
da doenca®®,

Os principais mecanismos fisiolégicos anticoagulantes sdo trés:
antitrombina, proteina C ativada e inibidor do fator tecidual (IFT). A inflamacgéao
causa downregulation destas vias. A antitrombina é o principal inibidor da
trombina e do fator Xa. Durante a resposta inflamatéria grave o nivel de
antitrombina encontra-se marcadamente reduzido devido ao consumo (como

resultado da geracéo de trombina), a sintese reduzida (devido a resposta a fase
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aguda da inflamacgéao) e a degradacdo aumentada pela elastase proveniente
dos neutrofilos ativados. A disfuncdo endotelial € o fator mais importante no
dano ao sistema proteina C ativada durante a inflamacdo. Em condicdes
fisiolégicas a proteina C é ativada ap0s a ligagdo da trombina ao receptor

endotelial trombomodulina. A ligacdo da trombina & trombomodulina nédo so

resulta num aumento de aproximadamente 100 vezes da ativacdo da proteina
C, mas também bloqueia a conversdo mediada pela trombina do fibrinogénio
em fibrina. A proteina C ativada inibe a coagulacado, clivando e inativando os
fatores Va e Vllla, processo que é potencializado pela proteina S, que atua
como um cofator ndo enzimatico nas reacdes de inativacdo. Durante a
inflamacéo sistémica ocorre reducdo na sintese de proteina C e degradacédo
desta pela elastase dos neutrofilos ativados, ocorre ainda downregulation da
trombomodulina na superficie das células endoteliais, mediadas por citocinas
inflamatorias, dentre elas o TNF-a e IL-13. O terceiro mecanismo inibitorio
envolve a geracao do IFT, que é o principal inibidor do complexo FVIIa/FT. A
concentracdo do IFT durante a inflamacao € insuficiente para regular a ativacao
da coagulacdo?’.

Em relag&o ao sistema fibrinolitico a resposta a inflamacéo € a liberacéo
de ativador do plasminogénio do tipo tecidual (t-PA) que age sobre o
plasminogénio resultando na formacdo da serinoprotease ativa, a plasmina.
Esta age sobre a fibrina resultando nos produtos de degradacao da fibrina
(PDF) e Ddimero. Entretando este aumento na ativacdo do plasminogénio e

subsequente geracdo de plasmina é contrabalanceado pelo aumento do inibidor
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do ativador do plasminogénio tipo 1 (PAF1). O efeito € a inadequada remocéao
da fibrina contribuindo para trombose na microcirculag&o® .

No estado fisiologico ndo h& formacdo e deposicdo de fibrina no
intravascular, em decorréncia das propriedades anticoagulantes do endotélio, a

forma inativa das proteinas plasmaticas, envolvidas na coagulacdo (que
circulam como zimogénios ou cofatores), e a presenca de inibidores fisiol6gicos
da coagulacdo. Por outro lado, a perda do equilibrio dinAmico das reacdes da
coagulacdo tem como consequéncia clinica, o aparecimento de disturbios
hemorragicos ou tromboticos.

A prevaléncia estimada de eventos trombo-embdlicos em pacientes com
cardiomiopatia dilatada e ritmo sinusal na literatura varia de 3-50% e a
incidéncia foi estimada em 1,5 a 3,5% ao ano 2.

Na IC, como um todo, foi demonstrado que marcadores de
disfuncdo/lesdo endotelial, de ativacdo plaquetaria ou de ativacdo da cascata

230 nodem estar relacionados ndo somente & cascata de

de coagulacéo
inflamacdo, mas também ao prognéstico destes pacientes®. Especificamente
na CMC, uma hipétese para explicar seu pior progndstico seria um possivel

risco adicional para fendmenos tromboticos. Estudo para avaliar o estado

protrombotico nos estagios iniciais da CMC observou aumento significativo dos

marcadores protromboticos na CMC em relacdo a controles sadios. Entretanto,
ndo houve comparacéo com outras etiologias de IC *.
Outro estudo demonstrou relagdo direta entre niveis séricos de

marcadores inflamatorios (IL6), de lesdo endotelial (Fator de von Willebrand) e
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protrombaéticos (fator tecidual) com descompensacédo e prognostico da IC. Os
pacientes que, ap0s tratamento da descompensacdo evoluiram com redugdo
dos niveis séricos destes marcadores, tiveram melhor sobrevida num
seguimento de seis meses’. Dados semelhantes entre pacientes com CMC
nao existem na literatura.

A cinética da coagulacdo sanguinea € um processo fisiopatoldgico
complexo, o qual leva a formacdo do coagulo de fibrina através da acgéo
proteolitica da trombina sobre o fibrinogénio. Tem sido dada atencéo especial a
geracdo de trombina. Em uma coorte prospectiva de 914 pacientes apds o
primeiro evento tromboembdlico venoso, a geracdo de trombina foi capaz de
identificar os pacientes de baixo risco (2/3 dos pacientes) para recorréncia
destes eventos>3,

Alguns marcadores protromboticos tem sido estudados em pacientes
com IC, dentre eles: fator de von Willebrand, complexo trombina-antitrombina,
D-dimero, fator tecidual, P-selectina, entre outros. Cada marcador estuda uma
parte do processo de formacgéo e dissolugdo do coagulo. O tromboelastograma
€ um teste importante na avaliagcdo global da coagulacdo e fibrindlise,
integrando células e proteinas da coagulacdo, que ndo sdo avaliados nos testes
habituais. A tromboelastografia, tecnologia que permite, in vitro, a simulacéo de
processo in vivo da formacdo e dissolucdo do coagulo, foi primeiramente
descrita por Hartert em 1948. Esta tecnologia tem sido usada extensivamente
para monitorizacdo da hemostasia durante procedimentos cirdrgicos no intuito

de guiar as transfusdbes de hemoderivados. A relagcdo entre



14

hipercoagulabilidade através do TEG® e estado protrombético tem sido
estudada. Um estudo mostra que a medida da amplitude maxima medida na
tromboelastografia prediz complicacbes tromboticas no pds-operatorio,
incluindo infarto agudo do miocardio®*3°. A andlise de suas varidveis pode
determinar o estado de coagulabilidade do paciente. A sua utilidade em
pacientes com IC ndo esta estabelecida.

Assim, planejamos estudar o perfil de marcadores protrombadticos e
proinflamatérios em portadores da CMC em comparagcdo com pacientes

portadores de IC de etiologias ndo-chagésicas.
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2 Objetivos

2.1  Objetivo primario

Estudar o perfil dos principais marcadores protromboticos e
proinflamatérios na insuficiéncia cardiaca de etiologia chagasica
comparando-a com pacientes com insuficiéncia cardiaca de etiologia

nado-chagasica.



METODOS
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3 Métodos

3.1 Descrigdo do estudo

Trata-se de um estudo de corte transversal, que foi desenvolvido de
forma colaborativa entre a Unidade de Insuficiéncia Cardiaca e Transplante do
HCFMUSP, o Laboratério de Coagulacdo do Hospital das Clinicas da FMUSP,
Hospital Auxiliar de Cotox0 e o Laboratorio de Analises Clinicas do Instituto do

Coracdo do HCFMUSP.

3.2 Casuistica

Entre 16 de janeiro de 2008 e 08 de abril de 2009, 287 pacientes com IC
cronica definida pelos critérios de Framingham foram consecutivamente
selecionados do Ambulatério de Insuficiéncia Cardiaca e Transplante, das
Unidades de Internacdo, Pronto Socorro e Unidades de Terapia Intensiva da
nossa instituicdo. Dentre estes, 138 pacientes apresentavam etiologia
chagasica e 149 pacientes eram nao chagasicos. O estudo foi aprovado pela
Comissdo de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa — CAPPesq da
Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas e da FMUSP. Todos os pacientes
assinaram termo de consentimento livre e esclarecido (ANEXO 1). Cada

paciente teve uma ficha de avaliacdo clinica (ANEXO 2) individual que foi
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preenchida com dados clinicos, laboratoriais, radiolégicos, eletrocardiograficos

e ecocardiograficos.

3.3 Definicbes

Cardiomiopatia Chagasica crbnica: o diagndstico de Cardiomiopatia
Chagasica requer pelo menos dois testes sorolégicos, de principios distintos ou
com diferentes preparacdes antigénicas, positivos com anticorpos IgG contra o
T. Cruzi (fixacdo do complemento, hemaglutinacdo indireta, imunofluorescéncia
indireta  ou ELISA - imunoensaio  enzimatico), anormalidades
eletrocardiograficas e ecocardiograficas sugestivas de comprometimento
cardiaco™®.

Cardiomiopatia néo-chagasica crdnica: pacientes com critérios
clinicos de IC (Framingham) associados a reducdo da funcéo ventricular pelo
ecocardiograma, com sorologia negativa para chagas.

Dentre as ndo chagasicas destacamos:

Cardiomiopatia Isquémica Crbnica: pacientes com critérios
clinicos de IC (Framingham) associados a reducdo da funcao
ventricular pelo ecocardiograma, com sorologia negativa para
chagas e doenca aterosclerética coronaria caracterizada por pelo
menos uma lesdo = 50% no tronco de coronaria esquerda ou =

70% em outras artérias®®.
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Cardiomiopatia Hipertensiva: pacientes com critérios clinicos de IC
(Framingham) associados a reduc¢é&o da funcdo ventricular pelo
ecocardiograma e presenca de histéria de hipertensdo arterial
sisttmica na auséncia de critérios para CMC chagasica ou
isquémica.
Cardiomiopatia Valvar: pacientes com critérios clinicos de IC
(Framingham) associados a reducao da funcéo ventricular pelo
ecocardiograma, com sorologia negativa para chagas e valvopatia
priméria assumida como causadora de disfuncéo ventricular, pela
equipe assistencial.
Cardiomiopatia Peri-parto: pacientes com critérios clinicos de IC
(Framingham) associados a redugao da funcéo ventricular pelo
ecocardiograma, com sorologia negativa para chagas e inicio dos
sintomas entre o terceiro trimestre da gravidez e o0 quinto més
apoés o parto®’.
Cardiomiopatia dilatada idiopatica: pacientes com critérios clinicos
de IC (Framingham) associados a reducdo da funcdo ventricular
pelo ecocardiograma, sem critérios para CMC chagasica,
hipertensiva, valvar, isquémica, congénita ou periparto 38,
Insuficiéncia cardiaca compensada: pacientes em tratamento

ambulatorial em classe funcional I, Il ou Il da NYHA, estaveis clinicamente.
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Insuficiéncia cardiaca descompensada: pacientes hospitalizados por
insuficiéncia cardiaca em classe funcional Ill ou IV da NYHA, dependentes ou

nao de drogas vasoativas.

Finalmente, o critério para solicitagdo de cineangiocoronariografia ficou a

critério da equipe assistencial.

3.4 Critérios deinclusao

Cardiomiopatia chagéasica
i. FEVE = 45% (ECO)
ii. Sorologias (2) positivas para Chagas por pelo menos 2
métodos diferentes
iii. Tempo de inicio dos sintomas > 1 més
Cardiomiopatia ndo-chagasica
i. FEVE =45% (ECO)
ii. Sorologia negativa para Chagas

iii. Tempo de inicio dos sintomas > 1 més
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Critérios de exclusao

Prétese valvar mecanica

Neoplasia diagnosticada

Terapia estrogénica atual

Infeccéo fora de controle

Circulagéo extracorporea nos ultimos 2 meses

Presenca de hipotireoidismo ou hipertireoidismo clinicos né&o
tratados

Gravidez suspeita ou confirmada

Puerpério

Insuficiéncia hepatica

Coagulopatia clinicamente relevante

Anticoagulacao plena

Historia clinica de trombofilia

Cardiomiopatia congénita

Concomitancia de cardiomiopatia chagasica e isquémica

Hemodialise nos ultimos dois meses
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3.6 Coleta do material

A coleta de sangue venoso foi realizada no leito em caso de pacientes
internados e no laboratério de andlises clinicas do InCor em pacientes
ambulatoriais.

As amostras para determinacdo da sorologia para Chagas, Proteina C
reativa ultra-sensivel, TNF-a, IL-6, sodio e creatinina, foram colhidas em tubos
secos com gel com volume de aspiracdo de 5 ml da marca Vacuette®, através
de uma puncéo venosa periférica.

As amostras para determinac¢ao dos testes de fibrinogénio, D -dimero, sP-
selectina, fator de von Wllebrand, trombina-antitrombina (TAT), fator tecidual,
tromboelastograma, atividade de protrombina (AP) e tempo de tromboplastina
parcial ativada (TTPA) foram colhidas em tubos com volume de aspiracdo de
4,5 ml da marca BD Vacutainer®, contendo citrato de sédio 3,2%, através de
uma veno puncao periférica, sem garroteamento do membro.

As amostras para realizacdo do hemograma e BNP (Peptideo
Natriurético Tipo B) foram colhidas em tubos com volume de aspiracdo de 4,0

ml da marca BD Vacutainer®, contendo EDTA 7,2 mg.
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Metodologia

Fatores proinflamatorios:

As amostras para determinacdo do TNF-a e IL-6 foram centrifugadas

uma vez a (3000 rpm) por 15 minutos, a 22°C, congeladas em nitrogénio liquido

a -180 °C e estocadas a-80 °C antes da determinacéao final.

Proteina C reativa ultra-sensivel: o método utilizado foi
imunonefelometria de particulas reforcadas (Dade Behring, Marburg,
Alemanha) com intervalo de referéncia de < 1,0mg/L.

Fator de necrose tumoral-a: a dosagem quantitativa no soro do TNF-a
IMMULITE/IMMULITE 1000 (Siemens Medical Solutions Diagnostics,
Los Angeles, USA) foi realizada através de um ensaio imunométrico
em fase sélida quimioluminescente. O valor de referéncia é de nao
detectavel a 8,1 pg/mL.

Interleucina-6: a dosagem quantitativa no soro da IL-6
IMMULITE/IMMULITE 1000 (Siemens Medical Solutions Diagnostics,
Los Angeles, USA) foi realizada através de um ensaio imunométrico
sequencial de fase sélida, de enzimas quimico-luminosas. O valor de

referéncia € de ndo detectavel a 5,9 pg/mL.
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Fatores protrombaticos:

Para estudar o sistema de coagulacdo, foram determinados os niveis
plasméticos de fibrinogénio, D-dimero, TAT (complexo trombina-antitrombina),
fator tecidual, TP e TTPA; a ativacdo plaguetéria foi avaliada pela dosagem de

sP-selectina plasmatica; para avaliacdo de lesdo endotelial determinamos o

antigeno do Fator de von Willebrand e, para obter uma visdo global da
coagulacao, utilizamos a tromboelastografia. Todas as amostras, exceto para o
tromboelastograma, TP e TTPA, foram centrifugadas duas vezes a (3000 rpm)
por 15 minutos, a 22°C, congeladas em nitrogénio liquido a -180 °C e estocadas

a -80 °C antes da determinacao final.

a) Avaliacdo do sistema de coagulacao:
Fibrinogénio: a determinacdo quantitativa de fibrinogénio em plasma
humano citratado foi obtida pelo Método Classico de Clauss nos
Sistemas de Coagulacdo da IL (HemosIL™ Fibrinogen-C, IL,
Lexington, MA, USA). O valor de referéncia é 220 — 496 mg/dL.
D-dimero: a concentracdo plasmatica do D-dimero foi realizada pelo
método de ELISA (imunoensaio enzimatico) da marca Technozym®

D-Dimer ELISA (Technoclone, Viena, Austria). O valor de referéncia é

0- 250 ng/mL.

TAT (complexo trombina-antitrombina): a determinacdo quantitativa

do complexo trombina/antitrombina no plasma humano foi realizada
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pelo método de ELISA (ensaio imunoenziméatico) Enzygnost® TAT
micro (Dade Behring, Marburg, Alemanha), com intervalos de
referéncia de 1,0 a 4,1 ug/L.O teste foi realizado em duplicata.

Fator Tecidual: a determinagdo quantitativa do fator tecidual no
plasma humano foi realizada pelo método de ELISA (imunoensaio
enzimatico) IMUBIND® Tissue Factor ELISA KIT, nimero do produto
845 (American Diagnostica Inc., Stamford, Connecticut, USA). O valor
de referéncia é 80 - 220 pg/mL. O teste foi realizado em duplicata.
Atividade de protrombina (AP): foi realizada pelo método
coagulométrico automatizado, no aparelho AMAX 190, utilizando
como reagente o TriniCLOT PT Excel S (Trinity Biotech, New Jersey,
USA). O valor de referéncia € 70 a 100%.

Tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPA): foi realizada pelo
método coagulométrico automatizado, no aparelho AMAX 190,
utilizando como reagente o TriniCLOT aPTT S (Trinity Biotech, New

Jersey, USA). O valor de referéncia é 25— 34 segundos.

b) Avaliacdo da ativacdo plaquetéria:
P-selectina plasmética: a determinacdo da sP-selectina foi realizada
através da técnica de ELISA, usando o Kit soluble sP-Selectin ELISA

Kit, BioSource® (Invitrogen Corporation, California, USA), Catalog
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Number - KHS2021, com intervalo de referéncia de 90- 290 ng/mL. O

teste foi realizado em duplicata.

c¢) Avaliacao endotelial:
Antigeno do Fator de von Willebrand: a determinacédo quantitativa da
atividade do fator de von Willebrand em plasma humano foi realizada
pelo método de ELISA (Coergenix Inc, Broomfield, Colorado, EUA),
com intervalos de referéncia de 50 a 160%. O teste foi realizado em

duplicata.

d) Tromboelastograma:

As amostras do tromboelastograma foram analisadas, a 37°C, num
intervalo de tempo inferior a 120 minutos, entre a coleta e a realizacao do teste.
Foram utilizados 20 ni de Kaolin (0,006%), 20 m de cloreto de calcio (0,2 Molar)
e 300 m de sangue total citratado. Os seus dados foram analisados pelo
software TEG® da Haemoscope Corporation (Niles, IL, EUA) com
representacdo grafica da formacdo e subseqiiente lise do coagulo. E um teste
importante na avaliacdo global da coagulacéo e fibrindlise, onde integra células
e proteinas da coagulacdo, que ndo foram avaliados nos testes anteriores. A
anélise das variaveis do TEG® (tempo, taxa, resisténcia e estabilidade do
coagulo) podem determinar o estado de coagulabilidade do paciente (normo,

hipo ou hipercoagulavel). O tracado obtido pelo tromboelastograma(TEG®)
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durante o processo de formacao do coagulo em sangue total esta representado

na Figura 1.

As variaveis estudadas neste teste foram:

a) Tempo de coagulacéo
Tempo r (periodo para atingir 2 mm de amplitude da curva): € o
tempo de coagulacdo e é medido em minutos. Mede o tempo
decorrido do inicio do ensaio até o momento que a producdo de

fibrina se inicia, com intervalo de referéncia de 2 a 8 minutos.

b) Cinética do coagulo
Determinacgéo do k (periodo entre 2 e 20 mm de amplitude da curva):
representa o momento em que o coagulo se estabiliza, a rede de
fibrina se consolida e as plaguetas aderem a esta, com intervalo de
referéncia de 1 a 3 minutos.
Angulo alfa (inclinagéo ente o r e k): mede a velocidade de formac&o
do coagulo. Representa a taxa de geracao da trombina e a conversao

de fibrinogénio em fibrina, com intervalo de referéncia de 55 a 78°.
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c¢) Forca do coagulo

MA (amplitude maxima): é funcdo direta da maxima propriedade
dindmica da fibrina e adeséo plaquetéaria via glicoproteina llb/llla e
representa a resisténcia global do coagulo, com intervalo de
referéncia de 51 a 69 mm.

Parametro G (dyn/cm?): trata-se da convers&o algoritmica do MA (em
mm) do coagulo em seu valor de resisténcia a pressdo (dyn/cm?).
Enquanto o MA analisa uma reacdo linear entre a forca do coagulo e
a atividade plaquetéria, o G o faz como uma relagdo exponencial. O
G é mais sensivel a altera¢des na fungéo plaquetaria, com intervalo

de referéncia de 4,6K a 10,9K.

d) CI (indice de coagulacdo): permite avaliar o estado hemostatico global do
paciente. E resultante de uma combinacio entre os parametros cinéticos do
coagulo (R, K e angulo a) e a forca do coagulo (MA), com intervalo de

referéncia de -3 a 3.

e) LY 30 (%) e EPL (%): ALY 30 representa a lise do coagulo apds 30 minutos
e em conjunto com EPL (percentual estimado de lise) sdo os parametros que
monitoram a fase final do processo de coagulagcédo, com intervalo de referéncia

de 0 a 8%.
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f) MRTG - Maximum rate of thrombus generation (mm/min): representa o pico

da geracao de trombina, com intervalo de referéncia de 5 a 17 mm/min.

g) TMRTG — Time to Maximum rate of thrombus generation (min): representa

tempo decorrido para atingir o pico da geragao de trombina, com intervalo de

referéncia de 6 a 12 min.

h)TTG — Total thrombus generation (mm/min): representa a area total de

geracao de trombina, com intervalo de referéncia de 584 a 796 mm/min.
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Figura 1 — Tracado obtido através da tromboelastografia (TEG®) durante o
processo de formagdo do codgulo em sangue total. Os
parametros sdo: R (tempo de coagulacdo), a (angulo alfa), MA
(amplitude maxima), MTG ou MRTG (Maximum rate of
thrombus generation), TMRTG (Time to Maximum rate of
thrombus generation) e TTG (Total thrombus generation).
FONTE: Rivard GE, 2005

Sorologia para Doenca de Chagas:

1. ELISA cruzi (bioMérieux Brasil S/A, Rio de Janeiro, Brasil) — &€ um
teste imunoenzimatico em uma micro placa de Microelisa. As
cavidades das tiras sdo cobertas com antigenos do T. cruzi para

deteccdo direta dos anticorpos no soro humano de pacientes
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infectados com o T. cruzi. Os anticorpos nas amostras sao
capturados pelos antigenos do T. cruzi, presentes nos pogos das tiras
testes. Apds uma etapa de lavagem, os anticorpos capturados sdo
ligados com o conjugado (peroxidase ligada ao anticorpo monoclonal

anti 1IgG humana). Quando a reagcdo enzimatica € parada, a

intensidade da cor é lida pelo espectrofotbmetro. O teste apresenta
uma sensibilidade de 100% e especificidade de 99,6%. Pode haver
reatividade cruzada em pacientes com leishmaniose, particularmente

na forma mucocutanea e visceral.

IMUNOCRUZI® (bioMérieux Brasil S/A, Rio de Janeiro, Brasil) —
sorodiagnéstico da doenca de Chagas por imunofluorescéncia
indireta (IFI). Os anticorpos presentes no soro de pacientes
chagasicos , quando incubados sobre uma lamina contendo antigeno
de Trypanosoma cruzi previamente fixado, sdo revelados por uma
antiglobulina humana marcada pela fluoresceina. Os resultados sdo
lidos através da microscopia fluorescente. Pode haver reatividade

cruzada em pacientes com leishmaniose.
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Outros exames laboratoriais:

Hemograma e contagem de plaquetas: foi realizado no analisador de
hematologia automatizado XT — 2000i. Este aparelho realiza a analise
com base no método de deteccdo por resisténcia elétrica, método de
focagem hidrodinamica e método de citometria de fluxo utilizando

laser semicondutor e método SLS — hemoglobina.

BNP (Peptideo Natriurético Tipo B): o método utilizado foi a
guimioluminescéncia direta (Siemens Medical Solutions Diagnostics,
Los Angeles, USA) com intervalo de referéncia de < 100 pg/mL.

Sodio sérico: a medicdo quantitativa do sodio no soro é realizada
através da tecnologia do multisensor integrado QuUikLYTE® para
desenvolver em potencial elétrico proporcional a atividade de cada
ion especifico presente na amostra (Dade Behring Inc., Newark, USA)

Intervalo de referéncia de 136 — 145mmol/L.

Creatinina sérica: a determinacdo quantitativa da creatinina no soro
humano foi determinada pelo método CREA utilizado no sistema de
guimica clinica Dimension® (Siemens Health Care Diagnostics Inc.,

Newark, USA). Intervalo de referéncia de 0,6 a 1,0 mg/dL.
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3.8 Andlise estatistica

Os resultados foram tabulados e analisados usando o software Microsoft
Excel 2003 (Microsoft Corporation, Seattle, WA, USA). O software utilizado para

analise estatistica foi o GraphPad Prism ® (GraphPad Software, Inc, USA) e o

SPSS do Windows 17.0.

A amostra foi calculada assumindo-se uma estimativa de diferenca entre
0s grupos de aproximadamente um terco de desvio-padrdo para um poder de
90%, considerando-se teste de hipétese bicaudal. Esta estimativa de diferenca
pode ser considerada razoavel baseado na dispersao aferida de variaveis
protrombéticas em outros estudos em portadores de IC. Sendo assim, a
amostra foi calculada em 150 pacientes no grupo chagasico e 150 pacientes no
grupo ndo chagasico. Considerouse como estatisticamente significativo um p
<0,05.

Variaveis categoéricas foram expressas como porcentagens. As
varidveis continuas de distribuicdo normal foram expressas, em médias +
desviopadrdo e as varidveis continuas de distribuicdo assimétrica, em
medianas e intervalo interquartil. As variaveis numeéricas foram classificadas em

gaussianas ou assimétricas pelo teste de Kolmorov+Smirnov D. Comparacdes

de variaveis clinicas, ecocardiograficas e laboratoriais entre os diversos grupos
foram realizados com uso do test t de Student ndo pareado para variaveis

continuas paramétricas e o teste de Mann-Whitney para variaveis nao
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parameétricas. O teste exato de Fisher foi utilizado para comparacdo entre
proporgoes.
Foi realizada avaliacdo de influéncia de co-varidveis através do teste

de andlise de co-variancia.



RESULTADOS
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4 Resultados

4.1 Caracteristicas gerais da amostra

411 Anamnese

Na Tabela 1 apresentamos os dados referentes as anamneses dos 138
pacientes chagasicos (G1) e dos 149 ndo chagéasicos (G2). A média de idade,
distribuicdo por sexo, tempo de inicio dos sintomas, prevaléncia de tabagismo e
de etilismo foram semelhantes entre os grupos. Houve tendéncia a maior
prevaléncia de fenbmenos tromboembdlicos no grupo G1 em relacdo ao G2,
porém, sem alcangar significancia estatistica. Em relacdo ao numero de
internacdes nos ultimos 2 anos, porcentual de pacientes internados, porcentual
de fibrilag&o atrial e porcentual de CF (NYHA) Il ou IV, houve predominio do G1
em relacdo ao G2. Ja& a porcentagem de pacientes com hipertenséo arterial

sistémica, diabetes mellitus e dislipidemia foi superior no G2 em relagdo ao G1.
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Tabela 1 — Caracteristicas da anamnese entre chagasicos e ndo-chagasicos

Caracteristicas G1(n=138) G2(n=149) P
Idade (anos) 52,7+115* 53,7+11,1* ns
Sexo (% homem/total) 67,4% 66,4% ns
Internados (%) 31,9% 15,4% 0,0012
Tempo de inicio dos 74,2 +68,8* 69,4 +56,6* ns
sintomas (meses)

Numero de internacdes 2,3 +4* 15+ 3* 0,0088
nos altimos 2 anos

CF NYHA Il ou IV (%) 56,5% 34,9% 0.0002
HAS (%) 34,8 % 67,8 % <0,0001
DM (%) 8,7 % 24,8 % <0,0001
DLP (%) 20,3 % 48,3 % <0,0001
FA (%) 12,3 % 1,3% <0,0001
FTE (%) 18,8 % 10,7 % 0,0656
Tabagismo atual (%) 43 % 8,7 % ns
Etilismo atual (%) 2,2 % 2,7 % ns

G1: grupo chagasico; G2: grupo nao-chagasico; CF NYHA: classe funcional da
New York Heart Association; HAS: hipertensao arterial sistémica; DM: diabetes
mellitus; DLP: dislipidemia; FA: fibrilacdo atrial;, FTE: fendmenos
tromboembodlicos; ns: p considerado néo significativo.

* Valores expressos em média + desvio-padrao.

4.1.2 Examefisico

Na Tabela 2 apresentamos os dados referentes ao exame fisico dos
pacientes da amostra. As médias da pressédo arterial sistélica e do indice de
massa corporea foram menores entre 0os chagasicos. A prevaléncia de refluxo
hepatojugular, ascite e marcapasso ou desfibrilador foi maior entre os

chagésicos.
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Tabela 2 — Caracteristicas do exame fisico nos grupos chagasico e ndo-

chagasico
Caracteristicas G1(n=138) G2(n=149) P
PA sistdlica (mmHg) 104,7 £17,6* 117,0 £ 22,2* <0,0001
RHJ (%) 58,0 % 32,9 % <0,0001
Ascite (%) 23,2% 8,0% <0,0001
IMC 23,9 + 3,6* 27,2 £5,2% <0.0001
Marcapasso/ 27,5 % 10,1 % 0,0002

Desfibrilador (%)

G1: grupo chagasico; G2: grupo nao-chagéasico; PA: pressdo arterial; RHJ:
refluxo hepatojugular; IMC: indice de massa corpérea
* Valores expressos em média + desvio-padrao.

4.1.3 Terapia medicamentosa

Na Tabela 3 apresentamos os dados referentes a terapia
medicamentosa dos pacientes incluidos em cada grupo. A frequéncia do uso
de betabloqueadores, inibidores da enzima de conversdo ou bloqueadores de
receptor da angiotensina, espironolactona e heparina profilatica foram
semelhantes entre os grupos. O uso de &cido acetil-salicilico foi maior entre
nao-chagasicos, enquanto o uso de inotropicos intravenosos (dobutamina ou

milrinore) foi mais frequente entre chagasicos.
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Tabela 3 — Caracterizacdo da terapia medicamentosa entre chagasicos e néo

chagasicos
Drogas G1(n=138) G2 (n=149) P
Betabloqueador (%) 89,1% 95,3% ns
IECA (%) 89,1% 94,6% ns
Espironolactona (%) 63,0% 58,4% ns
AAS (%) 25,4% 47,0% 0,0001
Heparina profilatica (%) 17,4% 11,4% ns
Inotropicos (%) 15,2% 6,0% 0,0123

G1: grupo chagéasico; G2: grupo ndo-chagasico; IECA: inibidor da enzima de
conversao da angiotensina; AAS: acido acetil-salicilico
NOTA: Foram considerados inotropicos intravenosos dobutamina ou milrinone.

414 Ecocardiogramabidimensional com Doppler

As principais caracteristicas ao ecocardiograma dos pacientes
chagasicos e ndo chagasicos estdo dispostas na Tabela 4. Ndo houve diferenca
guanto as dimensdes das camaras esquerdas entre os grupos. Entretanto, a

fracdo de ejecdo média foi menor no G1 do que no G2.

Tabela 4 - Caracteristicas ecocardiograficas entre chagasicos e néo-
chagasicos
Variaveis G1(n=138) G2 (n=149) P
DAE 46,916,5* 46,7+6,8* ns
DDVE 67,1+ 7,6* 68,3 + 8,5* ns
FEVE 24,6 +7,3* 27,2+7,7* 0,0052

G1: grupo chagasico; G2: grupo ndo-chagasico; DAE: diametro do atrio
esquerdo; DDVE: diametro diastolico do ventriculo esquerdo; FEVE: fracdo de
ejecdo do ventriculo esquerdo.

* Valores expressos em meédia + desvio-padrao.
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415 Analises laboratoriais

As principais determinacdes laboratoriais dos pacientes chagéasicos e
ndo chagéasicos estdo dispostas na Tabela 5. Ndo houve diferenca quanto a

média do porcentual de linfocitos entre os grupos. Os niveis de sodio sérico e

de hemoglobina foram mais baixos, na média, entre chagasicos. Ja os niveis de

peptideo natriurético do tipo B e de creatinina séricos foram mais altos no grupo

chagasico.

Tabela 5 — Caracteristicas laboratoriais nos gupos chagasico versus nao-

chagasico

Variaveis G1(n=138) G2 (n=149) P Valor de
referéncia

BNP 593 (222-1155)* 162(41-446)* <0,0001 < 100pg/mL

Creatinina 1,2(1,0-1,5)* 1,0(0,9-1,3)* 0,003 0,6-1,0mg/dL

Na 138(136-141)* 140(137-141)* 0,0238 136—145mmol/L

Hb 13,0+ 1,8t 13,6 £ 2,07 0,0147 12-18¢g/dL

Porcentual de 5, g gt 2724971 ns 20-40%

Linfécitos

G1: grupo chagasico; G2: grupo nao-chagasico; BNP: peptideo natriurético do
tipo B; Na: sodio sérico; Hb: hemoglobina

* Valores expressos em mediana e intervalo interquartil

T Valores expressos em média + desvio-padréo.
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As determinacdes de fatores proinflamatérios em ambos o0s grupos

estdo apresentadas na Tabela 6. Ndo houve diferenca nos valores da proteina

C reativa ultrassensivel entre os grupos (Figura 2), embora ambos tenham

apresentado niveis elevados deste marcador. Em ambos 0s grupos o percentil

25 foi maior que os valores de referéncia.

Tabela 6 — Marcadores proinflamatérios nos grupos chagasico versus néo-

chagasico
Marcadores Valor de
G1(n=138) G2 (n=149) P
referéncia
Mediana MIn-Max Mediana Min-Max
(1Q 25-75) (1Q25-75)
TNF-a 34,3 11,8-151 11,7 6—-92,5 <0,0001 0-8,1pg/mL
(22-50,6) (9,4-15,8)
IL-6 5 1,2 -598 2,8 2-104 0,0056 0—5,9 pg/mL
(2-12) (2-6,7)
PCR us 3,3 0,2-81 2,7 0,2- 108 ns <1,0mg/L
(1,2-10,5) (1,1-38,3)

G1: grupo chagasico; G2: grupo nao-chagasico; 1Q: intervalo interquartil; Min:
valor minimo; Max: valor maximo; TNF-a: fator de necrose tumoral alfa; IL-6:

interleucina 6; PCR us: proteina C reativa ultrassensivel.
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Figura 2 — Grafico em Box-plot dos valores obtidos na dosagem de proteina C
reativa ultrassensivel nos grupos chagéasico e ndo-chagasico. PCR:
proteina C reativa ultrassensivel p = ns.

Por outro lado, os niveis de interleucina-6 e de fator de necrose
tumoral-alfa foram significativamente mais altos no grupo chagasico do que no
nao-chagasico (Figuras 3 e 4). Especificamente entre os pacientes chagasicos,

todos apresentaram niveis de TNF-a acima dos valores de referéncia.
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Figura 3 — Gréfico em Box-plot dos valores obtidos na dosagem de fator de
necrose tumoral - alfa nos grupos chagasico e nao-chagéasico. TNF

a: fator de necrose tumoral — alfa; p < 0,0001.
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Figura 4 — Grafico em Box-plot dos valores obtidos na dosagem de interleucina
6 nos grupos chagéasico e ndo-chagasico. IL 6: interleucina 6; p =
0,0056.

4.3 Caracteristicas de marcadores protrombéticos

As determinacdes de fatores protrombéticos em ambos o0s grupos
estdo apresentadas na tabela 7. N&o houve diferenca nos niveis de complexo
trombina -antitrombina ou de fator tecidual entre os grupos. Os niveis de

fibrinogénio foram maiores entre os ndo-chagasicos (Figura 5).
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Tabela 7 - Marcadores protromboticos nos grupos chagasico versus nao-

chagasico
Marcadores G1(n=138) G2 (n=149) P Valor de
referéncia
Mediana  MIn-Max Mediana Min-Max
(1Q25-75) (1Q25-75)
Fibrinogénio 317 184 - 587 340 187 - 589 0,0424  220-496
(275 - 381) (307 - 386) mg/dL
Dimero-D 270 40 - 4320 190 10 - 1620  <0,000 0-250
(220 - 412) (80 - 305) L ng/mL
P-selectina 42 6 -1400 36 10-597  0,0262 90-290
(30 - 78) (22 - 60) ng/mL
FvW 172 34 - 588 132 50-392  <0,000 50-160%
(135 - 246) (101 - 195) 1
TAT 4,0 1,6-300,0 4,0 1,6-80,0 ns 1-4,1ug/l
(2,9-6,5) (3,0-6,5)
FT 120 20 - 1500 120 40 - 1640 ns 12 - 140
(100 - 162) (100 - 184) pg/mL

G1: grupo chagasico; G2: grupo nao-chagasico; 1Q: intervalo interquartil; Min:
valor minimo; Max: valor maximo; FVW: fator de von Willebrand; TAT: complexo
trombina-antitrombina; FT: fator tecidual
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Figura 5 — Gréafico em Box-plot dos valores obtidos na dosagem de fibrinogénio
nos grupos chagasico e ndo-chagasico; p = 0,0424

Os niveis de dimero-D (Figura 6), P-selectina soluvel (Figura 7) e fator

de von Willebrand (Figura 8) foram significativamente maiores nos chagasicos.
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Figura 6 — Grafico em Box-plot dos valores obtidos na dosagem de dimero-D
nos grupos chagésico e ndo-chagasico; p <0,0001



46

P-SELECTINA
200
1504
|
£ 1004
(@)]
c
504
0 - '
5
F &
& o

)

&

Figura 7 — Grafico em Box-plot dos valores obtidos na dosagem de P-selectina
solavel nos grupos chagéasico e ndo-chagasico; p = 0,0262
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Figura 8 — Gréafico em Box-plot dos valores obtidos na dosagem de fator de von
Willebrand nos grupos chagasico e ndo-chagasico; p < 0,0001.

4.4 Outras variaveis de hemostasia

Analisando-se outras variaveis de hemostasia (Tabela 8), observou-se

menor nimero de plaquetas e menor atividade protrombinica, bem como maior

tempo de tromboplastina parcial ativada entre os chagasicos.
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Tabela 8 — Contagem de plaquetas, tempo de tromboplastina parcial ativada e
atividade de protrombina nos grupos chagasico e ndo-chagasico

Variaveis G1(n=138) G2 (n=149) P Valor de
referéncia

Contagem de 205,2+63,9* 222,1+69,3* 0,0353 150 - 450mil/mm?
Plaquetas

TTPA 32,1 +5,6* 29,5+ 5,6* <0,0001 25-34s
AP 75,7+18,0* 88,8+17,7* <0,0001 70-100%

G1: grupo chagasico; G2: grupo nao-chagasico; TTPA: tempo de
tromboplastina parcial ativada; AP: atividade protrombinica
* Valores expressos em media + desvio-padrao.

No que se refere aos parametros do tromboelastograma, observou-se
maior tempo de coagulacdo entre os ndo-chagéasicos. A amplitude méxima, o
parAmetro G e a geracdo total de trombina foram maiores no grupo nao-

chagésico, embora ambos os grupos estivessem com o percentil 75 dentro dos

valores de referéncia.
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Tabela 9 — Variaveis do tromboelastograma nos grupos chagéasico e néo-

chagasico
Parametros G1(n=138) G2 (n=149) P Valor de
referéncia
Mediana MIn-Max Mediana Min-Max
(1Q25-75) (1Q25-75)
Tempo R 5,2 5,7
(45-6.2) 1,8-105 (4,8-65) 02-88 0,0458 2-8 minutos
Angulo alfa 63,2 64,6
(57,3-67,2) 36,5- 79,5 (56,6 - 68,5) 31,6-758 ns 55-78°
MA 60,8 62,30
(55,5 - 64,5) 45,6 - 94,1 (58,5 - 65,6) 443 - 80,1 0,0044 51-69 mm
G 7.8 8,30
(6,3-91) 4,2-161 (7,0-95) 4,0-20,1 0,0022 4,6-10,9K
Cl 0,2 0,4
(-1,1-1,5) -5,1-54 (0,7-1,6) -58-55 ns -3-3
LY 30 1,1 0,8
(0,4-21) 0-16,0 0,1-21) 0-13,0 ns 0-8%
MRTG 124 12,8
(9,8-15,1) 3,9-30,2 (10,4 - 15,2) 6,4 — 26,2 ns 5-17 mm/min
TMRTG 6,5 6,8
(5,6-77) 2,7-119 (5,9-79 2,7-115 ns 6 — 12 minutos
TG 736,1 752,9

(672,1-778,7) 545,2-920,8  (711,4-794,7) 546,9 — 1100 0,0010 584-796 mm/min

G1: grupo chagasico; G2: grupo ndo-chagasico; 1Q: intervalo interquartil; Min:
valor minimo; Max: valor maximo; Tempo R: tempo de coagulacdo; MA:
amplitude méaxima; G: parametro G; Cl: indice de coagulacdo; Ly30: lise do
coagulo apds 30 minutos; MRTG: taxa maxima de geracdo de trombina;
TMRTG: tempo para taxa maxima de geracado de trombina;TG geracao total de

trombina.
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45 Analise de co-variancia

Uma vez detectadas diferencas entre os grupos chagasico e néao-
chagésico no que concerne as variaveis das caracteristicas gerais da amostra,
realizamos analise de co-variancia para avaliar possivel influéncia destas

variaveis nos resultados dos fatores protromboticos e proinflamatérios. As co-
variaveis estudadas para cada marcador foram: porcentual de pacientes
internados, CF (NYHA), PA sistdlica, IMC, FEVE, creatinina sérica, sédio sérico,
BNP, presenca de marcapasso ou desfibrilador, hipertensdo arterial sistémica,

diabetes mellitus, dilsipidemia, fibrilagéo atrial e uso de acido acetil-salicilico.

451 Andlise de co-variancia de marcadores proinflamatérios

Em relagdo ao TNF — alfa, o BNP foi a Unica variavel analisada que
também influenciou os seus niveis embora a etiologia chagasica tenha mantido
sua influéncia sobre este marcador proinflamatorio.

Analisando o IL-6, as mesmas variaveis foram estudadas, sendo que
0S niveis séricos desta citocina proinflamatéria foram influenciados pela CF
(NYHA), pelo BNP, pelo porcentual de pacientes internados e pelos niveis de
hemoglobina. A etiologia chagésica ndo influenciou os niveis de IL-6 a luz desta

analise.
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45.2 Anédlise de co-variancia de marcadores protromboticos

A diferenca detectada na dosagem do fibrinogénio foi influenciada pelo
porcentual de internados, CF, PAS e sodio sérico, mantendo-se a influéncia da
etiologia chagasica.

As diferencas nos niveis de dimero-D foram influenciados pela
CF(NYHA), BNP, porcentual de internados, nivel de sodio sérico, atividade
protrombinica e presenca de fibrilacdo atrial mantendo-se, porém, a
predominancia da influéncia da etiologia chagasica na diferenca entre os
grupos.

Analisando-se a p-selectina plasmatica verificouse que a etiologia
chagéasica foi o fator que mais influenciou seus resultados, de forma
independente de quaisquer outras variaveis analisadas, embora o uso de
aspirina também tenha contribuido, em menor escala, para o0 menor valor desta
variavel no grupo nao-chagasico.

Em relacdo ao fator de von Willebrand, notouse que a variavel que
mais influenciou os seus niveis foi o BNP. Neste contexto, a etiologia chagasica
perdeu sua influéncia na elevacdo dos niveis séricos deste marcador

protrombotico, quando analisado em conjunto com o BNP.

As variaveis que influenciaram a diferenca de resultados do TTPA
entre os grupos foram: BNP, sddio sérico, creatinina, fracdo de ejecdo do
ventriculo esquerdo, indice de massa corpOrea, pressdo arterial sistdlica,

porcentual de internados, mantendo-se a influéncia da etiologia chagéasica. A
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atividade de protrombina foi influenciada pelas mesmas variaveis que
influenciaram o TTPA, acrescido da presenca de fibrilacdo atrial.

Estudando as varidveis do tromboelastograma, o parametro G e a
geragdo de trombina (TG) sofreram influéncia dos niveis de hemoglobina, do

porcentual de pacientes internados e da etiologia chagasica.



DISCUSSAO
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5 Discussao

O presente estudo teve por objetivo estudar os fatores proinflamatérios
e protrombdticos na cardiomiopatia chagasica em comparacdo com outras
etiologias de IC. Este foi o primeiro estudo a contemplar marcadores
protromboticos em portadores de cardiomiopatia chagasica com disfuncao
sistdlica. Os seus resultados apontaram para aumento da atividade inflamatoéria
em ambos os grupos em todos os marcadores estudados. Observou-se, no
entanto, maior atividade inflamatéria entre chagéasicos, medida pelo TNF- alfa e
pela interleucina 6. A dosagem de PCR nao detectou diferenca entre os grupos,
possivelmente por sua variabilidade intrinseca.*® Em relacdo aos marcadores
protrombaticos, os niveis de dimero-D, P-selectina e de fator de von Willebrand
foram mais altos entre chagasicos do que entre os ndo chagasicos.

Selecionou-se pacientes mais graves entre chagasicos do que entre
nao-chagasicos, a julgar pela diferenca entre diversos fatores progndosticos ja
bem estabelecidos. A maior prevaléncia de hipertenséo, diabetes mellitus e
dislipidemia entre ndo chagasicos era esperada, mas ndo tem 0 mesmo peso

em termos de fatores de risco do que variaveis como classe funcional,
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porcentual de pacientes internados, presenca de refluxo hepatojugular, ascite e
BNP, por exemplo.

Outro aspecto relevante em relacdo as caracteristicas de base diz
respeito a agressividade do tratamento farmacol6gico em ambos os grupos,

mesmo entre 0s pacientes internados. A frequéncia do wuso de

betabloqueadores, inibidores da enzima de conversdo da angiotensina e de
espironolactona foi maior do que na maioria dos estudos clinicos com IC
publicados na literatura. A maior frequéncia de uso de AAS entre néo
chagasicos provavelmente foi influenciada pela presenca de cardiomiopatia
iIsquémica.

E conhecido que hipercoagulabilidade e inflamacdo sdo preditores
independentes de desfechos clinicos em pacientes com IC descompensada,
num modelo ajustado para outras varidveis conhecidas de risco. Na nossa
casuistica, incluimos tanto pacientes em nivel ambulatorial como
descompensados, internados em enfermarias ou em unidades de terapia
intensiva. Uma vez que foi observado maior porcentual de pacientes internados
entre os chagasicos, utilizamos analise de co-varidncia para ajuste das
diferencas dos fatores protrombdéticos e proinflamatoérios entre os grupos.

Na andlise de co-variancia, embora os niveis de BNP também tenham
contribuido para a diferenca entre os niveis de TNF-alfa entre os dois grupos, a
influéncia da etiologia chagasica foi o fator predominante nesta diferenca.
Assim, demonstra-se maior atividade proinflamatéria na CMC, em relacdo a

outras etiologias. Este dado corrobora os achados de um outro estudo realizado
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no nosso meio” Embora os niveis de IL 6 tenham sido maiores entre os
chagasicos, esta diferenca se deu, principalmente, pela influéncia de aitras
variaveis de base relacionadas a gravidade, mais do que pela prépria etiologia
chagasica.

Diversos estudos tem demonstrado aumento de niveis de marcadores
proinflamatérios na 1C?%2232%31 Existe um grande nGmero de evidéncias
experimentais demonstrando que o TNF-alfa e a IL 6 tem sido associados a
efeitos inotrépicos negativos e com remodelamento ventricular.* Neste
contexto, a maior elevacdo dos niveis de TNF-alfa entre chagasicos no nosso
estudo, pode implicar em pior prognéstico. Por outro lado, os niveis de IL 6
estiveram mais relacionados com fatores de gravidade de base do que com a
propria etiologia chagéasica. Este dado estd em consonancia com outros
estudos que sugerem que, na IC, a IL 6 ndo se expressa antes da evolugéo
para estagios mais avancados de disfuncéo ventricular, ao contrario dos niveis
de TNF-alfa.*? Assim, depreende-se que a sintese de IL 6 no miocardio ndo é
uma causa inicial de cardiomiopatia, mas sim um mediador de progressao de
doenca. Ainda, os niveis de IL 6 plasmaticos estiveram associados a piora da
classe funcional, ao contrario dos niveis de TNF-alfa.** Na nossa casuistica, 0s
niveis de IL 6 foram influenciados pela CF, porcentual de pacientes internados,
pelo BNP e pela hemoglobina.

Os niveis de PCR ultrassensivel ndo foram diferentes entre os grupos,
embora estivesse alto em ambos. O valor clinico dos niveis de PCR

ultrassensivel em portadores de IC ainda ndo esté estabelecido. O PCR é uma
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das principais proteinas de fase aguda. Foi demonstrado ser um fator
independente de mortalidade cardiovascular na IC, principalmente nos
pacientes de com IC de etiologia isquémica**. Embora ja tenha sido encontrada
correlacdo de seus niveis com prognéstico na IC aguda“®, o seu valor como

preditor independente de prognéstico em pacientes com IC cronica é
controverso. Alguns autores sugerem, em pequenas amostras, que o PCR
ultrassensivel pode ajudar a estratificar o risco destes pacientes5, embora
outros achados n&o tenham confirmado esta afirmacéo.3*

Inflamacao tem sido associada & ativacio da coagulacdo na IC? e esta
interacdo pode ter um papel importante tanto na fisiopatologia da IC quanto em
implicacbes progndsticas, principalmente na incidéncia de fendmenos
tromboembdlicos. Especificamente na doenca de Chagas, estes fenbmenos
parecem figurar entre as principais complicacdes clinicas''*’. No presente
estudo, observamos que os niveis de dimero-D, P-selectina e de fator de von
Willebrand foram mais altos entre os chagasicos.

Os niveis de dimero-D encontravam-se elevados entre chagasicos na
maioria dos pacientes, enquanto estiveram dentro dos valores de referéncia na
maioria dos ndo chagasicos. Na literatura, foi demonstrada correlacdo entre

niveis elevados de dimero-D em pacientes com IC e morte cardiovascular.3**

Embora diversos fatores relacionados a gravidade dos pacientes (incluindo a
fibrilacdo atrial) também tenham influenciado a diferenca nos niveis de dimero-
D entre os grupos, a etiologia chagasica persistiu como principal responsavel

por esta diferenca. Este € o primeiro estudo a demonstrar que os niveis de
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dimero-D estdo marcadamente elevados em portadores de CMC em
comparagdo com IC de outras etiologias, sugerindo um estado protrombaético
adicional em pacientes com IC por esta etiologia em comparagcdo com outras.
Estudos prévios haviam comparado os niveis deste marcador em portadores de

doenca de Chagas em estagios precoces da doenca e controles sadios,

mostrando que tais alteracdes ja ocorrem nas fases iniciais da doenca.®? A
nossa contribuicdo demonstra que esta alteragdo persiste mesmo em fases
avancadas da CMC.

P-selectina € um membro da familia selectina de moléculas de adeséo
celular as quais estdo envolvidas na adesdo dos leucécitos as células
endoteliais, plaquetas-leucécitos, plaquetas-vénulas e entre plaquetas. E
estocada nos granulos alfa das plaquetas e nos corpos de Weibel-Palade nas
células endoteliais. Esta é transportada rapidamente para a superficie celular
dentro de minutos sob uma variedade de mediadores, incluindo trombina,
histamina e citocinas. Nao estd claro se a P-selectina € um fator causal na
formacdo / progressdo de aterosclerose ou simplesmente um marcador de
ativacdo plaquetaria e dano endotelial. O seu nivel pode estar aumentado em
pacientes com diabetes, doenca cardiaca isquémica, tabagismo e na IC,

sugerindo uma ativacéo plaquetaria persistente.*® No presente estudo,os niveis

de P-selectina soluvel, apesar de estarem significativamente maiores entre
chagasicos, mantiveram-se, na maioria dos pacientes, muito abaixo dos valores
de referéncia em ambos os grupos. Assim, comparamos estas determinacdes

com as de um grupo controle de 28 individuos saudaveis doadores de sangue
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do nosso meio (dados ndo publicados). Os niveis de P-selectina nesta
populacao foi significativamente mais baixo que os valores de referéncia do kit
de P-selectina utilizado (mediana 46,5ng/mL com intervalo interquartil de 38,7 a
87,0ng/mL). Mesmo assumindo-se estes valores como de referéncia, 0os niveis

de P-selectina soluvel, em ambos os grupos, mantiveram-se, na maioria dos

pacientes, centro de valores considerados normais. Estes dados ndo foram
concordantes com pequeno estudo que havia sugerido elevacdo persistente
dos niveis deste marcador em pacientes com IC, sugerindo ativacdo plaquetaria
persistente em comparacdo com controles sadios.?* Parte desta discordancia
pode ser explicada pelo manejo farmacolégico dos pacientes, uma vez que esta
demonstrado em estudos experimentais que o tratamento da IC com inibidores
da ECA e inibidores da aldosterona implicam em reducéo da expressao da P-
selectina superficie plaquetaria.*® Além disso, existe evidéncia em humanos de
gue o tratamento com inibidores da ECA reduzem os niveis de Rselectina
solivel na 1C.>° O uso de inibidores da ECA foi de 31,8% naquele estudo,
enquanto na nossa casuistica foi de 89,1% entre chagasicos e 94,6% nos nao-
chagasicos. A respeito do uso de inibidores da aldosterona, como aquele
estudo data de 1999, ainda ndo estava estabelecido o uso de espironolactona

para pacientes com IC, portanto nenhum dos pacientes incluidos estava sob

este tratamento ao passo gue, ha nossa amostra, 63,0% dos chagasicos e
58,4% dos nado-chagasicos usavam este farmaco. Outra classe de farmacos
gue podem influenciar a ativacao plaquetaria séo os inibidores da HMG CoA-

redutase, que ndo foram analisados no presente estudo.>® No entanto, a julgar
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pela prevaléncia de dislipidemia entre ndo-chagasicos (48%), o uso desta
classe farmacoldgica deve estar elevado neste subgrupo, o que pode ter
contribuido inclusive para a diferenca entre os niveis de P-selectina entre os
grupos. Outra variavel que influenciou a diferenca entre os grupos foi o uso de

AAS, na analise de co-variancia.

O fator de von Willebrand é uma proteina plasméatica presente na
circulagédo ligada, através de uma ligacdo n&o covalente, ao fator VII. E
sintetizada e armazenada nas células endoteliais, porém 15-20% ¢€ sintetizada
nos megacariocitos e armazenada nas plaquetas circulantes. O FYW pode ser
um marcador de leséo / disfuncdo endotelial, podendo estar aumentado na IC.
Neste estudo, os niveis de FVW estdo aumentados nos chagéasicos, em
comparacdo aos ndo-chagdsicos. Esta diferenca foi mais influenciada pelos
niveis de BNP do que pela propria etiologia chagasica, denotando-se sua
importancia em relacdo a gravidade da IC. Outro estudo demonstrou boa
correlacao entre niveis de FVYW e de NT-proBNP em portadores de IC sistdlica
ndo-chagésica.®> A mediana do FVW entre chagasicos estava acima dos
valores de referéncia, enquanto entre os ndo-chagasicos estava dentro destes
valores. Estes niveis poderiam tr sido mais elevados caso os pacientes néo
estivessem em uso de inibidores da ECA, ja que estes reduzem o0s niveis de
FVW no plasma®® Esta € a primeira casuistica acerca da relagio entre CMC e
sua relagdo com o FVW.

O fibrinogénio é uma proteina plasméatica precursora da fibrina. A

trombina cliva o fibrinogénio dando origem aos mondémeros de fibrina, que se
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agregam para formar polimeros de fibrina insoltveis. O fibrinogénio também é
uma proteina de fase aguda, cuja concentracdo estd aumentada em resposta a
muitos diferentes estimulos fisiol6gicos, como estados inflamatdrios, infeccéo,
trauma e tabagismo. Alto nivel de fibrinogénio no plasma tem sido associado a

estados protrombdéticos. Também tem sido correlacionado positivamente com o

desenvolvimento de doenca cardiaca isquémica, AVC e mortalidade®. Na
nossa casuistica, os niveis de fibrinogénio foram superiores no grupo nao-
chagasico, porém a maior parte das suas determinacbes encontrava-se dentro
dos valores de referéncia em ambos os grupos. Este fato também pode ter
sofrido influéncia do tratamento farmacoldgico, uma vez que o tratamento com
inibidores de ECA % de aldosterona® reduzem os niveis de fibrinogénio. Na
analise de co-variancia, outros fatores de gravidade influenciaram a diferenca
entre 0s grupos, mantendo-se, porém, a influéncia da etiologia chagasica. Esta
influéncia pode se dever a maior prevaléncia de sintomas e sinais de IC a
direita entre chagasicos (RHJ, ascite) que pode estar relacionada com piora da
funcdo hepética e, consequentemente mm reducdo adicional dos niveis de
fibrinogénio. Um dado que fala a favor desta inter-relacdo foi o nivel
comparativamente menor de atividade protrombinica entre chagasicos.

A transformagdo da protrombina em trombina ativa representa um
episodio central na cascata de coagulacdo. E inibida pela antitrombina Ill,
formando um complexo inativo que pode ser avaliado quantitativamente.
Espera-se que 0s niveis deste complexo estejam aumentados em processos

tromboticos em atividade, na coagulacéo vascular disseminada e em pacientes
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sob alto risco trombose.*®, embora sua utilidade clinica seja questionavel. Um
estudo sugeriu que seus niveis pudessem estar progressivamente elevados na
IC de acordo com a CF3! Entretanto, estes pacientes recebiam inibidores da
ECA em apenas 56,5% e inibidores da aldosterona em 24,7% dos pacientes.

Mais uma vez, o tratamento farmacolégico mais intensivo na nossa casuistica

pode ter reduzido os niveis deste complexo, a exemplo do que ocorreu em
pacientes hipertensos.>®

O fator tecidual guarda boa correlacdo com niveis de IL 6 em modelos
experimentais. Um estudo em pacientes com IC aguda mostrou que o FT pode
ser preditor de pior progndstico e seus niveis estdo elevados em comparacao
com pacientes com IC crénica ou com controles sadios.* Em nossa casuistica,
em que a maioria dos pacientes encontrava-se em nivel ambulatorial sob
tratamento farmacoldgico intensivo, os niveis de fator tecidual estavam dentro
dos limites da normalidade na maioria dos pacientes de ambos os grupos.

As variaveis estudadas através do tromboelastograma mostraram
niveis mais elevados de MA, parametro G e de TG entre 0s ndo-chagasicos,
embora mais de 75% dos pacientes de ambos 0s grupos estivesse com todos
0s parametros dentro dos limites de referéncia limitando, sobremaneira, a

relevancia clinica desta diferenca. Vale ressaltar que a utilidade da

tromboelastografia como marcador protromboético em pacientes com IC que ndo
foram ou serdo submetidos a cirurgia ndo esta estabelecida. Estudo mostrou
que o estado de hipercoagulabilidade pds-operatéria determinado pela

tromboelastometria estd associado a complicacdes trombadticas pds-operatorias,
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incluindo o infarto do miocardio. Outro estudo demonstrou que este método
pode ser til na predicdo de tromboembolismo venoso pds-operatério®>>*. Este
€ 0 primeiro estudo a contemplar este método como potencial marcador
protromboético em pacientes com IC numa situagdo nao-relacionada a cirurgia.

Embora neste estudo n&o tenha a capacidade de estabelecer relagdes

causais, detectamos aumento significativo na atividade inflamatéria medida
principalmente pelo TNF — alfa entre chagéasicos em comparacdo com nao-
chagasicos. Da mesma forma, observamos maiores niveis de marcadores
protrombdticos, principalmente do dimero-D entre chagasicos. Esta elevacao
adicional de marcadores protrombéticos entre os chagasicos pode ser
interpretada como efeito do estado inflamatério adicional detectado nesta
etiologia ou refletir um estado de hipercoagulabilidade independente que, per
se, pode aumentar o risco de trombogenicidade em pacientes com CMC, em
relacdo aos pacientes com IC de outras etiologias. Se a ativacéo inflamatoria e
protrombética sdo meramente marcadores de gravidade na IC ou se
desempenham algum papel deletério na sua fisiopatologia ainda ndo esté claro.

Reconhecemos as limitagbes deste estudo, principalmente no
concernente ao seu delineamento, por tratar-se de um estudo de corte
transversal. Isto impede, além do estabelecimento de relagBes causais,
extracdo de dados acerca do prognostico destes pacientes. No momento, esta
em andamento um estudo de coorte a partir destes dados iniciais, com o intuito
de complementar estas informagbes e definir o potencial papel destes

marcadores como estratificadores de risco nestes pacientes. Neste contexto,
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caso estas variaveis confirmem-se como marcadores progndésticos podemos
estar diante de um substrato para novas investigagfes visando intervencdes

terapéuticas tanto em IC de etiologia chagasica quanto ndo-chagasica.



CONCLUSOES



64

6 Conclusoes

A atividade proinflamatéria esteve aumentada nos pacientes com IC
chagasica e ndao-chagasica. A inflamacdo medida pelo TNF-alfa foi
independentemente maior entre chagéasicos.

Observou-se maior estado protrombético entre chagasicos medido pelo

dimero-D, independentemente de outros fatores de gravidade.
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Anexo 1

HOSPITAL DAS CLINICAS

DA
FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(Instrugdes para preenchimento no verso)

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

1. NOME DO PACIENTE OO OO O TP
DOCUMENTO DE IDENTIDADE N°: ....cooouiiuiiicineisieeiens SEX0: M? EF?

DATA NASCIMENTO: ........ T

ENDEREGO e N°
........................... APTO: i

BAIRRO: ..ottt CIDADE.......ccccceeviiiiiinnnn.

CEP:oo TELEFONE: DDD (............ ) PSRRI

2.RESPONSAVEL LEGAL
NATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador etc.)
DOCUMENTO DE IDENTIDADE :......cccvvieieiiiiiiiiieaeeene SEXO: M? f¢?

DATA NASCIMENTO.: ......Lo.cccooe....

ENDEREGO: ..ot N APTO: e
BAIRRO: .....ooooiiiiiieisseieeissees s CIDADE: ...
CEP: oo TELEFONE:DDD=(............ et

Il -DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTIFICA

1. TIiTULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA

Estudo de fatores protrombdticos e pré-inflamatérios na cardiomiopatia chagasica avangada.

PESQUISADOR: Dra. Leila Maria Magalh&es Pessoa de Melo

CARGO/FUNGAOQ: .Pés-Graduanda .. INSCRICAO CONSELHO REGIONAL N° 95885
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UNIDADE DO HCFMUSP: UNIDADE DE INSUFICIENCIA CARDIACA E TRANSPLANTE
3. AVALIAGAO DO RISCO DA PESQUISA:

SEMRISCO  ? RISCO MiNIMO X RISCO MEDIO 7

RISCOBAIXO 7 RISCOMAIOR 7

(probabilidade de que o individuo sofra algum dano como consequéncia imediata ou tardia do estudo)

4.DURAGCAO DA PESQUISA : 1 ANO

Vocé esta recebendo este documento para ter informacdes sobre um estudo que esta
sendo realizado no nosso servico em pacientes que tém a sua doenca — a Insuficiéncia
Cardiaca (coragdo fraco). Pacientes com esta doenca podem ter um risco maior de ter
problemas como trombose (formagdo de coagulo dentro do coracdo ou dos vasos). Podem,
também, ter um estado de inflamacao do corpo que, muitas vezes, ndo da pra saber sem fazer
exames de sangue. Existem exames que podem ajudar o médico a saber se o paciente esta
com altera¢des da coagulacdo sanguinea ou de inflamacgéo do corpo. Além disso, estes exames
podem, no futuro, ser Uteis em tentar identificar os pacientes com maior risco de sofrer algum
problema de trombose, ou mesmo quem tem maior chance de viver mais tempo.

Assim, desenvolvemos este estudo para tentar estudar estes fatores de coagulagéo e
de inflamagdo dosados no sangue de pacientes com insuficiéncia cardiaca, em especial em
pacientes que tém doenca de Chagas. Esta doencga parece ter um risco ainda maior do que os
outros tipos de insuficiéncia cardiaca. Para termos maiores informacdes, precisamos estudar o
sangue de pacientes com insuficiéncia cardiaca por doenca de Chagas, pacientes com
insuficiéncia cardiaca sem doenca de Chagas e pessoas sem problemas de insuficiéncia
cardiaca, para compararmos os resultados.

Se vocé aceitar =r incluido neste estudo, sera feita avaliagdo clinica (histéria da
doenca e exame fisico) e precisara fazer alguns exames a mais. O principal deles é feito no
sangue, através de colheita igual aquela que vocé faz quando colhe os exames de sangue de
rotina no ambulatério ou internado. Além disso, se vocé néo tiver realizado chapa do peito,
eletrocardiograma, ecocardiograma (ultrassom do coracao) ou Holter de 24h (eletrocardiograma
gravado durante o dia todo) nos ultimos seis meses, vocé fara estes exames também, quando
for incluido no estudo. Lembro que vocé néo vai ter qualquer risco a mais por participar deste
estudo, j& que os exames que vocé fara sdo parecidos com aqueles que vocé ja faz
normalmente no ambulatério ou internado e ndo vao interferir em nada do seu tratamento atual.
Abaixo, seguem alguma explicacdes dos exames que vocé podera ter de fazer.

v Holter de 24h: E uma gravacdo de eletrocardiograma durante um dia inteiro.
Vocé receberd um diario para anotar qualquer coisa que sinta durante o dia.
Depois, faremos uma andlise de como o ritmo e a freqiiéncia do seu coracao se
comportaram no periodo gravado. E importante que vocé faca suas atividades
normalmente. Vao ser colocados eletrodos (pecas de metal) grudados na pele
do peito, ap6s depilacdo local (se houver necessidade). Pode haver alergia no
local da depilagdo ou coceira no local. Sera realizado antes da operagéo, cerca
de 1 més no pos-operatério e mais ou menos 6 meses apos a operacao.

v" Ecocardiograma - Mais um exame feito de rotina no nosso ambul atério para
todos os pacientes com insuficiéncia cardiaca, para avaliar a forca do coragéo,
as valvulas entre outras informagdes. E feito com um aparelho de ultrassom
com um gel. Sera realizado antes da operagdo, cerca de 1 més no pos-
operatério e mais ou menos 6 meses apés a operagao.

O seu nome, suas informagfes pessoais ou qualquer informacéo do seu estado de
salde ndo serao divulgados sem a sua autorizacéo de forma alguma.
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Vocé ndo vai gastar mais dinheiro por participar da pesquisa, assim como vocé ndo
receberd dinheiro algum por participar dela. N&o esté prevista indenizag&o por eventuais danos
a salide que ocorram por causa da pesquisa.

Seu desejo em participar sera voluntario e pode ser retirado a qualquer momento do
estudo sem qualquer penalidade ou prejuizo do tratamento comum do ambulatério.

Assinando este consentimento, vocé nos da autorizacdo para realizar qualquer outro
procedimento ou tratamento, incluindo transfusdo de sangue, em situagcoes
imprevistas que possam ocorrer e/ou precisem de cuidados diferentes dagueles
inicialmente propostos.

A nossainstituicdo tem plenas condigdes de tratar eventuais complicagdes ou
imprevistos que acontecam com vocé durante este estudo. Caso isto aconteca, Vocé
sera tratado com prioridade de atencdo por mim. No entanto,

Estou inteiramente a disposi¢édo paratirar qualquer divida que apareca antes durante
ou depois deste estudo, sobre seus riscos, possiveis beneficios, exames ou
procedi mentos rel acionados a pesquisa ou sobre as informagdes deste documento.

V. INFORMACOES DE NOMES, ENDERECOS E TELEFONES DOS
RESPONSAVEIS PELO ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA, PARA
CONTATO EM CASO DE INTERCORRENCIAS CLINICAS E REACOES
ADVERSAS.

DR Leila Maria Magalhaes Pessoa de Melo

RG: 4170913 SSP -PE CPF: 019.013.314-74

UNIDADE DE INSUFICIENCIA CARDIACA E TRANSPLANTE

INSTITUTO DO CORACAO 5° ANDAR/ BLOCO |

Av. Dr. Enéas de Carvalho Aguiar, N° 44, Cerqueira César, Sdo Paulo-SP. CEP: 05403-000
TELEFONE 11 3069-5307 / FAX: 11 3069-5502

CELULAR 1185798142 TELEFONE RESIDENCIAL: 11 3062 8670

VIl - CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO

Declaro que, apds convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter entendido
0 que me foi explicado, consinto em participar do presente Protocolo de Pesquisa

Sao Paulo, de de 200

assinatura do sujeito da pesquisa ou responsavel legal assinatura do pesquisador
(carimbo ou nome Legivel)
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ANEXO 2

Etiqueta 0 Instituto do Corac&o do HCFMUSP

RG INCOR
N | T T T-T 1 || &HOSPITAL AUXILIAR - COTOXO

Protocolo Trombose e IC - Critérios de Inclusao:

o ( )Controle Sadios:
( )ECO normal
( )Sorologia negativa para Chagas

o0 ( )IC Chagasica
( )FEVE = 40% (ECO-Simpson), nos ultimos 12
meses.
( )Sorologias (2) positivas para Chagas por pelo
menos 2 métodos diferentes.
( )Tempo de inicio dos sintomas > 3 meses.

o ( )IC ndo-Chagasica
( ) FEVE = 40% (ECO-Simpson), nos ultimos 12
meses.
() Sorologias (2) negativas para Chagas por pelo
menos 2 métodos diferentes.
( )Tempo de inicio dos sintomas > 3 meses.

Protocolo Trombose e IC - Critérios de exclusdo

( )Prétese valvar mecéanica

( )Neoplasia diagnosticada

( )Terapia estrogénica atual

( )Infeccao fora de controle

( )Circulacdo extracorpOrea nos ultimos 2 meses

( )Presenca de hipotireoidismo ou hipertireoidismo clinicos néo
tratados

( )Gravidez suspeita

( )Puerpério

( )Insuficiéncia Hepética ou outra coagulopatia clinicamente
relevante

() Histéria clinica de trombofilia




( )Cardiomiopatia congénita

( )Concomitancia de cardiomiopatia chagasica cronica e isquémica
() Insuficiéncia renal crénica dialitica

( )Anticoagulacao plena

Resp. Dra. Leila Pessoa de Melo. Cel: 8579 8142
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ANEXO 2
Etiqueta Trombose e IC
RG INCOR
TT T T T T 7171 1-T1|12consulta
DATA DA INCLUSAO NO ESTUDO : / /

Responsavel: Dra. Leila Pessoa de Melo / Tel: 11- 8579-8142

1. Identificagéo:

NOME:

TELEFONE:

ENDERECO:

DATA DE NASCIMENTO: / /

IDADE: anos Tempo de internacao:

SEXO: 81. M 82. F
2.Parametros Clinicos:

ETIOLOGIA:

| 1.Chagas | 2.HAS | 3.Isquémica | 4.Periparto | 5.Alcodlica | 6.Idiopética | 7.Valvar | 8. Outros

TEMPO DE INICIO DOS SINTOMAS EM MESES: meses

INTERNACOES PREVIAS (Gtimos 2 anos)?

0 1.SIM NUumero: d0.NAO
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HAS 1.Sim | 0.Néao

DM 1.Sim | 0.Nao

DLP 1.Sim | 0.Nao

Tireoidopatia | 1.Sim | 0.Nao

DPOC lleve | 0.N&o | 2.moderado 3.grave

FA 1.Sim | 0.Néao

TEP/TVP 1.Sim | 0.Nao

Trombo 1.Sim | 0.Né&o

intra-

cavitario

AVC/AIT 1.Sim | 0.Nao

prévios

Embolia 1.Sim | 0.Néo

periférica

I. renal 1.Sim | 0.Né&o

cronica

Tabagismo 1.Sim | 0.Nao anos anos
macos/dia (tempo) (tempo de abstencao)

Etilismo 1.Sim | 0.Né&o anos anos
gramas/sem (tempo) (tempo de abstencao)

Medicamentos

Medicamentos Dose

Beta-Bloqueador 0.Ndo 1l.maxima 2.intermediaria

IECA/ BRAL 0.Ndo 1l.maxima 2.intermediaria

Espironolactona 0.Nao 1.Sim

Digital 0.Ndo 1.Sim

AAS 0.Ndo 1.Sim

Clopidogrel 0.Ndo 1.Sim

Diuretico de alga 0.Nado 1.Sim




3.Exame fisico:

(I | I || I\ Edema MMlIs 0.N&o 1.discr. 2.Mod.
3.Acent.
bpm Peso Kg

mmHg Altura metros

mmHg IMC
1.Sim 0.N&o Hepatom. RCD | cm
1.Sim 0.Nao Ascite 1.Sim  0.Né&o
1.Sim 0.N&o

4. ELETROCARDIOGRAMA:

Ritmo: 1. Sinusa 2.FA 3.outro
BRE 0.Ndo 1.Sim

BRD 0.Nado 1.Sim

SVE O0.Ndo 1.Sim

QTc

ESV 0.Ndo 1.Sim

FC

5. ECOCARDIOGRAMA:

Ultimo Ecocardiograma

Data

DdAE (mm)

DAVE (mm)

Vol Diast VE

FEVE (%)

Indice massa VE

Disfuncdo Diastolica VE

0.Ndo 1l.leve

2.moderada 3.grave

Disfun¢éo VD

0.Nao 1l.leve

2.moderada 3.grave

Insuf Mit

0.Nao 1l.leve

2.moderada 3.grave

Presséo Sistélica VD 0.Ndo medida 1.medida mmHg
Aneurisma VE 0 Nao 1. Sim
Trombose cavitaria 0 Ndo 1.Sim
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6. Perfil Pro-trombético

MARCADOR

RESULTADO

RESULTADO

Fator de Von-
willebrand

P-selectina plasmatica

D-dimero

Fibrinogénio

Trombina-antitrombina
Fator tecidual

7. Laboratério / Radiologia

73

Creatinina

Na

BNP

Albumina

indice cardio-toracico (%)

Hb (g/dL)

Leucécitos /mm?>

Plaquetas / mm®

Glicemia de jejum (mg/dl)

8.Inflamacéao:

PCR ultra-sensivel

TNF-alfa

IL-6




9.Tromboelastograma

74

Tempo R

K

Angulo alfa
Méaxima amplitude

G

Cl

Ly30

MRTG
TMRTG

TG
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